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RESUEQ

Foi esindada a producso de Inseticida Becterisno { pomm
plexo esporo-cristsl protéico}, por fermenisodo submer
sa,ugando Dacillus thurinsiensis sm substratos economi

camente vidveis e em disponibilidade em nosso Pafs.

Os estudos iniciais foram realizados em agitador rotatd
ric com temperatura controlada (%0°C¢ % 2°C), usando-se
frascos de 500 nl com 100 ml de meio de cultura, agita

dos & 200 rpm.

Helego em pé e dzus de maceracio de milho foranm os subsg
tratos testados, sendo que en asgitsdor o rendimento em
viomassa ol crezcente com o teor gde dxun de maceragso
de milhe no intervalo de 20 g/l a 100 g/1 {para 100g/1
de fgun de maceragBs de milho, obteve-se 5,35 g/ 1 de
biomassa secal; ne Wini Permentador z 420 T 30% =
2% & 0,8 ¥V o meior rendimento (5,35 g/1) se obteve
para o meio de cultura com 10 g/l de melago e 25 g/1 de
fgus de maceracfio de milho.

iirante a fermeniagso foi registrada z verizclo de pH,
4

ES
¢ estudeda a cindtica de consumo ds acdear {como gl

izo
58},
Fara padronizegas do produto, ssie ©oi REDETELO 40 mOD
to fermenvado, suspenso en inerien e secp. Foi snnliss
do guanto eo teor de fcoido dipicolfrices pars eatimar ©
nimers de esporos vidvels. Pars verificer m efictfin.

cia em controle de Lepidontera - Preridee fol aplicado

4

bicensaio en Ascis monuste orseis (Latreille 1819Y, com

excelente resulisdo.



SUMNMARY

The production of bacterisl insecticide {spore - crys-
tal complex) was studied by subzerged fermentation, em
ploying Bacillus thuringlersis in substrates vigbvle e~

cononically and sveilable in our countiry.

Initial expericents were carried out in & rotary sha ~
- O .
ker st controlied tempersture {3¢°C £ 29C) using 500zl

flasks containing 100 ul of culture medium and shaken

at 200 ram.

Powdered molasses and corn steep liguer were the subs-
trates employed, the yield of biomass showing an  in -
crease whnen increasing the smounts of corn steep 1i -
guor from 20 g/l to 100 g/l. With 100 g/l of the liguor
8,35 g/1 of dry viomass wes obiained. In s Iinl Fermen
tor st 420 rem, 30% % 2°C srd 0,8 VVE meximum yield
(5,%% g/l) was obialned when using culture medium with
10 g/1 of molssses and 25 g/l of corn steep liguor.

-

Variztions of pl were noted during the fermentation znd

kinetice of sugsr consumption (as glucose} were situdisd.

To standardize the produst, 1t was seperated from the
ferpenited mediuvy, suspended in z gsolid ¢

dried. The product was anslysed Tor iis content of dipl
colinic acid to sstipate the visble spors nuzber. In

order to verlfy the efficiency in lLepidoeniers - Pleri-

dee  control, the bioapssey using Ascis noruste orsels

(Latreille 1819} wes employed with excellent results.



CAPITULO I

TRTRODUCAD

Pesquisas recenies no campo da entonm wlegialten evidencls
do gue o insetos, pPOr WE Processo de selecac ﬁenét1Ca

potio desenvolvendo espfcles resistentes acs ingeticidas
guimicos. 4 parspectiva de uma redugég geral € permanen-
te dg resistinein amblental se torns soxbria e cada vew
mais tangivel a cada ano que passa,'?iste gue & guantidsz
de, n variedade e a capacldade de destruicfo dos insetl
cidas quinmicos vEo se tornando cada Ves megiores. Com ¢

transcursc 4o tempo podemos esperar surltos meis fraguen-
tes de ineetos, tanto dss espéoies transmissoras de doen
cas como das desiruldorss de plentagdes, colheitas e pro

Autos armazensdosn.

ixiste stualmente ume série de alternatives exm relagso

ac controle gquinico dos Insetos. Algumes destas 14 estao

em uso coOm excelentes resultados, enguanic gue cutras 2g

tao em estigico de teste ae laboratéric e cawpo.

O denominad comum desess sliernatives é o fato de cong
¢

o provlemas, buscadas por

[
o
6]
6

dor
tituiresn solugfes bioldgl
iaead

i
vérics pesguisadores: entomelogistas, petologistas, geng

l\‘
i

tieistas, fisiolopistas, zoologietas,ecologlisiog, nlogui

micog & bloengenhelros, Cujss gontrivulgnes estald propor
ciomanco & evoluchic daz cifneia de controles pidticos,

No transcurso dos Ultimos decénios do séoule paseado €
na primeira metede deste, sargiu e foi tomando Iorma a2 L
ddie do controle migrebianc dos insetos,

Keste Canno merece destagque o inseticide obildo por P

: NPT e ST e T P 5 .
pentacho com Bacillus thuringlensig, CUJo de8 senvoivimens

1



sento de residucs téxicos, permitindo a aplicagas pars
controle de dinsetos, tanto em produtos de origem vegeilal
até 8 colheits, como em produtos alimenticiocs armazena -
qos (grgoﬁ, farinhas, farelos, doces e frutos secos,ete).

Atuslmente sstd sendo produzido comercialmente em zlguns
palises incluindo Estados Unidos, Alemanha, Pranga, (he -
csalovéquia e RBlssis. Centenas de testes de campo tem si
do reslizados em vériss espécies de baglacﬁfera, Divtera

e Hymenaﬁte z oom resuliados promi B%OTE%. X

Caﬁfor&e Sirne Lima, L.F., ex-ministire da hgricultura
{1972),d0 Zrasil, os residuos decorrentes do excesso, i-
'nadequa§ﬁa ou impropriedade no use de pesticidas, deven
ser wna consimnte preocupacae das autoridsdes, pelos rig
coe que oferecemr a0 nonem Ne sUB alimentagao ou pela po

luigBo do eco-gistens,
Um progrsrs de controle integrado, minimizands O exprego
Prog £ * i 2

de sgpentes polulidores deve ser desenvolvidoe com perfeito

entrosamento dos meios guinmico-vicldgicos.

T01. OBSETIVO

Weste $rabalho forem estudsdas sz  condigles para a pro-
éugﬁc ailote de um dunpsticida mizredisng, por fermentsg -
¢ho submersa, em meio dz cultura utilizande subprodutos
industrisis, como mavérias prima.

Yeleoo, Agus de mazceragio de milho e Urédls Foram testados
gons Tonte de Hitrogfnic e Larbono.

. . e . .
O microrganismo utilizedo Tol o bseillus thurineiensis
by T s T a s . o e & . ERTN 4 o - N R : -
ICIR U207 que matisfaz os critericon solaboloolaco pors



um inseticida biolégico:

a) Easpecificidade, poténcla o eficdcia pesra os insetos
vigados.

v} Inoccuidsde ao homem, vertebrados e inseios benéficos.

¢} Possibilidade de produgio econbmica em largs escals.

Pels especificidade a2dvén a manuteng%a do equilibrio e-
colégico, a inocuidade elimine o provlema de resfiduocs
néo tendo havido coanstataggo de qualquer forma de resis
téneis em insetos Iratados com este tipo de inseticida.:
Além disto podem ser estabelecidos sistemas de conirole
integrado deste com inseticidas guimicos, dada eua com-

patibilidade

A primeira fase deste trabslho visou a produgac do inse
tipida bacteriano em sscals de laborsifrio, os resulta-
dns sncontradc foran fransferidos para
tendo se estuiasde un balange d2 subsir
te vidveis e en disponibvilidade durante
nosso pais, contridbuinde desta forma pare o desenvolvi-

|

mento do Bioengenheriz em Bzblito nacional.



CAPITULO I11I

L]

REVISAQ BIBLIOGRAFICA

Z2.1. Controle microblane de insetos

0 interemse pels produgBo em largs escala de microrganisg
mos entomopatdgencs, desenvolvendo produtos para coniro-
le microbisno de insetos, teve seu inieio nos Estados Uni
dos da Andrica, nos meados ds década de 50. '
0 grande impulso a esse desenvolvimento fol o estabeleci
mento en 194%, de um labhoratdrio de Controle Bioldgico
na Universidads da Califdrnis, pelo Dr. Edward 4. Stel ~
nhaus {(Entomopatologista, recentemente falecido), com ©
apecifico fim de estudar moléstias de insetos (4).

4 pesguiss fol iniclada pels obrervagso de gue se podia
desencadesr epizootiag g espéoies de insetos suscetiveds,
o velocidades comperéveis hguelas dos inseticidas guimi-
coe, sem causar danos a espéeles vendficas, nenm deixar
res{duos prejudiciaie, surgindo assim a era do conirole
microbiane (66,149).

Hé um grande rimero de bactéria

térias ¢fon facultatives que se reproduzem "in vivo”9 G

carretards moléstias

HA ainda aguelss ent mopatégeﬁaﬁ potenciais cultivévels

em meioe de cultura artifil

tiplicam wo trato intestinel do inseto, ao Terem acessc
0 8

g ele. Algunes dessss ba &preaentam gondicoes pa

E (

ra produgsl € use, CULo inscll

68, 69, 8%, 10%, 119, 144, 149

.‘

H R T T e e A A - Y e
Lntre cercs 4z 90 sapdeies se vseifrias enltomdgenas (89
-~ e T y . . o g - : g

squelas esporulsdas seo as gus atuam mals eflclentemenie



come entomnopatbgenas.

Para produgio de inseticida "in vivo", bactérizs
go  grupo  do Ageillus sopillise foram introduzidas
nog Nstados Unidos a fin de controlar o besouro japones

Popillis jazcuics, praga allenlgena introduwuida en 1916,

que se degenvolveu em proporgdo catesirdfica, antes da

segunda guerra zundisl devastando gramn Ineas, ed§eclalﬁeﬂ
te. Un prograsa de controle norie americanc envolveu a
distribuicso de 10Y tonsladas de espord {em pb} de Racil
Iug porillise o Zacillus lentirorbus entre 193%0.105%% re-
duzindo permanentemente & populagdac do bhesouroc japonés
ao nivel minimo de infestagi@io; apds este programa o Bg -

s~

wilins continuou sende dissemivado airavis da gerninsgio

dos esporos "in vivo', nBo se tornando necessiria nova

introducso do mesmo (28, 3%, T6).

0 probleza inicislmente representsdn por eazss esspéoie de
bactdria, Toil o de que sus esporulagéo use se conspgula
e melo srtilicial, mas apenas "in vivo" produzinds espo
rog e ccasionande a moldetisz lezitoss {76, 27, 28) no in-
geto-nospedelro, obltendo~-se nos primeires gnos un lento
controle. Fosterlomients, 8 larvs infectsds ao morrer
reslizave e inccularzdo do mierorganismo as solo, BnQUane
to gue outros agznies carreavan o espores (vento, foua,

. ] . g 1 I e e gt e Y
predadores incetivoros) suxilisndo ne dissenminagio 4

mosne o dcalc”“” ¢ o controle micrebience (28, 33, 1is ),

2.7, Booililus thuringisosis

e - ol
4 uma beotéria mesdfiia (28Y g

35700, aerdbis {ou enperdbls feculitativa), ¢ foi isolsda

e T £y [ TR S . e ; P ) -
&I 1¥d por Iahiwata 1o Japio ¢ posteriowonte ne dlems -
e = » =y .
em 1915 (18,28, 42, 118, 121, 145%) om
ielin (lepsrta de srzas de trigoel.




N

4 existéneis de um corpo pars-esporal nss células esgafg
lades de 4. thuriusiensis fol notada if em 1915 por ber
liner e am 1827 por ikattes, porém mersceu poucs stengio
dado ¢ estigio de conhecimento deate entomoputépene{lz3).
Toi somente em 195% gue Hannay o redescobriu {124, 35)
e em 14¥h4 Angus dsmonstrou que esse ooTpo pare-esporal e
ra um oristal protéico, atusndo como potente toxing a
determinados insetos (42, 6%, 121, 123, 137).

Esta entonopatogenicidade distingue o Hapllius thurin -
yoo becilos do grupe do dzmelllus cereus,

gmanals dos out

os quais se sssewmelhs pelss caracteristicas de cultivo

e pela morfologia geral {61).

Brn 1967 Helmpel denominou o eristel proitfico téxico de
& endotoxina {35, 73, T4). J& fol constaitado que o fen-
dotoxine é tdxice a cerca de 150 espéeies de Lepidopbe-
o {10} estims na fzae jovem se spresenisy como lupsy -

tag fit6¥ezes em sus sbsoinia maloria, prejudicaendo tre
mepdanente a norilculturs, silvicultura e produtos srmg
zenados (1, &, 18, &1, 89, 114, 11%, 12%, 129, 133, 134)

A omple gsre de lepiddpteros suscetdiveis, = iﬂﬁ&uiﬁ?ﬁ?

% faunz e

w 3

OXE DeEn COmo ans v‘“tebwﬁsﬁa, & @ posaibili

dade de & "in vitro® Loram sspectos positivos fays]
s oa Inﬁuatri ag interessser pels ?”O@iAzﬁ deste ingati
eida em encala (28). bm 1938 e Frenca produziz o
f?}ﬁaifﬁ 0 comereisl YHpordine®, on IUA inicisran
2 ;vmﬁugﬁ& @ lqﬁ@i ¢ em 1959 uma dnics firss anericansa
procuzia veriss tonesadss dg inseticids broterisno, em

Ferale Frﬂﬁa:wu gomerosial

ks TR “ 5 R T o I B g O v ]
LA S 81 u.(, a0 Colaeryoial oo mio TSRO SIN0s g D ?1“{:‘&‘@ e mi -



crovlianocs requer melegeo de uma linhagen benm adaptada ao
procesgso Termentativo e variacdes 50 necessérias afinm
de meximizar a produgso e realizsr o crescimento sob con

*

digOes de fermentagso econdmica. Vo caso do Haeillus thu-
ringiensis € & aplicegBo de biocensaios com o produto obii

&

40 gue deterzins 2 melhor linhagem, 1210 eunyolve grande
e teampo, 0 gue nio & prético nem scondmice (49),

4 menutencfo de culturas em meic sdlido & @s repetidas
trennferfnciag 2 meio de culture eriificisl causam alte~
Tasoes indegajéveis no microrgenismo, sendoe uma delss ©
deerdscine na cspecidade de esporular, dizinuindo sua en
tgmcﬁategeniciéades Lata pode ser restsurada através de

reanisno pelo ipnseto hospedelire e poste

497 .

passagen do micro
€

rior re-igolamento

. [

4 composicBo do meio de cultura para Termen zgan deve
congtar de dzusm, carbdonc e nitrogénio pars vicssintese e
enargia, e minersis (tracos). (s nivedis 2 formss desses

elementos dependen do processe de zﬁwwemhag 0 usa2do.

rusim, uma fonte de carbone apropriads psra fermentagso
semi-sdlida pode mio gb-ls pars fermentzgio em submer -
rias de oleéapinCsas ussn-ue no

O nitrogénio pode ser suprido como sals de amfnio, porédnm
i

. \ : .
come fontes mals scondmicas temos a dgus de macerasgso de



milho, farinha de soia e ceseins hidrolizads (49, 129) )
580 necessérios seis inorgfnicos psra o crescirento dos
microrganismos. Uma patente francesa enumera a necessidg
de de tragos de cédlelo, zinco, mangands e magnésio {(14).
0 cédleio € necessério para s termoestavilidade dos e8p0-
ros, englanto gus o panganBs é requerido pars a esporulsa
gEo {49},

Um meio tfpico contende 1,86% de melago de beterraba,
1,4% de tortas de slgedao, 1,79 de sélidos do soro de maw
ceragao 4 milho e 0,19 de G3603 ¢ descrito por Dulmage.
{49}, engusnto gue em outro meio sugere 6,5% de anmido de
miino, 0,64% de sacarose, 1,94% de czseina, 4,7% de mace
rado de milho, 0,6% de extrato de levedurs e D,6% de tan

p2o fosfTato.

Nickerson (116,117} estudou a esporulzcio do Ezcillus
thuringiensis sem de-repressso, concorrentes do cieclo 4o
dcido tricarboxilico, verificando que enm reino de gultuve

com baixe teor de glutarsito, o pE bai
permzanecsy neste valor dursnte s esporulsg
gido ativado o TCA; no melo de cultura com alto teor, o
pH variou de 7,3 8 4.5 & subiu no 1

trende a exisifucls do TUA. A contsgzem de esporos apre-
sentou 7,8 x 10 e 1,8 x oros  por mililitre de
meico de culturs, respestivsmente,

Hagamma em 1972 {113) afirma a necessidsde de D wilone

HE
ac meio de cnlvura (¥ 0,025%) paras se obier bos gsrornls
LEG.
Tulmege =t al (47,50) estusaranm 4 Bwle

.



soje e torta de zlgodfo pareialmente desengordurada.

m~r 5

2:2.1.2, Condigfen de fermentacio

he condigSes de oulturs devem ser
nas en fungio de mdxims concentroga

o
gqus, © gue iluports no Iinseticids bacteris ) é‘s 8 potén~
s z insetes visado ' '

| A1 £ T e - E
iz & edicécias contra o L
) o PR o = ot - :
as Termentagoes modernss sz0 realizadas op submerse, com

k3
studos de laboratério em frascos agitader, cnde ze pode
zeer o neio de oulturs {cam.aaiwau), snguanto gue
4 pilote usam-se fermeutadores, con intreducio
de ar estérzl, nrampovenios-se aritag D paroitinde 8 mipew

tura des trés feoen sr-micoror ganiswo-zelic de culturas =

maxinmizando rendimentos,

5
nerais ou vegeisis., Fu

el (74, 78) o
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toxines: e, 8, {,J-zng“

poasul wn verdadeirc

Nags

a0 lzdo de cride espore

Durante s
téxino wn cristsl oroteicn (36, 40, 41, 44, 47, 5C. 54 ,
+
S

55, 129} tdwicc z meicr parte ds lepidopters cavsando pa
- 1y e ot o . 3 . wom d o . ’
ralisgia intestinal e morie Lo ilnseto; 2x silguns CA30S el

g ingestao deste com O BBpOYe scarretz germinacao dos &g
poron, e produsio de usa fosfolipase € gue patsz o inseto -
% y 17 153}* A1ém destzz endotoxinas

G

hospedeire (346, ©
&

&

oberis por o Connell

]

héd a exobtoxina 1t
Bichards exm 1959

2810 sacillus
thurinriensia i
celnlar
TETOE, U

T4, 9%,

p%
ok
&
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o

tornando & recuperscio por Tiltregho mals diffeil.

Para recuperagzo do gomplexo esporvo-cristal Tulmsge et
8l {43, 49) centrifugarar o mosto pars SEDATAY ESTOTDS
g cristais do liguido, ¢ creme obtido foi suspense em
solugBo de lactose (4-60) e precipitado com acetonsz.ls
te foi - gepsrade por Tiltragio em Bichner. 0 filtrado
fol levedo com scetona, érua e levede s secar. A lacto
se previne a formagio de grumos, e Teeilite 2 re-sus -
pensso do complexo esporo-~criszial proteicee A gotﬁnci&
do ingetleids produzido fol testeds em enssios bioldpgl

COs, ums vez gue a contagen de esporces eozinhs nfo re~
flete potlncis ingeticida, |

0 produto recupersdo fol comparsde com o padric fran -
chs e duse formulegles comercisils, obtendo~se contsgen
de esporos de 18, 18, 17, 18 (vilhfes de esporos), en-
wanto gue 2m hicenszle on resuliszdos or Unidsde Inter
nacional (“ﬂéyaa forse ae l€(0£ W/mg {(Duimage); 1000

I/me {padrio), 75 1U/mg (Somercisl A) e 9CC 11U/ ng So
wercisl B). G produto de Hulmare =std sende somereiali

zade pela Abbott Laboratories, Illinois
2.2.1.5, Normalizagno 4o produt

Com ineeticldaes quimicos, & producic pode sor bem cone
trolade, mols & no “aiizaqﬁa destes produtos pode ser

expresng en porcentagem de Ingredisuvtes ativos ou prin
cipio ativo (¢ p.oa.), 34 gue o8 wessos sfo GuimloBmerie-
te definidos, e seus efeitos bem deserminados {24, 29,

3G, 151},

J& o produtos de Becillus thurincisnsis contdnm  dois
principios ativos (esporo e cristal) ou mesnmo trés { g

11



xotoxina), levandos splicagfo de métodos bioldéglcos:
gontegem de sgporos € bloensalos con insetos (58,59} o
primeiro método £ presuntive e o segundec € conelusivo
para determinar a potlncis ou stividade do produto.Con
forme Heimpel {74}, infelizmente os produtcs comercialg
foren desenvolvidos antes gue estudos da f-toxina esti-
vegren completos, ansim o ssporo era g Unica unidade
disponivel para normalizegzo. Apesar de ser imprdprio,
eate métods continua sendo usado, enbora nem & conta -
gem de esporos nem a de cristasls fenna relsgsc com 3 &
tividede da toxina, wma ver gus © método de producac
pode modificar a stividade dos componentes thxicos(74,
947 |

hssim pars De Barjec {36) o mails prético sistems ds

noermelizscao & o bioensaio, sendo as poténeias medide:

& BXPrasuas en unidades arbitrérias gue devem estar re

lacionadas s um padrio internacional. Este padrioc exisz

te desde 14861, ¢ chmumado Hgy eendo suas carsateristicas
3

a8 segunintes:

Date de fabricaegso: janeiro 1961 pels firmae Roger Rellon

Pezo em pb: 42,7 g

Yolume de oulturs: 41%% litros (misturs de & Tergentzdne
res)

Composivae do pd: Jomplexo iatalesusporo 21, 5%
Inertss T, e

Unidades arbitridriass 1000/ng
ari

Digtrivuldor: Laboratolre de Lutte Biologiguse - Institu-
te Fagteur, FTeris. Dr. H. de Beriac

Uso ne Pranga: Bactospdine - SA Rhone Pouleao.
v
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Uso nos RUA: Thuricide « I.MH.C.
Dipel - Abbott Lab
Blatral ~'?utriliﬁa
Inseto tegta - Heligthis viregcens ou
Trichoplusisa ni

a——————

Krieg {94}, Van der Geest (151) e Burgss (25, 30, 31 )
apontsn um problema gque suUrge com 0 padrie internacional:
s necessidade de se user uxm inseto-tests padraoc, o gue £
impossivel om alguns pafses pelas dificuldades impost
'pelﬁ iegislungo, enm viriude da guarentens. Por outro le-
do & gquestiondvel se & melhor usar um inseto teste ou va
rios insetos afim de obter uma Wiil complemantagfo de in
formagles.

A unidade de stividade pode ser estebelecids dendo ws va

.t

« Donforme Bur

lor arbitrdric a unidade dg peso do pudre
ges (31): 1z do umaterisl pedrio =100 unidades de atvivida
de, :

Atividade dm pmostra = 100. 775 » unidades
LB, supsira
] 5 O
ondas Lﬁgg 4 a dose lstal pars 509 de moritslidsde, ou con
forme Dulmmge [42)
NN 1Ds, padric .. e
Ul/uwg smostra = 50 ¢ . Ul/ng padric

onde Ul —unidades internacionsis {(referids so padrio
Beq eujo valor arbitrdrio 4 de L1000 UI/mg

£
it

Qutros critdrics sugerem 70% de redugiin de consumo de a-

1%



limento (94) en lugar de dous letal para 50%. ¥ necsssid-
ric, Ls vezss, indicar um pardmetro de tempo em vez da
dose ou concentragso letal apenas,

Para obier resulisdes regrodutiveis € preciso ter unifor
rmidade dos insetos gusnto & peso e idade, conaténecia de
fatores climiticos e a guantidade de alimento administra

da deve ser bem controlads.

gomo insetos-tesite de pesma espéeie, usados sm diferen -
tes laboratdrics ten apresenisdo resultsdos difsrentes |
g adogfic de umpa unidsae internacional & de walor duvido-
so, pera Krieg (94).

Para eliminar sste provlema, o5 testes devexm ser realizﬁ
dos zob condicles compardivels, sc nesnd tempo, & serd
praeciso comparar ¢ svividade da amostre com & atividade

da amostrs padrao.

Sepuado Ve Burise (363, ne robing industrial a constin
eie de csraciteristioss de um produito deve ger verificada
atrevés de wna smoztrs referdncis, sondo gue cada produs~
tor deve ter o seu prépric padrso pera controle,

Burges (30} spresentz testes reslizados con trés vrodu -
tow por 12 pesguisadores, onde verifica s grande varis -
into,indo de 120

Li wﬂr B oy IR

{ZCC0-55007 , 107 para 0 pro-
"
1)

wito ¥ {os velores d4io = contagen mddis 2 os lirites mio
nine o nd Lencal.
importente rosic pars

come dnics medida ds sgdo

faned
ix



Fisher (59) aspresenta outra forma de estimar a contagen
de esporos, prescindinde 4o métndo mizrovieidgleo, pels
determinasso gquimica do dcido dipleolinice {DPA). Para
wm meswzo inseticids héd wna correlagfo sntre g concentrg
gao de Acido &1L¢C olinico na amostra e & contagemn de eg

POTOH .,

Van der Jeest aspregents sels Biosnsalos com Fieris

Brasgions P
centraszo latal re 504 de moritslidade, © @L?Q?Ptra s
sudo. (151}» |

wédis dos valores encontraios nos seis biotestes va -
rigm de 12,2 mg/l a 31,4 ng/l con um velor ud
2148 mvﬁl pars o produto %, de 7,3 ng/l oz 15,5 mo/i zom
11,4 mg/1 na néddis o produto T, & de 25,2 ug/l & 51,6
we/1l com 35,5 mg/l ne mddis para o produto H.{limites

e as trés produtos Eg T, ¥ sendo &35& 8 00N~

inferior, supsrior o méddis

X -~ ) o = - =
A rarfc entre B8 ot Breis

[T

parados dolw a dois,nos
cao mnito peguena, sendo

0,54 para a resio B:T, 1

nar o ndmers de unidodss

R .
i:,:-f\i G‘. Ea»fg 3
(33ﬂ£8ﬁﬁf
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Kevwmary {11u, 115} deters

sata Ruhnd

ingu & 4

ils obtevdo

7.2,1.5.

Lo 166% fall {£3) cits mevcss de inseticides bacte

produsidos

TYTY 4
nos LUA ¥

DL,

SO Soal

ose letzl wmédiz

parsg A-

smprego do inseticida bhacterisno

formulagoes

};Q_ HIEES }.rh a:*fv)

Rakihizne L0609
Bakthane L~6Y

Biotrol B3T3
Biotrol

Blogurrd

Parcogporin
Pars
Farosporin

c_'-'e\f"t?o‘& in

Eutrilite Irod.lIno.

£
Ceiiforn M’z.‘.z\l

{California)

e k1 L
Pronegs Gorp

pd
pé

&

molhdvel 75.10
5 * 10968?/3

e“?;“

oo oe 103
molhdvel 25.107esp/s
N
5.107esp/g

esp/

‘ﬁr’
meihdivel 1910

ﬁ:ipgi:;t‘.fl}
5. lﬁ“esvff

nolndvel B0, if\ %’@;\f‘:

1’32

molhdvello

[
molhfdvel 010 esp/g

Thuricide Bioferw COrp. po
[

Thuricide {(fglifornin) & ;*iﬁ*ﬁﬁpjg

s PO - P
Thuricid (Californisn; pé ;gls sun/
¥a buroep
Insgeticida irua
Bactospdine 1754 Ingiitete Posteur, Franga
Bioapor 2807 Farbwerke Horchst, slshanba



Eonterobecterin Ficrob. Lab. of the A11 Union
Instit. for Plant Protection{VIZR),Ussxk
Sporsine Laborateoire Livwec, Paris ~ Franga

Todos os inseticidas bacterianon ameriganos, receberam i
sengso dos niveis de tolerdincia de resfduc da Food and
Drug Administration para: alfafa, magé@s, alcachofra, tel
jao, brdeoli, couve, couve-flor, alho, algodio, alface ,
melds, batats, espinafre e tomate.(2, 28, 125). )

B 1963 na Califdrnia os inseticidas bacteriancs de Bacil
tus thuringiensis foram recomendados pers uso em alface,
souve, couve~flor, brécoli e alho, pars controle das pra
gas Trichoplusia ni, Pleris rapae, Flutells maculipennis

e ainds para o controle da praga da allafa Zolias chiloe

dice euryvtheme {52).

Em 1966 quando uma gamg de inseticidas quimicos foi Prol
bida para fumo,devido aos resfduos téxicos,houve reconen
dagCes pelas autoridades da Agriculitura norte americsana,
para due usasse o faclllus thuriuziensis conitra Protopan

te sextz e Heliothis virescens, gue deu excelente resulis
do (11i3)

Tanada em 19%6 {146) encontrou bons resultsdos na aplica
gBo de Zacillius thurinsienszis a Pieris rapae, Helluls un-

4

dalis, Plutella maculivennis e frichoplusia ni, pragas

de ceruciferas do Havai.

Tanade ¢t al en 1960 (147) e Pinvoek {134) verificaram a
suscetibilidade de Platyptilis carduidactyia {(Riley) ,
praga de sleachofras; & taxa de mortalidsds ©oi relativa

utor aponta as dificuldades exigs

oy

mente daixze, pordm o

17



tes nesgse tipo de plenta, em gue ¢ inzeto peneliras nas
brécteas e o tempo de exposizaoc ao inseticida flea limi
tado kguele da migragio do inseto de uma brictea a ou-
tra. A& taxe de mortalidade wariou de 11,7% a 31,%5. Oue
trog coutroles bioldgicos apresentam taxas de mortalida~
de menor que egse vzlores (7,4% a 23,3%).

Tanada =m 1962 (léd) gatudon o'u%o de Bacillus thurin -
giensis com 25. Eﬁjesp/g e 10.107 eap/g contra Heliocthis
zes {Boddie) concluindo gque o controle se compars ag ob
.tiﬁs com enprego de DUT a 5% (que &€ proivideo pela le -

gislagdo por deixar residus téxico).

Shorey et al em 1963 (140) compsram a toxicidade de inse
ticidas quimicos e migrobisnos em pragss de tomate; no
casc de Heliothis zes os resultados encontrados para Ba-

cillus thuringiensis sdo relativamente melhores que com

Malation, 3Javin e Yoxsfeno. Us pofeen wais de fratos es-
tragados forazm de 0,30%; 0,457, 0,36%; 0,349 respectiva-
mente e 1,254 para o fruto ndo tratado. Tasnbdn en COMD G-
ragao a tratamento com DDT e Toxateno 4 LUDT o Hacillus

thuringiensis apresentou lgusl ou wmelhor controls. Fo -

ram usados Blotrolelakthane nestes experimentosn.

Grigavick em 19%9 {£4) realizou controle de Trichoplu -
sin nl em alho com vérios insenicidas e pow HBseillus thue

rinziensis em pd, comparando-ge o3 resulitsdpos do insetie

sida microbisn gn eficiénele, hgueles com malation -+
pertane {4% + 5%} ¢ DT +toxafeny em pd (5% + 15%) .0 Ba-
cillus thuringiensis na formulagio liguids nEo atingiu

8¢ bons resuliados. Dutros sutoras reportam & superiori
dade da aplicagdo am »d sobre a 1fguids (6,72).

Hurges em 1969 (25 reporta gue 150 sspdoics de Lepidop~-

ot
e
Srks



tera. szo suscetivels estando registrzde o Baeillue thu-
ringiensis pare 27 pragas de culturas, nos EUA, signifi-
cando que as eglBnciass federais estio satisfeitss com a e
ficécia do produto nos testes de campo.

Dados estzo sendo coletados para registro de mais 45 pra
gas suszcetiveis., Entretanto os dados dis“@ggveis 840 ba-
seados nos produtos inicialmente produzidos e ?éo nog me

dernos produtos gue tem sua potdncia aumentsda, -

Frye em 1967 (€0) estudou s suscetibilidade de sete espé
cies de Lepidoptera, duas de Himencpiera e uxs@olaépterﬁ
com uma suspensdo de esporos de Bacillus thuringiensis
(?Selog/lﬂD ml de fgua). Os resulisdos mostreram slto
grau de suscetibilidade para os lepidépteros, e néo efe-
tivicdade contrs og himenlpteros e coleéptare.

Dulmage {44) testou Hacillus touringiensis contra Tricho-
plusis nl em 1969, en cruciferass. Zuw uma sscsle de valo-

res de 1 & 5 representsndo desde vegetsl sem danos atéd
repolno completavente danificedo, os resultados obtidos
veriaram de 1,4 (para aplicacido semsnal} a 2,0 {(aplice -
¢80 quinzenal} com um valor méximo de 2,7 (aplicecio
guinzenal de retade ds doge gnterior). 0 resultado paTa
¢ controle {testemunha) dew 4,7

b

2k forsm considerados como

. Us velores meuores gue
oz protegso i plentagio de

repcline.

¥hite et gl (152} determinaram dose letsl médie {ngﬁmgf
100 nl} para 15 Lepidopters, usando Thuricide.( tratamen

to durou 96 horas. Os valores encontrades forsm vlotsdos
e papel probabilistico normal e foram os segulntes, os
it

resuitzdos:

BRS



Familia Espéeie §Q5ﬁmg/100 ml )

Pieridae Uolisg eurythene 0,12
Arctiidae gLstigmene acrea 1,4
Noctulidsg Peridropa ssucis 1,8
Noctuidae Tricoplusis ni %2
Pyreustidas Udea profundalils 12,0
Pyrsuztidas Ommatopleryx texena 17,0
Notodontidue Senipure concinns 24,0
Pyraustidae Nomophils noctuells %6,0
Noctuidse sutographe californica sz g | .
Woctuidae Spodopters exiguls 74,0
Nactuidae Heliothiy zes 100,0
Hootuidze Prodenis praefics 1§@ 0
Noctuldse hgrothis yesilow W

PASASIT S .

T

Peltia subterranesn

Moctuidse
Roctuldse  Pseudsletisz unipuncia

3

w.h
e \-._-JW

{~} nBo ssc suscetivels szos wnivels de tratmmento.

Uma Giferenga de 1000 vezes fol encontrads entre a egpé-
cie menog sensivel e & wals sensivel zo inseticids (LB

5%

Somerville et 81l (142) testarsm preperagles purificadas
de cristal a/oa egporos concluindo gue o complexoe e8P0 -
ro-gristszl & meis eficiente para alguns lepiddpterocs,con
Firmando = 2o dos insetos ewm 4 prupos (T4), quanto
a suscetibilidade: Tipo 1 en gue a peralisia intestinsl

P
bt
wa
%,..l .
o
m 3
£

4 seguida por ums paralisis tetal; Tipo IX & mailor

parte das Lepiddoters ew que nd peralisis intestinsl e

infecchn sistémics; Tipoe 111 reguerem esporoes g Crig

tais  pars ceussr soerite €  Tipo IV nociulidae gue sao

20



punes & toxins. Porém neste trabaslho de Somerville,o au-
tor encontra noctuidase que szo susceti{veis {Trichoplusia
ni e Pseudaletia unipuncta) ao complexo espore-cristal .

Angus em 1968 {10) apresenta 16 pragas economicanmente im
portantes, com uso de Hacillus thuringiensis aprovado
nos “UA & 24 outras pragss em escala experimental; 8RO
pregaes da noriticnliura e silvicultura especlalmente. Hé

certas pragas gue sao suscetivels ao produto, em escala

de laboratério, porém no cempo ngo sic atingidos pelo inm
seticida microbianc por ndo Tficarem expostas a ele, e -
xemplo Ehveciona buolisna (praga que se desenvolve inter
namente na base de pinheiros). A aplicacgso de inseticida
bacteriano em vegetais ou frutes: repolhe, alface, uva ,
tomate, wilho, etc, é bew sucedida porqgue o inseto se &-
limenta deste, durante tods sus fase de crescimento. (s
inseticidas guimicos convencionais tendo seuw uso proibi-
do préximo & fase de colheita, sBo inoperantes nessas

gulturas conesitiveis,

Angus {6) spresenta em revisac da literatura, a listn de
ingeticidas guimicos, compativeis com o Bacillus thurin-

giensis; a compatibilidade é dada cono:

Ganpe: bons resultiades obtidos em testes de campo ,
implicando gue sob as condigles estabelecidass, o aditive
nao redus a eficidncia do inseticida microbiano.

Repomendsdo: presunlvelmente o aditive € indeuvo a0

g ; L -+
B. thuringiznsis,
= :

incerto: Con base nog dades reporfados, U devido &
ndo disponibilidade ds referéncia original, o efeito do
aditivo ne entomopatdgenc & incerto.
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Pesticide Referéncia Compatibilidade
Azinphosmetil Heimpel (74) Recomendado
Bldrin Catélogo (1,89,125) - Hecomendado
Carbaryl Heimpel {74} . Gampo

DID Catdloge (1, 89,125) Recomendado
DoY Heimpel (74) Campo
Digzinon Catédlogo (1,89,12%) Recomendado
Dieldrin Catdloge (1,89,125) Hecomendado
Dinitroeresol Heimpel {1967) Campo ’
Eridogulfan Heimpel (1987) Campo
Endrin Heimpel (1867) socomendado
Endrin Catédloge (1,89,125) Hecomendado
Malation Catdlozo {1,859,12%) ecomendado
¥alation Heimpel {1967) Incerto
ketilparation Heimpel {1967 Canpo
¥etilparation Gatélogo (1,89,125) Campo
Metilparation Ignoffo =% al (1965} incerto
Hetil trition Catdlogo (1,89,12%) Hecomendsado
Mevinfds Catdlogo {(1,8%,125%) HAecomendado
Naled Heimpel (74) Ganpo
Piretrinas Vatdlogo (1,89,12%) Recomendsdo
Rotenona Catdlogo {(1,89,125) Aecomendado
Risnis Qatwman (126) Gampo
Toxsfeno Heimpsl (74) Campo

2.2.1.7. fepectos econlmicos

Segundo Dulmage (49)os produtores mantém as informagles
de eustos de pesguisa de inseticldes bacterliancs confi -
dencisis., & investigagio de inseticidess bacteriancs deve

provavelmenie totalizar nao mels gue & wmillhioes de cruzel

2



ros por ano, enguanto gue 1 bilhBo de cruzeiros por anoc,
SE0 gastos pela inddstriaz mundisl investigando inselici-

das gquimicos

Ignoffo {85) apresenta o custo de pesquisa e desenvolvi-
mento de um inseticida guimico e um microbisno. O perio-
40 de desenvolvimento & de sete v dez anaé“ragpectivameg
te, & os custos do insetvicids quimico Sevin atingsm Crd
25 050 000,00, enguanto gue o Thuricide atinge Cri

20 150 000,00 ou ssis, o custe do inseticida microbiano

¢ 80 o do guimico. Destes custos aproximsdamente 2/% '
s&o gastos antes da instalagio da nraau@aa comercisl,

Bm fermentacio submersa uma estimativa de custos é apre-~
sentada por Dulmage (48) para 400 toneladas de insetici-
dz e o custo por Kg para separagao do produto por preci-

pitagio com acetona.

Yalor do Investimento parse 400 toneladas de Inseticids
¥icroniano { nor ano)

Terrens € preparo | 250 QUG
Construgoes 2 100 060
Fermentzdores (10 de 75 n” '

e~ 5 de 4 w
2 de 0,45 m5)

Leesndvios, Bqulpsmenlo para TecUDeTAacE0 €
Egulpansntos zdieionais T R34 000
Instalacdo do sgulpamento : 2 560 0CO
fubulagbes, Instalagtes, Instrunentagso %470 OO0

Engennaria 2430 Q00
Gﬂa%znié welay 2 Qoo oo

20 1%0 000




Custo do produts por Kg (&)

1ten | Cr

Matéria prima " - ) 4,20

hecetons T 4,00
Utilidades: wvapor, fgua, luz SRR S %4
Trabalno e supervisao : 6,00
Manutengso . 2,40
Carges fixas : 5,80
Carga de capitel de trabalho . 4,00
Diversos 4,00
Gaatos de planta 4,20

34,00

o~

(a) Rendimento 10 g/l. Operagfo 300 dias/anoj 24 h/dia .

5 diluicBo do produto obtido, em inertes, dependerd da
pot8ncia 4o mesmo verificads por bicenselo. Assim a PO -
ténein do srodute de fermentagdo, determinaréd a factibi-

lidade scondmics do processo.

Com & regulamentacss ng uso de inssticidas guim
& ¥ 4
o

nando~se dia a dis mals rigoross, & og inset

¢
i
Bt
[

yvendo resisténcla a esses las i
controle biolégico sumenta. Neo hi d

¢ dyvida gue o custo de
producie do inseticlds wlercbiano decrescerd face 508 aw-
vangos tecnolégicos dos processos fercentativos (48).

o3
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CAPITULO 11X

MATERIAL E EETODOS

el WIDRORGAWISHO

Poi utilizado o Baeillus thurdnglensis ROIB 9207 recebl-
do liofilizado da "National Collection of Industriasl Bac
teris, Scotland”. Foi reidratedo em dgua destilada esté-

ril ¢ ivoculsdo en meio de cultura agar nutrinte. Apds
72 nores g 3090 observou-se bom desenvolvimento. A cultu
re foi mentida b temperatura de 4°C (ew refrigerador) e-
fetusndo-se posteriormente sucessivos repasses & cada 30

diss pare sua manutengaro.

3,2, L3103 DE CULTURA

%,.2.1. Para mznutenczo do microrgenismo fol empregado o
meio de agsr nutriente, em tubos-estogue, cuja composi -

gae € a seguinte:

Feio de manuiencao
Compusigao g/ 1
Bxtrato de carne L
Ezitrato dg levedurs z
Peptons 5
Cloreto de asddio 5
Ager 15

Os tubos de ensalo {18 x 180 mm) contendo cada um aproxi
medamente 12 ml de meio de culturs, foran ssierilizados

. . P . o .
em autoclave por 15 minutes a 1217C. ssiriados e incling



do foli posteriormente inoculade com o Bacillus thurin -

giensig NCIB 9207.
%.2.2. Permentagao submersa

Para pré-fermentagio foi utilizado meio de culturs ligui

do vom » seguinte composigHO:

Keio de pré-fermentacao

Composigao g/1 :
§32H204 2+5

Habl %,0

Glicoss 2,0

Triptoge 20,0

pH = 133

O meio de culturaz liguido foi colocado em frascos erlen-
meyers de 500 ml, contendo cads um %0 mi de meio, foram
psterilizados em autoclave por 15 minutos =z 121%. Befri
sd0s foram inoculados com o microrgasnismo e levados & a-
gitedor rotatdrioc com temperaturs controlada. Healizaran
~ge duas pré-fermentegfes pars cads fermentagho, sendo
200 rpm 5 agltagio, 30°¢ g temperaiura € 8 nn e 1Zh a du~-

Tacas das LeBmEs.
3.2.%., Fermentagso

Para encontrar o meio de oculiurs mais vidvel economica -
mente, foram estudados 28 meios de culiurs gendo 22 tes-
tados em sglitadores rotatdrios; 17 deles contendo melago
em pd e urdia,e 5 contendo melago em pé e fgua de macera

)
b

lbo como fontes de carbono 2 nliroginic respec-

{1

a0 0
b3

el i
Vanesnic.,

o

ah



O melage em pé utilizado apresenton a segulinte composi -

Ga:

Composicio do Lislano

Composicdo a5 Composigia %

Agucares 52,0 Fe 0,48
Proteina bruta 2,0 _ Mg 0,81
Gélcio 4,5 3 0,64
Péatoro 0,18 | Na 0,%0
inerais 12,50 . 4 0,20

Pragyos de mangands 12 mg/kg; Iode 0,7 wg/kg: Zinco
16 mg/kg; cobalto 0,1 mg/kg e cobre 1,2 ng/kg

A &gua de maceragac de milho utilizada foi obtida ds mis
tura de vérios lotes de "milhocing" estocadas em refrige

rador.

Sua composigao médie apresentou: sélidos totais 49,64 e
nitrogénio total 3,75%,. ' )

Outra fonts de nitrogénio testada fol a urdia.

A formulagiio dos melos de cultura estd apresentada a so-

guir:
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KEICS DE CULTURA PARA FRASCOS AGITADOS

YELO MELADO UREIA  AGUA DE pH
- _§7ka g7 1 LhCE LA (antes da
Do kL LHO esterilizagao}
I 16 1 7,0
11 16 2 8,7
111 16 4 8,7
v, 16 6 8,7
v 15 8 8,7
VI 16 10 8,7
VI 16 15 B,7
VIII 16 20 | 8,9
X 16 22,5 8,7
X 16 25 8.9
KX 12 B 9,0
XII 20 15 9,0
YIIT 24 15 9,0
IV 16 27,5 9,0
Ky 16 - %0 9,0
XVI 14 22,5 9,0
AVIT 14 25 9,0
TYIII 10 20 7,5
¥IX 10 - 40 745
iX _ 10 B0 Te5
LXT 10 80 745
1XIT 10 100 745

Ny
o



¥EIOS DE CULTURA PARA ®3CALA PILOTO {mini-~ferm)

MEIO  IBLAGO  URZIA  AGUA_ DR pH  AERACKO
&/t g/T7  LACEULAD TVE

Ti 1150
:

g/ 1

P

8,3
8,73

X%111 16
LIV 16
XV 16 §,2
YVl 16 8,0
EAVIT 10 40 644
WEVITT 10 25 byd
X¥VIII 10 25 Gyd
EXVILL 10 25 b4
IXVITI 10 25 Oy4
LXIK 10 30 6,7
{X1X 10 30 6457
EXY 10 20 6,4
KT 15 20 6,4
YELALY 12 20 647

i
L

VRN
oSN R A
k.2
L)

o

k)

P
ol o RN o N 4
s N (RS N - W e S

3

¥

o W W W W R
fo AU+ AU A I + AL o RE & SR AW

OO MO D000 O

-

s o O et e e e g

Torem esterilizadon a 121°C por 20 minutos e resirisdcs
i 0

g %070 2 270.

Aipbs degidirem—se os melos de melor produgas em Yshaker!
sstes foram testados em wini Fermenlador, pars verificsa—
ofo da producio em esczla piloto. alguns meiocs de cul i
ra de means composiedo, tesiudos em pgitacires e en HBini
Rermentador receberan diferentes mimerods parsa Tacillidadse

de identiiicagao.



3.5, wQUIPARENTO

%.3.1. Prascos agitados.
Foram efetuados exn Agltador-Incubador {rotative) Psycro-
therm ds Mew Brunswick scientific Co. Ino. kodelo § 27 ,

com as seguintes caracterdisticas: N
) Velocidade 40 a 400 rpm {®5)

. -

Temperatura O a 60°C (% 0,5°C)
Passo: 2,5%4 cm

%,%,2, Bini Permentador
‘Foi utilizado o modelo ¥ 1000 da “Fermentation Design
Inc%, com ss seguintes caracteristicas:
&) Vaso de fermentagfo: copo de vidro Ypirex® de 1000 ml
com volume U%il de 800 ml.

b) Agiltador megnético rescobsrto de "teflon” com veloelids
de varidvel de 380 a 690 rpus.

¢} heragdo airavés de compressor, medida sua vazdo em ro
tametro calibrado em L/min ( 1 atm e 21,1°C)Y.

4} Ailtro de ar, com leito de 18 de vidro.

e) Temperstura maniids com precisio (% 0,%) por resistén
eig elétrica efou circulackEo de dgua fria.
£} Eletrodo de oxigénic da "Fermentation bagign Ine® mg-
delo & 100. '

£} Analissdor de Uxigénio dissolvido da "Fermentation
Design Inc.” modelo DOAM, doiszdo de reglistrador.

TEENTTTOUR R M TLonT i g U PRV £ B A
3 " “5‘ ok Lrssamniiun ol P onioas i Ading

G401 Uspectrofotlmetro Spasotronic 20 da Bausen & Lomb.
%.4.2. Belangzs de preciseo Leittler:

P 160y (max. 150g, div.lug) com liupsda infraver-
wmeing parsa secagem, modelo LPLL.

POI000 {mdx. 1000g, div.lg)



3.4.3. Autoclaves e esterilizadores:
"Qtewllzzﬂdar Fabbe, modelo 104, n? 1773 {(nax .
kg/en?) .
Autoclave Stercclave n? 25Y da Wisconsin Alumi-
niws Foundry Co. Inc. .
5.4.4. Potencilmetrs, pHmeter H-5% Horidba, com ajuste
autordtico de temperatura e precisgo de * 0,05 unida -~

v

des de pH.

X

3.4.5. Ficroscépio Carl Zeiss (aumento 40 x 12,5 = 500
15 3

veres).
Wicroscépio de contraste de fase NIKON modelo

LV,
5.4.6. Eguipamento de filtragHo Sariorius Vembran-Pil-
ter, com funil gradusde; papel Tiltro de G,E}L{& Q,O%u%
e 0,80 (£ 0,05.). |
5.4.7. Bomba de vécuo Welch da Sargent Scientific Co.,
medelo 1399, série 83%34 (min. 1,0 mm Hg).
3.4.8. Qentrifuss Excelsa da Fanenm {0 - 5,000 M) - ¥o
delo 204N, com cruzeta nlmero 20429 de 8 lugares, sen-
do 4 de 2% ml e & de 1% ml.,
3.4.9, Estufs pars secagen, Panem con painel frontsl e
termostato, gradusda ds tempersturs smbiente z 60°9¢ .

ar

8
com sistema de convecsfo de forgede no sentide hori

zontal,
HZatufa pars secagem e esteriliszacgio: Fanem mode
1w 220, ecom terrostets enbutido ro pzinel, roguldvel

da tempereturs zmbiente z 200°% (+1%).

3 *§ * ”"\‘Ovﬁewn){j E‘ﬂ:’:%

Ha etspa de Trassoos zgitedos unsrsem-se erleﬁm_yers d
500 ml com 100 nl de nmeio de culiurs os guais Torasm e
terilisades a 1217C, 20 minutos, ratfrlcéwv 3 3QQC +

£°0 v lncculados com o Beeoillus thuringlierais da sepun

da pré-ferventsefo. Utilizam-se 59 de indoulo

L=
Ay



e . e . o, o
As condigoes de fermentages forem: 200 rpm e 307°C :2VC,
pare agitagac e temperaturs respsctivauentse.

fa 2taps piloto, de kini Fermentadeor, foi preparado 500
mi de meio de culiura, no vaso do fermentador, levado a
gsteriiizar & 121OG, 20 win. apbs o que,foi resiriado a
50% % 2%, | T

Foi semeado com 2% V/V do mosio da seggunds pré-ferments
RO, A4 aglitscio e a temperaturs de fermentagzo forsm de
420 rpm e 30°C £2°C respectivemente. A4 taxa de zeracio

variou de 0,6 a 1,6 ¥YVE. (voluze/volume/minuto

O pH inieiel de ferwentagzo para 05 Welivs com urdia es-
teve entre %,0 e 8,0 enguanto gue agueles com dgus de

macerarsao de milho entre 7,5 & H,4.

- # e wr e e g
2,60, PACRICAS DE ARALISE

i

4 sndlise de aglcsras (expressos em glicose)}, ol reali
zade wiitlizando-se o reagente anironsa, segunds uma modi

e

pao 4o mdtodo original de horris 1948 {(34).

9“-‘4

ica

{!‘\
L

fnglises de nitrogénio totsl foramm realizsdas pelo méio
do de ¥ jeldahl (110},

Fh)

Cheservasdes microscdpicas Toram feitas pars agonpanhar

F
a espornlacio {kicrosedplo Cazrl Zeiss) e & formacio  do

complexe esporo-cristal (kicroscdédpio de contraste de Ta

3 ) 2 —

in

A determzinzgio de feido dipicolinico {(094) no mosto fer

Lentado fer-se conscante ¢ ndiodo de Jansen 1E%5 (41).
Tragou-se & ocurva puadrio do Zeido dipicolinico contras a

densidade Stice (UA) a 440 nom (3 UA =¥ 1 mg/ml DFAY.

s



0s valores obtidos pars concentrazqgao de dcido dipicoli-
nico na biomassa permitiram estivar a contagesm de  €s8Dp0
ron vidvels atrsvés da curva spresenitada no Anexoe 3(59).

4,7, ENSAIC BICLUGICOD

Pars bicensazio de inseticids bvecterisno, dois modos de
gplicagao pedem gser utilizades, conforme Krieg (G4,
%, 7. 4. Iisturs da blonsssa de ﬁ. thuringiensis a in

subsirasto {produtos arsaszensdcs).
%5.7.2. Aplicagio do inseticids na superficis do su

&

s,

DE “EI’:%

10, por exemplo em pd ou por aspersio, en vegetais.

Ho caso %.7.1., nosso bioteste sutd relatado em lorszes
1.0. {111} com Flediz interpunctells (Hbn. 1813) {(Lepi-

doptera, Fhyveitidse) prege de produtos sroasenados € 0
resultade da splicagio ey avostrss de ferelo de arroz
com viries concentragbes do inseticide & com ndmero co-
niiecidoe de lagsrias, dé o valor ds oon “Eﬂtra3d0 letel

média GLEO*

- o . - I
A concentregne letal ”edld foi deterninads tracando-ss
ume curva pelos pontos cujas coordensdas eronm a texs de
nortalidade & a concentragio correspondente, plotadss
g papel provabilistvico nmormal. Anexo 2 {(111).

Naguele ceso determinanos (L., on vez do Disz: {dose le
g &

R

tal wédia), dade g dificuldade de deterainer s dose le-

tel realmente ingerida pelo innezo.

Ko caso  3.7.2. residzanos o ensslo bioldgice, tenda oo

me inseto teste Ascle monuste orsels {(Lepidontars, Fiew

riﬁaajg praga ce vegeitals., O dinseto adulio é ums norbo-

oy
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lhas, reduzinds o vegats
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& talos enguento viEo crescendo as lagartas, chegam a fa-

L

g8 de crisgfélidas e recomegs ¢ ciclo com o sdulto {(borbo-

lata).
Cada postura apresents un grande nlwmerc de ovoes {~ 60) .

Para o bioteste, a fim de obter resuliados reprodutiveis

VREHR Tolhas de couve, con posiurzs de umesms idade. Ve

tade destas Toram usadss cowo testemunhes e & outrs mets

€ p0. 4s lzgartas recém

e alirenter das folhas ocorrendo pa

& naguelas das folhae tratedas. ‘

Apfe 1% dizs as folhas Com e sem Iratamento forsm Toto -
£

grafadas. Ansxc 1.

As lagaritss des folhas tratedes, forenm homogeinizadas e
o caldo cktido Tol inocculado em meio de pultura de nmenuw-
tengsn (Agsr fug”1aﬂbe) efix de se constatar a presenga

tat
de pzcillus thuringicnsis no irete intestingl das lagsre

kY

3
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CAPITULO IV

RESULTADCS B DISCUSSAC

4.1, Consuno de glicose

fom os dados apresentados nos cusdros 1 & 6 e as Flguras
1 & 4 peide-se obgervar O comporiaxento da fermentagso T
lativaments he velocidades médias de consume de glicose,
nos trintz e dois meios de oultura ensalados. |

A Pigura 1 mosirs um comporimmento Stimo, com velogidads
médin de congumo de 0,62% g/1/n {(gramas de glicose  por
1itra des meie de culturs por hora), decrescendo o Leor
de glicose a 10% do seu valor inicial nas dew primeirss
horas de Termentacio. Os meioan de cultura VIII a X1;
YVITT & {{TT; ¥XVIIT:; XYIX e XXX spresentarsm esse com -

portenento.

We Figurs 2 temos uma velocldade médin de consLmo ée
G,15% g/1/h, sendo que nd um decréscime no Leor de glicg
se de T2,%. o fim de 30 horazs de fermentagio, tendo-ge
ginds 27,74

v da glicose iniciszl. Nels estio os melos de
caliure IT a VIT1, XIT, XXV, XXVIT e XxXIX.

Na Pigurs % a velocidade média foi de 0,127 g/1/n haven-
do un deerdscimo de %6,0% no teor de glicome an fim dz
A0 hores de fermentagio, restando 43,79 do teor idnlcisl

de glicose apds esse perfodo. Este Lol o comporiamento
para os seios de euwltura T, I1L, XXITI, XXIV, XxVi e
XXX

A Pigurs 4 apresents um consumo nulto reduzino de glico-

me com velocoidade wéaip de 0,040 2/1/n: houve um consumo



de 17,9% dz glicose total em 25 horass de fermentagao, res
tendo ainda B2,1% da glicose inicial apds ezse periodo .
ol o ceso dog meiocs de culturas XIV a XVIT.

4.2. Comportamento do pH durante a Termentagio

]

Trégs tipos de comportamento ccorreran nos melos de cultu
saiados conforme se verifics pelos Quadros 7 a 12 e
&

Na Pigura 5, os melos IVIII a X111 em Irascos sgitados e
AXVIIT, XXI¥, X¥i em ¥initermentador aprezsntsram melior
comportanento com uma fase de decréscimo de pH=7,3 a2 §,5
+ (,%, nag dez primeirTas horas de fermentacas, seguida de
ums fase estacionfris ao pH ninimo 5,54 ©,5 de 5 a 10 bo
ras e no final retorng & neutralidade.

Ha composicio desses meios am frescos agitzdos havis 10g71
de melago e 203 403 603 803 100 g/l de fzus de umamceragao
de wilho, enguanto que oz do kinifermzentador tinham 10z/1
de melaco & 203 253 30 g/l de £pus de maceragdo de milho.

Ka Figura & estd apresentado o comporiarento dos meios I a
¥I11 {frascos agitadoa com melnco e urdéis), ¥ITIT a YEVII,
XILT e LXAIT em minifermentador com melago & uvréia e¢/ou me
lagn & Azus de macerscto de milho, sendo o meios XLITI s
AXIV, XXV, ¥XVI com 16 g/1 de melego e 22,%; 2%:; 243 25z/1
de uréia; o meio XXVIT com 10g/1 de melamgo & 40 g/l de & -
gup d¢ macersgdo de milho e o8 meios YIYI e EUYIT com 15 e
12 g/1 de welago e 20 g/1 de fpum de macersgio de milho.
Nestes, o pH degresceu nas primeiras 15 horss o se ;déteve
no sew valor minimo ne periodo seguinte de fermentegio néo
havendo retorne & neutrelidade.

i

los de ouliturs restentes LIV e IVIT avresentarss many

-

[N

snges do il 1ﬁiﬁia1, inte &, na feixs aleslins duranie to

p1é



do o perfodo estudado. Estes meios continham 16 g/l ds me~
laco e 27,53 30 /1 de uréia e 14 g/l de melago e 22,5 ;
25 g/1 de urédia respectivanente

4.%. Concentragae celular

A concentracio celular do complexc endotdxico (grama de
biomasss seca por litro de melo de cultura) estéd spresenw
tads nos Quadros 1% e 14.

A recuperagsao de biomassa por ceuntrifugacgdo {Qusdro 13)
presentouw valores menores gue 2 g/l pars og meios I e XII

¢ o meio XXTIT.

Pars og meios XITI & EIVII:p ¥EIV: XXV WAIVI og rendinmentos
estiveren entre 2 & % g/l.
Os maiores rendimenitos (4,20 a2 5,3% g/1) foran obtidos nos
meios AXVIIL, X41X e X{X. '
Usg resultsdos obtidos, pzrzs sep o das célulss por il
trag 90 através de menmbrana porosa usando caulin ou terra
iatomdoes como suxilisr de Fil REO, 28TAC no Quadro 14.
Poram estudsedos filtros de O,Qj#& @ 5}&5;(?&?081@&&@) para

os meios EXVIII & XXIX.

Pode ser observado o efelto do teor 4o inerte adicionado
como zuxilisr de filtraczo (0,05 g/ml; C,15 gfols C,20g /mi:
0,30 g/ml 8 0,%% g/mwl) ao weio YWIII com 2% norss de for-
mentacio o 0,8 V¥ bem come o efeito da varisgio da taxa

dg gerssaoe no rendinento celulsr no meio XNTYE wussndo ,3%5
g/ml de suxilisr de filtragio.

No meio YIIY o masior rendizento 9,40 g/l (biomasss/oosto )
fol obtido em 2% horss de fermentagzo a 1,6 ¥V, enguanto

37



gue para ¢ meio XEVIII foi de 8,50 g/1 porém com a metade’
de taxa de azeragaon (0,8VVH).

O ouiro wétodo empregado para recuperagso, visando econg -
mis de processo fol a recuperagio do complexd endo-exotdxl
co fazendo mistura do mosto ao inerie (terra diatomfceaz ou
caolin) fLacilitandoe a posterior secagen do materizl, gue
34 se euncontrs parcialmente concentrado. 58¢ spresentzdos
os vesultados no Quadro 15, como composto endo-exotdxico .
Yeps formz de rvecupersgan € altementes ventejozma, tsrbénm
por apresenter um produto gue j4 contén em sus formulag%c
o diluente (péd) & como sdesivo os residuos de melagoe ¢ A =
gua de macerscao de milne déo mosto. Isto é particulermente
importante neste tipo de imseticida que serd aplicado B fo
lhepem sujeits 8 agfo des intempéries, reguerendo entio a
adeslvidade pare vencer s condigtes 8e chuvza, ventos e
mesmo orvaiho , engusnitc nzo for ingerids pelo inseto {an-
mentando deste forms seu tempo de residdneisz ma folhsa).

4.4, Desterminescsc de dcido dipieolinico

O éoido dipicolinico {(DFA) presente po moste fermentado,
fol determinado obtendoe—se ¢ resuliados aprezsentadosn mo
Qugdro 16. Poren utilizedas bilowmassss obtidsg por centrifu

gagao {Guadro 13%).

O maiores velores de IPA (mg) por grase de odlula seca fo
rem obtidos pars om meigs de gultura XAXT, XXIX & HExXVWIIT
sendg 29,09 mglz: 3%,5% mefg 8 30,00 mg/p respectivasente.
Uma estimativa do contegew de eoporoes pode ser resliszads
com o uso de Figurs 1 do fnexo % que Lol sstebelecids pars
wn produto comercisl norte smericance ¥Thuricide {59). Os
meicores resuliados obtldos em noosos ensaios sev supericres

sos valores apresgentados ne figura { abeisear concentracgio

pis



de DrA atd 20 mg/z e ordenada: contagem de esporos vid -
velig de 16,109 améﬁﬁlog). Mossos menores resultados estap
entre 20 ¢ §O.1G? egpOTCa, pars Os meice ANV, XAIVI e INXIT
com concentragdes de DPA/biomassz de 10,1% mg/g; 10,0lng/g
e 10,29 ng/g. '

seTacs0o no rendimente celular & ne de -
to dipicelinice

Em kinifermentador ss fermentacdes foram realiszedss & 0,6
VVii, com excegio das fermentagldes XMVIIT e XXIY nas gueis
variou a taxa de SeTACEC.

O nivels estudadeos no nmelco XXIY forem de 0,86 e 1,6 VWY
com malor rendimento & 1,56 VVH, sendo 5,560 g/l recupers -
g0 por centrifugsgio; Y,40 g/l recuperagio por filtragio.
Quadroes 17 e 14,

Para o pelo XYVIIY foram estudsdos og nivels de (0,63 ¢,8;

1423 1,6 ¥V com rendimento malor a 0,8 YVH, ssndo %,402/1

por centriiuzacio e 8,50 /1 por filtrasgZo respectivanente.
Wuadro 17 & 14.

¥e determinagaoe do folde dipicoldnico os reeultszdos obiidos

es180 O Wusdro 18,

59



4.6. Determinagdo de Preoteina

¥oi deternminada nos meios XAVIII e XYIX pelo método de
¥jeldanl (130}.

BEIO HORAS DE FASSA VOL.HGL{0,01H) % PRO-
KOSTRA - (m1) TEINA

8,90
8,30
10,62
11,81

XXIX 8 0,1%6
| 29 0,104
XYVITT 8 0,070
30 0,200

o O
L - )
AR

N
-
0

4.7« Micr@seapia'

Turante ss fermentacbes enm minifermentador foram exaning -
das lAminas corsdas para observagso 4o inicio de esporula-
céo, 0 que se deuw a paritir de sexts hors de fermentsgas.

4 vresencs 4o cristel protéico so lade do esporo fol veri-
e £ 2

ficade, observando preoparajlfes dGumidas em mi

controste de faze.

4.8, Biotests

¢ produto obtido por fermentacac no meio de gulture YAVITI
o e 3

fai testado en Agoln monusnte

“

(Letreille,1819).

Gomo subsirsto slimentar para e lagartas regém-nascoidas

4Q



rada Tolhe Toi tratada com (07% g do produte obtido na
fermentacio LXVIII (com aeracio de 0,8 VVH, 23 Loras de fer -

mentacsio), recuperade DpOY filiragao com camolin como inerte
{auxiliar de Filtragio). No fuadro 14 tenmos = relacan de
biocmassa pars inerte (% gfg) que € de 2,4%..

¥m parslelo ke folhas iratadas, aco“maLhauwme o desenvolvi
mento dss lsgartas em folhas ndo tratadas com insetida.

Ao final de ums semana verificov-se ¢ resultado obtida,sen
o que as 25 lagertas do tratamento consumiram minima DET-
te de uns fo de couve, conforme se observa pela foto 1,
enguants gue as 2% legartas tesienunhas, cons sumiram 10 fow
lhas de couve reds

la foto 2.

azindo-ag a talos, conforme se 0LSErYVE pe

Ha foto % podem ser observaedos os tamenhos astingidos pelss

3

lngartas ao final do ensalo. Aguelszs da folka trasiada, per

"

mansceran paralisszdas desde a ingestso de minima guantidae-
de 4o iﬁﬁeﬁiciéa, std 8 morte, cessando portanto o 4ano BO
vegetal infestado,

A partir dos ftens 4.1 & 4.4 poden ser Jeptacados 08 seguin

- [ R T
ten resultadoss

'\‘
;‘3& - - !rf”‘{ EI 3 1;{ R ‘X e XE 3 ':E:VEI l ¥ ‘X:}:‘{ 4 }t:,:(: ¥ :{‘{I 3 X{E 1 * jﬁ{ivrizl L3
L1d, EXA y
N

B o {XVIEE? CIN, Ai, YET, XTI, AOVITT, X{OX, XuX
7
& - { CYTIT. XI¥, X%, XUI, ¥YT1, XEVID, XXVITE, XXTIX, %31




D= ANBNAC = X, %X, ¥XI, X¥II, ¥XVIII, XKIX,

F
[

ondas _

A4 = Conjunto dos meios de pultura gue apresentaram malor ve
locidade médis de consumo de glicose (Quadros 1 & 6, Figu~
ra 1.

E = Conjunto dos meios de culturs gue apresentaran relbor
gomportanento face zo pH {(Quadros 7 & 12, Figura ).

¢ = Conjunto dog meics de cultura gue sgentaran nsior

je
*-*3
;:}

ot

magsa celular seca { 2 3% z/1) (Quadro 5).

D = Conjunte interseccio .

4

Dbvismente os melos de cultura mals factiveils pars produgso

do inseticida bacterianc sén oz do conjunto D.
Gs meles de cultura ¥VIIT a {YI1 foram os de melhoy Ccompore

temento em frascos ggitados; o rendimento celular variouw &1

retauente com o teor de fZzus de maceracio de milho (AVE),ou
‘;9&}'\.} /}. LEIA 40 é’f{}» de
ara B0 /1 e 5,85 g/1

pars 10C¢ g/l.

Com o8 meios enszlador no Minifermenitedor, os melhores re -
suliados 8a0 pare og melosiYVILI, XXIY, ¥<Y; porém nso va -
o

rigm diretznente on o teoy do

2 =im emn torne 42 25g/1.

Aesim para 20 g/1

tivemos 4,20 g/1; 4,80 g/1 pars
enguanto gue o maior velor 5,33 2/l foi para

25 g/L de A (cam agracao de 0,6 V¥k), respectivaments o8

cosr malores de fgus de maceracio de wilho em Mind



.
ferpentador acarretan queds de rendimento obtendo-sze 4,70g/1
para 60 g/1; 4,40 g/l para 80 g/1 e 4,30 g/1 para 100 g/1

de fdgzus de marerag Zo de milho {obs: estes snsaios néc cons~
tem da relag&e de meios apresentada para mlnlfevmentaacr) .
¢ Guadro 16, no gual sespresenis & concentragao de deido
dipicolinico no complexo endotbxico, obtido por centrifuga-
ggo? mostra que dentre os meios de culiura pertencentes ao
coniunto D, apresenisran maior concentragho em DPA og de ni
meros IXVIII & XXIX,

Os Quaedros 18 e 17 nmos t“aﬁ a infliusneiaz de seragfo no ran -
dimento celulsr e na concentrag@o de DPA na amostra, sendo
gue para masss seca obteve-~se 9,40 g/l (biomassa/mosto) em

2% horas de Termentacso 2 1,6 VVE no meio XXIX e 8,50 g/1

no meio YXVIII com a netade da taxa de aeraczo (.8 VYLD .

Para & concent sragsao de DFA, os melhores valores tambén

ren pera 1.6 YVE no medo $XIY e (,8 VYE no welo XHVIIT conm

3,55 mpfe o 39,09 mg/g respecltivamenta.
LY Y -

se de proteins na massa celular seca, tambhém mogtrou

B8 meio YXVIII com 10,60% exn 8 horss ds

11,81 gom 30 horas de feruentasgac, ambos s 0,8 Vi, melhor
3

gue o YXIX com 8,90% pars 8 horas e B,30% pera 23 noras de
2

o wmicrosednics, especialmente en contreste de fa

se, svidencis & malor e mais véplde Yormacio éo complexs e

poro-cristal nos 4ol melos de gulilturas, con vanltsged pars o
b

meio XXVIYTYI.

b mao padronizscac do nosso profuto, neste trabalho, deveun
-ge a orisntegss olars contida nes resolugdes de varios s

mindrios e QGﬁI&Y?QQEQh Intervscionalis de Eniomclogia & bo o



logia relativas ac controle pioldgico com especigl enfogue

5 inseticidas nacterisnos.

s SOUS préprlas paﬁraas, g -
daptando-os inicialmente aos requisitos legals de seu pafsn,
te o infrs estruturs téenice da ¢

Sxemplifice oitendo os Eetados Unidos onde o critério se -
guido & contagenm de 2 is e bicensaisg pars veri
ficagse da ativi {on potenciz do inseticida} Ob-
tido em sucessivasg pr er estabelecer wy padric dg

finide.

J& & Frangs, nio leva em consideragfo a contagen de espo -
rog vidveis, mas ﬁpanag ¢ bio ﬁfig, nsando pedrio homdlo-
Yoxing, sendo utvilizado o 361
& enmﬂtaxima, ewio valor ex unids -
s 1000/mg: os insetos testes utilizadoes
Lepidontera ~ Phyveitidae) para

£

N U T
rig hrassicas (Depidonters - Pleriw

B grtudo, utlilizanos

Jro.
L

st

"
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QUADRO 1 CONSULO Do GLICOS: (TA.1072Y(a)

HORA I 11 111 IV v Vi

0,60 0,60
0,45 0,47
0,19 0,24

o G,58 0,66 0,63
16 0439 Usdd
20 \ 0,24 0,22
21 0,32 ’
24 0,15 G418 0,18 Ge14 0,14
31 0,32

LA
) ~

S R

T Ly

o
o2
2

() 1 g/1 glicose = 8UA (Unidades de Absorbancia)

A

cort s PO U SO
GUADHG & CONSUKC DB GLICOSH (VA.10 “){z)

HORA Vil VIXL 1% A A3 1Y

¢ 0,62 0,58 (0,50 0,596 (436 0,64
16 0,44
20 0,20

23 | 0,12 0,08 0,07 0,05 0,19
24 Gy1%
27 0,08  G,07 0,06 0,05 0,16
50 6,08 0,07 0,08 0,05 0,15
51 0,08 0,08 0,08 0,06 0,17

(2) 1 g/ glicose = BUA (Unicades ae absorbincia)
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GUADEO 3

CONSUNO % GLICRHEE {(Ta.107

4

{a)

HORA

LI1l

AIV

iV

Vi

iVil

0

&
20
23
25
27
0
51

0,74

Gy25

0,27
0,24
029

(3,60
0,64
0,54
0,52
;54

0,56
0,62

0,56

0,56

0,52
0,56
0,46
0,46
0446

0,50
0,50
0,48
0,48°
0,48

() 1 g/1 glicose =8 UA (Unidades de absorbincia)

i,

QUATHO 4

. -
QUNSUNO DW GLICOSE (UA.10 "i(a)

HOWA AVIIL ¥IX XX X1 TETT
U 0,36 0,27 0,50 0,55 0,5%
5 0, 2t G, 14 0,24 0,28 0, %1
8 G, 07 0,10 ¢, 13 0,18 0,18

2% 0,06 0,07 0,10 &,12 0,14

25 0,05 0,07 0,08 0,30 G,

2€ 0,05 ¢,05 09 0,30 0,

{a) 1 &/1

=licoss

i e

A

& Ur (Unidades de Absoribfincla)




Co

BT

.0 DE GLICOSE (Ua. 1072)(a)

GUADROD 5 N3UE
HORA ¥EITT LLIV LY XAVI XXV
0 0,62 0,70 0,60 0,62 0,60
6 0,56 0,64
15 0,36 0,37 0,24 -
17 0,35 0,35 0,18
21 0,32 0,50 0,16
e 0,13
24 0,28 0,29 0,29 0,30 0,11
26 0,27 0,28
30 0,26 0,22

{8} 1 g/1 glicose = & UA {Unidadss de Abgoruéncia)




QUADRO 6 CONSULQ De GLIOCSE {UA. 1@“2)(3}
HORA LEVITT XELIX EXX ES. 0 ¢! XALXIT
0 0,58 0,60 0,60 0,60 0,58
3 0,46 0,3%6 0,60 0,42
4 0,42 0,34 0,50
§ 0,41 0,32 |
& 0,39 0,29 U,46 G350
T (3,26 0,28
3 0,20
i% 0,06 0,07
17 0,06
21 0,06
2e 0,0%
¢ 0,08 (0,05
g4 0,08 Gy 05
25 0,30 0,21
30 e84 0,20
B4 0,20 0,18
{8} 1 g/1 glicose = o Uk (ﬂ:ﬂiﬂi&d\éﬁ de Lbsorbfncia)




QUADRO 7 COLPORTARENTO DO pH DURANTE A FhR-
FENTLCEC ¥E FRASCOS AGITADOY

BOHA I 1 S O 1 vy ¥ Vi

-
¢
WO W -

L

-~ 0 O -

20
24

Ll
bl

[
ol

U -

&

WAt o o
L]

W wd ] md

-
o
ooy (I
wHORT 0 -

(RN S
WA -3

e
w0
-

R B e
%
I R R,

LUADHO 8 CORPORTAVENTO D ph DUSIANTS A FHR-
FENTACED BE FRASCOS AGTTADOR

HORA Vil vIIL . 1Z X Lo R

0 8,7 8,9 8,7 8,9 9,0 9,0
16 7,1

20 6,1

2% 4,9 5,0 5,6 6,8 4,9
24 © 5,8 |

27 4,9 5,2 B3 £,1 44,9
30 4,9 5,2 £,4 5,8 4,9
51 540 5,3 , 565 4,9

50



QUADRO 9 COEPOITALELTO DO pH DURANTE & FiR-
EENTACAQ ni FLABCOS AGITADOS

HORA X111 X1V XV VI XV11
0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0
6 9,0 9,C 9,0 9,0
20 9,0 9,0 9,0 9,0
23 4,9
gs 9,0 9,0 9,0 9,0
27 4,9
30 4,9
21 449
QUADRG 10 COMPOSTANENTC DO pH DUNANTE &
YESTACRO Bii FRASCOS A3ITADOS
EORA EVI1T ATX XX XXI AXII
o T:5 745 Ts5 755 745
% 5,7 D7 547 557 5,9
& 5,5 5,6 5,6 5,7 5,7
23 745 (y 7,2 6,8 6,7
25 757 To4 7o 7,1 6,8
28 7,8 746 7,5 7,2 7,1

51



QUADRO 11 COLFOXTA:pNTO DO pH DURANTE A
FaRERBTACEQ ¥l bINI-FUHELNTADOR

HORA XTI KXIV ¥XV XAVE XIVIT

8,3 8,0

a
i
on
W

1% T+5 Ts5 el
21 6,5 e 7,0 745 5,0
22 6,0 6,5 7,0 743 5,0
24 £, 6,0 7,0 7% 542
26 S5 5,5 7,0 750 D42
30 - 5,5 6,0 6,5 7,0 5,2




CORFORTALERTO DO pH DURANTE 4

JUADRO 12

AXXIT

}: -

e

¥
E b
EA Y

k
A

XX

CHIX

AXVITX

HOHRA

el Y O B ¢ 3 R s T
E - £ L] - E ) -
MDOND WY Ut oy uy

€4
6,2
5,8
3.4
sl
Ded

o
e
S AUR: s QL ST
L T N
WD W WY i W™

&y4

3Oy w0 G B~

695
6,7
75C

T43

17

4,8

Tad

2%

.

D

A

644

24
25

03



YO BHDO-POICO

5

b4

QUADRO 1% RECUPERACKD DO CO¥PL
POR CENTRIFUGACEO

LEI0 HORAS DB BIOKASSA/LS ml BIONASSA

PEHBENT £/l
I 48 0,029 1,45
11 4Q 0,014 0,70
11X A0 0,018 0,90
IV 40 0,022 1,10
v 40 C,0%4 1,70
yI 40 ‘0,014 0,70
VIl 40 0,039 1,95
VIII 20 0,002 1,46
I3 30 ,02% 1,53
% 30 0,029 a3
T 2 0,017 1,1%
XIT %0 0,028 1,86
XI1T 27 C,033 2,20
X1V 27 0,0%5% 2,%%
Xy 27 0,0%6 2,40
VI 27 0,037 2,46
XVII 25 0,0%6 2440
VITI 25 0,045 3,02
XIX 25 0,054 3,60
e 0,065 £,%3



¥RIQ HORAS D

FuRuENT.,
p5.81 25 0,070
1XTL 25 0,080
XAIIL 20 5,02
XEIV 30 0,039
X5V S 30 0,035
LYV %6 0,037
XXVIT %0 0,052
TEVIIL 2% 0,080
XXTIX 2% 0,072
LXK 15 0,06%
LSSV 48 0,054
XANLL 2% 0,047
Centrifuga PANEM a 3500 rpm, 10 min.

BIOHASSA/LS ml

¥
(4]

554

BIOKHASSA

&/1

4466
54355
1,46
2,60
2,33
2,51
5,48
D935
4,80
4,20
5,60
5,13



QUADRO 14 RECUF&HAQEO B0 COWPLEXC =ADOTONICO

(LSPORO-URISTAL) POR RILORACEO

WEIO . VVE V0L,  HORAS  RILTRO FIL~ BASSA  ZIOH.
EOSTO  FRiM.  am TRA- INERETE g/1

oy ¢EO WQ%g}
{s)
IXVIII 0,8 20 2% 8,0 7 1,00{4) 2,75
0,8 20 2% 8,0 13 %,00(4) 5,95
0,8 20 2% 8,0 16 &,00{A} 6,45
0,8 20 2% 8,0 26 65,00{A) 6,85
0,8 20 2% 8,0 31 T, C0{A) 8,50
0,8 20 27 0,2 20 1,00{B) 7,30C
1,2 20 27 G, 2 10 1,00{8) 4,80C
1,6 20 27 0,2 12 1,00(8) 5,30
XLTY 0,6 20 8 8,0 3 7,00(A) 2,9%
0,6 20 2% 8,0 36 7,00(8) 5,80
1,6 20 & 8,0 54 7.00(A) 7,45
1.6 20 2% 8,0 65 7,00(4) 9,40

enistens sariovive Lembran-Filier

#inertes: A - Camoling B - Terra Distomécesn

56



QUADRD 15 OuTERCED DO CORPOSTE ENDO-52000YT00 )

¥EIO VU VOL.KOSTO  HO%A5  IBERTE  COMPOSTO CORPOSTO/
ml P RE, {&) g/l INYRTE

% g/g

XLVIII 0,6 12,5 25 13,1%{4A) 20,80 1,98
048 12,5 g 1%,13(8) £86,70 6455
0,8 12,5 27 1%,13(8) 55,88 5,13
1,2 12,5 8 1%,1%(8) 54,72 5,21
1,2 12,5 27 1%,13%(8) 57,56 5448
1,6 12,5 8 1%,13(8) 50,31 4,79
YATE 0,6 12,5 8 1%,13%{(4a) BO,T77 2,93
0,6 1245 23 13,13(4) 20,49 1,495
1,6 12,5 3 1%,13(4) 31,30 2,89
148 1,5 29 15, 1%{(8) 30,98 25495

Inerte: A - (eoling B~ Terra distomécea
. e e . N
Secagem em estula FAkhl @ ¥7Y{atéd peso consitante): 7 horas

57



-

QUADRO 16 C DETERMINACEO DO ACILO DIPICOLINILO
KEIQ  HORAS DB BIOHASSA Ua DPA/BICLASSA
PERMENT . (g} - (107 ng/g
VIII 30 0,022 0,117 16,12
1 O 20 - 0,02% 0,12 16,83
b4 30 0,029 0,11 12,23
%I B0 0,017 0,08 15,18
XTI 30 0,028 0,13 14,97
X111 27 0,0%3 < 0,17 16,61
1 25 0,065 0,50 14,88
XXX 25 0,070 0,27 12,44
K11 25 0,058 0,52 19,06
YLV %0 0,0%5 0,11 10,1%
XEVI 30 0,058 0,18 10,01
XAVILL 23 0,080 0,64 25,80
XXIY 23 0,072 Uedb 20,60
LXK 43 0,096 G, 38 12,76
TANTE 30 0,047 0,15 10,29



QUADRD 17

LXVIIT

LXIX

RECUPERACED DO COsPLEXO SNDO TOLICE

OR

CENTRIFUGACED

INFLUSNCIA DA TAXA DE ARBACAQ

YV HORAS DB
FURMENT .

0,6 23

0,8 8

0,8 30

1,2 g

1,2 30

1.6 8

1,6 30

0,6 23

1,6 &

1,6 29

BICKASSA/
15 ml

0,080
0,035
0,081
0,033
4,039
D,033
0,045
0,072
0,041
0,084

Centrifugn PANEY: %500 rpm, 10 min.

59

BICHADSA

g/1

5,433
2,20
5540
2,60
2,60
2,20
32,00
4,80
2575
5,60



QUADHO 18 DETERHINACAO D ACIDG DIPICOLINICO (DPA)

INFLUBNCIA DA TAXA DE 48RACEO

MEIO YV HORAS D AIOKASSA  Ua DPA/BIO-
RERLENT . (g) (107Y)  massa
(me/e)
RLVIIT 0,6 2% 0,080 0,64 25,80
0,6 25 0,050 0,28 15,06
0,8 8 0,0%3 0,40 39,09
0,8 50 0,081 0,60 235,89
1,2 B 0,0%9 0,%6 29,76
1,2 30 0,039 G,24 19,55
1,6 B 0,0%3 0,30 29,32
1,6 30 0,045 0,730 21,50
XXX 0,6 27 0,072 0,46 26,60
1,6 08 0,041 0,49 38,55
1,6 29 0,084 0,72 27,64

1 mg DPA/ml = 3,1 Ua
“"Soectronic 20% a 440 nm

&0
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FOTO 1 - Lagartas se alimentando FOIC 2 - legartas em folha com

tratanento

' i - Imepeartas 000 & gem
T - Lagartas em folha senm . FOTO 4 Lega
FOTO 3 tr%tamenta o7 tratamento (De A

+
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ESQUBENA DO BINTFRRESHTADOR

1} Vaso pirex (1000 mlj
)  Agitedor magnético
3y Buportes (2) \
4} ‘Pampa

5} Diafragma de borrachs para introdugizo de seringas: Ino

fa'

culsggo, controles de pH e espuma.

£) Tubo inox para retirads de amostra
7} ¥angueira terminsl -
8) Presilhs da mangueira

) Falso pirex para o termbmetro
10}  Agquscedor
11} Yangueira de entrada de ar
12} Tubo inox de entrada de sr
1%} Tubo pirex 4o aguecedor
14} ILinha de safdas do ar
153 Oriffcio para eletrodo de oxigénio
14}  Tubo inox em "U® para resfriamento
17y Piltro de ar ' .
18Y  Weio filtrante (1 de vidro)
18) Bomba de ar ou CORDPressoOr
207 TermdHmairo '
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CAPITULO ¥

conoLuslEs

5.1, Melago e 4gus de maceragzo de milho, residucs indus
tripis, s30 excelentes substratos para a produggo do in-
seticida bacterisne, usancdo Baecillus ftauringiensis.

5,.2. O teor Stimo de melago situcu-se no eniorno de
10 g/1.

5,%, 0 teor &timo de fgua de mecersgac de nilhe situou -
~ze no entorno de 25 g/i.

.4, A melhores fermentagles desenvolveram-ss sgm 10 ho-
ras, em Minifermentsder, {finel da fase exponencial, ini
cin dz fame St&%l&ﬁmrl&;; a 420 rTpm, 0,8 YVE e tempers
tura de %0°%C « 2%,

5.5. A cinética de counsumo de glicose, fol linear, s
os melhnores valores dados pela equagdo ¥y = — 5X + 57,83
to<« x<¢ 10 hJ {ordenada en unidades 4 o

Uk, sendo B U4 & 1,0 g/l de glicoss no meio deg culiura i

abcizes: tempo en horas}).

5.6, 0 bvloteste realizado demonstrow a efic
seticida bacterianc, obtide por fermentagic com Bacillus

thurinziensis, en Ascis monuste orseis (Latrelille 181%)

{Lepidoptera~Pieridas).

7z
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LITRRATURS CONSULTADA
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LABORATORIES < Dipel & biologicsl insecticide
Technical Informstion -~ U3A - 1971

7. AGARICULTURS HANDBSOCK n® 331 ., Suggested guide foribe

3& ﬁ.}i'ml}g

use oI insecticides to control insecis affecw
ting croeps, livestocx, households, stored pro
ducts, forests, and forests prooucts - Agri -
cultural Resesrcen Hervice and Forest Service-
Imited States Depariment of Agriculiure.lidss.

Se¥in, BAGARA, E.V. snd aJULDLH, S.K. Btudies
in granulsr Formulsetions of Hacillus thurin -

giensis Berliner. r@ut, Sei. 4, 1823, 1877 .

4. AWDEABUON, ReF. & IGHOFFO, C.he kicrobisgl Insecticl -

o v
e I&E&J&.VQ

G ',

des In "ideroblel Technology™ H.2. Feppler 4.

Y. Reinhold Fubl. forp. 172 - 181, 1967.

Toa. Twplicstion of some recent studies of
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ir Tnterv, Coll. 1luns. rath. Colle
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Fathology 1l: 145, 1968
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10. y The use of Hacillus thurinsiensis as a micro-
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11.88%Z2, G. On the cnemical nature of tne nesitstabls e~

xotoxin of Bacillus thuringlensig. Zxperien -

tin 2P: 81, 1966,

1z, , & PEREQON, J.k. - The toxic asction of bHascillus
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15867,
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giensis var. thuripgiensis ~erliner {(Serotype

1} isoluted from the Bumblebee wax noth.dJouy
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1966
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