
PRODUCaO DE BACT~RIAS ENTOHOPATOG~NICAS 

I -Considerações sobre Bacl I lus thurlnglensls 

1. Histórico 

8 a c I I I u s t h u r I n g I e n 8 I 8 ·f o i i ~;.o 1 a do p e 1 e:' p r· i nu~ i r· a vez n o 

Japf.~o em :t':"/02 POI'" I~:;hiwat:~:\,. dt-::- lé':\qa•··t:as d<:> bicho dé':\ !!.f:~d<:l.. Em 

foi d~monstrado que apEnas culturas esporuladas eram tdxi-

cas ~s larvas do bicho da seda <Bombyx mort>. Para os japoneses 

este microrgani5mo ~de grande importincia pelo perigo que apre­

se n t: a à. i n d I.Í t; t r· i a d a s t-:-:- d a .. A i n d a t-:;- m :t. 'l :t. ~.:; ,. B P. r· 1 i n t-:;-1.. i s o 1 o •.1 8 • t h u -

rtnglensls <Bt> de larva de Anagasta kuehnletta <tra~a das fari­

nhas>, na Thur·ingia,. ~;endo por·tant:o dt-:;-siqnad~·=' 8aclllua thurtn­

glensls" Ele comentou a prEsen~a de um corpo de inclus~o no espo-

r· o m •~ s n f:\ o fJ r· f~ 1 a c i o n o •J c o m a s p r o p r i e d a d e~; i n f> E' t: i c i d as d o m i -· 

c ,,. o,,. 9 ~·ul i s mo .. MP. n c i o n o •.t t: a ru b é m a p cJ ~:; ~:; i b i 1 i d a d e d e u t i 1 i z ~i···· 1 n n o 

r: o n t r· o 1 e cl a t r· a ç: a • 

E n t r f.·~ i 9 2 0 e 1 9 50 f.P.H~ ü t: i 1 i ~~r.\ ç: ~'o f:~ m r.: a m p o t r o •J ~·~e r e s 1.11 ·-· 

t a d o ~; v a r· i á v € i ~-; • N o t: o •.1 ··- ~; t-:;- q •.1 ~ ~; t-:=:-•J c o n t: ,,. o 1 e ~:;E~ 1 i lll i t a v('~ à 1 ... e p i .... 

* Engª de Alim€ntos, Pesquisadora do C~nt:ro Nacional de Pesquisa 

de Defesa da Agricult~ra, EMBRAPA. 



d o p t: e r· a • S o nu-:~ n t: e em j, 9 ~; 6 , A n g 1.1 ~; c o n s t: a t: o 1.1 q 1.1 € a a t i v i d a d e i n se t: i ·-· 

c ida se localizava no corpo de- inc1usio. 

O desenvolvimento do Bt como insetic~da ficou entretanto 

r· ~:·~ 1 e- g (:HI o a p 1 a n o i n f e r i o r ., v i ~;t: o q • .. t f.~ os i n s € t i c: i d '=' s q u í m i c os e r a m 

pr·oduzidos a custos muito r·eduzid<JS e ~;eu (-:o~~;pect1,.o de atuaç:âo era 

muito mais amplo. Entretanto, o dEs€nvolvimento de r€sistincia 

c o n t ,,. a a ma i o r i a dos i n se t i c:: i da~; ., os d i s t •.Í r· b i <J s no b a l a n ç: o da p o···· 

p u 1 a ç: f:\ o d e i n s F. t os F. C) i m p a c: t f.) a m b i e n t a 1 p r t) v o c: a d o p e 1 os p r o d '·' t os 

químicos favoreceu a pe-squisa e aplica~io em campo do Bt de 1960 

Or::. produtos que- se e-nr.:ontr .. am nr.~ nlE-r·cadc:) hoje em dia s.ão 

confi~ve-is e aprese-ntam resultados consistentes. O homem do campa 

sab~ o quE espt::-rar do Bt:apesar do produto não eliminar totalmen­

te a popula~~o do i~seto-praga., ele assegura o controle suficien­

t f.·~ para que f.) n íve1 permaneç:a aba i NO dt) n íve-1 de dano econômico. 

Os Produtos comerciais se utilizam de variedades com a 

delta-endotoxina <corpo de inclusão> mais potente, principalmente­

a variedade Kurstakl serot ipo 3a, 3b. 

D '·'r a n t e a •11 t i ma d rl· r.: '=' d a , as p e- s; q 'J i ~;as sob r e B t ~;e- e~·{ p a n -

diram em diferentes campos: metabolismo, rela~ão entre esporula­

ç:io e forma~~o d~ esporo., an~lise- química~ ativa~io do cristal 

prot~ico, modo de a~io do cristal, melhoramento gen~tico € melho­

res técnicas d~ aplica~~o. 

Mais especificam~nte no Brasil, d~sde 1972 vem sendo e-s­

tudada a produçio de Bt por procEsso fermentativo em me-io líqui­

do. Em 1976 foi depositada a patente do processo de fermentaç~o 

submer·sa., hoje já re-g·istrada s<Jb n~! BR Pl 71.t086BB; pela pr·of~~ 
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I~ac~ma O. Moraes; em 1980 foi depositada pela mesma prof~ssoray 

a patent~ do processo de produ~io da exotoxina tcrmoest~vel de 

Bt" Al~m dos processos d~ fermentaçio, foram realizados na UNI-

CAMP, pesquisas sobre a cin~tica de crescimento e esporula~io do 

Bt, influ~ncia da aera~io e agitaçio no processo de fermentaçio P 

ainda estudos sobre a produ~io de Bt em fermentaçio contínua, e 

barateamento do meio de cultura líquido, atrav~s da utiliza~io de 

~esíduos industriais. A utiliza~io de processo fermentativo semi-

sdlido foi assunto de ~roJeto da EMBRAPA/CNPDA desenvolvido em 

colaboraçio com a UNICAMP. 

Al~m dessas pesquisas sobre processo de produ~io outras 

foram desenvolvidas em diferentes Institui~ies nos ~ltimos 4 

anos, e as aplica~Ses de campo vim sendo realizadas separadamente 

em v~rios pontos do País, utilizando produtos come~ciais" 

2. Crescimento, esporulaçio e produçio de toxinas 

Om esporos bacterianos sio extremamente resistentes e 

sobrevivem a condiç~es desfavor~vEis po~ um longo período. O pro­

cesso de desidrataçio do protoplasto do esporo durante a esporu­

la~Ro, ~o resporls~vel pelo estado ametabdlico e pela alta resis­

t~ncia química, ~ irradia~~o, desseca~io e ao calor. 

Sob condiçaes naturais o esporo voltar~~ fase vegetati­

va por um processo de ativa~~o muito lento. Em laboratdrio o pro­

cesso pode ser acelerado por um choque t~rmico no qual suspensies 

de esporos s;o submetidas a temperaturas d~ 65-90°C/ 10-30 minu­

tos. O início da germina~io tamb~m pode ser induzido por substin-



cias como a~~car~s ~ amino~cidos" 

Até hoje,. s~o poucos os ~studos sobre as necessidades 

nutricionais do Bt. Para fins gerais,. ~ntretanto,. 

bons r~multadom s~o conmegyido~ com m~lom muplementmdos com ex-

trato de levedura ou case(na hidrolizada. Sabe-se tamb~m que 

meios mfnimos glicose-sais precisam ser complementados com pelo 

menos 0,.2Z de glutamato para promover crescimento de Bt" 

~durante o crescimento vegetativo que essa bact~ria de-

ve assimilar nitroginio <na forma de am8nia) para a etapa de es-

porula~io bem como nexcreçiou de metabdlitos <como antibtdticos). 

i tamb~m nessa etapa que ocorre a produçio da exotoxina termoes-

t~vel que passa para o meio de cultura" 

Entio,. em um meio com bom suprim~nto de carbono,. nitro-

~J f:~n i o ~ fósforo, o Bt cresce vegetativamente,. e a esporulaçio 

nio ocorre. Ao final , ocorre a exaustio do meio em s~us nutrien~ 

f.) q •.1 f.·~ i n d u z à e s p o r u 1 a ç: f.~ o • N e~; t e p o n t o r.\ fase e s t a r.: i o n á r i a 

in ir.: ia,. e a c~lula começa sua transforma~io morfológica que 

gerar~ o esporo,. apds algumas horas. N~ste per(odo, os ~cidos or-

ginicos sio metabolizados,. aumentando o pH do meio. E~ tamb~m 

nesta etapa que ocorre o aparecimento do cristal. 

3. As toxinas e seu significado 

Entr~ os metabdlitos biologicamente ativos produzidos 

p e 1 o B t ,. a de 1 t a···· € n do t o N i na me r F. c F. de s t a q •J e .. 

Essa toxina Est~ contida no cristal prot~ico para~spo-
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raras exce~aes, apenas um cristal ~produzido por esporo. Ele tem 

forma bipiramidal t~ndo dimensi~s m~dias de 0,8 x 2,0 um <note-se 

que a c~lula vegetativa tEm 3,5 x 1,2 um e o cristal 

30-40% do peso seco do esporo>. 

Ap~sar das muitas p~squisas realizadas at~ hoje, nio se 

sabe ao certo a fun~~o exata dess~ cristal para a c~lula; a sua 

origem gen~t ica e as etapas metabd1 icas de sua produ~~o carecem 

de resultados concisos" 

A delta-endotoxina do Bt i específica para larvas dele­

pidopteros, apesar de outros tipos de insetos serem suscept(veis, 

r.: o mo a 1 g u n s b e~; C) u r· os , mos c as e mo ~5 q •.1 i t: os • 

Outro metabdlito, a beta-endotoxina difere da delta-en­

d o t n ~-: i n a em cl i v~ r ~>os as p ~c t C) s : 

- ~excretada para o meio durante a fase de crescimento 

r í t: m i c<:) 

-produz anomalias morfoldgicas no inseto 

.... c a•.tsa mo•·· te d•.tr· ante a f a ~;E:- d .:~ pup <":\ 

1 oga-· 

Sf.·~u +?f:>PF.c:tr·o de at•.nH;:ãc) F. gr·ande, t:~nvolv~nclo vt:·~rtebradc)s 

e invertebrados, sendo que os dipteros sio os mais suscept(veis 

<Husca domestica e Aedes aegyptl >" 

Outros metabdlitos de Bt com atividade inseticida tem 

sido comentados, sendo de m~nor ou nenhuma ap1 ica~io prática" 
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II - Produc;:ão 

Assim como o Bt, a maiori~ das bact~rias tidas como 

~teis para o controle bio16gico de insetos sio aquelas que produ-

O fato do esporo ser m~is resistente que a c~lula 

vegetativa favorece seu processo de recupera~io, 

~plica~io em campo. 

[:>f?s t c\ for ma, mu i t C) do q •.H·~ nos r f:·~ f e r i mrJ~:; à p r od uç: ão de B t 

se aplic~ ~ produç:~o de outros esporos bacterianos, reservando-se 

a cad~ um, naturalmente, suas peculiaridades nutricionais e bio-

q 'l í m i c as .. 

A p r r.H:Iu ç: f:\ o c o nu:~ r c: i a 1 d F. m i c: r o r g a n i ~;mo~.; o l.l d f:~ s f:' •.1 ~. p r· o d u­

tos invariavelmente requer a seleç:io de uma linhagem específica, 

mais bem adaptada ao processo, de forma a crescer sob condiç:Ses 

econ8micas de fermentaç:io .. 

Pode-se F.squemat izar a produç:io comercial do inseticida 

B. thurtngtensts, por fermentaç:~o submersa, conforme segue: 
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comercializa~;io I 

Meio de fermenta~io: As cdlulas microbianas requErEm ~gua, carbo-

no (para bios{ntese e energia), nitroginio, minerais e fatores de 

c r· F.~:H:: i men to. As quantidades dE cada componente e a forma em que 

se apresentam dependerio do processo de fermentaç:io utilizado. 

O Bt pode utilizar como fontes de carbono, amido, meia-

ç:o, farelos de grios, subprodutos industriais como, ~gua de c8co, 

soro de queijo, etc. O nitroginio pode ser suprido por sais de 

am8nio, amino~cido, p~ptideos, farelos de cereais, ~gua de mace-



ra~io de milho, farinhas, extratos de levedura, hidrolisados de 

caseína, e soro de queijoh Os sais inorginicos, essenciais para a 

esp <Jr·u 1 aç: f:\ o <como c~lcio e magn~sio> podem ser acrescentados ao 

m.:-~ i o o•.t , 

q u ~- n t: i da de s u f i c: i e n t e de m i n e I" a i s p r· e se-n t e~:; em !:; •.H:\ c omp os i ~ ã o • A 

p ,,. 6 p r· i a á~~ •J a , n f:\ o de s t i 1 a da , pode s ~~r f o n t e de m i n e r a i s • 

Condiçaes de crescimento: elas sio estabelecidas em fun~io dom~-

ximo rendimento em esporos/cristal tdxico, enio somente em fun-

~iodo crescimento celular" 

O pH inicial da cultura fica ao redor do valor 7. Ou-

rante o crescimento h~ uma queda do pH ( em razio da formação dos 

~cidos orginicos pela degrada~io dos carbohidratos) at~ um valor 

ao redor de 5. Quando o PH retorna ao valor 7 e o ultrapassa, a 

cdlula j~ completou seu ciclo e esporulou. Assim, o acompanhamen-

to da fermentaçio do Bt atrav~s do pH i um fator de i mport âru: i<:\ 

industrial: rapidez e simplicidade. 

O suprimento de oxiginio <Bt i aerdbico) ~fator impor-

tante tanto no rendimento como economicamente (alto volume de 

oxig~nio =altos gastos de energia>. A inje~io de ar~ realizada 

atrav~s de filtros para evitar contamina~io, e a transferincia de 

Como se deduz, os gastos de energia com inje~io e agita-

A temperatura~ mantida em 30°C + 2° visto ser o Bt 

um microrganismo mesdfilo. 
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Processo fermentativo= 

a) Semi-s61ido= 

Numa fermenta,io semi-sdlida, o microrganismo cresce em 

um nutriente l(quido que foi absorvido na superf(cie de p~quenas 

partictilas de suporte. Isso permite uma alta razio ~rea superfi­

cial: volume, e utiliza pouco espa~o para uma interface l(quido­

g~s. Geralmente utiliza-se suporte orginico <como farelo de tri­

go, de milho, farinha e farelos de oleaginosas> que al~m de su-

fornecem nutrientes para a fermenta~~o. Algumas vezes 

adicona-se suporte inorginico que reduz a tendincia de alguns fa­

relos se aglutinarem quando umedecidos. Apresenta vantagens: bai­

xo custo; equipamento simples e sem grande sofistica~io; recupe­

ra~io do material ~simples. 

Como desvantagens, observa-se que nio se mant~m esteri­

lidade absoluta, e que controle da fermenta~io pode ser dif(cil" 

b) Fermenta~~o submersa ou liquida 

a ferruenta~~o submersa ~realizada em frascos agitados 

ou em fermentadores com controles de entrada de ar e temperatura, 

dispersando-se uma cultura do microrganismo (proveniente de uma 

pr~-fermenta~io l(quida ou sdlida> em um meio l(quido. O ar~ in­

troduzido no fundo do tanque; o meio~ agitado para melhorar a 

transfer~ncia de 02 e de nutrientes para o microrganismo, a tem­

peratur~ ~ controlada por mantas ou camidas ou ainda por serpen­

tinas. O problema de forma~io de espuma~ solucionado pela adiçio 

de anti espumantes <dlEos, poligl ibois, sil icones, Etc.). Os 
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controles de agita~ior retirada de amostrasr entradas de ar e ou-

tros sio desenhados de forma a manter a esterilidade do processo. 

Os processos de recupera~io do produto final podem ser 

per centrifuga~~o ou filtra~io no caso de produto insol~velr ou 

senio utilizados extra~ies e precipitaçies para produtos sal~veis 

no meio. O processo de recupera~io costuma ser caror visto que h~ 

pequena quantidade de produto para o volume fermentado (para o Bt 

costuma-se citar 1-3g de cilula/1000ml fermenta~io>. Um bom ren-

dimerlto i considerado 5 ~ 109- 1 x 1010 esporos/mlr correspon-

dendo a 2-4g de produto formulado final" 

Como o Bt ser~ comercializado formulado para controle 

principalmente de pragas da ordem Lepidoptera, a inddstria est~ 

interessada na delta endotoxin~ principalmente, e no esporo em 2Q 

lugar, uma vez que ele pode ter alguma atuaçio no controle. Ambos 

s~o produzidos tanto em processo semi-sdlido, como submerso e am-

III - Padronizaç~o e Formulaçio 

A confiabilidade dos preparos de at reside na manuten~io 

de sua qualidade. A padroniza~io ~relativamente dif(cil, uma vez 

que o . ingrediente ativo nio est~ na forma pura <endotoxina + es-

poro+ restos do caldo de fermentaçio>" 
• 

O m~todo de padroniza~io aprovado e adotado mundialmente 

~ baseado em U.I. <Unidades Internacionais). A referincia padrio 

<E-61> - preparada pelo I. Past~ur, contem 1000 UI/mg ~ tanto se 

usa traça das farinha~ como outros lepidopteras como inseto tes-
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te" Apesar dos muitos detalhes €nvolvidos. o mais importante ~ o 

ajuste das dif~r~ntes bateladas de f~rm~nta~io ao m~smo n{v~l d~ 

atividade" 

A maior dificuldad€, ~o tempo que demora para S€ obter 

o resultado de um bioensaio e o custo envolvido. caso se deseje 

resultados confi~veis. 

dir~ta do cristal proteico. V~rias tentativas foram feitas neste 

sentido. com bons resultados. por~m a restri~io dos m~todos cos-

tuma ser que sd servem para comparar amostras derivadas de uma 

mesma 1 inhagem de Bt. pois eles medem apenas a quantidade de 

cristal enio sua atividade espec{fica" 

A formulaçio do Bt d pouco estudada, por~m ~uma -etapa 

cr{t ica para que haja eficiincia no campo". 
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