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PRODUÇAO DE INSETICIDA BIOLOGICO 
COM BACILLUS THURINGIENSIS 

Deise M.F. Capalbo' 
Iracema de Oliveira Moraes 1  

1 NTR 00 tiçÃo 

O Brasil é um país favorecido pela grande extensão de terras agricultá-
veis ao lado da diversidade de climas de suas regiões. Não obstante o desenvoL 
vimento que a agricultura apresentou nos últimos vinte anos, as pragas tem 
sido responsáveis por 30-40% de perdas, tanto para o produto nocampo quanto 
para o produto armazenado. Neste quadro, o Brasil é provavelmente um dos 
grandes mercados para defensivos agrícolas. 

Dentre as alternativas propostas para o controle de insetos-praga, surgiu 
o uso de entomopatógenos incluindo vírus, bactérias e fungos, que são relati-
vamente específicos e podem apresentar baixa ou nenhuma toxidez aos verte-
brados e insetos benéficos. O emprego de inseticida bacteriano obtido através 
de cultura de Bacilius thuringiensis apresenta-se eficaz contra certo grupo de 
insetos-praga, e no mercado externoessetipo de inseticida éproduzidoe comer-
cializado por diversos laboratórios. 

O Brasil apresenta-se até o momento como importador razoável (279 to-
neladas em 1980 e 17 toneladas em 1981) e com pesquisas ainda no nível de 
laboratório. Tais pesquisas entretanto, têm demonstrado grandes possibili-
dades de produção em larga escala em nosso país. 

Histórico 

Banhos thuringiensis é uma bactéria mesófila, aeróbica ou anaeróbica 
facultativa, gram positiva, que apresenta um corpoparaesporal na célula espo-
rulada. Foi isolada pela primeira vez no Japão, em 1902, de uma lagarta de 
bicho da seda, sendo posteriormente denominada Banhos thunngiensis. var. 
solo. Em 1915, Berliner isolou B. thuringicnsis var. thuringiensis de Anagas-
ta huehniella, na Alemanha. Em 1954 foi demonstrado que o corpo paraesporal 
era um cristal protéico, o qual atua como potente toxina contra determinados 
insetos. 
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Autores como Heimpel (1962), Lecadet (1970), Angus & Luthy (1973) e 
Cooksey (1973) revisaram detalhadamente o efeito desse cristal protéico, tafn-
bém chamado "delta-endotoxina", em larvas de lepidópteros. Resumidamente 
pode-se dizer que esta toxina é hidrolizada por enzimas do processo digestivo e 
pelo pH alcalino do trato digestivo da lagarta. As sub-unidades do cristal 
atacam o tubo digestivo causando a paralisia. 

A ampla gama de lepidópteros susceptíveis, a aparente inocuidade à 
fauna e flora benéficas, bem como aos vertebrados, e a possibilidade de cultivo 
"in vitro" foram aspectos positivos para a indústria se interessar pela pro-
dução deste bioinseticida em grande escala. 

Uma outra toxina, denominada "beta-exotoxina", termoestável e hidro-
solúvel é também produzida pelo B. thuringiensis na sua fase vegetativa e tem 
sido demonstrada sua atividade contra Diptera, Orthoptera e Hymenoptera. 

Produção comercial 

O interesse comercial no desenvolvimento de produtos para controle 
microbiano de insetos iniciou em tomo de 1950, quando se percebeu a possibi-
lidade de manipular microorganismos capazes de causar destruição ou epizo-
otias em insetos, com a mesma eficiência dos produtos químicos e sem causar 
danos a organismos benéficos. 

Primeiramente, foram as empresas de fermentação que, na procura de 
novos mercados, se lançaram no estudo da produção de B. thuringiensis, que 
se apresentava viável para crescimento "in vitro". A seguir, as indústrias de 
produtos químicos, já estabelecidas na produção e venda de inseticidas, de-
monstraram interesse devido à potencialidade comercial que este inseticida 
bacteriano representava: facilidade de produção, viabilidade e eficácia no 
controle de alguns insetos-praga. 

Para a produção comercial de material de origem microbiana, há neces-
sidade de seleção de uma linhagem bem adaptada ao processo fermentativo 
bem como adequações de parâmetros do processo a fim de maximizar a pro-
dução e realizar o crescimento sob condições econômicas. 

PRODUÇÃO 

Fermentação descontínua 

Desde meados do século, todos os produtos contendo B. thuringiensis têm 
sido obtidos por fermentação submersa, variando apenas a forma de recupe-
ração dos esporos e a formulação final. 

A fermentação em meio semi-sólido tem sido testada em laboratórios e 
também se apresenta promissora. Na China, segundo Hussey & Tinsley (1981) 
a fermentação em meio semi-sólido é realizada satisfatoriamente pelas comu-
nas, e bons resultados de aplicação no campo foram obtidos. Nos Estados 



Unidos o processo chegou a ser patenteado (Dulmage & Rhodes, 1973) porém 
foi pouco utilizado pelas facilidades que o processo de fermentação submersa 
apresenta no pais. 

A composição do meio de cultura para fermentação submersa ou semi-
-sólida, deve constar de água, carbono e nitrogênio, para biosintese e energia, 
e traços de minerais. Os niveis e formas desses elementos dependem doproces-
so de fermentação usado. Assim, uma fonte de carbono apropriada para fer-
mentação semi-sólida (farelo de arroz, tortas de oleaginosas) pode não sê-la 
para fermentação em submerso, onde o mais aconselhado seria, por exemplo, 
melaço de beterraba, melaço de cana, amido de cereais e outros. 

O nitrogênio pode ser suprido com sais de amônio, água de maceração 
de milho e farinha de soja. São necessários sais inorgânicos para o crescimento 
dos microorganismos, tais como cálcio, zinco, manganês e magnésio. O cálcio 
é necessário para a termoestabilidade de esporos bacterianos, enquanto que o 
manganês é requerido para a esporulação. A atividade tóxica doR. thuringien-
sis irá depender do meio empregado e da linhagem utilizada. 

Uma das chaves para o sucesso da produção e comercialização do inse-
ticida bacteriano tem sido o desenvolvimento desse meio de cultura. A maioria 
dos meios de cultura empregados usa produtos totalmente naturais como fonte 
de carbono, nitrogênio e sais. Essa utilização de subprodutos industriais di-
minui o custo de produção. 

Para produção no Brasil, é interessante usar por exemplo o melaço de 
cana e a água de maceração de milho. Entretanto, a composição do meio de 
cultura será determinada através de análise de custos comparada com o ren-
cimento das frações endo e exotóxicas. 

As condições industriais de operação comumente utilizadas e descritas 
por vários autores recomendam um p1-! inicial de 7,2 a 7,6 para o meio de fer-
mentação, o volume de inóculo entre 2 e 51% do volume total de fermentação, 
sendo esse inóculo obtido de pré-fermentação que garanta que o microorganis-
mo esteja em fase de crescimento logaritmico, a temperatura de 30°C ± 2°C e a 
aeração variável de acordo com o tipo de fermentador. O ciclo de fermentação 
pode variar de poucas horas (8-10 horas) até dias (3 dias). 

Fermentação continua 

A maioria dos processos industriais atualmente conhecidos, diz respeito 
ã técnica de produção do inseticida microbiano em processo descontinuo. 
Conhecidas as condições ótimas para tal técnica, pode-se empregá-las num 
processo çontinuo. Na cultura continua, as condições de equilibrio do sistema 
podem sër manipuladas de forma a permitir um estudo profundo da cinética 
do crescimento microbiano e os produtos do seu metabolismo. 

Apesar da técnica de cultura continua ter sido alvo de muitos estudos e 
utilizada com sucesso para fermentações industriais, o seu uso para microor- 



ganismos esporuláveis é raro. Alguns trabalhos como os de Hsu & Ordal 
(1969), Freiman & Chupin (1973) e Goldberg et ai. (1980) mostraram que va-
riações na velocidade de crescimento de microorganismos esporulados, e no 
teor de carboidratos do meio, aceleram a esporulação. 

Freiman & Chupin (1973) estudando especificamente B. thuringiensis 
obtido por processo de cultura continua em dois estádios, obtiveram resultados 
positivos com um bom grau de maturação celular no segundo estádio doproces-
so. Nesse estudo os autores obtiveram também uma cultura com máxima ma-
turação em processo de dois estádios, onde o segundo atuava como fermentaS 
dor descontinuo. Goldberg et ai. (1980) utilizaram atécnica de cultura continua 
para otimizar um meio que possibilitasse alto rendimento do complexo esporo-
-cristal de 8. thuringicnsis, com sucesso. 

Em trabalho recentemente realizado na Faculdade de Engenharia de 
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, Capalbo (1982) verificou 
que em condições de laboratório, a fermentação continua com B. thuringiensis 
é bem sucedida para sistemas com mais de um estádio, sendo um fator econô-
mico importante a diminuição da aeração do último estádio do processo. 

Produção 

O eficiente desempenho e as caracteristicas de inocuidade do B. thurin-
giensis fizeram dele o principal candidato para produção e comercialização 
em larga escala. 

Pode-se esquematizar a produção comercial do inseticida B. thuringien-
sis, por fermentação submersa, conforme segue: 

(fermentador) 

recuperação dos esporos e toxinas 

1 padronização e bioensaio 

1 comercialização  1 



Meio de cultura 

O meio de cultura requer fontes de carbono e nitrogênio e traços de mine-
rais cujas quantidades dependem do processo fermentativo escolhido. 

Melaços, amidos diversos, outros carboidratos, água de maceração de 
milho, tortas e farelos de oleaginosas, farinha de peixe, etc., são fontes ade- 

 
- 

quadas, muitas das quais já apresentam os traços de minerais necessáriospor 
serem resíduos de outros processamentos, em sua maioria em grande disporii-
bilidade no mercado e de baixo custo. 

Os substratos escolhidos e disponíveis são adicionados de água, em pro-
porções pré-estabelecidas para fornecer o balanço de nutrientes indispensá-
vel ao microorganismo e característico do processo. 

A esterilização do meio de cultura é indispensável para que a produção 
seja máxima e não acarrete contaminantes indesejáveis. 

O pU do meio é corrigido para um valor neutro onde o B. thuringiensis se 
desenvolve melhor. 

Inoculação e incubação 

Uma vez esterilizado o meio de cultura no fermentador, a temperatura é 
ajustada para 30°C ± 2°C e promove-se ainoculação comfl. thuringiensis pro-
veniente de uma pré-fermentação em meio idêntico ao que será inoculado. Ovo-
lume de inóculo corresponde a cerca de 2-5% do volume total a fermentar. A 
pré-fermentação assegura que o microorganismo que está sendo inoculado 
se encontra em estado de desenvolvimento vegetativo exponencial, e costuma 
durar de 8 a 12 horas. Na fermentação semi-sólida o inóculo é proveniente de 
uma pré-fermentação líquida. 

Após a inoculação caracterizada pelos cuidados com assepsia e esteri-
lidade de manipulação, o fermentador é fechado e se promove a agitação e 
aeração adequadas ao processo. A agitação e aeração variam em função do 
volume do fermentador, linhagem do microorganismo e características intrín-
secas ao desenho do fermentador. 

Na fermentação semi-sólida, o fermentador é agitado continuamente ou 
não, conforme o modelo de fermentador escolhido, e a umidade do ar é contro-
lada para favorecer o desenvolvimento e esporulação do bacilo. 

O tempo de fermentação para ambos os processos pode variar de algu-
mas horas, até dias (2-3 dias) dependendo do tamanho do equipamento e das 
condições de fermentação. 

Separação das toxinas 

Em patologia de insetos definem-se as endotoxinas produzidas pelos 
microorganismos entomopatogênicos como sendo aquelas toxinas ligadas 
à célula microbiana, enquanto que as exotoxinas são aquelas excretadas no 
meio de cultura. De acordo com Fleimpel (1962), o B. (huringiensis possui um 



verdadeiro arsenal de toxinas: alfa, beta, gama e deita. 

Durante a esporulação, forma-se ao lado de cada esporo tóxico, um cristal 
protéico, tóxico à maior parte dos lepidópteros, causando paralisia intestinal 
e morte do inseto. Em alguns casos em que o inseto parece não ser suscetível 
ao cristal tóxico, a ingestão deste com o esporo acarreta germinação do mesmo 
e produção de uma fosfolipase C que mata o inseto hospedeiro. 

Além dessas endotoxinas, há a exotoxina termoestável que é produzida 
pelo B. thuringiensis na fase de crescimento vegetativo, que é tóxica a alguns 
lepidópteros, dípteros, hymenópteros, coieópteros e ortópteros. 

Deita endotoxina 

A principal toxina conforme Barjac & Burgerjon (1971) é o cristal pro-
téico, sendo sua DL, 0  para Pieris brassicae da ordem de 0,25 g/g de inseto. 

Megna (1963) em sua patente industrial, indica a recuperação do produto 
por filtração do mosto fermentado com filtro ajuda tipo Celite 512. Verificou-se 
que qualquer desequilíbrio no suprimento de nitrogênio e carboidrato ao meio 
de cultura resulta na esporuiação incompleta, germinação dos esporos e/ou 
autólise, tornando a recuperação por filtração mais difícil. 

Duimage (1971) e Dulmage et ai. (1970), centrifugaram o mosto, e o creme 
obtido (esporos + cristal) foi suspenso em solução 4-6% de lactose e precipitado 
com acetona. Este precipitado, filtrado, lavado com acetona e água foi seco e 
após foi testado em bioensaios. 

Beta exotoxina 

Distingue-se a exotoxina do complexo esporo-cristal pelo menos em qua-
tro aspectos: termo-estabilidade a 121°C por 15 minutos, espectro de insetos 
suscetíveis, sintomas diferentes e existência de alguns sorotipos deB. thurin-
giensis não produtores do complexo endotóxico que são produtores da exoto-
xina termoestável. Baseados nessas diferenças pode-se separar a endo da 
exotoxina presentes no mosto fermentado. 

Segundo Faust (1973) normalmente o B. thuringiensis var. thuringiensis 
produz concentração aproximada de 50 mg da exotoxina por litro do sobrena-
dante separado do mosto fermentado. Essa separação se faz por centrifugação 
com posterior esterelização do fluído resultante a 121°C por 15 minutos. 

A purificação é feita por absorção da exotoxina em carvão com posterior 
eluição com solução de etanol a 50%. 

Ensaios e formulação 

Com inseticidas químicos, a produção pode ser bem controlada, pois a 
padronização desses produtos pode ser expressa em percentagem de ingredien-
te ativo, já que os mesmos são quimicamente definidos e seus efeitos bem de-
terminados. Já os produtos de E. thuringiensis, contendo três princípios ativos 
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(esporo, cristal e exotoxina) necessitam de biotestes: contagem de esporos (mé-
todo presuntivo) e bioensaios com insetos (conclusivo), para determinar a po-
tência do produto. A contagem de esporos ou de cristais como único método, 
pode não ter relação com a atividade da toxina, uma vez que o processo de 
obtenção pode modificar a atividade dos componentes tõxicos. 

Na rotina industrial a constância de característica do produto deve ser 
verificada através de amostra referência, sendo que cada produto terá seu pró-
prio padrão de qualidade. 

Para a exotoxina, Burgerjon (1965) propõe a utilização de urna solução 
padrão de referência para que o produtor padronize seu produto pela referên-
cia, usando o inseto-teste preferido, uma vez que a relação entre a contagem 
de esporos e a toxina termoestável é pequena. 

Comercialização e aplicação 

Entre as metas que se pretende alcançar através do uso de um inseticida 
microbiano, a primeira é certamente o controle de pragas sem acarretar danos 
maiores ao ambiente. Para que se atinja esse objetivo, o inseticida precisa ser 
inócuo, sobretudo ao homem e aos animais benéficos, e ser compatível de uti-
lização com os métodos tradicionais. 

Todos os inseticidas bacterianos americanos receberam a isenção dos 
níveis de tolerância de resíduos da Food and Drug Administration para várias 
culturas, significando que as agências federais americanas acreditam na ino-
cuidade do produto. Os produtores ingleses de ins2ticidas A base deB. thurin-
giensis garantem também sua inocuidade. 

Quanto à aplicação do B. thuringiensis no campo, sabe-se que ele é com-
patível com alguns inseticidas químicos. Angus & Luthy (1973) apresentam 
uma revisão sobre inseticidas compatíveis com B. thuringiensis; a compatibi-
lidade é expressa como: 

Campo: bons resultados obtidos em testes de campo, implicando que sob 
as condições estabelecidas, o aditivo não reduz a eficiência do inseticida mi-
crobiano. 

Recomendado: presumivelmente o aditivo é inócuo ao B. thuringiensis. 

Incerto: com base nos dados reportados, ou devido a não disponibili-
dade de referência original, o efeito do aditivo no entomopatógeno é incerto. 

Seguem-se os inseticidas testados em adição ao B. thuringiensis: 

Inseticidas adicionados 	 Compatibilidade 

Azinphosmetil 
	

Recomendado 
Bidrin 	 Recomendado 
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Carbaryl Campo 
DDD Recomendado 
DDT Campo 
Diazinon Recomendado 
Dieldrin Recomendado 
Dinitrocresol Campo 
Endosulfan Campo 
Endrin Recomendado 
Metilparation Campo 
Metiltrition Recomendado 
Mevinfós Recomendado 
Naled Campo 
Piretrinas Recomendado 
Rotenona Recomendado 
Riania Campo 
Toxafeno Campo 

Angus & Luthy (1973) 

Até hoje só se tem conhecimento de um caso de processo infeccioso pro-
vocado por B. thuringiensis em ser humano. O incidente, descrito por Samples 
et ai. (1983), ocorreu pelo contato de um preparado comercial de B. thuringien-
sis (esporos + cristal) com o globo ocular de um rapaz, aplicador aparentemente 
sadio, e provocou uma úlcera na córnea, sanada pela aplicação tópica de gen-
tamicina em concentração dei jcg/ml. Em face disso recomenda-se cuidados 
especiais durante a aplicação: lavar com bastante água e sabão a pele que este-
ve em contato com o inseticida; lavar os olhos com bastante água em caso de 
contato; em caso de ter sido inalado, levar a pessoa para ambiente arejado e 
fresco; se for ingerido, os cuidados irão variar com o tipo de formulação que foi 
ingerido. 

A toxina termoestável do B. thuringiensis var. (huringiensis foi testada 
por Barjac & Riou (1969) os quais observaram que por injeção a tolerância dos 
ratos A esta toxina é muito grande, e por ingestão ela não acarreta morte ou 
qualquer problema. Outros autores como Briggs (1960), Cantwell et aI. (1964), 
Ileimpel (1962) e Raskova & Maser (1970) afirmam a inocuidade da exotoxína 
para vertebrados, quando a contaminação é por ingestão. 

Deve-se lembrar que a inocuidade absoluta não pode ser garantida em 
todos os sistemas vivos em todo o tempo. Toxidez ou patogenicidade podem 
ser geralmente demonstrados caso não se imponham restrições A dosagem, 
ao tipo de sistema vertebrado ou aos cuidados de aplicação. Uma decisão sobre 
o campo de uso de um entomopatógeno deve ser baseada em uma prudente con-
sideração dos beneficios a serem obtidos em contraposição ao potencial de 
riscos de uso. 
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