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RESUMO

Das técnicas de fermentacdo disponiveis para obtencgao

. - = w » tn s >
do inseticida microbiano, a2 fermentagac continua tem side pou

Yicando estabelecer as melhores condicoes para obten

cdc desse tipo de inseticida, a partir de Bacillus thu-

3 o 3 i a =
ringiensig, pela tscnica de cultura continua, estudou-se o &

feito da taxa de diluicao e tempo de residéncia, sobre a es5po
rulacio desse bacilo,

Congeguiu~-se um aumentoc na espnﬁnlagﬁag oom o dacwég
cimo da taxa de dilulcio: a taxa de diluigdc mails eflciente
ssteve entre 0,05 ¢ 0,10 hwl, para as cqﬁﬁigﬁeg gatudadas.

Yerificou-se também gue nessas condlclbes, a fermenta

cdo continua é bem sucedida quando efetivada em multiplos es

- - e w el
tAgios, com o ultimo deles atuando como [ermentador descontl



| SUMMARY

The continuous fermentation fechnique has received 11
ttle attention for utilization to produce bacterial insectdi
cide by fermentation.

Investigations on the dilution rate and residence time
was made to establish the maximum growth and sporulation rate

of Banillus thuringiensis in continucus culture,
5

The results obtained confirmed that the snorulation
rate increased when the dilution rate decreased; the best ran
ge  of dilution rate was from 0,05 to 0,10 hW13 for the opara
tional conditions used.

The continucus fermentation of Bacillus thuringiensis

here developed, run well when 1t was done in multipls stages,

and the last one run as a descontinucus fermentor.



I. INTRODUCAQ

Desde que se tem conhecimento da histdria do homem como
pwmﬁutév de seus aliméntmg, os insetos e pragas das  plantaghes
tem sido  seus principals indmigos. 0 controle dessas pragas, es
tudade & realizade ftac intensamente, teve sempre Como obietd
vo, garantir ao homem a sua ﬁabravivéaciaa através do sunento de
suas colheltas e protecas durante o armazenamento de seus produtos.

Com o passar do Tempo, no entanto, cbservou-se gue a8

insetos iam se tornands resistentes aos produtos utrilizados &
novas e maiores doses precisavam  ser aplicadas para garantir a

B + ® 5 il
produgas. Verificou-se também gque tals produteos {(geralmente gul
micos), originalmente usados para favorecer ao homem, estavanm

se tornando agora fonte de contaminacgac e doenga, além de alte
" i - il ¥
ray ¢ equilibric ecologico.
Da conscisntizacdo dosm homens de que um controle qufmé
co de pragas e insetos, guands nace raciconalmente empregado, nan
- w - Eoa
era satisfatdrio, sur giu entrs outras alternativas, a idela do
controle biologicw. Desde entaoc, varios entomnlogistas, genetil

stas e bicengenheircs antre oulros pesguisadorss,

p,

cistas, eoologl

tem~se dedicado ao estude da ciéncia do controle biologloo.

LR

No campo de controle microbiance de insetos, destaca-se

o inseticida obtido pela fermentagio do Bacillus thuringiensis,
devido a sua especificidade, potencia e eficicia contra varios

insetos, além da viabilidade econdmica de producgdo e inoculdade

a0 homem, vertebrados & insetos benéficos.



-

As teRonicas de fermentacao diﬁy@h{valg para estudo do o
clo wital de muitas bactérias ndo tem recebide tanta atengdo co
me aquelas usadas para otimizacac do melo de cultura para o cres
cimento vegetative desses microrganismes. Encontram-se, apesar
digso, alguns poucos estudos sobre o uso da teonica da cultura
continua para a fase de esporulacio de bacteérias, atraves do con
trole da velooidade de orescimento do microrganismo (32, 51, 105,

» g 3

126). B o gue se verifica com o Baclllus thuringiensis, tao in

tensamente estudado em cultura des @Oﬂtlﬂ&ﬁ (7, 1w, 29, 38, 47,

50, 70, 72, 86, 87, 90, 102, 103, 111, 112), porém com poucos da

i

n L
dos sobre seu desenvolwimento em ocultura continua (51},

Devido a escasser de ftrabalhos nesse szentide, torna-
~ze interessante detectar 0s paramelros gue controlam cada uma

dag fases da farmentagéo continua de Bacillus thupringiensisg. e

seja~se uma alta taxa de crescimento microbianc, e paralelamen-

frd

te, o estabelecimento de condigles favoraveils a esporulagac, pa
ra que a poténcia e eficdcia dessa biomassa sejam maximas QoMo

inseticida.

1.1, Objetivo

Sabe~ge que as condleoes favoravels ao aumento da popula

cdo microbiana do Bacillus thuringiensis e a esporulagac  desse

nmicrorganismo se opbem (51, 126, Realizar-se-do, neste trabalhg

i

fermentagbes descontinuas em escala de laboratorio e piloto, pa

»g estudo dag caracteristicas de presoimento desse bacilo.As con

dipOes culturails que melhor gse apresentarsm nesta etapa seran  u

sadas para estudeo dos efeltos da variagao da taxa de diluigac e

e



tempo de residéncla, na esporulacido de Bacillus thuringiensis a

ty

. s *
Fim de caracterizar-se a ouliura continua.

.



2. REVIBAD DA LITERATURA

2.1. Controle microbiano

Jegundo recentes estimativas (310, 63, 101}, cerca de
33% da produgac anual de grics dos Estados Unidos se perde devi
do 4s pragas da agricultura, como insetos, patfgenos e outros.
Lssas perdas ocorrem, apesar do use intensive de pesticidas qu§
micos.

Sabe-se atualmenie que acima de determinados teores, of
pesticidas, em particulav os inseticidas, sio toxices a muitos
animais, inclusive ao homem e a maioria dos Insetos beneficos;

além disso, estac perdendo sua efetividade posto gue as espe~

ciles nocivas estidoc adqguirindo vesisteéencia a eles (2, 11, 2%, 63

0 assunto assume tal importancia, que em estudo sobre
pricridades de pesguisa recentemente realizado nos Bstados Und
dos (B8, encontra-se am destague o controle de pragas e inse

2 £ —

e - a a 4 3
tos atraves de melodos gue eliminem ou limitem o uso de agentes
o -
QuUIMLCOS,

Tende por base tals TFatos, multos pesquisadores ven

tentando viabilizar alternativas para o uso  de inseticidas,
v a G

principalmente  dagueles gque nao causem dano ao 2quilibrio 200

1ogice (2, 11, 3, 6%, 72}, fntre essas alternativas encontra-

~5e o uso de microrganismos entomopatogencs (2, 29, 8%, 1112,

Ha um grande numero de bacterias entomopa Lc,ge‘;m&b obriga



i
L

torias e/ou facultativas, que se reproduzem "in vivo", acarretan

e

do molestias aos insetos susceptiveis (2, 11, B34). HE também a

el " " » T
quelas entomopatogenas em poltencial, cultivadas em melio arti-
ficdlal, "in vitro®, que se multiplicam no trato intestinal do

inssto guando tem acesso a ele (29, 10, 11, 8%, 84, 102, 1140,
112). Entre elas, aquelas esporuladas sao asgs gue atusm com maior

eficigncia contra os insetos-praga (9, 81, 84, 87}, pois a re

a

zistencia do esporo a CQ&&E@O?Q adversas do clima favorece a
viabilidade desse patogeno, tante do ponte de vista de seu da
senvolvimento como de sua establlidade (11, 57, 8%, 87},

0s inseticidas delas obtidos, chamados microblanos o

*

bacteriasnos, sdo bastante caracteristicos pols apresentam ativi

2

dade especifica e baixa ou nenhuma toxidez a determinados verte
brados e invertebrades (2, 11, B4, 72, T4, 112, 125}, Além dis
g0 sac obtidos de microrganismos gue ocorrem naturalmente no am
biente (2, 23, 29, £3, 83, 84, 8B}.

#a segunda década do nosso seculo, foram introduzidas

com SULESEN NOS M&faﬁos Unidos, hactérias do grupe Bacillus po

+

Ll ) 3
pilliae, cujo des envolvimento £ conseguido apenas "in vive™, pa

ra controlar a praga Popillia japonica (2, 7, 7%, 8%, 118).

Desde entio muitos estudos foram realizados com  insetl
cidas microblancs, sendo que ja em 1958 surgiram os primeiros

srodutos comerciais contende Bacillusg thuringiensizg, cula prody

cao "in vitro® & muito mais interessante (2%, 63, 83, B4}. Pro
curou-se aperfeicoar a tecnoclogia da fermentagao, selegao de 13

s

nhagens € novas foymulagoss de Bacillus thuringiensis, gue g

estabelecey nos Estados Unidos € na burepa, como agente coniro

i



lador dos mais eficazes, especialmente contra lepiddptercs den
tre outras ordens de insetos (7, 21, 2%, 83, 70, 73, 74, Bil, B3,

Rh, 90, 91, 128},

2.2, Bacillus thuringie nui%

a eillus thuringiensis & uma bacteria mesiéfila, aerd

hica ou anasrvobica facultativa, gram positiva, podendo se  apre

sentar esporulada {11, 29, 43, B3, 84, 92, 83, 1721). Buas

o,
)
i
P
b

cipais caracteristicas sdo: produgdo de wm ou mals cristais pa
rassporais durante o ciclo de esporulacao, e a patogenicidade 3s
larvag de l&pidﬁpﬁapas {2, %, 11, 17, 18, 23, 28, 47, 72, T,
77, 83, 84, 86, 95, 125, 128).

O produtos bhaseados nests bacilo geralmente contém duas
fracbes ativas: o esporo & o ordistal pr&t@imag tanben chigmado
complexc endotoxico esporo-cristal (29, 84, 86, 87). 0 cristal
proteico, denominado § ~endotoxina, & formade concomitantemente

com o espors (87, 58, 70) e & a mals importante endotoxina con

L ~ L
Opteros, que na forma larval causam tantos danes 2 hop

3
&
e
—
£
o
b
o

sicultura, ageicultura e produtes estecades (17, 18, 28, 23, 47,
58, 70, 83, Bu, 88, 83, 94, 128).

Durante o crescimento vegetative desep bacteria, uma U
tra toxina pode ser formada, dependendo da linhagem e melo de
cultura utilizades (2, 7, 11, 17, 18, 57, 77). Essa toxina qu=e
& extracelular, aquosolivel e termoestivel fol denominada B-e
xotoxina; apresenta toxidez a um grande nimere de insetos, espe

Lepidoptera, Drthoptera, Hy-

cialmente Distera, incluindo alguns



menoprerd e Coleoptera (11, 80, B4, 86, 92, 118}, aldm de relati

e

va toxidez a alguns mamiferos {11, 29, 35, 115, 1183},
Toxidez, modo e especiro de atuagio da endo e exotoxinas,
estio multo bem apresentados nos estudos de LECADET (787, ROGOPP

(1113, HEIMPEL (583 e ANGUS {(31).

&

0 Bacillus thuringiensis e habitante comum da naturerza =

Ll N " - - ’
ezta bresente em diferentes Tipos de seolo {293, Anregenta alou
e A gzw

il .om wa
mas caracteristicas autolimitantes como produto comercial, devi
do a competitividade com ocutras bacterias do solo, condigles ad

- - v by . - p - by %, E—— by . | . .
versas de crescimento na superficie das plantas & a8 sua suscepti

lidade a wariacgoes do olima e radiacio solar (7, 11, 29, 5%,

fok n

Is
B4, 1905, 1200,

k3 L s .. sy, o P ot U 4 =

Quando aplicado antes ou apos a colheita, segunde  tecni

.

cas agrondmicas corretas, o Bacillug thuringiensis tem inocuida

de garantida pele FDA (Food and Drug Administraticn) (71}, gqual
guer gue seja o produto agﬁfcala (2, 3, 7, 11, 18, 20, 22, 23,

29, %%, 42, 50, 58, 6w, 71, 79, S, 98, ¥¢, 10%, 111, 178).

2.3. Producao comercial

¥

Com respeito 2 obtengdo do inseticida, os varios pesqui-

ficam a validade de tecnicas de fermentacgac submersa,

?w.i’v

sadores rat
em  escala industeial (14, 29, 35, 38, uwl, 41, ¥7, 43, 4B, 54,
55, 78, 83, 84, 86, 102}, Conseguem boa veloocidade especiiica
de crescimento e esporulagas dos microrganismos, associado & pro

ducas do oristal toxico, usando substratos scondmicos (55, 83,

B4, 88, 872,



Uma das chaves do sucesso na comercialir Qﬁd@ do %aczilus

thupingiensis come inseticida microbianc, tem =

Jod

do o meio de cul

tura utilizado para o seu desenvolvimento (29, 83, 84), &  maio

ria dosg melios empregados usa produtes naturais ou resTduos indus

triais de baixo custo, como fonte de carbono, nitrogenio e sais
minerais. Fontes de nitrogénio utilizadas incluem Farinha de pei
xe, torta de algoddo, agua de maceracaoc de milho e caseina {10,
i, 29, uk, 83, B4, 87, 107). As fontes de carbono podem incluip
produtos hidrolisados de milho, amido e dextrose (29, 80, yil,uyl,

Para produgido no Brasil, & interassante usar o melapo de

cana e a dgua de maceracio de milho como fontes de carbono e ni

troganio, respectivamente, ambos de baixo custo e enm disponibili

-

dade (84, 87). A composicic do meio de cultura para produgis in
. " g - e -

dugstrial e determinada, portanto, atraves de uma andlise de Cus

tas, comparada com o rendimentoe das fracgoes endo e exotoxicas

(10, 14, 29, 4u, 83, 84, 85, 87, 100),

Um aspecto das fermentagdes com Bacillus thuringiensis &

que parte significante do produto final consiste de componentes

do melo ndo utilizades, metabSlitos e c@lulas mortas (29, 111,
12h3. Além disso, tem sido demonstrado gue & atividade TOXIna
de uma dada  linhagem pode variar significativamente em  difersn

tes melos de cultura, condigfes operaclionais e também de uma pa
ra outra batelada de produgao {17, 18, 38, 40, 41, 77, B9).

Az condigdes de operagdo utilizadas em grandes Ffermenta
DULMAGE

o Ehe W

dores, para Fermenta cao em submerse, sic descritas Do
(837, MADDOX (74) e PEEDLETON (102), e fermentadores industriais

com capacidade superior a 50,000 litros tem side utilizados (28,

1027,

B T



Controlam-se o pH, a agi ‘Qéa agragan e temperatura o

timos de produgdo. O pH inieial do meio & ajustado para 7,7 -
M i - .

7,8. U volume de indoulo esta entre 2 ¢ 5% do wolume total do

melo de cultura no fermentador, A temperatura se encontra =Bl

torno de 3090, e a aeragdc ao redor de 1 vvm {(volume de ar/vo-
lume de melo/minutol, poste que uma boa asragio & necessaria
para gque se obtenha uma alta velovidade de esporulagde (83, 0

cicleo de fermentagdo costuma vardar de 1% a 72 horas, o gue i

ra depender de quao rapidamente a esporulacio se complete 2
determinadas condigoes (29, 51, 83, 84, 87), A agitacdo peall

zada de maneira adequada, garante uma perfeita transferencia

dos nutrientes presentes no meio aos microrganismos (45, 118).

or

As condicoes de cultura s3o estabelecidas em fungas

*

da maxima producdo de esporos associados ao oristal toxico, 2o

+

rém o que mais interessa no inseticida & a sua poténcia e efi
cacia (5L, 83, B4, 1007, |

Apos a fermentagao ¢ produto obtido deve ser formulado
para emprege como inseticlda na forma de pd molhavel, emulsdoe,
etc, Hecessita do uso de agentes molhantes, emulsicnantes, ade

sives e inertes, gue podem ser utllizados sem alterar as carac

traristicas desedaveis do produto. O ingeticida micrabiano  tam
J s s

bem pode ser utilizade em combinacfio com fungicidas e outros
inseticidas sem redugac de sua efetividade (3, 11, 23, 73,

- 21 -
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2.4, Termentacas continua

- L * 3
O grande interesse notado nos 0ltimos trinta anos em re

P

lagfo 4 téenica de cultura continua para o crescimento microbia

no tem sua ovigem nos trabalhos de HERBERT (58), MONOD (55) e
NOVICK (87) e ganhou forga com a realizagio do Primeire  Simpd

. i 3 .

510 sobre Cultura Continua realizade em Praga apesar do  oonocs 2L
to dessa Tecnica ser conhecido antes de 1920 (553,

Um estudo e revisio bastante compreensive abordands to

P u @ g
dos os aspectos da cultura continua fol realizado por MALDK e
FENCL (76). Esse livro se aprofunda na teoria, técnica e aplica
gac da cultura continua e segundo HARRISON (55) permanece  como
4 p g - 2 I g .

o melhor negse assunto ate hole. Quante & pratica de tal proces

so, equipamentos utilizados e equipamentos de controle, fem-Se

/1955 que se apresenta bastante atual.

£LF
£
i

NORTHROP (96) em 1

&)
=

A maioria dog processos indusitriais atualmente corheci

,CJ

I-é«
s
("\
wfx
Lula
y_\.fa

dos, dizem respeito a téconica de producio do inset
bilano em bateladas (29, 40, 84, 102). Conhecidas as condiglbes &

- » . s
timas para tal tecnica, pode-se emprega-las num processo  ocontl

nuo (587,

A ecultura contfinua usa um sistema de cultivo tal que o

!
oy

ric que podem ser con

]
[
fok
3

i

crescimentc ocorre em condicles de egulll
itroladas efou alteradas (1, B, 76, 127). Permite assim, ous  ae
egtabelega a cinetica do crescimento do microrganisme bem como
dgos produtes de geu metabolisme (5%, 75, 188, 123, 1377,

MHa cultura continuas as condigtes transientes observadas

no processo de batel qﬁﬁ serao usadas indefinidamente como esta



dos estaciondrics (5, 3%, 59, 78, 756, 127). O termo "estado es

tacicnario” desoreve uma situagao na qual as condigoes da  equl

Yitrie existem na cultura (B, 48, 177). Convém pessaltar e A

cultura ndo permanece em estado estacionaric porque estd

&

vig
)
E

P73

g incapaz Jde mals reprodug

es, MAag porngue as
condicoes externas nao permitem malor desenvolvimento.

.d‘—..-,_

Az vantagens da cultura continua sobre a tradicional wul

[ S o F — —_ - . b T P S T . . S R b
Turdg em Daveladas, A DTOCEEE0E INGUETILALE, sido analis =3

g I
CHILIC AR [RREFS ia

das ha muite tempo (763}, Porem se encontr
aplicagoes industrial

sos continuog podemn

industrials, poren

ada em plantas e

L o
i1 5“?(”‘33’};?{‘3“ 2 Gua A cultura continua e AL

(b merede eliassico de producan de vinagre (27, 103) pode

f]

Ty

- v e ; o o s K4
ser consideprads um LA e faﬁz;’?menta@aﬁ COTTINIA; & CerVelad

“ il el - o
produzida por processo continue ha bastante tempo (52, 53, 61,

g d
ey "TM

e

{,‘

66} bem come &

3
(‘i
&
rv_,{
-
Fy
Sogpad
et
B
i
[
o
e
b=

tudada em
- . -
Russia (36, 553,
Ve oy o - 3
Para a produgad de

qﬁ
ny

& ocuitura continud

oducan comercial

e . . .._@n e
nas e acidos nucleicog por culiura continua, tem

W e — R - e .
R R . . T S e ol ; P e, P oy
g Literatird,; DOrem nNao s8¢ Tem Lnioarnagoed LA UL LLEZA
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2,8.,1, A fermentacan continua com bactérias

Apesar da técnica de cultura continua para diversos mi

ismos ter sido alveo de muitos estudos (1, 5, 16, 25, 34,

37, o9&, 586, BE, 113, 122} e utvilizada com sucessses Dara Foermen
o iy L [ET. G P BT I R . P .
tagoes industriais, os estudos sobre cultura continua para mi
crovganismos esporulavels sdo raros (32, 23, 51, 672, 85, 107,

, < n -
A cultura continua para microrge nao formadores

de egporos, Tem sido desenvolvida com a

£

ma alfa concentragao de blomassa, enquanto com  mioe

-
SVOTECen o aoumulo de

briy

‘ormadores . as condigces que

bicpassa microbiana difevem daguel DETE esnorulagan,

. - - wr
sendo mesno antagonicas (517,

O processo de esporulagac em bacllos se inicia | quando

ag substratos sac esgotados e as celulas vegetativas de 2Senvol
ven Sei :ocanisne de adaptacio as condicdes desfavoriveis de
crescimento, transformando-sa e wos (31, 1089}, Tante

eEpPOTe, pode

rag atuar se o esporo for transferido para condicoes favora

Ale Goor
W AT

squigado

PRI

entn, iniciando com a celula

I3

nalizande com o ast aﬁzo VIt




s

do ccorre a tolise da celula mde e conseguente liberacio de

i3

esporo maduro. MURELL (88) estabelece a mesma sequéncia, oM

same numeroe de est

reus, o que e ratifi

S P
cado [l RICICA {1087}, A0 dn en DOTo {esty
gio VI que coorre a sint

dino~2,6-dicarboxilico) {1093, o qual foi encontrade em B P

rog de Bacillug ceresus,

FEL

g outres, conge ta

B - a
ga deste acido em malor guantidade pavece ter

dos esporos (13, 25, 88) e ja se tem conheci
mento de gue sua produgae se da ne protop da celula. A
1 desse pode ser wtilizaeda como indicativo da

O‘“Q?WMQPQQ Ao am astudo {(857).

Para estudo um sisntena da

: el v
cultura continuad em slane’iou res
lizar separadamente as etapas de desenvolvimento vegetativo no

e e E i
£ DI LA EY

i Berunco anta
Ll

via celulas veg

o g e i Tam e
ST LG THDYE




e cultura, sao relatados (B2),

Com Bacillus subtilis, e esporulagao  po
num mesme estagio, mesmo a altas taxas de orascel
E am G eptaglo como de pultil

ey o ; o ey e L
gatudou & cultura ocontinua

taolonario variou com a taxa de diluicio segunde uma fungao

Y cont

esporulacio estio

)
7
.
8
H

gue o desenvolvimento

» Sendo gue no primeire es

S, gue val de

SUDErLoY de

T




1o celular nos ovarios estagilos

O estudo d

a FPREIMAN (513 utilizou

PO SV . : L . - oy e - L -
continue em dois onde o sagundo atuou como un fermen

E . ot - o
descontinue, obitendo uma cultura com maxima maturagan cu
A Sa congistia guase que exclugivamente de esporos L1
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wanin

mantidos em geladeira (59C + 20C). A cada mes eram rsalizados

rapiques do micropganismo.

3.2.2. Pré-fermentacin )

Para cultive do microrganismo, fol usado meio de pré-

e - a " e
fermentacao llguido, conforme a seguinte formulacan:

COMPOSTCEO g/1
Nazﬁ?ﬁg 2.5
Cloveto de sodio 5,40
Glicose 2,0
Triptose 20,0
pH = 7,3

Foram colocados 50 ml desse meio de culfura em frascos
erlenmeyers de 500 ml e esterilizados em autoclave a 1219C poy
15 minutos. Apds resfriamento, foram inoculados com uma alga
de cultura-estogue e levados a agitador votative com Tamperaltyu
ra controlada em 309C. Toram wé&iizadas duas ppéwf%?mentﬁgées
a 150 rpm de agitacdo, por 8-12 horas de duragido eadé uma, Sen
do que a segunda pré-fermentagic fol inoculada con 5% (V/V ) da

. # S e
primeira pre-fermentacac.

- e “f <
Para fermentacio e alimentagac da cultura pontinua, L

utilizadeo o seguinte meiv:

- 10 -
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rotametro calibrado em litros/minute (1 atm e 21,1900
4) temperatura: mantida com precisdo de + 0,590 por re
sisténecia elétrica e/ou cireulagio de agua fria;

2} filtro de ar: com leito de la de vidro.

Um esquena do mini fermentador e mostradoe ne Anexo T

Tauinamentos auxiliares

3,48.1. Espectrofotdmetro: Spectronic-70, da Bausch &
Laomb .
3.4.2, Balancas de precisac METTLER:

P OIBON fmAx.s

i

160 g, div.z 1 mgl
P 1000 (max.= 1000 g3 div.= 1 gJ
3.4 .3, Autoclave: ‘Stercclave’ n® 25 X, da Wisconsin
Tuminiwe Foundry. Co. inc,
3.4.%. Miercscopios:
Carl Zeiss, aumento 40 x 12,5 = 500 vezes
Nikon, de contraste de fase, modelo L-Ke

2.4.5, Potencidometro: Voriba, com ajus-

te automitico de temperatura, e precis sac de + 0,05 unldades
de pil.
3,4.6. Centrifuga: 'Excelsa Baby' da Fanem Ltda. mode

le 208N (0 ~ 7000 ppm) com cruzeta de 8§ lugares de 15 mi cada.
3.4.7. Estufa para secagen 5 waruo: Fanem ‘Retilinea’

modela 0989/A-1, com termostato e painel frontal, ajustada para

5090,

sepigtalticar "Biloflow' da Metering

Pumps Lid., Londen, modelo W-5.5-58D.



3.4.9, Temporizador: projetadeo e construids na Univer

A

sidade Estadual de Campinas - Brasil.

i3

3.5, Processe Termentativo

3.5.1. Frascos agitados

Huma primeira etapa realizou-se a fermentagdo em frag
cog agitados, erlenmeyers, de 500 ml ¢om 50 ml de meic de fepr
mentagio, Foram levados a esterilizanio em autoolave por 15
minutoes a 12190 entao resfriados a 2090 e inoculados com 5%

de indeulo {(V/V) do Bacillus thuringiensis da segunda pré~fer

mentacas.

35

As vondicdes de fermentagac foram: temperatura a 309C
e agitagao a L50 vpm.
A determinados intervalos de tempo fol retlirado m

frasco, de uma serie de guinze, para as necessarias analiges,

3.5.2. Fermentacdo descontinua em minifermentador

A etana pilote, descontiaua, Ffol realizada colocando
500 ml de meio de fermentagido no frasco do minifer .
mentador, sendo o conjunto esterilizado a 121%9C por 15 minu-
tos em autoclave, Resfriado a 3092C¢, fol irnoculado com 5% (V/\0
de indcule da segunda pré-fermentacio. A agitacdo foi de
455~-500 vpm & a temperatura mantida em 2389C+290, A taxa de

o

zeracgao utilizada fol de 1 vvm.

A determinados intervalos de tempo foram retiradas a

mostras para anallises.



3.5.3, Farman?agé@ continua em mini fermentador

A etapa de cultura continua do Baclllus thuringiensis

fai realizada em minifermentador contendn 500 ml de meio  de

i

fermentacas. 0 controle de temperatura fol altustado para 309C

+ 29C, A apitacac variou de 380 a 500 rpm, conforme a necessi

dade, 0 fluxo de ar fol mantido entre 0,3 & 1 vvm em consonan

Para garantir uma veleoidade de alimentagan constante

em cada fermentacgdvp, fol usada uma bomba peristaltica conecta

-

da a unm temporizader conforme ilustrade no Anexo IV. As  1a

xas de dilulgdo utilizadas variaram dentro  dos seguintes in

o - "
6,050,210 h°Y, 0,100,215 n7 e 0,15-0,30 B .

e
ﬁ\
jm.'
¥

& pasgsagenm de meio Termentado de um para oultro  asta-

gio de Ffermentacdc fol efetuado por diferencga de NreEsa0 , ga

nde assim uma mesma taxa de diluigdo nos estagios.

o

rant

Um esquema da montagem do equipamento 2 mostrade no
Anexs 111,

Para acompanhar o desenvolvimento do micrerpanismo
hem como para verificar quande o eéstado estacionario seria a
tingido, foram vetiradas amostras a determinados  intervalos
de tembno,

Tais amostras foram usadas pava determinagdo de massa
seca (MS), dengidade otica (D03, dcido dipicolinice (DPAY e a

ghecar vesidual (expresso come glicose).

Conforme citado por MORARS (863, apos a stapa de oves

cimento logaritmico da cultura de Racillus thuringiensis, >
consume de oxigénio cal a taxas bem baixas; assim sende, For



ram realizados deols processog de Terment agan continua. Um
primeire processo onds a fermentagan OooTTEL num Gnico esta

cio, com agitagdo e asragao iguals para os tres  frascos de

lj‘ﬁ

fermentacdo {sendo 500 rpm e 1 v, vespectivanente). 0 ou
tra processo, realizado em Amis eostagios, teve agitacaon ae
500 ypm e aspagéc de I vvm para o primeiro mini fermentador,

e para os demals, & agitacao fol de 380 vpm, @ SOTACED de

D,3-0,5 wvvm,

bend
bte

2.6, Tecnicas de

Para realizacio das andlises, as amosiras foram oen
tpifugadas a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante fol uti

a

lizado para determinacgaso de glicose, & O precipitade para asg

& s e
demals analises.
A andlise de aclicares (expresso em glicose) fol efe
ryada segundo modificagaoc do metodo original de MORRIS (247,

gtilizando o reagente antrona. A ourva padrao tragada, 2131

P

cmge x UA 2 500 nm indicou a corresnondencia de 1 g/l glico-
i gilog

ase com 8,25 UA,

Para a determinacidc da densidade otica, © precipita
do passou popr duas lavagens e centriliuga odes, sucessivas.sen

do o precipitado agora nbtido, suspense em 10 ml de agus des

tilada,. Peitas as diluigde

{"‘3

.5 convenientes, realizou-se a lel

matpo & oul nm.

k}}

tura em espectrofol:
A massa celiular seca €Y foli determinada pela s20a
gem do precipitado obtido na centrifugacdo de 10 nl do melo

fopmentado. A secapgem foi efetuada a 609C por B horas em es-

S s -



tufa a vacuo.
Para a determinagaoc da concentracdo celular, a nassa
celular seca (MS) fol suspensa ém 10 ml de agua destilada, e

entio feitas as diluigdes convenientes para leitura da densida

de otica, dessa suspensio, em espectrofotometros a 600 nm, A
curva padede obtida, de M5 x UA forneceu o valor de 1 g/l de

bilomessa seca correspondente a 0,86 UA,

A determinacio do acide dipicolinico (DPA) no meio fep
mentado, fol realizada segundo o m@todo de JANSEN (85, 84).Tra
cou~se a cuprva padrac de DPA x UA a 440 nm, obtendo-se 1 mg/l
DPA correspondendo a 3,4 UAL

Para estimativa do nimero de esporos viavels pode-se u
tilizar a curva apresentada em MORAES (842, nmostrada no Anexo
i.

0 acompanhamento da esporulagde durante a fermentagdo

- N

foil feita ao microscopio, pop

o

oloracdo de  esporos (117) e a

0

observacio da formagdo do complexs esporo-cristal fol efetuada

em microscopilo de  contraste de fase.

- 25 .



. RESULTADDS E DIRCUSSAD

. i
4,1, Etapa descontinua

o estude da fermentacdo do Bacillus thuringiensis em

DrOCessn descontinuo, tanto em frasceos agitados como em  mind
Fermentador, observou-se& oomo caracteristicos, o comportamen
to do pH do meio e o consumo de carboidrates. Dstes resulia
dos sap apresentados nas.Quadrmg T e XI, & Figuras 1 =& Z.

0 pesultade obtido na Figura 2, esta de acordo com MU
RELL (883, o gual comenla que oOom a4 es pécie PBacillus, nas fer

mentacbes que contam com a glicose como fonte de carbono, es
ta & geralmente convertida a acidos orginicos, com uma marcan
te gueda do pH do meio de cultura. Se a concenirag can  inicilal
do carboidrato & muite elevada, o pH caird a nivels  inferig
res a §5,0. Como o baixo pH & desfavordvel & formagao adaptatdi
va de enzimas e a acao do ciele de TCA {Feide  tricarboxili
so), a gueda da concentragao do carboidrato além de um deter
minade nivel, interrompe o crescimento exponencial. Agsim, a
utilizacdo dos acidos produzidos, faz com que O pH petorne a
nentralidade e a celula esporule,

05 melhores resultados se apresentaram guando o car
heoidrato foi rapidaments utilizado, decrescendo a cerca de 10
do valor inicial, entre 10 e 20 horas de fezmenfagaak Estas
resultados, apresentados nos Quadros Loe IT, sstao expostos
nas FTiguras 1 e 3.2,

?

wf - - it I
om auxilio do microscopio de contraste de fase, ob



servou~se que a fermentagdo cujo pH baixou de 7,35 a 5,2 nEs
primeivas 10-15 horas e retornou a neutralidade ao final da
fermentagaoc, apresentou bom grau de es sporulagdo, ao  contrdrio
daguele cujo pH permaneceu ac redor de 5.% sem retornar A nauy
fralidad&a

Tais resultados sio compativeis com NICKERSON (91}, MO
RAES (87} e YOUSTEN (129}, Segunido MORAES (87), o periodo  de

queda do  pH corresponde a4 fase lag e inleio da Ffase logarTtmi

ca do crescimento vegetativo do Bacillug thuringiensis, & o pe

ricdo subsequente de retorno i neutralidade corpesponde i 28 PO
rulagidce e formagdo do cristal. Este comportamento pode ser ve
rificads atraves das Figuras 2, 3.1 e 3.3.

Pelags Figuras 3.1, 3.7 e 3.3, pode-ge observar que o

at i - -
periodo de queda do pH corresponde ap de maximo consums de gii

cose e de aumento de densidade Stica (D0} do meioc de fermenta

o

cin. Pelo Quadro I, verifica-se que esse perlodo corresponde a
ur aumento de concentracdo do Zcido dipicolinico (DPAJY.

RICIcA (109) afivma que no estagic de formagdo do e8P
ro ha uma sintese intensiva de DPA, e devido a formagdo desse
espore o indice de refragdo aumenta. Portanto, o aumento de DO
do meio ndo se deve apenas ao aumento do nlmerc de microrganis

mor presentes na fermentacdo.

4.2, Etapa continua

= - x =
Haseado nas conclusces da stapa de processo desconty

. . & - R 2 b y e g e F " g
s, TOTrNou-28 _}:.3033.1'&3‘@}_ dar inicio a fﬁi.d;)?:?[ {1 .fﬁ??.f*m@ﬁta@d.(} o0n

- T -



bl ) > * * .
tinua, onde foram uwtilizadas apenas as culturas cuje pH reftor-
nou & neutralidade apds 10 a 20 horas de fermentagao.

Alguns autores (15}, pesquisando Fepicillium sp, suge

rem que se realize a Termentagao a pH constante. Como asg condi
coes normais desta pesquisa eram- diferentes, foi efetuada uma
fermentagao em minifermentador onde o pi apss o periodo de Gug
da, vetornmou 4 neutralidade pela injegdac de base. Foi notado
que a fase vegetativa do microrganismo se desenvolveu e o pro
cesso entrouy am regime rapidamente; conforme se observa pelo
tnadro VIIT ou Figuras 7.1, 7.2 e 7.3. Porém, QUANto A eShorU
lagho e formagdo do cristal proteico, com auxilio de microscd
pio de rcontraste de fase , verificou-se gue praticamente nao o
copreu, conforme apresentade no Quadro IX.

IDevidQ a tais F@ﬁéltaﬁﬁss optou~se pelo estudo da  fer

mentacdo do Bagillus thuringiensis sem controle do pH. -

4,2.1. Comportamento do phH

" ot - - *
Serda denominade 'pH de conexao' ao wvalor do pH do melo

@

de fermentacao no instante em que se inicia a alimentagac  do
nf-
DPOONeSsEc COnELInuD .

fonforme se observa nas FPiguras 4.3 & 5.3, gualquer

rt

qua geja o pH de conexdo, aste tende a se establlizar ao redor
do valor 5,0. 0 que se verifica € apenas uma variagac noe tempo
que a cultura demora para atingir este valor.

Para todos 05 experimentos, tanto em 1 como em Z esta

k3 ¥ 3 e o
glos, cobservou-ss gue o pH do meioc se manteve apos alpgumas ho

ath -
ras, =stavel e an redor de £,0.

T EE



y.7.7, Conswno de carboidratos

Quanto a glicose, observou-se que houve un aunento do seu
teopr no meio Termentado apos inTels da alimentagio, conforme oS
Quadros IIT e VIII, e Piguvas 4.2, 5.2, 6.2 ¢ 7.2,

Com respeito a este fato, dois pontos san importantes:
a taxa de diluigac, comentada em 4.7.3 e o método de analise u

tilizado. A guestdo do metodo de andiise utilizade para glico

&, esta comentade sepapadamente, No APENDICE I, gue permite &

discussap sepuinte. Us regultados duvidoses obtidos ocorreran
devide a erros oriundos de analises efetuadag sem 03 dayvidos

cuidados:

B.2.2.1. G reég@ntﬁ antrona era preparado e usado  ime
diatamente, ou seja, antes da % horas de preparc.

5.9,%,.%2. 0 banho frio para a reagao usava dgua & tempg
ratupa ambiente 23-279C e ndo 159C conforme metodologia.

h.9.7.3, Nio se empregava um padrdo, paralelamente as
andalises.

y.7,9,4, Existencia de impurezas nas fontes de warbol

- . e g = 4 . - =
dratos {(melaco e agud de MACETAGAC de milhad gue iInterieriram

nos resultades.

§.7.3, Taxa de dilulcdo (D7

o

uyante 5 taxa de diluigio, sabe-se que sendo ela elev
s % 4

fopnecends glicose em exoesso al MACTOTEAnLemo (QuaT

+idade esta Que nae sendo nmetabolizada, permanece Do medo, dan

do altas leituras. Ao mesmo Temph, auando © RICTODEAN nisma  Nas




sose em excesso, podera nao estar se multipli

e

consome ezsa gl
cando e o meio estard sendo "lavado™ de seus microrganismos .
AlBm disso, a esporulacio nio ocorrerd num meio em que ha ax
cesse de nutrientes %333 587,

Assim, uma indicagdco de gue o microrganismo nig  estd
se dezenvolvende satisfatoriamente numa determinada taxa de
diluicdo, %Iaﬂgﬁ excesso de glicose residual.

Pelas Figuras 4.2 e 5.2, observou-se que taxas anima
de 0,10 hwl estavamn apresentando um teor exceszsivo de glico-
se residual no melo de cultura,. Para taxas ao redor de 0,05 -
8,10 hml conforme se apresenta na Figura 6.2, essa teor ape
gar de ter se eslevado inicialments, estava retornando aos ﬁé
veis iniciais, indicando assim que o nmicrorganisme estava se
desenvolvendo satisfatoriamente, apgg um pawf&da de adaptacic
o que fol comprovado atraves de testes de coleoracgdo de g eie]
ros, conforme verificado no Quadro IX.

4 pautela nessas andlises & importante, pois conforme
verificado pelo Quadro YIXII e Pigura 7.2, onde o pH fol manti
do pela adigdo de base, ¢ teor de glicose praticamente se man
teve ao nivel inicial, porém, conforme Quadro IX se observou
que o microrganlsmos nac egtavam.eﬁpm?§l&ndm$

Hotou-se tambem que a fermentacac efetuada em um ﬁni
co estagio apresentou um consumc mais rapido de glicose, con
forme o5 Quadros IV e VI e Figuras .72 e 5.2,

Outro ponto gue se destacou ao observar of Quadros
117 a VIT & que do prim&ir@ rinifermentador para ¢ segundo @

¢ tepceire, estava havendo um consumo de glicose, o qua esta

ST 1 Qe



de acordo com o observade por FREIMAN (51) e RICICA (109), de

que tenos microrganismos em todas ag fases de desenvolvimento

presentes am todos os estagios da fermentacio continua.
Conforme Quadro IX pode-se observar que o terceiro mi

nifermentador apresentou malor nimero de esporos do que o e

gunde minifermentador, e este mals do que o primeiro, serrda
que neste, praticaments se observou apsnas cflulas vegetati

Kos Quadros IIT e IV, onde foi utilirzada uma nmaior ta
xa de diluiglo, observou-gse uma diminuicde do valor de DO do
primeiro para o segundo minifermentador, sendc que o Frasco'a

pregentou um valor bem superior. O gue pode explicar tal fate

£ que a taxa de dilulcae teria provocado uma lavagem do meio,

& o nmicrorganismog se acumularam no frascol

B.,2.%,. Desenvolvimento e esvorulacac dos microrganis-

mees

D8 resultados de DO e ME devem ser analisados condun

iz

um aunento do numne

Qg

tamente, pols um aumento de M2 significar

i

ro de microrganismog, e um aumento de DU podera indicar alem

" o N " -~ N h . N .
disso, que 0 indice de refracan do melo esta variando devido
4 presenga de esporos, metabdlitos, ete.

fis
o7
-
o
4
s
o
o
e
fu

servou~ge nas Flguras 4.1 & 5.1, que

-
o
A

vam diminuinde com o tesmpo de fermentagac. Isso vem reforcar
o observado com o comportamnentoe do consumo de glicose, de que

o mivrorganisme nao estava esporulando satisfatoriamente.

relo fuadroe IVa, que corrvespondeu ao expardimanto  oom

- 31 -



interrupcio da alimentagdo para aumentar o Tempo de residen-
cia do microrganismo no meio de cultura, notou~-5e QuUe o auman
to e estabilizacdo da DO foram acempanbados de uma establliza

i

S50 de MS num valor elevado além de uma boa esporulagido, COn

-

r

i

%

i

ropme se pode verificar pelo Tuadro IX.

Quantc a presenga de DPA, sabe-~se gque o nivel do mes

mo & indicative 4o estipio de 8“?@?&1&”&& do microrganismo;ob
sapvou-se que o8 Quadres IV a YYT  apresentaran resultados

concordantes com o Quadro IX, que apresenta ragyltados &0 mi

erescoplo.

4,2.5. Efeitos da aeracao e agitacic mecanica

Outro ponto a ressaltar £ que Mmesmo na ausencia de

agitagao e aepagdo mecanica (reservatdrio de meilo fermentado
do Anexo IV, denominado "Eragaen '), o microrganismo se degen
volveu, conforme observado pelos Ouadros IIT, IV, ¥I, ¥II. [E&

te Fate concorda com afirmag Fes de Mo CONMNELL {77% relativas

3 produgdo pov feymentacic estatica.

Comparando 08 Quadr&s T1T, ¥ & VII {onde a fermenta
cio pcovren em dois estédgios) com os Quadros IV e VI {ouia
fermentacdo oCcorreu em um Gnice estigio) observou-se que  No

egundo mini fermentador ccorreram as mesmas oscilagbes veri-

fieadas no primeiro, defasadas apenas no 5eu tampo de observa
Cgac. Observou-se assim que a diminuigdo <da acragio no segundo
mini fepmentador em nada afetou o degenvolvimento do  nmicror-

ganisme, o que confirma o observado por MORAES (881
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Quadre I. Analiges de acompanhamento da fermentagao descontl

e s =

nua de Bacillus rhuringiensis em frascos agitados.

TEMPO oH GLICOSE Do MS nPA DPA
thy - (UA®) (uaRE)  (g/1) (UARRE)  (mg/g)
0 6,5 85 3,0 7,3 0,98 39,5
3 5.9 78 2,0 b8 0,60 41,0
B 5B B2 3,8 4,5 0,604 41,8
5 5,5 54 5,5 TN 0,68 45,4
B 5,4 g 5,6 5,2 6,98 55,4
7 5.5 i 7,0 5,7 0,87 47,5
8 5,5 58 8,0 6,9 0,98 41,8
g 5,6 14 10,0 6,7 0,98 42,0
24 8,0 12 9,6 10,8 3,88 23,9

(%) 1 g/1 glicose = 8,25 UA

H

{ il 1 gj’i M 3386 A

ELLY oeA o= 0,003 UA

b
o

e

et
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Quadre II. Analises de acompanhamento da fermentagac descont:i

nua de Bacillus thuringisnsis em minifermentador.

(Yalores madiosg)

TEMFO pi GLICORE 58 ME& DEA DEA
{h) (UA%) (UA%®}  {g/L) (Uass=)  {mg/gl

23 5,8 14 f,4 - - "

26 7.5 13 1,5 - 0,92 16,1

(%3 1 g/l glicose = 8,25 UA

{#%3 1 g/1 MB = 0,88 UA

- 34 -



Quadro IIT, Analises de agonpanhamento  da fermantagac conti-

nua de Bacillus thuringiensis em dois estaglios.

{Valores medios?

B: 0,15 - 0,30 hY

TEMPO pH  GLICOSE DO 1S DPA DPA MTHTFERN.
(h) (UAEY  (UAREY  (g/1)  (UARES) (mg/g)
0 6,0 28 5,2 4.5 0,15 12,8 19
2 5,0 25 3,8 1,6 0,11 8,9 29
2.5 6,0 27 5,0 3,1 0,2% 22,8 20
3,5 6,2 38 5,4 3,6 0,27 18,0 Lo
6,2 27 4,6 2,3 0,10 12,8 20
4,5 5,6 56 4,6 2,6 0,15 17,0 19
5.5 36 4,6 1,72 9,08 22,0 20
5.5 5.6 38 4,6 1,2 0,10 24,5 19
5,5 43 5,2 1,1 0,07 18,7 20
5,6 35 4,2 1,4 0,08 16,8  frasco
21,0 5.5 21 - 2,8 0,04 9.1 aliment.
5,4 52 5,0 1,3 0,07 15,8 19
5,5 50 4,8 1.0 0,10 79,4 79
5,5 39 5,8 1,0 0,11 32,3 frasco

{#%) 1 g/1 M8 = 0,86 UA

(#a®) 1 /1 DRPA = 30,0038 UA
o BE



fuadro IV. Analises de acompanhaments da fermentagaoc continua

de Bacillius thuringiensis em 1 estagio,

L w
{Valores medios)

D: 0,15 - 0,30 h™F

TEMPO nH GLICOSE D ME LhA DPA MINIFEERM.

{1 {UA%) (Ua*sy  (g/1) (UAT*%) {mg/g)
& 7,0 71 6,4 = o - 19
2 5,7 54 7,5 8,7 0,45 19,7 19
5,5 5,5 34 8,5 b,8 0,u6 27,6 1e
6,0 27 8,0 5,9 0,49 20,9 39
21,8 . 5,9 39 6,0 6,3 0,62 28,9 10
5,5 30 5,0 2.8 0,725 26,3 7%
6,0 25 7.0 4,2 4,76 53,0 frasco
25,3 5,7 120 5,0 4,7 0,72 50,0 19
5,5 58 5,% 7,8 0,37 38,8 29
5,5 25 6,0 2,1 0,24 33,8 frasoo
tg,2 5,7 . B2 . 5,0 3,9 0,46 84,7 19
5,5 87 5,0 7,5 0,49 55,0 20
5,5 22 7,5 2,4 0,25 75,3 frasco
MU LS 6,7 71 5.5 3,7 ~ - 1
6,0 39 7,7 0,9 - - 29
5,5 35 &,0 2,3 0,24 30,7 ffaQQ@
(#*3 1 g/1 glicose = 8,25 UA

(#2) 1 g/1 M5 = 0,36 UA
/

/L DPA = 0,003 UA

-3 -



e . e
Quadre IV &. Analises de acompanhamento da fermentacio conti-

a - - - 3 il *
nua de Bacillus thuringiensis em 1 estagio, con

interrupgac da alimentagdo enftre 5 e 27 horas,

4

(Valores mediog]

Dr 0,15 - 0,30 nt

TEMPD nH GLICOSE DO Mo DFA DPA MINTYERM,
£hl (LIA%) (UASS)  {g/1  (UASERY (mg/g)
D 7,5 20 5.8 8,5 - - 19
2 7,1 90 6,8 9,7 - - 19
5 7,0 @0 10,5 - - - 1o
7 6.9 23 14,0 - - - 1%
22 5,4 37 13,5 9,9 . - - 12
5,0 20 13,0 10,7 - - 29
24 5.5 g 14,0 - - - 19
5.5 23 12,0 - - - 70

Funt
o
g
[
R
;_h

glicose = §,25 UA

S NS = D,8B UA

o~
St
b

i
T,
Lk

{Fddy 7 ﬂfl DRA = Dﬁﬁ§35 853

- I -



Quadro V. Analises de acompanhamento da fermentagdo continua

" . » . i~ P
de Bacillus thurdnglensis em 7 esTaglos.

(Valores médios?

w
D: 0,18 - 0,15 h 7

E¥PO nil GLICOEE 20 Ma DPA DPA MINIFERM.

TR

{hi (LAY (uak®y  {g/1y  (UARSF} {nglg)

{ 6,5 20 4,6 4,2 0,5 26,0 19

2 B4 95 7.0 - - - 19

B 5,0 38 6,8 - - - 19

& 5,7 50 7,0 - - - 19

8 6,0 5% 5,8 - - - 19
6,0 26 7,0 - - - 29

a1 6,0 70 T - - - 16
5,0 16 4,8 - - - 20
6,0 35 5,72 6,1 0,68 32,3 39

(%9 5 gfl glicﬂﬂﬁ = 8,20 UA
(&) 1 gil Meo= ﬁsag Ua

(nzxy 1 g/l DPA = 0,0038 UA

o BB



- = " P at
fuadro V1. Analises de acompanhamento da fermentagac continug

A - n w s &
de Bacillus thuringlengis em 1 estaglio.

{Valores médios}?

D: 0,10 - 0,15 h™F

TEMPO patsd GLICOSE 0 MG DPA BRrA MINITERM,
(h3 [UA%) (YARTY  (g/1)  (UAS®F) (mglgl
0 7,0 17 8,86 3,6 - - 19
Z £,5 17 7,0 - - - 19
i 5,0 21 (% - - - 1@
& 6,0 25 6,2 - - - 1@
23 £,0 g4 3.3 - - - 1%
5,7 38 B, 4 - - - 29
6,0 26 5,8 - - - 3%
18 6,0 80 3,2 1,9 0,71 37,8 19
5,7 Bl 4,6 7,7 0,13 13,6 20
8,0 34 By 7 7t 0,22 34,7 3¢
5,0 25 &, 4 ¢,3 4,38 40,8 Fragon

(%3 1 g/ glicose = 8,25 UA

Yy 1 g/l M§ = 0,85 UA
£y 1 8/ DPA = D,0034 UA

RN L



Ouadro VII, Andlises de

de Bacillus thuringiensis em 2 estagios.

{(Valores médios)

-1
B 4,05 - 0,10 1 7

o -
acompanhamento da fermentagao continua

TEMPG  pH GLICOSE B0 M3 DPA DPA MINIFERM.
(h) (UA%Y  (UAR%)  (g/1)  (UA®%%) (mg/g)
0 7,0 23 10,4 - ~ - 19
2,5  B,0 22 10,0 - - - ke
2% 5,0 59 5,6 - - - 1%
5,0 73 10,8 - - - 20
34 6,0 45 5,2 - - - 19
B2 21 11,0 - - - 2
34 6,0 55 5,2 - - - 1%
6,5 13 8,5 - - - 79
53 6,5 3y 7,5 - - - 19
5,5 20 7,0 ~ ~ - e3%
6,0 18 10,0 - - - 39
57 8,0 27 7,5 6,3 4,37 17,3 19
5,5 18 7,5 5,0 0,33 19,4 29
8,0 18 8,5 5,8 - - 3¢
£,5 15 2,0 7.0 - - fragoo
(%3 1 /1 glicose = 8,25 UA
(%) 1 g/1 MS = 0,88 UA
(sa%y 3 871 DPA = 0,003% UA



Ouadro VIII. Analises de acompanhamento da farmentacio conti-~

nua de Pacillus thurinriensis am 7 estirios onde

L] -}:)

houve injecac de base.

{VYalores madiog)

D: 0,10 - 0,15 hT

TEMPO  pH  GLICOSE -~ DO MS DPA DPA  MINIFERH,
(

S
et
Eaiacs

o
o,
ny
St

Lo
e
s
[*2]
%m
o
[0
L
]
\9.“;
L]
Faned
e
]
L)
o]
=
=

27,5 &0 Zh 8,0 - - - 19

rr
ir-)
e
fud
b}
£
ag
1
H
i
i
L83
=k

o
o
=3
3
W
S
W
i
H
¥
iy
o5
o
3
%

e

B
ot
%\P‘I‘i

g/l ose = 8,25 UA

[Hs3
dand
=N
{x

0,86 UA

el
[ V4]
k¥

(5% 1 g/l b

R
=
bt
e
=

g il

[

= 0,0038% UA
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Quadro IX. Resultado das anflises ao microscdpio.

QUADRG INIFERM, ALH,

IiI 29

Ly

:I;v ‘{1"‘ }..6
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Y171
3¢ ERY
Frag

20 e o

ot
b
1

VITI T

(#) com auxitic de microscdpio de contraste de fase efou oo

loracio de esporos.

Chave: ¥ - nac feoi efetuado acompanhanmento ao microscopio

0 ~ ausencia de esporos e cristals

3]

+ - poucos esporos, e cristais ausentes ou em pegue-

-

no NUmeEro
++ -~ mais ssporos e cristals

TAnND S

8
r+
!

1 ~- presenga de microrganismos e
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ESOUEMA DO MINITERMENTADOR

Pntrada de agua para resiriamento
¥ o B 5w s e
Saida de agua 4o resiriamento

Diafragma de borracha para introducdo de seringas: inocy

lacio, controle de pi, espuma, petirada de amostra
Retirada de amostra atraves de seringa
Entrada de meio (alimentagdo)

Fiitro de apr com leito de 1d de vidro
Rotanetro

Linha de snirada de ay

Termesiato

?u@g pipex Dara Tepnestate

Palse pipex para termometro

Termometro

False pirex para salda de meio fermentada
‘inha de salda de meio fermentado

Agitador magnético

Basa do fermentador

Yaso pivex 1000 ml

¥

e 55}_ .
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Aspeoto geral da montagenm dos egulpamentoes para

- e + » N « s -
fermentacac continua COM Bacillug thuringiensis.
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5. CONCLUSDES
idadeioeuratosdeest

§.1. 0 valor do pH de conexac embora nio influencie

na obtengido do satado sstacionario, e um importante pawﬁm@
tyo na minimizacao do tempe pard atingir esse estado. 0 va
1oy otimo encontrado nesie tpabathe foi na faixa de 6,0 &

Baybe

" o a \ - " e N .
5 9 A fermentagao continua de Bacillius thuringiensis
nas condicoes estudadas @ bem sucedida para sistemas oM

mais de um estagio. Com um Gnieo estagio nao se conseguiu tan
no Ge regidéneia {1/taxa Ge diiuicdo) suficiente para que ©
crescinento e egporulagao do microrganisme coexistam.

£

e s . = o . o % .-
r.a, A fermantaga0 CORTINUA de Bacillus thurlngliensis

- N i . " -
em um unico estagic deve Ber segulda de uma elapl descontl

nua para maturagao dos @sporos.

£ oy, A cinetica 4o CONSUNO de carboidrato e um A0S
. . " w . , e -
Fatores importantes hka caracterizagae da faprmnentagas contl

nuas de Bacillus thuringiensis.

5.5, A diminuigdo da apracao do segundo estagio  da

Fermentagad contfnua, bem como dos que O SEEUET, nao afeta a

maturagho dos €5pOTeE, € portanto comstitul um Tator econdmi

o
L

co pelevants no Processo pontlnuG e estudo.

i
LiT
=N

§



6. RECOMENDACUES PARA £STUDOS FUTUROS

" ) on # P i
£.1. Realizap a fermentagap continua de Bacillug thu-

T:PBl&ﬂSJ em Termentadores de maior volume afim de reduzir A

ey a

raxa de dilulgao, sumentando consequentemente O tempe de resi

depmia. Com o sistenma empregado - minifermentadores de 1000ml
Ll
1

de volume nominal, e bomba peristaltica com vazan minina de

u L 5 i 3
impossivel reduzly & taxe de dilul

sk o

2,4 ml de meic/minuto, fo

cBo abaixo de 0,00 h

6.2, Testar outras fontes O carboidrato de T SRR ERAHIN

mats lento & novas farmu;awme& de melo e uULfmra umancdo ')

i

- Limitante.

carboidrato COoms gubstra
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ANALISE DE GLICOSE FPELD METODS DE ANTRONA

~ CONSIDERACOES ~
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oy &

0 tests colopimétrico de antrona, inicialmente utiiiza
do por BREYWOOD (5} para determinacio gualitativa de polissaca
rideos, tem as vantagens de ser simples e sensivel, além de
nio requerer a WidrSlise prévia dos agucares (3, %).

Nevido a tais vantagens, utiliza-se em NOssO0 labmrat§
ric a determinagdc de acupares pelo método de antrona, confor
me sugerido por CHAYKIN (3). Esse método consiste na  utiliza
céo de 2ml de amostra devidamente diluida, acrescidos de 8 mi
do reagente antrona (0,2% de antrona em Goido sulfirico concen

tpade). O tube e levado a banho-maria por 10 minutos, apis  ©

que & resfriado em gua fria e entao efetuada a leitura em €8

i
E

pectrofotometro a 600 nm.
Hesse metodo, os  carboldratos shko  desidratados  pelo

dpido sulfirico concentrado, a furfural e uma varisdade de oUu

tyros produtos de degradagéo, conforme apresentado na Fig. T.
S gt - © 4+

As veacces guimicas com antrona (9,10-dihidro~9-oxan -

tpacenc), sio explicadas conforme Fig. IT, em que a substin-

eip, furfural, reagindo ou com a forma enol {(antrancll ou  oom

a forma cetdnipa (antrona) condensa para dar o composto  ©Glo

rido.
Fsse complexo formado, esta sujeito i quantificagdc por
colorimetria (1,2,3,4%, 6, ?38,931ﬂ321§12$13ﬂ13§15?1831?§l8wlg,
203,

Como o varios carboidratos aprasentam diferentes dig

sosicies quante & formagdo do Furfural, o campo de cores varia

;-(‘}

de um para oubtyre carboidralo.

A primeira adaptacio guantitativa foi realizada poT

Fi -



MORRIS (12), aplicada para determinacio de monosidevestreptomi
cina; para glicose no sangue, fol usada per XKOEHLER (%)}, ¢ pa
ra glicogénio, por SIEFTER (18).

Entre outras aplicagoes, temos estudos de determinagao
de amilase no sangue e urina, descerito por KIBRICK (8} e  dex
trana por SCOTT (173, KOEHLER (9) Fez uma comparacac entre gran
de niumero de carboidratos para éaﬁanv@lvéf padroes para apli-
cacio do métode de antrona em misfturas naturais de polissacari

decs obrtides do microrganismo Serratia marcesceng. SAMBEL (14)

utiliza o metodo para detsrminagio de metilcelulose, enguanto
ALACK Jr. (2}, determina carboximetilcelulose em misturas de
detergentes; MORSE (13} utiliza o métode para determinagdo de
sacarcse a baixas concentragdes, Me CREADY (11) determina ami-
do e amilose em vegetais, e VILES Jr. (19) utiliza o método pa
ra determinacac de celulose.

No estudo pealizado por SCOTT (17), sle analisa os TR =
todos utilizados pelos diversos autores quanto a falxa de erro
em que incorrem, 08 métodos usados por MORSE {13), MORRIS (12
SAMSEL (14) e VYILES Jr, (18}, sio bons porém para uma faixa de
erro de + 5%. Ja SIEFTER (187, Mea CREADY (11) e BLACK Jr. (23,
trabalharam com maior precisdo (& 1%).

PUBOIS (B) comenta que o método de antrona nac se apli
ca & separacao de aguoares poy cromatografia  de partigao, vis
to gue o fenol presente interfere na reacac de  antrona, alem

do metodo nac ser satisfaltorio para aguoares metilados & pento

DES .

Im todos esses trabalhos sgac feitas analises quanio ac



efeito da temperatura e tempo de reacio, comprimento de onda
da leitura, estabilidade da cop, tempo de preparo do reagente
antrona e sua estabilidade, Com pequenas variagoes, pode-se

verificar que se estabelece, via de regra, a temparaturg  de
9590 para ¢ banho-maria, por 10-12 minutos e a leitura & vea
1izada a 620 nm. A temperatura do banho fpio, para imersio dos
fubos no inleie da reagdo, & de 159C, sendo que tal pratica e
sugerida pava evitar erros devidos a desigualdade de diametro

dos tubos {17, 18), Deve-se evitar que a temperatura de rea

cac se eleve (&, 11, 13, 19), nois a 135%9C (17) prmduziwﬁ uma
variagio na cor desenvelvida (183,

Guante & estabilidade da cor desenvolvida, SCOTT (17}
vepificou que ha uma yariacio de +1% da leitura por hora de-

@

corrida apbs resiriamento dos Yubos depois do aquecimento. i

le comenta que variacoes devidas a guantidade de reagente uti

lizado, nac trarao problemas na andlise, visto gue uma guanti

dade maior de yeagente adlcionada, +ende a aumentar a absor
cin, efeito este equilibrado pelo fato desse aumento de  rea
gente otasionar uma maior diluicac da amostra.

ouante a establlidade g6 reagente antrona, LOEWUS(L0Y
sugere a preparagac da antrona em etil acetato, visto que tal

solucio pode ser estocada pov vipias semanas em vidro  ambar

com ‘tampa. SCOTT (17) eita que o peagente preparade normalmen

e, tem pouco tempo de estabilidade, porem a solucdo utiliza-
da por LOEWUS (1) acrescenta um trabalho extra, ques & & na

1

dronizacan dos frascos de reagente em astogue.

1]

YTLES JIp, (19) verificou gue o reagente anirona  pre

e TE



parado en intervalo de tempe menor gue I horas, antes 40 Uso,

rausa resultades inconsistentes € por isso sugere gue se ull

1ize a antrona com pelo menos 4 horas decorridas do momento

do preparo. Ele sugere ainda O uso de um padraoc, alem do bran
o w %

co, para cada grupo de analises redlizadas.

e todos os trabalhes, o de SCOTT (17) & o mais com

pleto em relag 5o a fontes de erro exira-metodo. 58 pundo sle,a
18m da necessidade de padroniz racio da temperatura de Danho

frin, temps de preparo do reagente antrona, T8mpo © temparaly
ra de aguecimento dos tubos, faiva de leitura otima e leitura
realizada antes de uma hora de reagdo, 45 MAaloTes Fontes de
erro estariam nas impurezas Tanto dog reagentes utilizados oo
mo do propric carboidrato em andlise. Tzso pode ser faclilmen-

te verificado na Tabela I, que ele apressenta em 58U trabalho.

- -
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dextranas pelo merode de antrona (SCOTT, 17).

SUBSTANCIA

CONCENTRACED (g/100ml)
NUMA SOLUCAO DT DEXTRANA
3 meg/l00 ml

Eeido acetiad

Avetona

Banzaldsido
Beonzenc

Ernido benzolco

Butanol

Irancl

Foprmaldeldo

HCL

Metanol

Fenol

5]
{it
fod
j._l -
<
i

ﬁaESQq

Toliuens

de saturagas
de saturagio

i}

de saturagaoc
de saturagac

0,08
0.008

3
i

6,0001
0,00005

0,38

0,0008
0,0001

86 mg {(na reagdc de

mistural

0,3

4,08
0,0k
3,005
0,352
de saturagac
de saturdagac
de saturagao
de paturagan

i
=
L
ot

efin
1o®

s
&

o
o

+4,5
w8, 0
1,2
<% =
<3 ®

!

leitura, praticamante.
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