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RESUMO

O numero de registros de bioinsumos no Brasil tem se mostrado crescente, uma vez
que estes insumos proporcionam menor impacto ambiental e menores custos, além
de serem uma alternativa sustentavel a aplicacdo de produtos sintéticos. Dentre os
bioinsumos de origem microbiana, as bactérias do género Bacillus sdo amplamente
aplicadas na agricultura, sendo o Bacillus thuringiensis (Bt) a bactéria mais utilizada
globalmente no controle de pragas. Entretanto, na produgao de bioinsumos de origem
microbiolégica, os meios de cultura sdo responsaveis por grande parte do custo
produtivo. Desse modo, este trabalho visou a avaliagdo de meios de cultura
alternativos para cultivar Bt. A esporulacdo das bactérias foi quantificada em sete
meios de cultura liquidos, tendo como fonte principal de carbono melago de cana-de-
agucar, glicose, sacarose ou amido e, como fonte de nitrogénio, farelo de soja e
extrato de levedura. Ainda foi avaliado o cultivo em meio s6lido composto por arroz e
agua. Por fim, o meio contendo melago de cana-de-agucar e extrato de levedura foi
avaliado quanto ao preparo em presenca de cloro ativo. Ao fim dos ensaios, concluiu-
se que todos os meios testados foram efetivos para o crescimento de Bt, apresentando
contagem de esporos na ordem de 106 UFC mL-' a 10° UFC mL', sem contaminagao
por bactérias Gram-negativas. Esses meios se tornam, portanto, op¢des viaveis para
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Avaliacdo de meios de cultura alternativos para multiplicacdo on farm de bioinsumos a base de
Bacillus thuringiensis para uso na agricultura

a multiplicagao on farm de microrganismos para agricultura por utilizarem insumos de
baixo custo e facil acesso.

Palavras-chave: controle bioldgico; biopesticida; fermentagao submersa.

ABSTRACT

The number of bio-input registrations in Brazil has been growing, as these inputs have
a lower environmental impact and lower costs, as well as being a sustainable
alternative to the application of synthetic products. Among bio-inputs of microbial
origin, bacteria of the Bacillus genus are widely applied in agriculture, with Bacillus
thuringiensis (Bt) being the most widely used bacterium globally in pest control.
However, in the production of bio-inputs of microbiological origin, the culture media are
responsible for a large part of the production cost. This work therefore aimed to
evaluate alternative culture media for Bt cultivars. Bacterial sporulation was quantified
in seven liquid culture media, with sugarcane molasses, glucose, sucrose or starch as
the main carbon source and soybean meal and yeast extract as the nitrogen source.
Cultivation in a solid medium composed of rice and water was also evaluated. Finally,
the medium containing sugar cane molasses and yeast extract was evaluated for its
preparation in the presence of active chlorine. At the end of the tests, it was concluded
that all the media tested were effective for the growth of Bt, with spore counts in the
order of 106 UFC mL" to 10° UFC mL™", without contamination by Gram-negative
bacteria, making them viable options for the on-farm multiplication of microorganisms
for agriculture as they use low-cost and easily accessible inputs.
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INTRODUGAO

Os bioinsumos sao produtos, processos ou tecnologias de origem vegetal,
animal ou microbiana que sao destinados a promocao de crescimento,
desenvolvimento e controle bioldégico em atividades agropecuarias. A aplicagéo
desses insumos bioldégicos na agricultura tem se mostrado crescente devido a baixa
toxicidade, biodegradabilidade e menor custo. Além disso, podem ser utilizado para
diversos fins, como promotores de fertilidade do solo e controle de pragas e doencgas,
oferecendo uma alternativa ao uso de produtos sintéticos (1-3). Cabe destacar que
em 2020, houve um estimulo a utilizacdo desses insumos bioldgicos, por meio da
criacdo do Programa Nacional de Bioinsumos (1), e, em dezembro de 2024, foi
publicada a lei 15.070 que dispde sobre a producio de bioinsumos, incluindo para uso
préprio, popularmente denominada de on farm (4).

220
Saude Meio Ambient. v. 14, p. 219-230, 2025
ISSNe 2316-347X


https://doi.org/10.24302/sma.v14.5903

Vidotto JCD, Correia EL, Ribeiro VAM, Bagagli MP

Dentre os agentes microbianos, as bactérias do género Bacillus, estdo entre as
mais utilizadas como bioinsumos. O Bacillus thuringiensis (Bt) tem sido a bactéria mais
aplicada no controle de pragas agricolas (5,6) por ser eficiente no controle de insetos
das ordens Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera, e de alguns nematdides,
sendo in6cuas aos mamiferos, vertebrados e plantas. A fungao pesticida do Bt ocorre
devido a producdo de grandes inclusdes proteicas durante sua esporulagdo,
consistem em toxinas cristalinas (Cry) e citoliticas (Cyt), conhecidas como ©-
endotoxinas. Estas, ao serem ingeridas, lisam as células epiteliais do intestino médio
do hospedeiro, formando poros em seu intestino e levando a uma septicemia grave,
que resulta na morte do inseto (5-9).

O crescimento do uso de bioinsumos contribuiu para que propriedades
agricolas despertassem interesse em produzi-los para uso proprio, atividade
conhecida como producéo on farm (10) e que constitui uma opgéao de menor custo e
maior praticidade para os produtores agricolas, uma vez que ndo € necessario o
transporte e armazenamento dos produtos (5). Quanto ao in6culo para a produgéo,
observa-se frequentemente o uso de produtos comerciais como base (10), no entanto,
essa pratica foi proibida pela Lei n°15.070 de dezembro de 2024 (4).

E possivel classificar uma producéo on farm em trés principais modelos, sendo
eles os de alto, médio e baixo investimento. Em produgdes de alto investimento, ha
tecnologia e procedimentos semelhantes aos encontrados em uma industria
biotecnoldgica, enquanto que, em produgbdes de baixo investimento, € possivel
observar construtivos e procedimentos mais simples. Neste caso, nota-se um impacto
direto na qualidade do produto final, o qual pode causar riscos a saude ou possuir
menor ou nenhuma eficacia. Por fim, o modelo de médio investimento, um meio termo
entre os dois descritos anteriormente, tem a possibilidade de gerar produtos
satisfatorios, porém com presenca de contaminantes. Nesse sentido, torna-se
necessaria, em alguns casos, a aplicagdo de volumes elevados do produto para se
obter os efeitos desejados em campo (2,11-14).

Para um bom cultivo de Bt, é essencial a utilizacdo de meios de cultura com
balanco adequado de carbono e nitrogénio, além de minerais e vitaminas, sendo
possivel o cultivo por fermentagdo submersa ou em estado sélido (5,15-17). Os meios
de cultura representam aproximadamente 30% dos custos dos processos
fermentativos (18, 19). Desse modo, € preciso buscar por meios de cultura
alternativos, de baixo custo, que proporcionem alta produtividade e que sejam
acessiveis para a produgéo on farm (11,12,20,21).

Este trabalho avaliou a formulagdo de meios de cultura para a bactéria Bacillus
thuringiensis em comparagao ao meio de cultura proposto por Monnerat (5), os quais
foram avaliados quanto aos custos e a concentracédo de esporos do microrganismo.

METODOLOGIA

O Bacillus thuringiensis utilizado foi isolado do produto comercializado pela
empresa AGRINOR fertilizantes e mantido no laboratério de microbiologia do Instituto
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Federal de Sao Paulo, campus Avaré, em slants de agar nutriente recobertos por
vaselina liquida sob refrigeragéo (5°C).

O trabalho avaliou meios de cultura para cultivo de Bt por fermentagao
submersa: melago de cana-de-agucar, extrato de malte, amido de milho, sacarose,
extrato de levedura microbioldgico, extrato de levedura alimenticio, farelo de soja
desengordurado e farelo de soja micronizado. Todos os meios tiveram pH ajustado
para 7,0 £ 0,2 utilizando NaOH 1M ou HCI 1M. Foi avaliado, também, o cultivo por
fermentacdo em estado sélido. Nesse caso, utilizou-se 0 meio composto por arroz tipo
1 adicionado de agua (1:1, m:v), conforme mostra a Tabela 1. Os ensaios foram
comparados com os obtidos no cultivo do Bt no meio proposto por Monnerat et al.
(2020) (5).

As fermentagdes submersas foram conduzidas em triplicata em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo, inoculados com 3 cilindros
(1,5 cm de didmetro) de agar Embrapa Solido (5) completamente recoberto por Bt
(cultivo por 48h a 28°C). Os Erlenmeyers foram autoclavados a 121°C por 15 min. Por
fim, os frascos foram incubados em um agitador orbital a 28°C e 200 rpm durante 72
horas, com amostragens realizadas nos tempos 0, 48 e 72 horas.

A fermentagao em estado solido também foi conduzida em triplicata em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contudo, com 20 g de arroz cru e 20 mL de agua de torneira,
cujo cozimento ocorreu durante a esterilizagdo a 121 °C por 15 minutos. Na
inoculagao, adicionou-se 20 mL de agua estéril ao meio e 3 cilindros de agar (1,5 cm
de diametro) recobertos com Bt, cultivado da mesma forma descrita para a
fermentacdo submersa. Os ensaios foram mantidos em uma incubadora a 28°C
durante 7 dias. ApdOs esse periodo, realizou-se a extracdo de esporos por meio da
adicao de 50 mL de agua estéril em cada réplica. Depois de agita-la por 10 minutos,
foi realizada a amostragem do extrato.

Tabela 1 — Composigdo dos meios de cultivo avaliados para multiplicagdo de Bacillus thuringiensis.

Principal fonte  Principal fonte

Meio de cultura . - Sais
de carbono de nitrogénio
1 g L-"fosfato de potassio monobasico
+
10 mL L' solugéo de sais minerais (10
10 g L' caldo 1 g L' extrato g carbonato de calcio + 10 g sulfato
Embrapa nutriente de levedura de magnésio hepta hidratado +
laboratorial 1 g sulfato de ferro hepta hidratado +
1 g sulfato de manganés hidratado +
1 g sulfato de zinco hepta hidratado +
1 L agua destilada)
Melago + Extratode 15gL'melago  10gL" extrato 0,25 g L' fosfato de potassio
Levedura Microb. de cana-de- de levedura monobasico +
(ML1) acucar laboratorial 1,42 g/L fosfato de potassio dibasico
Melago + Extrato de 15 g L-"'melaco 10 g L' extrato 0,25 g L' fosfato de potassio
Levedura Aliment. de cana-de- de levedura monobasico +
(ML2) acucar alimenticio 1,42 g/L fosfato de potassio dibasico
Melacgo + Farelo 40 g L' melago i
Soja de cana-de- 20 9 I71farelo 1 g L' fosfato de potassio monobasico
. e soja
(MS) agucar
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Meio de cultura

Principal fonte

Principal fonte

Sais

de carbono de nitrogénio
Melago + Farelo 15gL"'melaco 10 g L' farelo 0,25 g L' fosfato de potassio
Soja Micronizada de cana-de- de soja monobasico +
(MSm) acucar micronizada 1,42 g/L fosfato de potassio dibasico
10 g L' extrato
Sacarose + Extrato de malte -
Malte + Extrato 20g L + 0,25 gbl’_ 1.fosiato de potassio
Levedura Aliment. sacarose 4 g L-" extrato ngo Ei'?o fato de potassio dibasi
(SML) de levedura e g osfato de potassio dibasico
alimenticio
10 gL
Sacarose + Amido + sacarose 30 g L' farelo
Farelo Soja + de go'a 1 g L fosfato de potassio monobasico
(SAS) 20 g L-' amido )
de milho
Arroz 20 g Arroz - -

A contagem de esporos foi realizada conforme metodologia descrita por
Monnerat (5). Assim, uma aliquota de amostra sem diluigdo foi submetida a choque
térmico em banho termostatico a 80°C por 12 minutos e, em seguida, a um banho de
gelo por 5 minutos, a fim de eliminar células vegetativas e manter apenas os esporos
viaveis. Posteriormente, foram realizadas diluigbes decimais seriadas da amostra e
foram semeados 100 pyL da diluicdo desejada em placas de Petri contendo Meio
Embrapa Sdlido. As placas foram mantidas em estufa a 28°C por 24 h e, entdo, foram
contadas as unidades formadoras de colbnias. A quantificacdo de unidades
formadoras de colénia por mL de amostra foi calculada de acordo com a Equagéao 1.

Esporos (%) =

numero médio de colonias nas placasxfator de diluicio

Equacao 1

volume de amostra semeado (ml)

Na sequéncia, foi calculado o0 aumento da concentragao de esporos por volume
de meio de cultivo, sendo expressa em aumento de ciclos logaritmicos (base 10), e a
taxa de produgéo de esporos (UFC/h)

Ademais, foi medido o pH das amostras com pHmetro de bancada,
previamente calibrado e, ao microscopio 6ptico, foram observadas laminas com
coloracao Gram e coloragao de esporos (22).

O levantamento do custo dos meios de cultura utilizados se deu a partir de
cotagdes realizadas no periodo de 10 a 20 de fevereiro de 2025, em 3 fornecedores
de produtos laboratoriais. Considerou-se o preco de varejo e os resultados
apresentados referem-se a média das cotacgdes.

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e apresentados como
média + desvio padrao. As analises estatisticas foram realizadas usando ANOVA, com
o auxilio do software R (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) verséo
4.1.0, e, na comparagao das médias, foi utilizado o teste Tukey com 95% de confianga.
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RESULTADOS

Os resultados de pH obtidos ao decorrer dos ensaios de fermentagao submersa
oscilaram entre 4,0 e 7,0 e estdo detalhados na Figura 1, juntamente com as médias
de contagem de esporos de Bacillus thuringiensis.

Os extratos obtidos da fermentagdo em estado solido, tendo como substrato
arroz tipo 1, apresentaram pH de 5,0 e média de contagem de esporos de 5,63x108 +
7,04x10” UFC mL" ou 1,41x10° + 1,76x108 UFC g de substrato seco.

Os valores médios das contagens de esporos apos 72 horas de ensaio estao
expressos na Tabela 2, bem como a contagem obtida no extrato da fermentagdo em
estado sélido apos 7 dias de cultivo.

Figura 1 - (a) Valores médios para o pH e (b) contagem de esporos de Bacillus thuringiensis ao longo
das fermentagbes submersas.

14,00
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Log numero de esporos (UFC mL-1)

3,0
0 10 20 30 40 50 60 70 &0
Tempo (h)
—=e&— Embrapa ML1 ML2 —e— VIS MSm SML —e—SAS

(b)

Em relacdo a microscopia Optica, ao observar as laminas submetidas a
coloragcado de Gram (Figura 2a e 2b), constatou-se que, para todos os ensaios, nao
houve contaminacao por bactérias Gram-negativas. Foi possivel também identificar
células tipicas de Bt. Nas |laminas com coloragao de esporos, a partir do uso de
corante azul de Coomassie, foi possivel visualizar células esporuladas, esporos e
cristais (Figura 2c e 2d).

Tabela 2 — Contagem média de esporos de Bacillus thuringiensis ao final de cada ensaio e respectivo
desvio-padrao (letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa ao nivel de 5% de
significancia pelo teste Tukey), aumento médio em ciclos logaritmicos (base 10) para a contagem de
esporos e taxa de crescimento (UFC h-1) do microrganismo.

Contagem de esporos

Meio de cultivo ao término dos ensaios Aunjen_to em ciclos Taxa de crescimento
(UFC mL") logaritmicos (base 10) (UFC h™)
Embrapa 2,50x107+ 7,07x106 bc 2,9 3,47x105
ML1 1,40x10% 2,78x1082ab 3,8 1,94x107
ML2 1,06x10% 1,37x108bc 3,7 1,46x107
MS 3,33x106+ 5,77x1068¢ 1,0 4,41x104
MSm 2,46x10% 1,28x10%2 3,6 3,41x107
SML 9,00x107+ 1,00x107 be 2,1 1,24x108
SAS 7,20x108+ 8,70x108bec 3,3 1,00x107
Arroz 5,63x108+ 7,04x107 be - 3,35x108
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Figura 2 — Laminas de Bt em ampliagcdo de 1000x a) com coloragao de Gram apds 72 horas em
fermentagdo submersa em meio de cultura ML2, b) com coloragdo de Gram apés 7 dias em
fermentagédo em estado sélido (arroz), c) coradas com corante de esporos apds 72 horas em
fermentagdo submersa em meio de cultura ML2 e d) coradas com corante de esporos apos 7 dias em
fermentagéo em estado sdlido (arroz).

(c)

Em relagdo ao custo dos insumos utilizados nos meios, a Tabela 3 descreve o
custo para a produgao de Bt por litro de meio de cultura e por contagem de esporos
dos microrganismos, considerando 10'? UFC de esporos que é um valor tipico para a
aplicagao por hectare (23-25).

Tabela 3 - Preco médio por litro dos meios de cultivo avaliados e para a concentragao de 1012
€sporos.

Meio de cultivo Preco L™ Preco (10" esporos Bt)!

Embrapa R$ 8,20 R$ 328,00
ML1 R$ 7,39 R$ 5,28
ML2 R$ 1,58 R$ 1,49

MS R$ 0,55 R$ 165,17
MSm R$ 0,47 R$ 0,19

SML R$ 7,83 R$ 87,00
SAS R$ 0,72 R$ 1,00
Arroz R$ 2,50 R$ 4,44
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DISCUSSAO

De forma geral, os resultados apresentaram aumento na concentragdo de
esporos ao longo das fermentagdes, indicando que houve crescimento significativo
nos meios de cultura propostos e que o Bt foi capaz de esporular.

Os meios compostos por melago e farelo de soja micronizado ou melago e
extrato de levedura apresentaram as maiores contagens apds 72h de incubagao,
atingindo contagem de esporos superior a 10° UFC mL-", valores muito préximos da
especificacado de referéncia para produtos fitossanitarios a base de Bt para agricultura
organica (23). Nao houve diferenga entre os meios formulados com extrato de
levedura microbiolégico e alimenticio, sendo que este ultimo apresenta custo mais
acessivel aos produtores rurais.

O meio MS apresentou as menores contagens de esporos, no entanto, o pH
ficou baixo, préximo a 5,0 para o inicio da fermentacéo, valor este que nao é desejado
para o Bt e que pode ter afetado o rendimento da fermentagao (5). Além disso, o farelo
de soja apresenta teor de lipidios ainda elevado, o que também pode ter interferido
nos resultados (26).

Embora a fermentagdo em estado sélido tenha sido mais lenta do que as
avaliadas em fermentacdo submersa, a quantidade de cristais observadas na
microscopia optica foi marcante. Lima-Pérez (16) observou que o cultivo de Bacillus
thuringiensis var kurstoki HD-73 em estado solido apresentou maior produgédo de
biomassa e cristais quando comparado a fermentagao submersa utilizando o mesmo
meio de cultivo.

Desse modo, foi possivel constatar que todos os meios propostos sao efetivos
para o crescimento de Bt, visto que apresentaram contagem de esporos superior a
10% UFC mL-" ao fim dos experimentos, assim como, ndo manifestaram contaminacgao
por bactérias Gram-negativas.

Os resultados apontam que todos os meios propostos apresentaram menor
preco do que o meio de cultura convencional e que o meio MSm resultou ter o menor
custo e a maior produgcao de esporos em relagao aos demais.

CONCLUSAO

Em sintese, pode-se concluir que todos os meios propostos foram efetivos para
o crescimento de Bacillus thuringiensis, uma vez que apresentaram contagem de
esporos superior a 108 UFC mL-', e sdo, portanto, alternativas para a utilizagdo na
producao on farm de bioinsumos. Destaca-se também, que o meio composto por
melago de cana-de-agucar e soja micronizada (MSm) que obteve a maior
produtividade, com uma contagem de esporos superior a 10° UFC mL-' apds 72 h de
cultivo e foi o meio com menor preco de formulacgao.
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