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Apresentacao

O controle microbiolégico de insetos vem ganhando mercado, em todo mundo, nos ultimos anos.
Pratica utilizada desde meados do século XX, o interesse pelo uso de produtos bioldgicos € conse-
quéncia de varios fatores, entre os quais podem ser apontados: a crescente resisténcia dos insetos-
-praga aos agrotoxicos, os custos da aplicagao dos produtos quimicos, os impactos negativos que
esses produtos tém sobre o meio ambiente e os trabalhadores rurais, etc.

Dentre os produtos para controle bioldgico de insetos, destacam-se os que tém a bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt) como principio ativo. No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, ha cerca de 20 produtos comerciais registrados que tém Bt em sua for-
mulagdo. Os principais insetos-alvo da utilizagdo de bioinseticidas a base de Bt sdo as lagartas de
diferentes culturas como soja, milho, algodao, tomate, brassicas, frutas, etc. Ha interesse, também,
em utilizar Bt para o controle de coledpteros e insetos sugadores.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia trabalha com Bt para controle de insetos-praga ha
mais de 30 anos. Nesse periodo: montou uma Colecdo de Bactérias Entomopatogénicas que tem
cerca de 3.000 isolados; desenvolveu estudos que motivaram avango do conhecimento em relagao
as proéprias bactérias e as interagbes com pragas agricolas e insetos vetores de doencas que afe-
tam seres humanos e animais de interesse zootécnico; efetuou o depésito de diferentes patentes
de invengao; desenvolveu, em conjunto com empresas privadas, diversos bioinseticidas que ja se
encontram no mercado; e também contribuiu para a formagao de muitos mestres e doutores e con-
cedeu estagios de iniciagao cientifica a inumeros estudantes.

Nos ultimos cinco anos esta acontecendo no Brasil a chamada producao “on farm”, quando os
produtores rurais fabricam, em suas proprias fazendas, caldos fermentados contendo Bacillus
thuringienis e os aplicam, sem formulagdo, nas lavouras. A aplicagéo é feita em, no maximo, 2 a 3
dias apos o término do processo fermentativo.

A producéao “on farm” de Bt apresenta algumas vantagens sobre o uso de produtos comerciais. A
maior delas é a diminuicdo dos custos para o fazendeiro, devido a fabricacédo prépria e a inexis-
téncia dos custos de transporte e armazenagem. Entretanto, essa fabricagdo também importa em
alguns riscos, sendo o maior deles, o da contaminagdo do caldo fermentado com microrganismos
patogénicos ao ser humano. Também pode acontecer que, devido a condi¢gdes inapropriadas de
producdo, o desenvolvimento do Bt resulte em baixa concentragao de cristais proteicos, os verda-
deiros principios ativos contra os insetos.

O Manual de Produgdo e Controle de Qualidade de Produtos Biolégicos a Base de Bacillus
thuringiensis Para Uso na Agricultura, elaborado por equipe multi-institucional liderada pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, tem o duplo objetivo de incentivar a utilizagdo de bioinseticidas
a base de Bt e orientar empresas e agricultores na produgéo segura e eficaz desses produtos.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-geral
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1. Introducao

O controle de pragas é um processo de grande valia, tanto na saude humana quanto na producéo
agricola e pecuaria. Cerca de 20% das safras de alimentos do mundo séo perdidas devido ao
ataque de pragas nas lavouras. Vale salientar que alguns insetos e fitopatégenos, além de causar
danos diretos as plantas, sao também vetores de virus e bactérias. Os danos provocados por esses
agentes podem variar de uma regido para outra, e os gastos com seu controle podem alcancar até
30% do custo de produgéao (Castelo Branco et al., 2001; Monnerat et al., 2004).

A importancia do controle de pragas e aumento da consciéncia da populagao acerca dos efeitos
diretos e indiretos dos pesticidas convencionais sobre a saude publica e ambiente em geral tem de-
mandado novas formas de controle que sejam economicamente viaveis e menos danosas ao ecos-
sistema. Uma alternativa para o controle de pragas é a utilizagdo de produtos de origem bioldgica.

Um dos agentes de controle bioldgico mais utilizados no mundo é a bactéria Bacillus thuringiensis
(Berliner). Este microrganismo apresenta uma grande diversidade biologica e pode sintetizar dife-
rentes proteinas toxicas a diversas pragas. Produtos que utilizam este agente como principio ativo
estao disponiveis no mercado desde os anos 70, controlando com sucesso diversos insetos da
ordem Lepidoptera, Diptera e Coleoptera.

No Brasil, existem cerca de 30 empresas produzindo biopesticidas, entretanto, seguindo a tendén-
cia mundial, empresas nacionais e internacionais estdo interessadas nesta tecnologia.

No Brasil, o uso de bioinseticidas comerciais a base desta bactéria aumentou a partir da safra
2013/2014, devido aos prejuizos causados por Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em
diversas culturas. Entretanto, o alto custo e escassez de produtos fizeram com que os produtores
iniciassem a producado de bioinseticidas na propria propriedade rural, abordagem esta conhecida
como producao “on farm”. Por se tratar de um microrganismo cujas condi¢cdes inadequadas de
multiplicacdo podem gerar produtos de baixa qualidade, que além de apresentarem pouca eficién-
cia podem estar contaminados e causar danos ao ambiente e a populagdo em geral, este manual
foi elaborado visando fornecer informacdes basicas sobre a bactéria, sua producao e controle de
qualidade.
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2. Objetivo

Este manual tem como objetivo orientar empresas e agricultores, que produzem bioinseticidas a
base de B. thuringiensis, quanto a producgao e a realizagao de testes de controle de qualidade, ge-
rando produtos seguros, eficazes e que atendam as expectativas do usuario.

3. A bactéria Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva, da familia Bacillaceae, que produz no mo-
mento de sua esporulagao inclusdes proteicas cristalinas conhecidas por &-endotoxinas (Monnerat
e Bravo, 2000; Bravo et al., 2005) (Figura 1). Estas toxinas sédo altamente especificas aos seus
insetos-alvo, in6cuas ao ser humano, vertebrados e plantas, e tém efeito ndo poluente ao meio
ambiente por serem completamente biodegradaveis (Whiteley e Schnepf, 1986; Bravo et al., 2005;
Monnerat et al., 2007).

Figura 1 — Esporos (ep) e inclusdes proteicas cristalinas bipiramidais (cb) de B. thuringiensis.

As vantagens da utilizagéo de B. thuringiensis sdo a especificidade aos organismos susceptiveis,
o efeito ndo poluente ao meio ambiente, a inocuidade aos mamiferos e invertebrados e auséncia
de toxicidade as plantas (Whiteley e Schnepf, 1986; O.M.S., 1987). Esta bactéria foi isolada em
1901, no Japao, pelo bacteriologista Ishiwata, que descobriu ser ela a responsavel pela mortali-
dade de larvas do bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae). Em 1911, Berliner, na
Alemanha, descreveu a mesma bactéria, isolada de lagartas mortas da traga da farinha, Anagasta
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), e a chamou B. thuringiensis em homenagem ao estado
de Thiringen, na Alemanha, onde foram coletadas as lagartas. Em 1915, este mesmo autor notou
presenca de inclusdes parasporais nas células de B. thuringiensis e associou a toxicidade a presen-
¢a dessas estruturas, fato que foi confirmado posteriormente.
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Em 1938 uma formulagao a base desta bactéria, a Sporeine foi produzida na Franca e, a partir dos
anos de 1950, diversos paises como a URSS, antiga Tchecoslovaquia, Franga, Alemanha e Estados
Unidos comecgaram a produzir inseticidas biolégicos a base de B. thuringiensis (Weiser, 1986).

A partir dos anos 60, os trabalhos de isolamento de B. thuringiensis se intensificaram. Nesta época
foi descoberta a estirpe de B. thuringiensis subespécie kurstaki, chamada HD-1 (Dulmage, 1970),
que apresentava toxicidade 200 vezes superior as estirpes normalmente utilizadas nos produtos
comerciais. Posteriormente, se isolou uma estirpe eficaz contra dipteros (Goldberg e Margalit, 1977)
e uma estirpe patogénica a coledpteros (Krieg et al, 1983). Estima-se que existam 40.000 estirpes
conhecidas, entre estas, algumas sao toxicas a nematoides (Edwards et al., 1988), trematoides,
protozoarios, himendpteros, homépteros, ortdpteros e acaros (Feiltelson, 1994).

B. thuringiensis produz diferentes tipos de toxinas: as d-endotoxinas, a-exotoxina, p-exotoxina, VIP
(vegetative insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal proteins) (Estruch et al., 1996; Hofte e
Whiteley, 1989; Warren et al., 1998; Hansen e Salamitou, 2000). As mais utilizadas sado as toxinas
Cry, que estao no cristal produzido pela bactéria durante a fase de esporulagdo. Essas toxinas tém
um amplo espectro de agio, sendo téxicas a insetos de diversas ordens. As toxinas VIP e SIP séo
produzidas na fase de crescimento vegetativo e atuam sobre insetos das ordens Lepidoptera e
Coleoptera. A a-exotoxina apresenta atividade citolitica e é toxica a ratos e outros vertebrados, e a
[B-exotoxina, por apresentar efeito teratogénico e mutagénico, nao deve ser utilizada como base de
produtos comerciais. Além destas, algumas estirpes podem produzir moléculas bioestimuladoras e
biofertilizadoras, como fitohormonios, proteinas solubilizadoras de fosfato e sideroforos (Bloemberg
e Lugtenberg, 2001; Cherif et al., 2003; Raddadi et al., 2008), além de proteinas parasporinas, as
quais exibem atividade citotoxica especifica contra células cancerigenas de humanos (Ohba et al.,
2009, Okumura et al., 2010).

A acao das toxinas Cry ocorre apos a sua ingestao pelos insetos. Os sintomas de intoxicagdo séo a
perda do apetite e 0 abandono do alimento, paralisia do intestino, vOmito, diarreia, paralisia total e,
finalmente, a morte (Aronson et al., 1986). As larvas perdem sua agilidade e o tegumento adquire
tonalidade de cor marrom-escura. Apés a morte, a larva apresenta cor negra, caracteristica das
infeccdes provocadas por este microrganismo (Habib e Andrade, 1998; Monnerat e Bravo, 2000).

Bacillus thuringiesis é o principal principio ativo de natureza biolégica produzido e utilizado, ocupan-
do 2% do total de inseticidas vendidos no mundo (Estruch et al., 1996; Baum et al., 1999; Raymond
et al., 2010). As formulacdes da maior parte dos produtos bioldgicos agricolas existentes no merca-
do séo baseadas nas estirpes das subespécies kurstaki HD-1 (Harrison e Bonning, 2000) e aizawai
(Bravo et al., 2011).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2018),
existem 20 produtos a base de B. thuringiensis no mercado para o controle de pragas agricolas:
Able, Agree, Bac-Control Max WP, Bac-Control WP, BTControl, COSTAR, Crystal, Dipel, Dipel ES-
NT, Dipel WG, Dipel WP, Helymax EC, Helymax WP, Javelin WG, Ponto Final, Tarik WP, Thuricide,
Thuricide SC, Winner Max EC e Xentari. Estes produtos comerciais tém como principios ativos as
linhagens B. thuringiensis subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawai e ainda uma estirpe
recombinante B. thuringiensis kurstaki e B. thuringiensis azaiwai que sao utilizados no controle
de lagartas como: Helicoverpa armigera (lagarta-do-algodao), Anticarsia gemmatalis (lagarta da
soja) e Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) (Lepidoptera: Noctuidae), Tuta absoluta (tra-
ca-do-tomateiro) (Lepidoptera: Gelechiidae), Plutella xylostella (traca-das-cruciferas) (Lepidoptera:
Plutellidae), entre outras espécies pertencentes a Ordem Lepidoptera.
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4. Producao e formulagao de produtos a base de Bacillus thuringiensis

Em todo o mundo, a producao comercial de B. thuringiensis se da através do cultivo liquido agi-
tado, também conhecida como fermentagédo submersa descontinua ou batelada (Hurtado, 2004).
Entretanto, alguns paises como a China empregam o cultivo estacionario ou fermentagao semi-solida.

A fermentacdo em batelada consiste na disponibilizacéo inicial de um meio de cultura para que
0 microrganismo aumente em numero de forma exponencial até que se esgotem os nutrientes
e 0 substrato torne-se limitante ao crescimento. Durante o processo, pode-se acrescentar algum
nutriente especifico ou o meio de cultivo completo, ao que se denomina de batelada alimentada.
Ambas as formas de fermentagédo sao conduzidas em biorreatores ou fermentadores que, além de
permitir o cultivo da estirpe do microrganismo selecionado, possibilitam o controle da espuma, pH,
temperatura, agitacao e saturacio de oxigénio (Soares, 2006).

O processo de multiplicagado bacteriana sempre inicia-se em laboratério com a producédo do pré-ino-
culo, a partir de uma estirpe comprovadamente pura, geralmente em recipientes do tipo Kitazato ou
Erlenmeyer, que é transferido para o pré-fermentador, cujo volume util varia de 2 a 10% do volume
do cultivo final. A principal finalidade do pré-inéculo no processo fermentativo é reduzir o periodo de
adaptagado do microrganismo ao meio de cultivo adotado, diminuindo o tempo total de fermentagéo
(Couch, 2000).

Alguns processos fermentativos “on farm” tém adotado como inéculo produtos comerciais. Cabe
destacar que essa é uma pratica temeraria, visto que algumas etapas do processo fabril podem
propiciar certo grau de contaminagao. Ainda que esses contaminantes nao afetem a eficacia do
mesmo, quando introduzidos no inicio do processo fermentativo, crescem mais rapido que a estirpe
desejada e afetam a qualidade do produto final. Além disso, os produtos comerciais contém estabi-
lizantes e conservantes que podem interferir no processo fermentativo.

Hurtado (2004) divide didaticamente o processo fermentativo para B. thuringiensis em trés etapas:
A primeira é o crescimento vegetativo caracterizado pela produgao de lactato, piruvato e acetatos,
sendo os ultimos responsaveis pela diminuicdo do pH do meio de cultura. A segunda etapa, cha-
mada de transi¢ao, inicia-se com o consumo de acetato, a medida em que o B-hidroxibutirato é
armazenado como um polimero (poli-B-hidroxibutirato) em forma de granulos no meio de cultivo. A
terceira e ultima etapa, caracterizada pela esporulacédo, envolve o consumo do poli-B-hidroxibuti-
rato para formacgao do esporo, provavelmente para suprir a energia necessaria. Além disso, nessa
etapa, ocorre a sintese de acido dipicolinico e aminoacidos que se incorporam como sais de calcio
dentro do esporo. Ainda nessa fase, conjuntamente com o desenvolvimento do esporo, ocorre a
formacgao em multiplas etapas do cristal proteico.

O complexo de acidos formados pelo metabolismo bacteriano nas etapas iniciais da fermentagao
indica que o pH deve ser monitorado e, conforme a concentragdo de nutrientes no meio de cultura,
necessita ser regulado pela adicdo de bases. Por outro lado, valores alcalinos sao vistos no terco fi-
nal do processo. Neste momento a regulagao de pH se faz com acidos. A elevacao do pH no final do
processo se da em fungao do metabolismo bacteriano das fontes proteicas, resultante da liberagéo
de amoénia pela desaminagado dos aminoacidos (Saksinchai et al., 2001). Este perfil de variagao de
pH, acido no inicio e basico ao final, foi demonstrado por Abdel-Hameed (2001). De maneira geral, 0
pH inicial do meio de cultivo se encontra entre 6,8 e 7,2 e deve ser mantido proximo a neutralidade
durante boa parte da fermentacao para se evitar a baixa produgao de toxinas (Sikdar e Majumdar,
1991).
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As fermentacgdes de B. thuringiensis sao extremamente aerdbicas, sendo que o grande consumo de
oxigénio é caracteristica intrinseca ao processo. A concentragéo de oxigénio dissolvido (OD) é um
dos fatores mais importantes para a sintese do cristal proteico (Holmberg et al., 1980). Conforme
Couch (2000), para uma boa sintese das proteinas Cry, a saturagdo do oxigénio dissolvido no meio
de cultivo nao deve ficar abaixo de 20%. Ja Maldonado-Blanco et al. (2003) indicam que ha incre-
mento na producao de &-endotoxina quando o oxigénio dissolvido € mantido acima de 26%. Na
pratica, isso indica que os fermentadores deverao ser dotados de impelidores, para que haja uma
correta transferéncia de oxigénio ao meio de cultivo.

A temperatura considerada mais adequada ao cultivo esta entre 28 e 32 °C, sendo que temperatu-
ras inferiores retardam a cinética e aumentam em muito o tempo do processo, ao passo que tempe-
raturas muito elevadas podem interferir na formacao das proteinas Cry (Couch, 2000).

O ponto de colheita ou momento de parada do processo fermentativo € determinado pela presenga
de esporos livres, correspondendo a mais de 90% das células bacterianas presentes no mosto,
despendendo para tanto cerca de 28 a 36 horas. Neste ponto, o teor de sdlidos totais, usualmente,
varia de 6 a 8% e estima-se que metade disso corresponda ao complexo esporo-cristal.

Os meios de cultivo para B. thuringiensis devem prover ao microrganismo todas as substancias
requeridas para a sintese do material celular e para a geracao de energia (Hurtado, 2004). Arcas
(1996) acrescenta que na selecdo dos componentes que constituirdo determinado meio devem ser
considerados trés fatores principais: a disponibilidade, o custo e a habilidade dos microrganismos
em utiliza-los. Outro ponto muito importante é a quantidade de possiveis contaminantes presentes
nos componentes do meio de cultura. Uma maior contaminagao necessita de um maior tempo de
esterilizagcdo, onerando o processo.

Os requerimentos nutricionais da bactéria consistem basicamente de uma fonte de carbono para o
suprimento de energia e para os constituintes celulares. Como fontes de carbono normalmente em-
pregadas citam-se a sacarose, amido, melagos, glicose e glicerol. Outro requerimento importante é
o nitrogénio, que deve ser satisfeito com fontes organicas e inorganicas concomitantemente. Dentre
as organicas, figuram o extrato de levedura, farinha de soja, farinha de peixe, farinha de sangue,
aminoacidos, peptonas e proteinas isoladas. Ja entre as fontes inorganicas, destacam-se os sais
de amdnio. Também os minerais, tais como fosforo, potassio, calcio, ferro, sédio, magnésio, cobalto,
molibdénio e zinco, s&o essenciais as fung¢des celulares. Avignone-Rossa et al (1992) acrescentam
que, para boas produgdes de B. thuringiensis, deve-se observar uma relagao C:N (relagdo carbono/
nitrogénio) entre 0,66 e 1.

A escolha dos componentes do meio de cultura é estratégica para uma produgao economicamente
viavel do bioinseticida e ndo deve ultrapassar 30% do custo total de produgéo.

Apés a fermentagao, torna-se necessario recuperar o ingrediente ativo, o complexo esporo-cristal,
do meio de cultivo (Hurtado, 2004). Varios sdo os métodos empregados de forma combinada ou
ndo, em plantas industriais, mencionando-se a centrifugagao, sedimentacgéo, flotagdo e microfil-
tracdes (Soares, 2006). Os processos “downstream” fornecem um concentrado cremoso (caldo
técnico, mosto concentrado ou lodo) que podera ser seco, obtendo-se o pé técnico ou formulado
(Arcas, 1996).

A formulacao ¢é a ultima etapa do processo de produgdo, antecedendo ao envase. Pode ser com-
preendida como qualquer combinagéo do caldo ou p6 técnico bacteriano (ingrediente ativo) com um
ou mais materiais. Dependendo da apresentagcédo desejada (liquida, gel ou sdlida), sdo escolhidos
diferentes adjuvantes, como adesivos, aglutinantes, emulsificantes, conservantes, molhantes, fa-
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goestimulantes, desagregantes, etc. Ha ainda elementos inertes, também conhecidos por veiculos
ou enchimentos (Soares, 2006).

A funcao primordial de uma formulag¢ao para produtos bioldgicos é preservar o ingrediente ativo
vivo, conferindo vida de prateleira ao produto. Especificamente para o B. thuringiensis, a formula-
¢ao deve ser capaz de preservar a d-endotoxina, que é uma glicoproteina. Concomitantemente,
deve facilitar o armazenamento e transporte, melhorar a aplicacdo, aumentar o poder residual
apos a aplicacéo e, em decorréncia, a eficiéncia de controle. Via de regra, as formulagcbes sao
segredos industriais e muito pouca informacao encontra-se disponivel, ndo obstante muitas vezes
a formulagao é a etapa mais cara do processo de producado podendo superar 50% do custo final
do produto.

5. Controle de qualidade de bioinseticidas

O controle de qualidade dos bioinseticidas € uma etapa fundamental do processo de producgao,
seja em laboratérios, biofabricas “on farm” ou nas empresas de grande porte. O controle de quali-
dade visa avaliar as caracteristicas do bioinseticida sob diferentes aspectos, de forma a garantir a
sua qualidade, segurancga e eficacia (Yousten, 1984; Alves e Moraes, 1998; OECD, 2013).

5.1. Procedimento para determinagao de pH de produtos biolégicos a base de
Bacillus thuringiensis

O pH pode ser determinado através do uso de equipamento pHmetro, indicadores ou fitas de pH.

5.1.1. Determinagédo do pH utilizando pHmetro: Utilizar o pHmetro de acordo com o manual de
instrugcdes de uso, calibrando-o antes de sua utilizagao.

a) separar em torno de 100 mL da amostra, utilizando proveta, para determinagéo de pH;

b) no caso de amostras solidas, pesar 1,0 grama em béquer e diluir em 100 mL de agua destilada
(caso seja necessario, outras diluicdes poderao ser feitas de acordo com a concentra¢ao do pro-
duto, exemplo: 1,0 grama em 1.000 mL); colocar uma barra magnética (bailarina ou peixinho) na
amostra, deixando a(s) amostra(s) sob agitacdo constante até a sua homogeneizagéo ;

c) retirar o eletrodo da solugao de KCI, lavar com agua destilada, secar com papel macio sem es-
fregar o eletrodo;

d) inserir o eletrodo na amostra;

e) aguardar a estabilizacao da leitura no mostrador do pHmetro;

f) registrar o valor do pH em caderno-ata ou formulario proprio.
5.1.2. Determinacao de pH, utilizando-se indicadores de pH ou fitas:
a) preparar a amostra como no item anterior;

b) inserir o indicador de pH na amostra, aguardar que a cor da fita estabilize;
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d) conferir a cor do indicador com a tabela de cores e pH referéncia (fita padrao) e registrar o valor
do pH em caderno-ata ou formulario proprio.

5.1.3. Valores de referéncia e de criticidade

No caso da determinagéo de pH de produtos bioldgicos, aceita-se a variagdo de 5% no resultado.

5.2. Procedimento para determinagao do teor de ingrediente ativo de produtos
biolégicos a base de Bacillus thuringiensis

O método consiste em determinar a concentragao de ingrediente ativo através da determinagéo do
numero de unidades formadoras de colénias (UFC).

5.2.1 Preparo de meio de cultura sélido (Meio Embrapa Sélido):

a) para preparar 1 litro de meio de cultura, pesar separadamente os reagentes abaixo em béqueres
de 100 mL:

extrato de levedura................ 1,09
KH2POA4........ooiieieeeeee 1,09

b) colocar os ingredientes pesados em um béquer de 2.000 mL, completar o volume para 1.000 mL
de agua destilada e 10 mL de sais minerais (Tabela 1) misturar os reagentes com uma espatula;

¢) introduzir uma barra magnética (bailarina ou peixinho) no béquer e homogeneizar no agitador
magnético;

d) ajustar o pH para 7,0 £ 0,2, adicionando NaOH 5 M, como solugéo basica ou HCI 6 M, como
solucao acida;

e) pesar 10 gramas de Agar nutritivo, por duas vezes e colocar cada uma das 10 gramas pesadas
em dois Erlenmeyers de 1.000 mL;

e) passar 500 mL de meio para cada um dos erlenmeyers e agitar levemente para a homogeneiza-
¢ao do meio com o Agar;

f) tampar os frascos com rolha de algodao e papel aluminio ou papel pardo;
g) esterilizar, os frascos com meio de cultura, em autoclave a 1206C por 20 min;

h) os meios de cultura poderao ser vertidos em placas de Petri assim que forem retirados da auto-
clave ou dias depois, dentro da capela de fluxo laminar;

i) colocar as placas na estufa incubadora empilhadas com as tampas voltadas para a superficie da
estufa, a 30 6C por, no minimo, 48 h e até 72 h;

j) ao final do tempo, verificar a presenga de crescimento microbiano. Utilizar apenas as placas que
nao apresentarem nenhum tipo de crescimento.

5.2.2. Preparo da suspenséo bacteriana a partir de amostras sdlidas ou liquidas:
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Antes de iniciar a determinacdo do numero de unidades formadoras de colbnias (UFC), esterilizar
todo o material a ser utilizado: ponteiras, tubos de ensaio ou de centrifugacao de 15 mL e recipien-
tes de vidro com agua destilada suficiente para realizagao das dilui¢des.

a) enumerar, de 1 a n, os tubos de ensaio e coloca-los no suporte;

b) colocar 9 mL de agua destilada estéril em cada um dos tubos quando as amostras a serem quan-
tificadas forem amostras liquidas ou 10 mL no primeiro quando forem amostras sélidas e 9 mL nos
tubos restantes;

¢) no caso das amostras liquidas, retirar 1 mL da amostra com micropipeta P1000 e colocar no tubo
com 9 mL de agua destilada ou pesar 0,01 g em tubo de polipropileno de 1,5 mL em balanga de
precisdo (esta quantidade pode variar conforme a especificacdo do produto) e transferir para o tubo
de ensaio com 10 mL de agua destilada, em seguida homogeneizar a solugdo no agitador de tubos;

d) para o célculo do numero de esporos, as amostras devem ser submetidas a choque térmico
(80°C por 12 minutos e gelo por 5 minutos) antes de serem diluidas;

e) trocar a ponteira por outra estéril. Independente de a amostra ser sélida ou liquida, transferir 1 mL
da solugao do tubo 1 para o tubo 2. Homogeneizar no agitador de tubos;

f) repetir este procedimento até o ultimo tubo, sempre homogeneizando cada solugédo antes da
transferéncia para o proximo tubo. A cada tubo trocar a ponteira por outra estéril;

g) depois de realizada todas as diluicbes, semear em placas de Petri com meio de cultura, 100 yL
de cada uma das diluigdes;

h) espalhar, com alga de Drigalsky, a solu¢ao sobre toda a superficie do meio de cultura;
i) fechar a placa de Petri e vedar com filme plastico;

j) identificar as placas com nome da amostra, numero da diluigdo, se foi ou nao realizado choque
térmico na amostra e data do plagueamento;

k) colocar as placas em estufa incubadora sob temperatura de 30 °C;
I) deixar incubando por 12 a 16 horas;

m) retirar as placas da estufa e contar o numero de coldnias de cada uma das diluicdes, a fim de
calcular o numero de células viaveis do produto ou amostra em analise;

n) para calcular o nimero de unidades formadoras de colénia por mL, deve-se multiplicar o n° de
colbnias pela diluicdo que a placa representa pela quantidade de suspensao semeada na placa;

0) outra forma de realizar a determinagcédo da UFC de forma simplificada é preparar as diluices
como descrito anteriormente e, em seguida, inocular cada uma das diluicbes em seis ou nove pon-
tos na superficie do meio de cultura, no volume de 10 pL por ponto, tendo-se o cuidado de deixar
as placas abertas dentro da capela até completa secagem da suspenséo, ou seja, das gotinhas;

p) em seguida, colocar as placas a 30 °C durante 12 a 16 horas;
q) decorrido o tempo, retirar as placas da estufa e efetuar a contagem das colbnias;

r) exemplo do calculo:
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- contagem de 180 coldnias a partir do método do plagqueamento em apenas uma placa na
quantidade de 100 pL a partir da diluigdo 10-3, o calculo sera: 180 (numero de UFC por placa) x
1.000 (fator de diluicdo) x 10 (conversao de pL para mL) = 1,8 x 106 colbnias/mL;

- contagem de 20 colbnias a partir do método do plaqueamento em seis ou nove pontos em
apenas uma placa, na quantidade de 10 yL a partir da diluicdo 10-3, o calculo sera: 20 (numero de
UFC por placa) x 1.000 (fator de diluicdo x 100 (conversao de uL para mL) = 2 x 106 colbnias/ponto,
faz-se a média dos pontos e da-se o resultado final em colénias/mL.

Tabela 1: Receita da solugcao de sais

CaCO3 10g
MgS04.7H20 10 g
FeS04.7H20 19
MnS0O4.H20 19
ZnS04.7H20 1g
Agua destilada 1L

- depois de pesados todos os ingredientes, adicionar a agua destilada, fechar o béquer com papel
de aluminio e deixar homogeneizando por 16 horas em agitador magnético com bailarina;

- colocar a data de fabricacao, a validade e registrar em caderno-ata.

5.2.3. Valores de referéncia e de criticidade

Apenas é possivel calcular as unidades formadoras de colbnia se durante a leitura das placas com
as colbnias, as mesmas estiverem entre 30 e 300 unidades, para a semeadura a partir de 100 oL
e entre 3 e 30 colbnias para a semeadura a partir de 10 oL. Baseia-se na contagem de colbnias
viaveis de amostras de produtos bioldgicos a partir de diluicdo seriada e semeadura em placas com
meio de cultura.

5.3- Procedimento para determinagao da CL50 de produtos biolégicos a base
de Bacillus thuringiensis a larvas de lepidépteros

5.3.1. Preparo da suspensao bacteriana a partir de amostras soélidas ou liquidas:

Este ensaio deve ser realizado na capela de fluxo laminar.



16 DOCUMENTOS 360

a) enumerar de 1 a 10 os tubos de ensaio e coloca-los no suporte;

b) no caso de analises de amostras liquidas, retirar 1 mL da amostra e colocar em 9 mL de agua
destilada estéril no primeiro tubo, homogeneizar a amostra, obtendo-se dessa forma a primeira di-
luicdo. No caso de amostras solidas, pesar em balanca a substancia-teste em tubo de polipropileno
de 1,5 mL até completar 0,01 g (esta quantidade pode variar conforme a especificagdo do produto
ou eficacia da amostra) e colocar em tubo de ensaio com 10 mL de agua destilada, homogeneizar
a amostra até que nao haja mais material particulado, obtendo-se dessa forma a primeira diluigdo
(se precisar, utilizar pérolas de vidro);

c) trocar a ponteira por outra estéril a cada nova diluicao e fazer as diluicdes restantes, retirando 1
mL da solugéo do tubo 1 (amostra sdlida ou liquida), primeira diluicdo, e colocar no tubo 2, obten-
do-se a segunda diluicdo. Homogeneizar no agitador de tubos;

d) repetir este procedimento para todas as diluicdes até o ultimo tubo.

5.3.2. Preparo da dieta dos insetos-alvo e realizagao do bioensaio:

a) pesar os ingredientes das dietas artificiais em béqueres identificados (o volume do
béquer dependera da quantidade de dieta a ser elaborada), segundo a indicagao abaixo. A parte
nao au clavavel da dieta deve ser pesada separadamente, em um copo plastico de 50 mL;

I. Dieta para bioensaio de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

autoclavavel
Feijao cru triturado 82,5¢
Levedo de cerveja 25,3 ¢
Gérmen de trigo 39,69
Agar-Agar* 159
Agua destilada 800 mL
nao autoclavavel
Acido ascérbico 2,69

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

Il. Dieta para bioensaio de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)

autoclavavel
Feijao cru triturado 29,69
Levedo de cerveja 14,8 g
Gérmen de trigo 23,79
Proteina de soja 23,79
Leite em pé 37,59
Agar-Agar* 14,99
Agua destilada 450 mL
nao autoclavavel
Acido ascérbico 149
Solugao vitaminica 2,4 mL
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*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

lll. Dieta para bioensaio de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Noctuidae)

autoclavavel
Acucar 54 g
Farelo de soja 42 g
Gérmen de trigo 32g
Agar-Agar* 199
Agua destilada 1.000 mL
nao autoclavavel

Acido ascoérbico 129
Solucéao vitaminica 12 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

IV. Dieta para bioensaio de Spodoptera cosmiodes (Lepidoptera: Noctuidae)

autoclavavel
Feijao branco 69,39
Levedo de cerveja 34,79
Gérmen de trigo 55,6 g
Proteina de soja 55,6 g
Leite em pé 83,39
Agar-Agar* 2229
Agua destilada 1.000 mL
nao autoclavavel
Acido ascérbico 489¢g
Solugao vitaminica 5,3 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

V. Dieta para bioensaio de Helicoverpa sp. (Lepidoptera: Noctuidae)

autoclavavel
Feijao cru triturado 37,59
Levedo de cerveja 18,8 ¢g
Gérmen de trigo 3049
Proteina de soja 15¢
Leite em po 159
Agar-Agar* 159
Agua destilada 700 mL
ndo autoclavavel
Acido ascérbico 189
Solugao vitaminica 45 mL

17
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*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

VI. Dieta para bioensaio de Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae)

autoclavavel
Farinha de milho 168 g
Levedo de cerveja 50,5¢g
Gérmen de trigo 42 g
Agar-Agar* 309
Agua destilada 1.400 mL
nao autoclavavel

Acido ascérbico 6g
Solucgao vitaminica 9mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

b) misturar a dieta com uma espatula, e fechar o béquer com folha de aluminio e filme de
polietileno;
c) colocar o béquer contendo a dieta, béquer de 100 mL fechados com folha de aluminio e

espatula embrulhada em folha de aluminio, e esterilizar em autoclave a 120 °C por 20 min;

d) enquanto a dieta é autoclavada, colocar na capela, placas de cultivo de célula com 24 pocos,
tampas de acrilico, pincel ou pinga entomoldgica, micropipeta automatica (de volume necessario
ao bioensaio), ponteiras estéreis, para volumes de 2-200 uL e de 100-1000 uL, e recipiente para
descarte de ponteiras, e submeter a luz UV por 20 min. Decorrido o tempo, desligar a luz UV e ligar
a luz branca;

e) apos a esterilizacao da dieta, levar o béquer para a capela e adicionar os ingredientes que
nao foram esterilizados, misturando com uma espatula estéril;

f) distribuir as dietas em placas para cultivo de células, ja devidamente identificadas ou iden-
tifica-las. Para auxiliar na distribuicao, utilizar béqueres de 100 mL estéreis. A quantidade de dieta
deve ser colocada, preferencialmente, até o meio do pogo;

g) ao final da distribuicdo da dieta nas placas, expor a luz UV por 20 min e em seguida proceder
a distribuigdo das diluigbes:

h) deixar uma placa sem a adigdo da substancia-teste para servir como controle negativo;

i) cada tubo, contendo uma diluicdo da substancia-teste, corresponde a uma placa de cultivo

de célula contendo 24 pocos. As placas devem ser previamente identificadas de acordo com as
diluicbes;

j) antes e durante a distribuigdo, homogeneizar a suspensao bacteriana com o agitador de
tubos;
k) espalhar, com auxilio da micropipeta P100, 35 6L de cada uma das diluicoes da substancia-

-teste sobre a dieta de cada uma das placas identificadas com as informacdes correspondentes as
diluicbes dos tubos, ou seja, uma diluicdo para cada placa;
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) apo6s a absorcao das diluigdes pela dieta, colocar, com o auxilio de um pincel ou pinga ento-
moldgica, uma lagarta de 2° instar do inseto lepidoptero em cada poco;

m) limpar o pincel com alcool 70% a cada troca de placa;

n) fechar as placas com tampas de acrilico retangulares vedando totalmente a saida das la-
gartas e, prender com no minimo cinco ligas elasticas. Colocar as placas em bandeja(s);

0) levar a bandeja com as placas para a sala de acondicionamento de bioensaios a temperatu-
ra de 25 = 3 °C e fotoperiodo de 12 horas.

p) apo6s 48 horas do inicio do bioensaio, retirar as placas da sala de acondicionamento de bioe-
nsaios para realizagao da troca do mesmo (item 5.3.3 — confeccionar a dieta com antecedéncia).
q) a troca é o momento em que, com o auxilio de um pincel ou pinga entomoldgica, as lagartas

vivas sao transferidas para copos plasticos de 50 mL, identificados com as informacgdes da placa
correspondente;

r) 0s copos, colocados em bandejas de isopor e/ou MDF, devem conter dieta de troca isenta
de qualquer substancia em teste cortada com uma espatula em cubos de aproximadamente 2 cm;

s) fechar os copos com tampas de acrilico redondas ou utilizar suas proprias tampas;
t) retornar o bioensaio, em bandejas de isopor e/ou MDF, para a sala de bioensaio;
u) fazer a segunda/ultima leitura no sétimo dia do ensaio para Spodoptera sp., D. saccharalis,

Helicoverpa sp., Heliothis sp. e no quinto dia para A. gemmatalis:

V) retirar as placas da sala de acondicionamento de bioensaio, levar para a bancada para rea-
lizagao da leitura;

w) observar e anotar o numero de lagartas vivas e mortas;

X) somar o numero de lagartas mortas por diluicdo das duas leituras;

y) registrar todos os dados de acordo com a sugestado a seguir:

| Diluicao | Concentracdo | N° lagartas vivas | N° lagartas mortas

z) finalizar o bioensaio, analisando os dados de mortalidade obtidos em cada uma das con-

centragcbes por meio de analise de Probits (LeOra-Software, 2002), e calcular a concentragao letal
(CL50).
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5.3.3. Receitas das dietas para troca de bioensaios de lepidopteros

l. Receita da dieta de troca de bioensaio de S. frugiperda

autoclavavel
Feijao cru triturado 165 g
Levedo de cerveja 50,5 g
Gérmen de trigo 79,29
Agar-Agar* 309
Agua destilada 1.200 mL
ndo autoclavavel

Acido ascérbico 529
Acido sorbico 1,6 mL
Nipagin 3,29
Formol 10%** 12,5 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.
**A concentracao de formol pode variar de 36,5 a 38%; ao fazer os calculos para 10%, utilizar a
menor concentracdo citada na embalagem do reagente.

ll. Receita da dieta de troca de bioensaio de A. gemmatalis

autoclavavel
Feijao cru triturado 62,59
Levedo de cerveja 31,29
Gérmen de trigo 50¢g
Proteina de soja 50 g
Leite em pé 759
Agar-Agar* 14,99
Agua destilada 800 mL
ndo autoclavavel

Acido ascérbico 3g
Solugao vitaminica 5mL
Nipagin 259
Formol 36,5 — 38% 3 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

lll. Receita da dieta de troca de bioensaio de D. saccharalis

autoclavavel
Acucar 54 g
Farelo de soja 42 g
Gérmen de trigo 32g
Agar-Agar* 199
Agua destilada 1.000 mL
nao autoclavavel

Acido ascoérbico 124
Solugéo vitaminica 12 mL
Formol 36,5 — 38% 13 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.
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IV. Receita da dieta de troca de bioensaio de S. cosmiodes

autoclavavel

Feijdo branco 69,39
Levedo de cerveja 34,74
Gérmen de trigo 55,6 g
Proteina de soja 55,69
Leite em po 83,39
Agar-Agar* 2229
Agua destilada 1,000 mL
ndo autoclavavel

Acido ascérbico 489¢g
Solugao vitaminica 5,3mL
Acido sérbico 1,58 g
Nipagin 2,63
Formol 36 — 38 % 3,16 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

V. Receita da dieta de troca de bioensaio de Helicoverpa sp.

autoclavavel

Feijao cru triturado 759
Levedo de cerveja 37,59
Gérmen de trigo 60 g
Proteina de soja 309
Leite em pé 309
Agar-Agar* 30g
Agua destilada 1,200 mL
nao autoclavavel
Acido ascérbico 36¢g
Solugao vitaminica 9mL
Acido sérbico 189
Nipagin 3
Formol 36,5 — 38% 3,6 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

21
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VI. Receita da dieta de troca de bioensaio de H. virescens

autoclavavel

Farinha de milho 168 g
Levedo de cerveja 50,5 g
Gérmen de trigo 42 g
Agar-Agar* 30g
Agua destilada 1.400 mL
nao autoclavavel
Acido ascérbico 69
Acido sérbico 9mL
Nipagin 1,29
Formol 36,5 — 38% 3,6 mL

*a quantidade de Agar-Agar pode variar conforme o fornecedor do produto.

5.3.4. Valores de referéncia e de criticidade

Quando for realizado o calculo da CL50 de uma mesma amostra de B. thuringiensis em triplicata,
os intervalos de confianga da CL50 devem se sobrepor. Caso haja mortalidade superior a 15% no
tratamento controle, todo o ensaio deve ser descartado.

5.4. Procedimento de avaliagao da eficacia de produtos biolégicos a base de
Bacillus thuringiensis para controle de larvas de lepidépteros

5.4.1. Avaliacao da eficacia de produtos biolégicos a base de B. thuringiensis a larvas
de A. gemmatalis.

a) preparar a dieta de A. gemmatalis (item 5.3.2.11);

b) colocar o béquer contendo a dieta, béquer de 100 mL fechados com folha de aluminio e espatula
embrulhada em folha de aluminio, e esterilizar em autoclave a 120 °C por 20 min;

c) enquanto a dieta € autoclavada, colocar na capela, copinhos de plastico de 50 mL, tampas de
acrilico, pincel ou pinga entomoldégica, micropipeta automatica (de volume necessario ao bioensaio),
ponteiras para volumes de 2-200 uL estéreis e recipiente para descarte de ponteiras, e submeter a
luz UV por 20 min. Decorrido o tempo, desligar a luz UV e ligar a luz branca;

d) apos a esterilizagcao da dieta, levar o béquer para a capela e adicionar os ingredientes que nao
foram esterilizados, misturando com uma espatula estéril;

e) distribuir as dietas em copinhos plasticos de 50 mL, ja devidamente identificados ou identifica-los.
A quantidade de dieta deve ser colocada, preferencialmente, até a altura de 1 cm;

f) ao final da distribuicdo da dieta, expor a luz UV por 20 min e, em seguida, adicionar 150 L da
substancia a ser testada, sem diluir. Preparar 6 copinhos para cada substancia-teste;

g) deixar seis copinhos, sem a adicdo da substancia a ser testada, para servir como controle
negativo;
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h) antes e durante a distribuicdo, homogeneizar a substancia a ser testada com o agitador de tubos;

i) apds a absorcao das substancias a serem testadas, pela dieta, colocar, com o auxilio de um pincel
ou pinga entomoldgica, dez lagartas de 2° instar em cada copinho;

j) limpar o pincel com alcool 70% a cada troca de copinho;

k) fechar os copinhos com tampas de acrilico, vedando totalmente a saida das lagartas. Colocar os
copinhos em bandeja(s);

I) levar a bandeja com os copinhos para a sala de acondicionamento de bioensaios a temperatura
de 25 + 3 °C e fotoperiodo de 14 horas;

m) apos 48 horas do inicio do bioensaio, retirar as placas da sala de acondicionamento de bioensaios;

n) registrar em caderno-ata o(s) responsavel (eis) pelo bioensaio e o numero de lagartas vivas e
mortas em cada copinho;

0) determinar a porcentagem de mortalidade;
p) finalizar o bioensaio.
5.4.2. Valores de referéncia e de criticidade

Se a testemunha apresentar mortalidade acima ou igual a 15%, o bioensaio deve ser repetido.
Deve-se avaliar a eficacia de uma amostra de produto biolégico comercial juntamente com o con-
trole negativo para avaliar a qualidade das larvas.

5.5 - Procedimento de determinagao de contaminantes em produtos biolégicos
a base de Bacillus thuringiensis

5.5.1- Preparo dos meios de cultivo

O meio para deteccao da presenca de B. thuringiensis deve ser preparado de acordo com o item
5.2.1.

O preparo dos outros meios de cultura como: Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro, Agar
MacConkey, Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro, Agar Confirmatério para Enterococos, Agar
Seletivo para Estreptococos, Agar Verde-Brilhante e Agar Sabouraud 4%, depender&o da recomen-
dacgédo do fabricante, em fungdo da quantidade de reagente a ser utilizado para confeccionar 1 litro
de meio e do ajuste de pH. E importante para o técnico que for preparar os meios, conferir no rétulo/
bula do reagente a quantidade a ser utilizada para um litro de meio e o valor do pH a ser ajustado.

5.5.2. Realizagao de analise microbioldgica dos biolarvicidas

Esta avaliacdo sera realizada para deteccdo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli,
Enterecoccus, Streptococcus, Salmonella e fungos através da determinacédo da concentracéo total
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de células viaveis pela técnica de semeadura em meio de cultura solido, e posterior contagem das
unidades formadoras de colbnia.

5.5.2.1 Andlise da presenca de B. thuringiensis:

a) depois do meio Agar Embrapa pronto e vertido, preparar as suspensdes-mée para realizar as
diluicbes seriadas;

b) no caso da analise da presenca de B. thuringiensis nos produtos, deve-se:

- no caso de produto biolégico sdlido, preparar suspensao, pesando 0,01g do produto em tubo
de poliproprileno — tipo Eppendorf de 1,5 ou 2 mL e, em seguida, com auxilio de uma micropipeta
P5000, colocar 10 mL de solugao salina (8,5 g/L) em tubo de ensaios e, em seguida, verter o pro-
duto pesado no tubo de ensaio;

- no caso de produto bioldgico liquido, colocar 9 mL de solugdo salina (8,5 g/L) em tubo de ensaio
com auxilio da P5000 e 1 mL do produto, utilizando a P1000.

¢) homogeneizar as suspensoes, utilizando agitador de tubos;

d) submeter as amostras a choque térmico (80°C por 12 minutos e gelo por 5 minutos);

e) em seguida, semear 100 uL das suspensdes em cada placa de Petri;

f) espalhar com alga de Drigalsky a suspensao sobre toda a superficie do meio de cultura;
g) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 30 °C (zx 2 °C);

h) qualquer quantidade de unidades formadoras de colbnia € considerado um resultado adequado,
pois importa a presenca da bactéria, que esta sendo utilizada como controle.

5.5.2.2 Analise da presenca de Coliformes termotolerantes:

a) depois do meio Agar Bile cristal-violeta vermelho neutro pronto e vertido, preparar as suspen-
sbes-mae para realizar as diluicdes seriadas. No caso de produto bioldgico sélido, preparar sus-
penséo, pesando 0,01g do produto em tubo de poliproprileno — tipo Eppendorfde 1,5 0u 2 mL e, em
seguida, colocar no tubo de ensaio 10 mL de solugao salina (8,5 g/L) com auxilio da P5000, depois
verter no tubo de ensaio o produto biolégico; no caso de produto biolégico liquido, colocar 9 mL de
solugdo salina (8,5 g/L) em tubo de ensaio com auxilio da P5000 e 1 mL do produto, utilizando a
P1000.

b) homogeneizar as suspensoes, utilizando o agitador de tubos;

c) em seguida, numerar todos os outros tubos de ensaio que serao utilizados nas diluigbes seria-
das e colocar 9 mL de solugéo salina estéril em cada um deles, com auxilio de micropipeta P5000.
Numerar de 1 a 3 (realizar 3 dilui¢gdes, incluindo a suspensao-mae);

d) transferir com micropipeta P1000 1 mL de cada uma das suspensdes-mée (amostra a ser ava-
liada) para o tubo 1;

e) homogeneizar bem a nova suspensao, utilizando agitador de tubos;
f) transferir 1 mL do tubo 1 para o tubo 2 e homogeneizar;

g) repetir a operacao sucessivamente, até a ultima diluicdo desejada, homogeneizando bem cada
suspensao antes da transferéncia para outro tubo;
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h) marcar as placas de Petri contendo meio de cultivo estéril, usar trés placas para cada diluigao;

i) homogeneizar a suspensao antes de utiliza-la, semear 100 uL de cada uma das diluicdes em cada
placa de Petri;

j) espalhar com alga de Drigalsky a suspensao sobre toda a superficie do meio de cultura;
k) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 36 °C (+ 2 °C);
I) ap6s 12 a 18 horas de incubagédo, contar o numero de colbénias nas diversas diluigbes;

m) calculo: média do numero de colbnias contadas nas trés placas multiplicado por 10n+1 (n + 1 =
diluicdo do tubo + diluicdo do plaqueamento). O resultado sera expresso em unidades formadoras
de colénia por mililitro (UFC/mL);

n) no caso dos coliformes tolerantes, o resultado aceito é: < 500 UFC (Tabela 2).

5.5.2.3 Analise da presenca de Escherichia coli:

a) depois do meio Agar MacConkey pronto e vertido, preparar as suspensées-méae para realizar as
diluicbes seriadas, e semear no meio de cultivo, conforme descrito o item 5.5.2.2;

b) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 36 °C (£ 2 °C);
c) apos 12 a 18 horas de incubagédo, contar o nimero de colénias nas diversas dilui¢des;

d) no caso da determinacado da presenga de Escherichia coli, o resultado aceito é: < 400 UFC
(Tabela 2).

5.5.4.2.4 Analise da presenca de Enterococcus:

a) depois do meio Agar Confirmatério para Enterococcus pronto e vertido, preparar as suspensdes-
-mae para realizar as diluicdes seriadas, e semear no meio de cultivo, conforme descrito o item
5.5.2.2;

b) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 45 °C (x 2 °C);
c) apos 12 a 18 horas de incubagéao, contar o nimero de colbnias nas diversas dilui¢des;

d) no caso da determinagao da presenca de Enterococcus, o resultado aceito é: < 50 UFC (Tabela
2).

5.5.2.5 Analise da presenca de Streptococcus:

a) depois do meio Agar Seletivo para Streptococcus pronto e vertido, preparar as suspensées-mae
para realizar as diluicdes seriadas, e semear no meio de cultivo, conforme descrito o item 5.5.2.2;

b) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 36 °C (£ 2 °C);
c) apos 12 a 18 horas de incubagédo, contar o nimero de colénias nas diversas dilui¢des;

d) no caso da determinacao de Streptococcus (Tabela 2), o resultado aceito € zero.
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5.5.2.6 Analise da presenca de Salmonella:

a) depois do meio Agar Verde Brilhante pronto e vertido, preparar as suspensdes-mée para realizar
as diluicdes seriadas, e semear no meio de cultivo, conforme descrito o item 5.5.2.2;

b) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 36 °C (£ 2 °C);

c) apos 12 a 18 horas de incubagédo, contar o nimero de colénias nas diversas dilui¢des;

d) no caso da determinacao de Salmonella (Tabela 2), o resultado aceito é zero.

PS: Apesar de o meio ser seletivo para Salmonella, alguns outros Enterococcus podem crescer.
5.5.2.7 Andlise da presenca de Fungos:

a) depois do meio Agar Sabouraud 4% pronto e vertido, preparar as suspensées-mae para realizar
as diluicdes seriadas, e semear no meio de cultivo, conforme descrito o item 5.5.2.2;

b) colocar as placas em estufa incubadora a temperatura de 25 °C (£ 2 °C);
c) apos 12 a 18 horas de incubagéao, contar o nimero de coldnias nas diversas dilui¢des;

d) no caso da determinacao de fungos (Tabela 2), o resultado aceito é zero.

Tabela 2 — Tabela dos Meios de Cultura para Bacillus thuringiensis e contaminantes a serem detec-
tados no Controle de Qualidade dos produtos bioldgicos.

Microrganismo Especificacdao Meio de cultura
B. thuringiensis Controle Agar nutritivo
Coliformes termotolerantes <500 UFC Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro
Escherichia coli <400 UEC Agar MacConkey
Enterecocos <50 UFC Agar Confirmatério para Enterococos
Estreptococos 0 Agar Seletivo para Estreptococos
Salmonella 0 Agar Verde-Brilhante
Fungos 0 Agar Sabouraud 4%

5.5.3. Valores de referéncia e de criticidade

Para a contagem das colbnias viaveis, devem-se selecionar as placas que apresentarem de 10 a
500 colbnias para a semeadura a partir de 100 6L e entre 1 e 50 colbnias para a semeadura a partir
de 10 &L.

6- Equipamentos basicos para a instalagdao de uma estrutura de producao de
Bacillus thuringiensis

Recomenda-se que a estrutura seja composta por cinco ambientes: area de utilidades, laboratério
de controle de qualidade e processo, sala de fermentacao, sala de estoque de insumos e sala para
armazenamento de produto acabado.
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1- Area de utilidades: A area de utilidades pode-se restringir a uma cobertura sob a qual se dispo-
nham um gerador de vapor, compressor de ar e sistema de resfriamento (torre de resfriamento e/
ou agua gelada).

2- Laboratério de controle de qualidade e processo: Este espaco deve conter capela de fluxo la-
minar, sistema de inoculacao, microscoépio de contraste de fases, placa aquecedora ou banho-ma-
ria, autoclave pequena, estufa de secagem, estufa de crescimento, incubador rotativo, pipetas de
precisao.

3- Salao de fermentacao: neste ambiente, serdo colocados os reatores esterilizaveis.

4- Sala de estoque de insumos: nesta sala, deverao ser colocados todos os materiais que serao
empregados no processo de fermentagao.

5- Sala de armazenamento de produto acabado: nesta sala, sera estocado o produto acabado e de
preferencia devera ser refrigerada.

Todas as areas deverao ser passiveis de limpeza e desinfecgao, com acabamento impermeavel.
de outras combinagdes de plantas em consaorcio deve ser pesquisado e devidamente avaliado para
que possam ser adotados com sucesso.
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