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+ RUSTHO =

Foi pesguisada a nroducno de um inseticida bacteri
ano,complexn esporo-cristal,letsl o insetos da  or

dem Lepldopters gue acarretan os maiores dancs e

perdag A matérig-prime da Inddetria de Alimentos.
Treze melos de culturas e dusas linhagens de Bacil-

lug thuringiensia forasg testados,

Kelhores rendimentos forsm obtidos com Bacilius thu

ringiensia NCIB S207,em meios de culturs contendo

giuncoss.cono fonte de onrbono,

C@ﬁcemtraqges crescentes de glucose Iavoreceram o
acréscimo no teor de protveina.d velocidade de creg
cimento bacteriano foi acelerads com até bg de glu
cose por litro de meio de culturag cunceutraggess&

periores foram inibitdrins.

No fermentador, ini Perm, foram obtidas as melho=-
res condigges de ﬁrabalhoagg = O,42§§} & ﬁd;1963 <]
(velocidade especificsn de crescimento e tTemnpo de
geraggo, regpectivansnte).

A fermentancho fol cowpletands em menos de 24 h, en-
quanto gue em frascos agitndos desorou no .IE{nimno
A48h, acarretsndo wmges produtividaode superior.no fer
mentador,

e
P

A taxs de Oxigénio Dissolvido, bem come a variagao

e

de pH, foram iwportantes pardaetros, para estrbele

cey ag fonses de crescimento do Rocoillus thurdngien

8518,




0 bioteste efetuado com Plodia interpunetella, (Lo~

pidoptera Phycitidae), demonstrou a poténcia ¢ efl

cdeia do coumplexo esporo-cristal obtido, tendo ai
do determinada 8 woncentragac letal pars 50% de
mortalidade, CLSD: 0,725% (grana de inseticids por

grama de alimento)



—~ DUNMARY -

The best conditions for mass propagation of bucte~
ris which are pathogenic for insects were investi-
gated.

Thirteen culture media and two sbtrains of Bacillus

thuringiensis were tested.

Protein concentration of the spore-crystal complex
was a function of glucese concentration in the cul

ture mediwm,

Maxismum yield was obbained with 6 g of glucose per
liter of culture medium,

In the bench fermentor the specific growth rate,}i
= 0,425 h"l, and the generation time, tdm1,63h W

re determined,

Owigen Dissolved rate and pH were found to be dm-
povtant paraneters, to stablish growth and produc—

tion phases.

The biclogieal assay with Lepidoptera.has demonstra
ted the virulence of the spore-crystal complex o
tained. The lethal concentration for 50% aortality
Lqe

per gram of foed sitiratum.

was found to be 0,725% gram of insecticide -



OAPITULO I

- IE”R&DUC&O E REVISAQ DA LITERATURA -

luta atuzl contra insetos nocivos, que afetam a Agrl
cultura, enconiram-se duas faccoes: a dos que defendem-
o uso dos inseticidaes sintdticos e og gue optam pelo
nso de inseticidas biodegraddveis, face acs problenasde

residuos, poluicac, desequilibrio ecoldgico, bem  COMO

inducac de resisténcia cada vez maior o insedo.

segundo de Barjac (10} embora o DDT (dentre os organg
clorados), seja ainda un dos melhores produtos em custo
de producdo e eficdecia para os insetos vetores do palu-
dismo e leishmaniocse, seu euprego e dos Organcclorados,
em geral, na Agricultura, tende @ desaparecer rapidamen
te, como ocorren na Hungria, Suécia e Bstados Unidos da

Awérica, onde seu uso estd proibido ou reatrito.

Com o advento dos crgancfosiorados obteve-se vantagen
concernente o problema de residuocs, porém a solugas ad
vird quando um perfeito entrosawmento dos meios quimico-
bioldgicos, wa controle integrade, for aplicado (9, 10,

59, 79, 115).

Dentre os microrganismos entomopatdgencs, em potencial
'yara produgge de inseticidas microbiznos, encontram- se
bactérias, funges, virus e protogodrios (61, 71, 72,101,
103}

¢ interesse despertadse por produgaoc de iunseticidas bio-



degraddveis, indcuos a vertebrados e & flora,apresentan
Ao wossibilidades de producgac econdmica em larga escala,
conduziu & pesguisa de uwa bactéria com cavacteristicas

notdveiss Bacillus fhuringiensis.

O principzl objetivo deste trabalbo sera a obbencao de
wi inseticida microbiano, por Ferwentngao submersa, el

pregande o Bacillus fhuringiensis,

Este microrganismo satlisiaz aos critérios estabelecidos
pars um bom inseticide bioldgico, que S40:

%) Eﬁpe&ifi@id@@&,pﬁ%@h&ié ¢ eficdcia para os inse
tos visados.

b) Tnocuidade so homem, vertebrados e insetos beng
Ficos.

¢) Producédo econdmica em larga escala.
Sua especificidade colabora para aanter o equilibrio eco
1dgziceo, sua incculdade ellamina o nroblema de residuocs
néo tendo sido constatada qualguer forma de resisténcia
eq insetos wratados com esge tipo de inseticidsa, além
disse existe a vantagen da compatibilidade deste,com In
seticidas quimicos, sendo ideal para estabelecer coniro

le integrado (1,7,9,10,28,35,63,72,76,46,102, 1183,

Racillus thuringiensis ¢ uma bactéris mesdfila (282C =

358¢Y, aerdbia, isclada em 1902 por Ishiwats no Japao e
nosteriormente, na Alemanha, poYr Berliner, em 1915(28 ,
3§§ 96, 9%, 118). Na morfologia geral e caracteristicas

de cultivo, assemelha-se ao Bacillus cereus, pordm, pes

quisadores aleaseg notaran uma importante diferenga  en



tre &les: as odlulas de Bacillus thuringiensis, crescen

do em meio de cultura nutriente, aldm do endosporo, que
toabhdm ccorre no Bacilius cersus, sintetizam wil 2orpo pa

rg esporzl.{ 4, 8, 1io, 111, 112, 127}.

Tal pars esporo foi redesconerto por Hannny em 1953, e
Angus em 1054 demonstrou gque erm um cristal proteico,
atusndo codo potente toxing a determinados insetos (36,

53, 99, 101, 112).

& possibilidade de utilizag§0 do Bacillus ghuringiensis

deve—-se A sua pabtogenicidade e toxicidade a mals de uda

centena de espdcies de Lepidoptera, as quais, na Iorma

joven, apresentas-se sob a forma de lagartas, fitdfagas
em sus absoluta moloria, sendo cousa de luensos prejul-
zos 2 Horbicultura, Silviculitura, beuw como,aog Produtos
srmamenados( 1, 6, 48, 52, &1, 76, 94, 95, 102, 104,108
109},

A principal toxina do Bacillus fhmringiensis §d o crise-
tsl proteico, taabém chamado b endotolina(9, 34, 25, 348,
41, 42, 44, 45, 104) Segundo de Barjac (9}, estrutura e

composiggo quimica do cristal tdxico, nae estao ainda -
determinados, ascarretando s morte do Inseto por paralli-
sia geral ouw intestinal, logo apds a8 ingestgo do cristal.
Ao lado do cristal temos o esporo toéxico a certos inse-
tos, mas na grande majoria o couplexo cristal-gsporo €

o responsdvel pela morte do ilnseto.

guands uma larve lngere ¢ cristal proteico, & camnads e-

pitelial do intestino médio fica danificada ¢ o inseto-



cesan de »ose alimentar, advinde a towemia., O inteatie

no de Lepidoptera varia desde condicoes de neutralidade

a2 acentuada alcalinida de {62), Se o epitdlio intestingl
for danificado, haverd quedsa de pH, possibilitando £
germinacao dos esporos que gerszlmente acoupanham o8 cris
tais, sendo gue as cédlulas vegetativas podem passayr A
través da parede celular denificada, ocasionando uma lg
tal sevpticemis (8, 101, 104).

Certas espdcies de Lepidopters nao sac suscetiveis  ao

cristal sdzinho, mas ao complexo esporo-cristal, o por

sxemplos Anagostsr» FTdhniella{s,55, 104) e Tineola Bis-

selliella em Yamvrias C. (125).

41¢ém  destas duss boxinas intracelulares, exishte uma te
®ina extracelular, denominada /3 exotoxina, termorstdvel
e cuja acas se dd sobre outras ordens de insetos, alénm

de Lepidoptera. Fol descoberta por Me Connel sm 1959 -

{90}, Sua atvividade fol demonstrads sobre insetos dasor
dens: DIptera, Hymenoptera, Coleoptera e Orthopters(lsd,

o

21, 22, 28, 32, 52, 61, HL, 96, 104, 105)

fuanto ac emprego do inssticids microblianoe opftido com

Racillus thuringiensis, em florestas do Canadd, Jibéria

e Ille de France (6, 21, 107}, bons resuliados foram cen
gegulidos, Na Horticultura, especialmente na Olerxicultii-
ra, en brisgsicas folhosas e folhosas diversas, tais co
mos: alface, rdcula, couve, couve~flor, repolhe,brdcolos,
mostarda, bem como tomate ¢ batata(48), o produto é isen
to de reguerimentos de tolzréncia pars uso contra larvas

que infestam tais hortaligas, J4 determinadas pelo



“inited States Denartient of Agriculture® (2, 28, 102).

Intersssante notar gque, em 1066, en alguns dos estados ~
dos Eetados Unidos da Amnéricz, fol nroibido o emprego de
inseticidas quinicos, ea fumo e recomendado o uso de in

seticidas produzidos com Bacillug thuringiensis contra

Heliothis viresceng {(que também ¢é praga do algodao e qui

ri}, Protoparce sexts e Protoparce gulnguenaculata {pre-

ga do tomate}, para evitar contaminacaoc do fumo com resi

duos tdxicos dos inseticidess sintéticos (2, 118)

No Texas em 1970 Mc Garr et alii (91, 93) testaram, no
caupo, o inseticide aicrobianc e insetlicidas quimicos no

combate o Heliothis wvirescens, em algodao, obbtendo bons

resultados cos o inseticids microbianc. ha Califdrniz, -
em 1G6% — 1967, ODatman et alii {103), eQpregaram-ro con-

tra Heliothis zea { Boddie J, @ mais destrutiva praga de

feiimo, algodao, tomate & milho {verde e seco ), coll 6t3

mos resultados,

Pinnock , D.E. ( 106} verificou a persisténcia, no cam-

po, de produtos baseados el 8BDOTCS de Bacillus thurin-

glensis, com relagaro 2 clima ew duas regioes da Califdm
nim, Hupregou vara combate 4 praga do carvalhoe obtendo -

&

e persisténeis minima de trfs dias e maxims de vinte -

|

e doig. O mesmo pesguisador (107) relatou experiéncias -
comparativas entre o ingeilclda gicroblanc e sintéticos
considerando excelents o controle com produtos obildos a

partir de Bacillus thuringiensis.

Bargerjon A. % al (23) verificaram s suscetibilidade de

—- 5 e



vinte & guatre espéeies de Lepidopiera ac Bacillus dhue

ringiensis. HEstabeleceran um coeficiente de suscetibili

dade cujo padrao E58 é dado para Pieris brassicae L.coe

ficiente 1, ou 900 U.B (Unidades Bioldgicas), e fol es-
tabelecida no "Laboraltoire de lutte biologique®, de "La

Minieére, France®.

Burges H.D. et alii (24, 26, 28, 29) verificaram a pos-

sibilidade de centrolar Galleris mellonells e Achroia -

risella, Lepidontera (mue atacam os Tavos de mel),usan
& y ! I s Il

do um produto baseado em Bacillus thuringiensis incorpg

rade & cera da colméia, sem afetar as abelhas.
Dailmage, Ho T. et alii ( 38, 239) testaram a & endotoxi-

na contra Tyichoplusia ni (Hibner) em hortaligas, obten

do resultados satisfatdrios no controle; verificaram &
persisténeia da toxina na planta, sendo © intervalo en-
tre as aplic&gges deterninade pela velocidade de cresci
mento da plants, que ¢ una funcaoc das condigoes de tem-—
peraturas fertilizaggo e unlidade.

w¥hite, C.A. et al (124) verificaram a suscetibilidade
de guinze esnécles, pertencentes a cinco fam{lias de

Lepidoptera, encontrando valores de LD5O’ com diferenca

de atd 100 vézes entre o espdcie mais e a menos sensivel
{a wais sensivel com LDSOm 0,12 mg produto/100 ml sus-
penggo aguosa, € o menos senaivel com 150 meg/100ml ) ,Fol
empregado o produto comercial Thuricide (complexo €spo~
ro-oristall.

Prye, R.D. (51) determinou a suscetibllidade de védrios

Lepidoptera ac Bacillus thuringiensis durante o8 anos de

1963 a 1966, usando esporos, tendo obtido porcentuals -



de mortalidade variando de 80% a 100%, experiéncia essa
Teita exclusivamente ex laboratdrioc.
Grigarick, A.A. et gl{5%4) testaram vdrios inseticidas -

quinicos € inseticidas de Bacillue thuringiensis, cobten

do excelentes resuliados psrs o insetlcidsa wmicrobisno -

contra Trichopiuaia nil (Hon) sx slho. Ussrasn em cugss

formulacoes,. obtendo com Baciilus fthuringiensis, em pd,

resultados compsraveis ascg obitidos com Malathion 4 Per
thane ¢ DDT -+ Toxaphene

Hall, I.M. {59) reportou as vantagens do conbdrole inte-—
grado especilalumente em culturas atacadas nor Tripes(ggz

sanoptera; ¢ pulg rées (Homoptera, Aphididae) além de Le

pidoptera; Os programas de controle integrado visam utl
Lizar da welhor forma os inseticidas, integrando-os, a-
tingindo o8 insetos de suscetibilidedes diversas, evi-
tando o probiema de residuos e 1ndugao de resisténcia
pela aplicacac moderada dos inseticidas guimicos afd
certo egtdgio de desenvolvimento da planta, passando-se
& gegulr, 5 aplieaggc dos inseticidas microbianos en
guanto necessario.

Na aplﬂC@aao dos 1nseticidas devem ser congiderados, os
fatores que possan afetar z poténcia e eficdeia do pro
duto, especialumente a viabilidade do esyporo tdxlco.
Estudo dos fatores como: temperaturs e unidade,Ignoffo,
C. {66) emprege de hipoclorito de eddio por Tgnoffo, C.
et 21l (65}, espectro da sensibilidade a antibidticos e
sulfananidas por Ignoffo et al (73), estudos de ecologia
por Horris (100, efeito de substdncias voldtels dus fo
1has dos vegetals, por Suirnoff (116}, visaram determi-—

nar as melhores condleoes para emprego do Bacillus thu-




ringiensis como inseticids eficaz.

O8 primeiroes produtos cowercials contendo RBroillus Thuw

ringiensis nos dstados Unidos da Andrics do Horte (USA)

surgiram so 1958 {22, 120 }, sendo gque, desde eat%m,prg
curou-se aperfeiccar a tecnologia de fermentas &0, gele-
gac de linhagens ¢, principalmente foraw pesguisadas ne
VIS formulagges do inseticida,

Com resneito A theﬂggo do produto, os vdrios pesgquisa-
dores {15,16,32,34,35,41,42,42,6(,72,92,104) ratificam
a validade das técnicas de fermentagfo submersa, em e
cala industrial. Conseguiram bhom cresciuenioc e esporula
Q8D do aieraeganisme, asscciada A producac do oristal 6
xico, ussnde substratos econfmicos, tals comos: melagso,=
vinhagn, dgus de maceragno de milho, farinha de vpeixe ’
de 8o i, etc. Agitacfo, serscio, pH e temperaturas 6ti
mag, de p?odﬁ@&o? devem ser controlados. A compos qg -
do meio de cultura pars producas eum escala industrisal ¥
serd determinada atravéds de uua dﬂéll e de cushos, com-
parads ac rendimento das Fracoes emdotoxi as e exobdxi-—
CEE.

Completada a ferwentagac, recupernu-se os cristals e es
poros que 880 concentrades, secos e mofdos a fino pd.
Relativawente 3 formulano, o8 dnseticidas awlcroblanog-
podem ser preparados como ¢ 980 08 inpeticidas quisicos
isto €, PS seco, PS molhdvel e concentrade emulsiondvel
(1, 76, 102},

Guants a padronizacao do produte (27,30,31,36,46,49,50,
92, 123}, originalmente acreditavam gue a contagen de
esporos vidveis fosse un nmétodo adeguado para determinsr

a eficdcia do Bacillus thuringliensis como inSeticida.




kntretanto, diferencas em eficdeia de vdrias linhagense

variagoes na relacac espore/cristal: eficdeia regueren

teste envolvende ¢ inseto, ou seja un bloensalg (50,114

Im 1966 foi adotade como padrao (123) o L, (produsido ~
em 1961 pelo Instituto Pasteur, Paris, Franca, culas ca

racteristicas estac apresentadas no Anéndice 1 pdgina _

50 g cuja amostra ol recebida do "Centre 4'Tdentifi
cation deg Baclllus tluringiensis de L'0.I1.L.1R. de

L'Institute Pasteur france”, Fol tomade comoe indice,com
wn valor de 1000/mg unidades arbitrdrias, ou 1000UTL/me
gendo U1 = Unidades Internacionais.
Atualuente existen no wercado internacional varios pro-
dutos, cujas marcas registradas sao:

Biotwol  Thuricide, Agritol,Bakbthens e Dipslf US4}

Sporeine (Franca)

Bathurin (Tchecoslovdguia)

Biospor {Alemanha}

+

Dendrobsciliin ( Rissia)

O0s produtos dog Estades Unidos ds Amdrica usam como in-
B

seto teste Hellothis virescens ou PTrichoplusis ni e  os

produtes da Franca usan Pleris braasicae ou Anagasts B—

phestia) FKimiella.Wos Ultimos Congressos Internaciona

ig (27, 3., 36 tomaran-se slgwaas reeaiugges gue cada
pais deve adaptar As euas condicoes e 3 sua legislacao,
vor principio, & sgecunddriamente & infraestrutura técni
ca, na cadeia producac- distribuicac- utilizacdo.  Por
exeapla, os Bstados Unidos da Amdrica scguiram per mui-—

tos anos a norma de contagem de espores; recentemente n



"Peaticldes Regulation Division® passou = requerer a na
dronizacéo do produto es Unidades Tnternacionzig (G, oz
seja, utilizendc um bic-ensaio. (1, 9, 27, 102},

Observando o rdétulo de alguns nrodutos, encontraaos

el BESTrol XK 7500 UI/mg
Biotrol--Plus 6000 TUIl/ug
Dipel 16000 UT/ug.

Cada pesguisador pode ter seu prdprio padrac se a linha

gem utilizada for diferente da que produm Eﬁl' SuAS oa-
racteristicas devem ser obtidas pelo desenvelviaento de
experimentos couparativos em laborsidrico e no campo,ten
do os métodos, parfmetros téenicos, condigoes experimen

tris ¢ inseto teste especificados,

Burges, H.D. (27§ colevou resultados de contagem de ea~
poros obtidos por 13i{trese) pesguisadores, em avostra
B,T N (E:Eﬂlg T = Thuricide, Ne Biomrr~ly, 08 guais, em-
pregendo téenicas similares, obtiversam demssindn varia—
Qam nog resultados, evidedciands gue »n inconsisténcia d&
contagen de esporos tornamera ineficiente para av&lig
car do poder ingeticids.

Fischer, R.{(50) tambdénm apresentru resultados varidveis
para a sesns anostra,

Entretanto o teste bioldgico apresentnu reprodutibiiida
de; os resultades apresentados por Burges (27) levem =
conclulr gue poucos insetos, ou poucos bestes, sHo sufi

clentes, conforme as pesguisas de Goleblowska e (avard

com téenicas similares. Enbre osg véarios pesguisadores oS

- 10 -



insetos~teste utilizados foram: Anegasta Fdhnislla, Pie

ris brasgicse, Trichoplusia ni, Detiguene acrea e Galle

ria mellonella.

Uma andlise de custos no desenvolvimento do produtoe,com
parands o custo dQ inseticids microbliano con o do inse-
ticide guimice Sewin, fol apresentada num estudo de
Tenoffo (72} mestra uasn relagﬁo de Z:dyH milhoes de dé
lares, ou sejs, o custo para desenvoelver ¢ inseticidanmi
crobianc € B0% do custo referente sp inseticids gquimice,

Apéndice 2, pdgina 51

Mvidénein da jnocuidade do produte pode ser obtide por
métodos diretos ou indiretos. Histdridamente se compro-
va que as moldstias dos insetos se propagen a invertebra
dos, assim como as doengas cldssicas do homem e/ow ani-
amais, dificilsente s transmiten aos insetos.

Portanto, entomopotdgencs nuturais sao gerslmente 1.ind
cuos & vertebrados,

Aldm de evidénein indireta, testes tem side efetundos

pars cosprovared n inocuidnde do Bacillus thuringiensis

20 homem, sendo gue 15% do custo total de desenvolvimen

to do produto, sho gostos em tals testes. (72,104).

Segundo Clrne Lima, L.F. (83}, Ministro da Agricultura,
Brasil, *0s residuos decorrentes do exceﬁso,inadequagga
o impropriedsde do uso de negticidas, devern ser senpre
uma das principais preocupagges dag autoridades, pelos
perigos gque sfierecem ao homem ns sua alimeﬂtagﬁé oU pe-

1a poluigac do seu wele aablente”.

- 11 -
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A pesquisa visando inseticidas microbianocs eficazes,ind
cuce ® vertebrados, sem acarretar residuos e polui@go,é
trabaslho gue deve contar com a Ceop&rac%o de Biloengenhel
ros, Microbiclogistas, Entomologistas, Entomopatologis-

tas e LEeologistas,



CAPIRULO  IT

~ BATERIAIS EH &ETOB@& -

1. MICRORGANTISMO :

Foram utilizadus linhagens de Baciliug thuringiansis
ATCC 13367 (da "American Type Culture Uollection,Md,USAY
¢ Bacillus thuringiensis HCIB 9207 (' National Collec

tion of Industrial Bacteria, Scotland"), ambas  recébi
dag liofilizadas. Foram re-nidratades en dgus destilada

estéril e inoculadas em meio de cultura agar nutriente,

Os tubes imclinades foram incubados a 30¢C por 72 horas
nara o degenvolvimenwto da cultura, verificando-se wiie

para o Bacillus thuringiensis NCIB 9207, ne infcio,a ve

locidade de crescimentce fol mais lenta que parz o Ragile

lus thuringiensils ATCC 13367, Com sucessivas idnoculacoes

em tubos de agar nutriente, foi conseguide vigoroso eré
pildo crescimente para aabas as culturas,.

2a METEE D CULTURA

0 meio de cultura de manutencs fol o de agar-nutriente,

ouja cowmposicae €6 a seguintes:

guadro 1 (Meio de cultura p/ uanuteaca’
Componentes - g/l de seluggb aqd&&a

.;_-‘“):1

Extrato de narne
bxtrato de Levedursl
Peptona

Cloreto de 8ddio
Agar i

R BN BN B L O S
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Para sesmeadura utilizoy o meio de culiturs mimero a
cuja couposigeo estd no Quadro 4, pdgina 35
Bi frascos agitados enpregaran-2e 1% geios de culturs ex

perimentais afim de obter alto rendimento em endotoxirics

(Quadro 2,3,4,5; pdginas 33,34 y 35,367, Pars lerwentadar
usou-se o meio miwerc 4 (Quadroe 3, pidgina 34 .,

A

Todos os welos de culturs foram esterilizados a 121leg¢
durante 30 minutos e a seguir resfriados =z pec . 2ep
( que foi cemsiderado o intervalo dtimo de tTeaperaturs

ie ferwmentagac).

3. EQUIPAMENTOQ

3¢l = Bxperikentos em frascos agitados

Foram efetuados em:

Agitador de wovimento reciproco, da "New Brunswick Sci-
entific Co. Inc." dodelo R.8.

Agitador de wmovimento excéntrico, de mesme marca e Hode
1o G853,

Psycrothera: agitador-incubador de wesaa marcsn Modelo o
27, com cluara de tempersiurs controlada de O a boon  F
0,580,

Frascos erlenmeyer de 500 al (capacidade nowminal) Com
100 ml de meio de cultura.

i

3.2 ~ Experimentos enm fermentador, em escals de laboratd

»io.

- 14 -



Eopregou~se un ferwentador da "Peramentation Deaign Inck
acdelo dini-Fera M-1000, equipade coms
a) Vaso de fermentacao sm vidro Pirex
altura 180 mam
didmetro 83 mm
capacidade 57 we/cm de altura
b} Agitador Masnético cilfndrico com % cu de com-
priwento por 1 cm de difuwetro.
¢) Controle de tempersturs: gaguecligento por resis-
tencia eléirica e resfriamento com dgus.
d} heracaoc: Bowba de diafragas da *Metaframe Jorp®

wmodelo Comet 90, capascidade ndxims 1 litro de

ar/minute .

e} Rotdmetro "Fast & Tite® 0= 1,5 1/ain a 1 atmos-
fera e 21,12C.

) Filtro nars esﬁerilizagga do ar, com leito em
1a de vidro.

g) Analissdor de Oxigfnio disselvide, da "Fermenta

tion Desigrn Inc.", wmodelo DOAR, deotado de regls
trador.
hi Eletrode dz vPeruentation Design Inc.%.. fmodelo
=100 .

Autoclawe eldtrica em aluainio, Tipo "All Ameri

=N
R

can Automatic Steroeclave nf 25-X% da Winscosgin
Aluminiuvg Foundry Co., Inec.

R
a e i

4. Deterainacao do crescisento celular

Foi controlade o crescimento. celular, wmadindo a Rrbides

do weio de cultura em diverscos tempos de fermentacac,pa
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ra os virios wmeios de cultura.

Deterninagoes foras reitas eampregando-se um Turbidisetro
KEL da "dvans Flectroselenium Ltd% Halstead, basex, o
gland.

Efetuaram-pe as lelturas com o filtre verde, 03 valores
estao dados eam densidade dtica (DO), e sao proporcions—

is 4 massa celular obtida.,

5. Recuperscao do produto. Sensracac das fracoes endotd

xica e exotdxica

Apds concluida a fermentscao senara-se 0 Complexo espo=
ro-crigtal ou endotoxin do mosto de fermentacsono qual
perganecen as exotoxinas,

Bunprega-—-ae centrifugagﬁe ou Filtracaso ¢ o usbterial cre-
moao € levado a secar em egtufa 3 vdouo, sendo depois -
pen mofdo, resultando um produto concentrade finamente
dividido.

Comdi@ges de nH e tewperatura devem ser observaias para
reter viabilidade dos esnoros, bem cowo, toxicldade e
eficdeia do complexo endotdxico,

Se a fracdo exotdxica, for desejdvel, entac o f{lfquado
nroveniente da centrifugag%o & levado a "spray dricr'ng

ra secar (pois € termo-cstdvel), ou entao ¢ liofilizada,

&, Purificacae da endotoxing

Foi utilizado o métode de Dumlaage, H, T.{(37), de co-pre

nitacae da endotoxina com lactose e acetona,que ACAT-

o]

a]
i) pute
cf

a2 um nrodute de fdcil suspensaoc, para ser usado come



inseticida liquido; O euwprego dascebons, seq antes sus

pender a endotoxing en lactose 5%, acarretava produto de

dificil suspensao. A lactoss se euprega, aldm disso, pa
L™ L. _— r

ra proefecac ao material bioldgico.

O fluxdgrama do processo, ¢ o seguintesq

Mosto de Yermentagao

i

Ajustar a pi = 7,0 cowm HCL

Centrifugor 10 min a 6000 rpm

.

Liguido - residuo cremno

$

Suapender em solucao de lactose

o

i

até % a 10% do volume original

5

Agitar 30 wminutoes

Adicionar lentamenie, 4 voluaes de ace
tona por velume da solucgao

:

Agite }O.minuﬁos

Deixar repousar 10 wimutos
Filtrar Gom succho (Filtro Whatman 1}
Liguido residuc (no filtro)
N . . i N

Levar a4 sccar por uma noite,

- 1T -



-~ . —~ .
7, Determinacgec da concentracac de nproteina

Fol deterainads a concentrﬁqgo nroteica, pelo wdtodo aw
presentade por Layne, E. (8%) em "Spectrophotometric and
Turpidigetric sethods Lfor Measuring Proteine®,
Bageia-se no fato das protedinas apresentarem um distin-
to pico de absorggo g 280 nm, devido, principslmente, &
presenga de tirosina e triptofanc na amostra. Como 08
deidos nucleicos absorven mais fortewente z 260 nm, gue
2 280 nm, isto foi eupregade pars eliwinar por ¢dlcoulo
a interferéncia dos deidos nucleicos na d&termimaggo da
proteins.

Utiligou~se um Hspectrofotlmetro Carl Zeiss, . modelo
PMQIT, eapregando cubetas de guartzo com 1 cm de largu-
ra, para e¢fetuar sg lelturas.

Procediuento: Obter & D0 de uma solugao de proteina di

lufds a 280 ne e 260
0 coeficiente de extincao /3 € dado por:

A =1 .1 dwiy = 1L .1 .2,33 I0
d G a

e “—‘iﬂw—
onde

¢ = GaneﬂtTaQQO? mg/ml

d = largura da cubeta, cm

io= intensidade da luz incidente

i= B nooon transaitida

0 =densidade dtica

A concentracao da proteina {(op) ns misturs proteinawécé
do nucleices serd dada por:

cp=21__ .1 . _% proteins . 30280
j3250 d 100
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Parsa cada alstura proteinma-deido nucleico, 880 conshan-—
tes o percentual de proteins e ¢ coeficiente de @X&&Q
0ao }%80’ entao, pode-se definiy R = D089 relsmcan esta
o wo= o Mo
gque corresponde o ua fator = 2,303 . % proteina
80 200

Os valores de B e P gatao tabelados, afim de facilitara

deteruinacac (Apéndice 3 pdgina 52 )

Para calcular a concentragao de proteina ns aisturs a

L]

equacas se reduz al
Cp = F. 1 . IO, Crim= mg/ml
- 280
d
Para determinar a D0,,. e I0,.., apds a centrifugacas &
280 260 ' '
mesto separando o craplexo endotdxico, suspende-se o

mesqno em solugao de NaQH 0,08N, deixs por =30 minubtos
e em seguida cenirituga-se novamente fazendo-se as  lel

turas do 1iguide obtido.

T Narmalizaggo de produoto. Biotegtaes

Bupregam~se 08 biotestes pars determinsyr o grau de sus
cetinilidade do daeseto-tembte ac inseticids, ¥os lusetos
~teste sao verificadas as respostas 2s aplicagles de v4
riag concentragoes do inseticida, deterwinando-sze a do

se letal média o aa 5 e
! LmEG? que indica o nivel de toxicidade

aguda de cada inseticida.

¢ inseticida microbiano age no insebo, por ingesﬁgog a
toxina € ingerida juntamente com o alimemt; e atua atra
vés do canel slimentar. 0 ponto de absorgac € o inmbesti

no médio, sendo daf transportada através da  hemslinfa

- 19 -



prara certos mdscules e tubos de Malpighi,

U cristal proteico sdumente serd tdxico emumeio alcali-
no, daf a especificidade a insetos oujo intestine mddis
possua um pH aclme de 7,0, Pafses produtores de inset]
cidas microbiancs tém o inseto-teste j4 recouwendado, &

Nos EUA utilizam Heliothis virescens on Trichoplusia nj

¢ na Franga usam Pleris brassicae ou Anagecha kdichniel

1a.
Para testar nosso produto obtido foi empregado Plodia

oterpunctella (Hbn., 1813).

880 mariposas com 20 ma de envergadura, cabeca e tdrax
pardo-avermelhados, asas anteriores com dois terces dig
tais com essa mesma coloragifo e com & basal acingenta-
do, com alguns pontos escuros muiitc nitidos,. HEsse pri
meiroe par de asas € bastante caracterlstico e permite -
a diferenciacén desta espéele de outras, conforme Gal
et alii (52},

Ataca produtos arusrzenadoss cerealis, farinbhas, farelos,

frutas e doces secos, smendoas, chocolate, eto,

Pertencem & familie Fhycitidse, da ordem Lepidoptera.
Bicteste:

Awogtras do farelo com viarias comceﬁtraggea do insetici
dor & com um mimero conhecido de lagartas por amostra,ip
rag armazensdas durante um pericdo de tempo.

A concentracac letal médis, CLgy, foi determinads, tra
gando-ge s curva pelos pontos cujas coordenadas eranm
& taxs de wortalldode e =z CORC@HtT&ng correspondente |,
plotadas ex papel probabilistico normal.

Late papel apresenta a propriedade de que o grdfico de
toda fungﬁo de diatribuigge, da distribuigfo normal, =e

apregenta come uma rebta. Assim, sendo, a mddin € a absg

- 20 -



cissa do ponto de intersecao da rets obbida vom & how
rizontal relstiva a 50%.
Peteruinamos s CL

& vesz de DL devido a dificulds

507 507
de de determihacic da dose letal (DL) realmente ingeri
da pelo inseto,

Como o inseto teste € uma praga de superficie do produ
to mruazenado. estabelecemos uma relacdo entre o peso
do inseticida e a superficie do alimento, tratada. UtL
lizamos frascos cuja base apresents 780‘&12 de ;.,ampefﬁé
cie. O resultados estac dados em g/mg.{grama nOY  Mmew

tro guadrado)
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CAPITULO TIT

- Resuitados & Discussan -~

1. Frascos Agitados

Bacillus thuringiensis NCIB 9207e Baelllus thuringien-

gis ATCC 133687 foram estudados pars determinar a mdxima
taxa de producao do inseticida bacteriano,

Melhores rendinmentos foram obtidos com ¢ Bacillus thurin

giensis NCIB 9207, passando-se a utilizd-lo nog experie.
mentos postericres (Grdfice 1 e 2, pdginas 41 e _42),
0g experimentos inicials foram feitos em agitador de mo
vimento reciproco Gu/e excéntrico, & btemperatura aabien
te, com 200 rotactes por minuto (200 rpm) Gréfice 1, pd
gina 41 ),

No CGrdfico 2 pdgina 42 , observamos gue os resultados-
abtidos, com o eaprego do Psycerotherm com Lemperatursa
controlada a 302C £ 20 e 200 rpm, foram melhores que
o8 obtidos anteriormente, porisso optamos pelo Payoro
therm, nos experimentos posteriores,

0 frascos usados foram erlenmeyer de 5230 ml(nominaljcom

100 ml de meio de culiura,

1.1 - Efeito da concentracac de gluegme sobre o cresci

mento celnlar

Verificamos pelos Grdficos 3 e 4 (pdginas 43 e 44 jguwe

o crescimente bacterianns € afetado pelas diferentes con

- 20



centragges de glucose, obtendo-se un mdximo com &  gra-
mas de glacose por litro de meic de cultura, & menorss
valores npars concentra@ges guperiores ou inferdiores E53
apte valor.

Pelos Quadros 2 e 7, (pdginas _33 , 37 ) e Grdfico 3{vd

gina 43 ) verificamos o wepcionado para 3 g/l e 5 g/l
bem como pars 7 g/l e 8 g/l nos Quadres 2,7 e 10, Grdfi
co 4 {pdginas 33 , 37,3944,

1.2 - AEfeito da fonte nitrogenada sfhre o crescimentoce

lulisar.

0 Grdfico 5 {pdgina 45 ) mostra a influéncia da fonte
nitrogenads no cresclmento celular, observando-ze que o
meis contendo peptona deuw madls rdpido crescimento; pode
~3& ohservar gue a tangente & curve de crescimento, du-
rante 5 fase logaritmica, apresents maior incliﬂaggo,ﬁg
guida daguels apresentads pela tripbose e por Yltimo a
da triptona,

Convém lembrar gque a taxa especifica de crescimento, w
veleocidade especifica de cremeimento, - € dada nalm

expressao matendticas

Vo= 1
S

ende ¥ = concentragac celulsr (fungao da densidge

de Stiesd ¢ g/l

g

i

t = tempo 3 h

s e o . . -1
= velocidade especifica de crescimentezh

Por outro ladn;ﬁgs ¢ representada graficanente pels tan



gente 2 curva de cresclwmento (X versus %), no intervalc

de tempo consilderado.

I

Pelos resultados de peso seco no Guadro 10 {pdgina 39 )
vemes que o wmeio 8§ (com triptose! apresenta melhor rendi
mento gue o weioc 13 (cow peptona) vindo & seguir o wnelo-

g {com triptona)

Observendo—ge o Gréafico & (pdgina 46 ), vewos gue o pb
decypuecs nas primeiras horas de fermentagéo? atingindo
wr afnime no entorne de 16 horas.

A seguir, passa a aumentar atd wm valor gue peryanece -
constante apds as 49 h de fermentagho.

No casc de welios com glucose O pH mdxine atingido fol me
nor gue o pH inicial {pH = 7,3), was nog demals neios o-—
wévimo valor de pH ultrapassou o valoy inicial., O Quadro
O mostra esss vaAriacao.

guando o vH Tinal é meior que 7,0, 0 processo de recupg-
raq%e deve receber cuidedos especials, devido aos problg
nas acarretados pela alealinidade do wosto ao crisial -

proteico.

Hetima~se gue parte do sroduto que geria obtide cowo DE-
so seco tenha nassade & fragio aguose durante a centrify
gagﬁo? porisse o rendimento esperado para o welo 13 {com
pevptone) Toi aenor que o do @elo 8 {com triptose) conlor
me ge observa no Quadroe 10 {pédgins 39 v, contradizendo-

o Grafico B.
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O meio 10 (com amido} apresentoun seu minime de pH (Qua—
dro 49), no entorno de 8 h ¢ nH maior que 08 putros mei-

os estudados durante tods & Termentacao (48 h),

4 - Bleito do meic de culturs na concentracao de pro-

1
teina,

0 Quadro 11 (pdgina 39 ) mostra que & variagdo na con-
cemtraggo de glucose scarreiou variagao ns ccncentraqga
de proteins. O meio de cultura 13 {(sew glucose) apresen
o menor tecr de nroteins gue o daqueles com glucose -
(2,10 mg/ml).

Concentracoes crescentes de glucose (3 g/1, 5 g/1, 7 &/}
acarretaramn COHCGﬂtT&QSQS crescentes de proteina {2,%2-

ng/ml, 2,86 wg/ml e 3,06 ag/ml respectivamente )

1.5 - Bfeito da adicao de welaco, ou "Milhomina 50%" -

(£gua de waceragfo de wilho) ao weio de cultura.

o

Oz meios de cultura 11 e 12 (Quadro 5, ndgina 36 ) a-
presentan como TYonte nitrogenada z caselna hidrollisadé-
e foram suplementados com melaco ou "Milhocina 50%".

Resultados de peso seco ne Cuadro 10, (pdgina 38 5, -
mostran gue aguféle com "Milkoecina %0%" apresenta rendi-
mento ligeiramente gupericr ac daguels cow melaco, DO -
rém € inferior ao rendimento obtido com os demais meios

excetuando agueles com glucose, cuja concentracac foi -

g/1.

L]

.;\’ i}

~
-

1.6 ~ Bficilneia de recuperacac do nroduto.

oncluida a feraentacas foram comparados dois processes
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de recuperacao do complexo esporo-cristal nroteico

05 resultados estao no Cuadro 10 (pédgina 39 ).

o caso de filitracac em Buchnmer usando papel de filtro-
Whatman ng 42, a retencso fol muito menor aue usando -
centrifugasdo seguida de co-precipitacsc com lactose &-
acetona.

As porcentagens de refencadoc ew filtragdo relative a cen
trifugacao dio os seguintes resultados:

vy = 2482 = T9% para o meico 3

v, = 3.0 = 60% para o aelio 95

2 -
] O
.= 1,08 = 18t  para o seio 8
3 “___,._.E‘:
% 9 A
r, = 1,05 = 21%  para o meio 9
4,92

¢ método de co- nrec1n¢taca ¢ mais eficiente gque o dg -
illtraqaa, tendo gido eseclhido, pelo rendimento anre -
sentade, sabors demande wals tempo.

Mosso wsior rendimento fol de 6,5 g/1, usande o weio de
cultura 4, o tewpo total de fermentacao Toi 48 horas.
Resultado de literatura, Dulmage (3y), dd 7 /1 para o-
weio de onlturs 10 em Fermentacao de 72 a %6 horas.

Com meio de cultura 10, nosso resultade foi 5,5 g1 po-

réu cowm 48 h de ferwmentscao,

1.7 = Poténeias e eficdein do complexo esporo-cristal

Hossos resultados pars o bicoteste foraw satisfatdriocs.

Couparswos com o unice resultade disponivel, de teste -
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com inseto de grao armazenado, obbtido por Newnark {54

com Anmgasta kuehniella (Lepidopters, Phycitidas).

- ; ~ . 2
Nosmos resultados estio no Quadro 13 expressos em glu -

e /100g alimento em relag¢ao 4 taxs de wortalidade, ob-

=3

ida para Plodia interpunciells (Lepidoptera, Phycitl -

dee). O resultade de Gewasrk murs 75% de aorialidrde -
foi 372 g/mgﬁenquanto qie o nospo, pers TO0% ¢ 77:5% foi
25,8 g/uf & 32, g/u? respectivagentc.

bm papel probebilistico normal determinawos & taxa de -
sortalidade en funcao da concentracio do inseticida no-

nligento, tendo-se determinado a Tho ..,
50

na 49 .

¥osso resultado foi 0O, 725% grams de inseticids para --—

[
P

grama 2 alimentoe para GLVOQ
-

50

mento nao determinswes s dose letal, reslaente ingerids

Hewmark {45) encontrou .. = O, 27%. No nosso experi -

(DL) mas sim a concentracao letal fornecida ac inseto -

{:CII_}n

2, Fermentador

0 experimento cow fermentador Mini-Ferw, visou compsral
os resultados obtidos, com agueles dos Irascos agitados
Foi feito em descontimio para se obber informandes em -
escala piloto, que poderdo ser macro-escaladas futura -
mente, e servirao para estudos posteriores de Termenta-

pao continaa.

Utiligamos 500 ml do aeico de cultura 4, {Ouadro 3, pdgl

na 34 Y wpor ter apressntado os welhores resuliados em

frasoos agitados & 2 O, 280 rpm, incubados £4 horas,ns
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ra atingir o waxima taxa de crescimento.

As condic 5 eg de Ay Ltd»d@ & m&T&(&O forasm 500 ynm & 1 -
v {voluwe de ar estéril, por volume de melo por winti-
to} respectivauente.

Q pH inicial de fermenta :ao foi 7,3 e a tewperatura con
trolade & 30 ¢ durante toda o Termentacao que se mante-
ve por 24 horas, guando se efetucu a recuneracas do pro
duto (seguinde o wétodo de co-preciy tagﬁe COR lactose—

e acetona. Capitulo IT - & rpdgina 16 ).

Observando o Grdfico 7 (pdgina 47 ) veuos gue a varia

e

cao na taxa de Oxigénio IDdssolvido (0D) Toi uma funcao-
das fases de Fermentacao,

Tivewos & fase de laténcia de to a t., passando & fase-
i)

trangiente de t. & t a seguir a Tase logarituics de -

3 7’
t7 & th, gsegiin~ge~lhe 8 fase de csnuriiacao ¢ forma -
gao do complexo espero-eristal degsde t atd t,. e £1 -

10 15
nalmente o Tasge de recuneraqao do nrodute a partir de -

tiS“

0 Grarico 8 confirsa gue & fase logaritmics iniciou-se-
quando o pH atingiu seuw miniwo valor e possibilita o -
cdloulo da taxs especifics de crescimento, bed COwo O -
Lempoe de duplicacac do wicrorganismo em estudo,

sendos

X = rendimento em biommssa/unidade de volume, g/1

graing de célula seca
Litro de melo de cultura

5§ = concentracao do substirato, g/l

grama de substrato
litro de geic de cuitura

s
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!
velocidade c%n@*lfjca de creacimento, h

£
5

tempo de duplicacso ou tempo de geragdc, n.

it

i
t

li

Obtivewos o0 seguintes resuliados para o Bacillius thu -

ringisngis NCOIR 9207, wmeio de cultura 4 & condic QGS G-

egpecificadas:
pta

X o= o/1  (em 24 h)
S = 6 g/l (glucose)

¥
¥
i

[

i

Joo= 1 dX = 0, 425 i
T &b

3. 1n2 = 1,63 h
M

Verificamos gque para frascos agitados o rendimento mdxi
me obtido foi €,5 g/l gue corresponde @ 48 horas de Ter
mentacio, enguanto gue ew fermentador, o valor % g/l -
corresponde 2 24 h de fermentagdo. Assiam sendo o ganho-
() em produtividade do fermentador, em Telacfo 808 -~
frascos agitados, wnode ser caleulado:

Sendo P = dX vprodutividade g/i.h

dt
P& = nrodutividade do ferqentador

P, o= produtividade dos Frascoa aglitados
i

TeoS:

G = "A = (dX/cit‘“a = 5/&% = 1,54

)
P (qx/dt)b 6,5/48

0 ganho em produtividade nesta fermentacao foi 1,54.

A produtividade do ferwentador € 1,54 veres a produtivi

dade dos frascos agitados.



CAPTOULO TV

~ Cenclusdoes -

1. foram pesquisados 13 (treze) meios de cultura,vi
sando a obbtencae do mdximo rendimenbo celular, devli
do & presenca do coaplexo esporo-cristal proteico

tdxico, intracelularmente.

Zx Concentraggeﬁ crespentes de glucose no melo de
culturs, favorecerawm o aumento no teor de proteinas
do complexo esporo-cristal protelco, tendo sido ob-
tidos os melhores rendiuentos com & grawas de gluco

ae por 1litro de meio de cultura.

3. O processoe de reouperaqﬁo do predute tdxico,que
possibilitou maiores rendimentos foil o de co-preci
pitano com lactose e acetonmy o8 resultados obli-
dos sgeycumparéveia'aqueles de Dulmage (39 autor
do método, cujo vesultndo € 7 g/l com 72 horas de
fermeﬁtaggo e o nosso 5,5 g/l com.o mesmo meio de
cultura por €le eapregado, sendo & recuperaqﬁo fei
ta apds 48 horas. Nossa srodutividade Lol porianto

maior gue a obtlda por €le.

4. A taxs de Oxigénio Dissolvido no wmeio de culturs,
dm Ferwentacac, fol um imporbtante pardmetre parn de
terainar as fagses de fermentacao, conforme se obsel

va nos Grdficos 7 s 8,
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5. 0 teupo de fermentacho,no fermentador, fol dewm
tergoe A metade, daguele decorride com frascos agi-
tados. Como a concentragso celular atingiu aproxi-
medanente o8 mesuos niveis tantoe para Lermentador
como para frascog no agitodor, concluimos gue o pm
datividede do fermentador foi de até trés vezes as

guels obtids com os frasces agliados.

6. Ho fermentador, o valor miniase de pH, =atingido
darante 2 fermentagac, indica o infeio da fase lo-
aritaics de cresciuento, a segulir, temcs umn fase
de pH estdvel, durante todo o crescimento; um ligeh
ro acréacimo no valer de pH, se verifica apds eate
fase , indicande o infeio da esporulacac e guando
o pH atinge um mdximo e novamente estabiliza esta
mos na fase de recuperacac do complexo esporo-crig

tal proteico,.

7. 0 rendimento adximo em biomassa fol de 6,5 g/lem
48 horas, usando frascos agitados, Para Dulmeags (39)
o vendimento fol de 1b6g em 2300 ml de mosto feruwen

tado, ou seja, 7 g/l, porédm o tempo de fermentaggo

nesse casp fol de 72-86 horas ¢ gque redunda em di

_minuigga de produtividade, relativa ac nosso produ

0.

ﬁx {d}{/dt‘a = 6,5}_‘:{. ~'!.,1¥$
P (d}’g/dt)D 48 /72 T

P = nossa produtividade
P

Conclue—-se gue obtivewos uma produtividade 1,4 ve~

-

produtividade de Dunlmage.

tjii
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zes waior gque s de Dulmage, ea frascos agitados.

8. 0 bioteste reaslizado contrao praga de produtos ar
mazenados comprova o poténeln e eficdeis do insetl
cida bacterisno obtides O inseto-teste escolhidofvd

Plodia interpunctella (Lepidoptera-Phycitidae) que

estd claossifienda entre as sete progass meis impor-
tantes de graos arsezenndos, no Brasil (52).

A concentvacio (32gim®Y utilizada para tratar o sy
perficie do nlimento (73 cmz) que deu 77,5% de mor
talidade foi aproximadaaente igual aguels usads por
Newnark {94) para 75% de mortalidade; a concentra~—
ggb por ele usadas foi 37g2g/m?, tendo sido wsado o

mo insebo-teste Anagosta luehniellsn da mesma ﬁé@é

1ia (Phicitidne) e ordem {Lepidoptera), gque o nog-

go inseto-heste.

-3 a-
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Guadre 1 @ #eio de cultura para aamutencao

Componentes (&) g/
Ixtrato de carne 1
pxtrato de levedurs 2
Peptonsa 5
Clorete de sddio 5
Agar i5
pH = 7,3

{(a} g/1 de solugno aguoss final

guadro & @ Meios de cultura pars fermeﬁtaggo
Componentes (a). |Meias de cultura

g/1 1 Z 3
K, H POQ.BHQO 6,8 0,5 055
Ca 012¢2H20 0,183 0,08 0,08
(NHQ)Z 564 2,0 2,0
Mg 804, ?HQO 0,123 0, % 0,2
i 50,4+ 48,0 0,602 00 0,05
Zn 804.7H20 0,014
?32(304]3 0,02
Caseins hidroligadal 10,0
Extrato de levedurs 2,0 2,0
Grucoge 5,0 3,0 5,0
pH = 7,3

(a) g/1 de sclugaoc aguosa final

....33...,




ouadro 3 s Meios de culiura para fernentacac

Componentes g/l{a) Meios de cultura

pH = 7,3 4 5 6

K2 H POas 3H2 05 045 035

Ca Glza QHQO 0,08 0,08 0,08
(NH, ) 5o 80, 2,0 2,0 2,0

lig 50, 7TH.O 0,0 0,2 0,2

Mn 8049 QHEQU 0,0% 0,09 005
Bxtrato de Levedura 2,0 2,0 240

Glucose 6,0 7.0 8,0

(a) g/1 de sclucio aguosa final




guadroe 4 -~ Meios de culturs para Teryuentagso

Componentes {(a)

g/l

Hedfos de culturas

Na, 1P0
Na CL
Mg 904 ?3%0
Mu $04.4H50

Ca 012,2320

Ky H POg. 3Hs0

4

Dextrose
Extrate de Levedura
Glucoae
Triptonsa
Priptose

pH = 7,3

240

20,0

[N

WA
w5
L

2;0

aguoss final




niadro 5 Meios de culturs pars fermentmcao

fomponentes (a} lMeioa de cultura

g/1 10 11 12 13 m
KH2?04 440 1,0 1,0
En H F04 1,0 1,0 1,00
Na CL 240
Amido 550
Caceinn Hidrolizada 23,0 23,0
Dextroge 5,0
Ixtrato de carne 1,0
Extratoe de Levedura Z 0 £,0
lielaco 10,0
Milhocina (b) 10,0
Peptonsa 550
Triptose 10,0
pH = 7,3

{a) g/1 de solucao sgquosa final

(b} fgua de maceracao de milho da Refin. de Milho Bras

g1l

- 35 -



Quadre 6 : Concentracto

celular em runeao da Densidase

da Stica (a)
Hicrorganismo | Meio de temno, Horas
| oliitura | 8 16 24 ¥ 48
ATCC. 13367 ‘ 9 0,170 0,330 0,530 0,740 0,750
ATCC 13367 | 13 0,370 0,460 0,600 0,730 0,780
L NCIB 9207 9 0,190 0,400 0,630 0,820 0,850
{ NCIB 9207 13 0,440 0,530 0,770 0,890 0,900

a) Densidade Jtica (I0) determinada ew

seakorimetro

ngpectronic 20" da "Bausch and Lowb", leitura a 550 mnmn

Gguadro 7 @ Goncentracao celular em funqin dz densidade
dtica (a)

Meios de tempo, horas

cenltura g8 h 16 h 24 h 36 h 48 h
2 0.9 Lsd 198 359 4,3
3 190 1~:8 432 690 6?5
4 29@ 490 695 ??O ?92
h 242 4.0 DD 740 LY,
& 245 3.7 5,2 6,6 6,7

fngland, leitura usando o filtro verde.

a) Determinsda a DO (densidade dtica) em Turbidimetro

EEL da Fvane Hlectroselenium Ltd, Halstead, EBssex,

- 3T -



pundro 8 3 Concentracao celular em fungac da densidads
Stica {(a)

| Meio de temno, horas
eultura) Oh 160 24h 36h 45h
3 0,430 0,580 0,740 0,800 0,810
9 0,530 0705 0, 800 0,360 0,950
10 0,440 0,620 0,750 0, 870 O, 860
13 0,480 ¢,670 0,800 0,970 0,970

(&) T0 determinada em colorimetro “Spectronic 20" ds

Raungch and Lowmb, leitura a 550 nk.

guadro Y Variaggo do pH, durante & fermentacao

Meio de temnpo, horas
culturs 0 & 1 24 36 48
2 753 7,0 B,7 6,8 750 T2
3 fold 6,9 6,5 b,2 65 6,7
4 T3 SIS 6,7 6,4 h,0 7.0
o Ty 740 &, 0 6,2 8,7 O,
b 7,3 6,0 Byl 6,7 6% &7
8 Te {ad 6,8 Tyl 7D Tl
9 Ty 3 740 6,9 72 TeD T
10 Ts3 1,0 755 8,2 4,4 3, 0
13 T3 1,0 6,48 7,8 8,0 &,6




guadro 10 r Recuperacho do produto Peso seco. g/l

feios de |Piltro Whatwan Covprecivitacio com Lactosee
acetong i
culture ne 42 pH &£ 7,0 > 7.0
L 345
2 2,7
3 &,62 1,5
4 6,5
5 350 50
6 6,0
7 350
8 1,08 By 8h
9 1,05 4492
10 545 2515
11 4,4
1z b2
A3 550 2,2
uadre 11 : [Concentracan de proteina ng/ml
welos de ocultura  (a)
2 3 o 13
0 280nm 34540 5,500 45400 2,080
0 260nm 3820 8,100 54000 24720
R 0,905 0,680 0,880 0,765
¥ 0,711 0,537 0,695 0,965
Cp 2,52 2,86 3,06 2,10

| {a) Leituras corrigidas pora as diluicces efetuadas
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j Quadro 12 : Determinacces das varidveis
_ figico~guimicas, no fermentader
Pempo, h w pH % 0D
O Ty 100
0 - 3 90
4 240 65,8 50
5 70
6 65
7 2,7 6,4 60
8 60
9 08 £,4 60
10 f 60
1L 65
1z 7,0 70
13 80
14 85
15 7.0 G,5 90
24 7:5 0,7 Y0
0 Densidade dtica 3 OD Oxigénic Dissolvido

guadro 13 : Biloteste com Rlodia intermanctells

Concentracac do inseticida ne de lagarsas

g/100g farelo gfmz mortes  totel % mortalidada
0,47 12,8 6 20 30
0,53 19,27 19 37
1,05 25,6 14 2Q 70
1,20 3z 17 a2 715
1,30 38,4 19 23 82,5




GREFICO 1

L HCIB G207
) T OATCC 13367
8 16 24 3 40 48 horas

Comparacao do crescimento celular de gduas diferen=—
tes culturas. |

Meilo de cultura g,

Temperatura ambiente

D0 = Densidade Otica {absorbdncia lida em "Spectros

nic 20" da Bausch and Lomb; 550 mm).

- 4] =




0,4
0,3
0,2

0.1

GRAFTICC 2

o
A NHCOIB Q207
e
o ATCC 13307
] & . * 4 £ t
8 16 24 32 A0 48 horas

Comparagac do crescimento celular de

duas diferentes culturas

Mele ds cultura 13

Temperatura 3090 ¥ 0,5¢

DO = Densidade dtica { absorbidncias lida em "Spectronic

20" da Bausch and Lomb; 550 mm)
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YRAFTICO 3

& Meio 2:
® Meio 3: 5 g/l

° Meioc 4: 6 g/

B, i k., ] + 3 3

8 16 24 3z 40 18 horas
Efeite da comceﬁtraggo de glucose sdbre o crescimento ce

Tular. DO deteruminada em Turbidimetro BEL. filtre verds.

.




GRAPICD 4

AMeio 41 6 g/l
gMeis 5: 7 g/l
o Meio 6: 8 g/1

£ b 4 A3 i 1 z

& 16 24 32 40 48 thoras

Efeito da concentracso de glucose adbre o crescimento
celular. Densidade Jtica determinads en Turbidimetro,

BEL, Piltro verde,

- 44



GRAFPTCO 5

§ 4 Meio L: Triptose
n Meio 9: Triptona

o Meio 13:Peptona

4. 3 i & 1 N X, i i

8 16 24 32 40 A8 horas
BEfeito da fonte nitrogenada sdbre o crescimento celu
lar, Leitura a 550 mm, deterwinads en .. coXerimetro

rSpetronic 20" da Bausch and Towmb,
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GRAFICO &

A Heio 2
 Medio 4

& Hedio 6
v Medio 13
P 3 LN EN X k.
0 3 16 24 32 0 48 horas

Veriagao de pH durante a fermentagan
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GREFICO 7

O I
100
o b
80 L
L
60
o0 kb
A0 L
30 1 s 4§ o
20 | °3 b 10 *15
0L
y; 3 1 N ' X 2 : : " : f i L 3

0 3 4 5 85 9 & 9 1o 11 12 13 14 1% 24 horas

Paxs de Oxiglnio dissolvido, durante a fermentacao .
Teterminada en Analizadoy de Oxigénio dissolvide com regis
trador.. (Modelo .DOAR) B

a & fase logaritaica.

b ¢ fase de esporu1a¢§0 & pro&uggn do complexo esporo-crig

tal.

w T
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GRAFTICO 8

oH Do
L ED
. Qh
A

[

/

M

. DL
Q{%f
. t . -1
e 3% ju_ 9954‘25 h
] f '
Zi t& 1,63n
&3 pH
A . : T0,Meio &
i . i & 3 i . i 3 4 3 2 .
0 34 7 72 8. g9 1o 11 12 13 1415 24 horas
Taxs de crescimento e variaqgo de pH, em Termentador.iele

M=

t

ds culturs 4.

d

= tLempo de duplicaggio

- BB

velocidade especifica de crescimento
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~ Apéndice 1 -

Caracterdeticas de By BarinefH(9)
Data de fabricaggc s Janeiro de 1961 peln firmavio
e gey Bellon™
peso de pd ¢ 42,7 kg
voiume de cultura : 4,135 litros (mistura de seis
fermentadores)

r

composican do pd
¢

ocwmplexo cristal-esporo 21,5%
{sediments de centrifugacaoc)
Inertes 78, 54

Estavilldade determinada desde 1961

Unidades arbitrdrias 1000 ,/mg

Distribuigac : Laborstoire de Lutte Blologique,
Tngt,. Pasteur, Paris

Dr. H., de Rarjae.

Uso & Franga s Bactospéine

Inseto-teste: Anogasta kithniella

Produtos de g Minidre

Inseto~teste: Pleris brassicse,

US4 3 Thuricide
Dipel
Biliotrol

Inseto-teste: Heliothis virescens

oL

Trichoplusia ni




~ Apé€ndice 2 -

Custo de desenvolvimento de ua inseticida cufmico e

wn bacterianc, desde o nrojeto A realizacac, {Temnps

de desenvolvimento de 7 a 10 anos)

1000 UsSH

fases Sevin Thuricide: 90TH

Sintese~Selecao 500 80
Laboratdric 200 480
Teste de (aapo 300 250
Toxicologia ' 380 250
I Patente " 25
Foraulacho 80 100

Desenvolvinento do
Produto 450 355
Daesenv, Processco 350 275
Batudo de Mercado 250 200
2505 2015

Ex Tgnoffo, C.d. (72)




- Apéndice 3 -

ok - el wp . .
Deterwinucao de Proteina por Absorcas Ultravioleta

Layne, E. (85)

Bogo /060 ¥

1,75 1,116
1,63 1,08L
1,52 1,054
1,40 1,023
1,30 0,970
1,25 0,944
1,16 0,899 |
1,08 0,852 5
1,03 0,814 :
0,979 0,776
0,939 0,743
0,874 0,682
0,846 0,656
0,822 0,632
0,804 0,607
0,784 0,585
0,767 0,565
0,753 0,545
0,730 0,508
0,705 0,478
0,67k 0,422
0,644 0,377
0,FL5 0,322
0,595 0,278

R280/260 : relacso entre as abscrbinciass o 280 mm

g 260 nm.
el - I
Fs 1. Eﬁ?SQ = goncentragac de proteina da amostra,
= >

mg/ml
fd = larguras da cubdds, cm.
H
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CAPTTULO VI

B hmapiin ]
S e o st e e e it et et

- LITURATURA CONSULTADA ~

ABROTT LABORATOHTES - Dipel a hiological insecticide

Technical Tnformaition - USA - 1071

AGRICULTURE HARDROOK ni 331. Suggested gulide for the

unge of insecticides to control insects affeg-
ting crops, livestock, households, stored pro
ducts, forests, and forests produets -Agricul
tural Regearch Service and forest Serviece -

United States Department of Agriculture.idcs.

ANDERSON, B.F. & L J0FF0, C.M. Microbial Insectici-

ANGUS,

des Tn "Microbial Technology® H.P.Peppler.i.
Y, Reinhold Publ. Corp. 172~ 181, 1967.
T.4h. Implicstions of some recent studles pf

Bacillus thuringiensis - A personal purview—

Proceedings IV Intern. Cell. Insg. Path.Colle-
ge Park, #Md., USA. August, 1870
Similarity of effect of valinomycin and Bacll

lus thuringiensie parasporal protein in  lar-

vae of FombimmiriJournal of Invertebrate Patho
logy — 11z 145, 1969

Some comments on insect pathelogy in the Cana
dian Poresiry Service, Ann. Soc. HEntomol.l7(2)
: 85 1972

Symposium on Microblal Imsecticides. I. Bacte
rial Pathogens of insscia as microblial insec-—

ticides, Bact. rrvies 29 (3): 364 -~ 371, 1965




8. » The use of Bacillus thuringiensis as a micro

bial idnsecticide. World Review of Pest con
trol 7 (1): 11-26, 1968

Y. BARJAC, H., BURGERJON, A.- #icrobisl Contrel of in-
gects Semdnar 1971 - Helsinkil - Intern.Orgsn.
for Biotech. and Bizengineer. Dept. of Micro
bilology, Helsinki Sect. VI; 32 n, 1972

10. s Iosecticides et lutte hiologigque -~ Un cas

particulier; celul de Bacillus thuringiensis

1i. r % RIOU, . Y. - Action de la toxine thermose

table de Bacillus thuringiensis var., thurin-

giensis administrée 2 des souris - Revue de
Path. Comparée et de mddecine expérimentale
& 1 367-374, 1969

12, BENZ, G. On the chemical nature of the heatztable e
xotoxir . of Racillus thuringiensis. Bxperien
tia ~ 22 : 81-,1966

13+ 4 & PERROW, J.M. — The toxic action of Bacil

lus thuringiensis exotoxin on Drosophila rea

red in yeast-free media, Fxperientia 23:871,
1867

14, BOND, R.P.M., BOYCE, C.5.0. and FRERCH J.J. = A jepeRs
rification and some properties of an EANEET e 4
cidal exotoxin from Bacillus thuringiensis —

Berliner- Biochem J., 114(3): 477,488, 1969

15+ BRIGES, J.D. - Commercial Production of Insect Pe.
thogena, In: Tnsect Pathology, Acad. Press .,
Inc. N.Y. 2:519~548, 1963

16, _, Mass @repagaﬁion of vacteris pathogenic for

insects. Bull. Wid., Hith. Org. 31: 495, 1964
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17

18,

» Present stabtus of Bacillue thuringiensis far

insect control programns, Proceesd, Northe Cen
tral Branch. ESA vel ¥VIIIL, 1663

s reduction of adult houseflly emergence by +the

effects of Bacillus thuringiensis spp. 3o the

development of imumature forms. Journal of In

sect Pathology 2:¢ 418, 1860

19, BUCHER, G.E., ANGUS, T.A. & ERYWIENCZYK, J. ~ Charag

20.

23»

24,

teristics of a new strain of Bacillus thurin-—

glensis var. thuringiensis Berliner (Ssrotype
T} isolated from the “umblebee wax moth. Jour
nal of Invertebrate Pathology 8(4) ¢ 485.441,

1966

BURGERJION  A.~ Adhesivité comparde de quelques pré-—

parations 8 base de Bacillus thuringiensis -

Berliner, sur feuilllage soumis a un lessivage
au laboratoire. Ann. Epiphyties 15:73, 1964
BIACHE, G The getiviity of the heatstable o

xin of Racillus thuringiensis Berliner nuged

in nature against larvae of Diprion pini-Jour

nal of Ineect Pathology 63 538, 1964

GEESQR, P. BEffects de Bacillus thuringisnsis
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Dinjana Gn , Ann. Sci. Forest 28y 391, 1971
Sensgibilité de différents Lepidophéres &  la

souche “Anduge” de Bacillusg thuringiensis Ber

liner Entomophaga 4{3): 1959
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and lesser wax moths (Galleria Mellonella and
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26.
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