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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 biolégicos é
consequéncia de varios fatores, entre os quais podem ser apontados: a crescente selegao de po-
pulagdes de insetos-praga resistentes aos inseticidas, o custo dos produtos quimicos, os impactos
negativos que esses produtos tém sobre o meio ambiente e os trabalhadores rurais, etc.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia trabalha com bactérias do género Bacillus
para controle de pragas e doengas ha mais de 30 anos. Nesse periodo: montou uma Colec¢ao de
Bactérias Patogénicas a Invertebrados que tem cerca de 3.000 isolados; desenvolveu estudos que
motivaram avango do conhecimento em relagcao as proprias bactérias e as interacdes com pragas
agricolas e insetos vetores de doengas que afetam seres humanos e animais de interesse zootéc-
nico; efetuou o depdsito de diferentes patentes de invencao; desenvolveu, em conjunto com em-
presas privadas, diversos bioprodutos que ja se encontram no mercado; e também contribuiu para
a formacao de muitos mestres e doutores e concedeu estagios de iniciagao cientifica a inumeros
estudantes.

Nos ultimos cinco anos, esta acontecendo no Brasil a chamada producao “on farm”, quando
os produtores rurais produzem, em suas proprias fazendas, caldos fermentados contendo microrga-
nismos e os aplicam, sem formulacado, nas lavouras. A aplicacéo é feita em, no maximo, 2 a 3 dias
apos o término do processo fermentativo. A produgéo “on farm” apresenta algumas vantagens sobre
0 uso de produtos comerciais. A maior delas é a diminuicdo dos custos para o fazendeiro, devido
a fabricacao prépria e a inexisténcia dos custos de transporte e armazenagem. Entretanto, essa
fabricacdo também importa em alguns riscos, sendo o0 maior deles, o da contaminacdo do caldo
fermentado com microrganismos patogénicos ao ser humano. Também pode acontecer que, devido
a condicbes inapropriadas de produgdo, os microrganismos estejam em baixa concentragdo, o que
diminuiria a eficacia dos produtos.

O Manual de Produgéo e Controle de Qualidade de Produtos Biolégicos a Base de Bactérias
do género Bacillus para Uso na Agricultura, elaborado por equipe multi-institucional liderada pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, tem o duplo objetivo de orientar empresas e agricul-
tores na produgéo segura e eficaz desses produtos.

Maria Cleria Valadares Inglis
Chefe-geral
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1. Introducao

O Brasil € um pais de clima tropical, cuja economia esta intimamente ligada a agri-
cultura. Esta condicao climatica é extremamente favoravel ao cultivo de diversas culturas
durante todo o ano. Contudo, a produtividade agricola é constantemente ameacgada por inu-
meros fatores abidticos e bidticos, dentre os quais estdo as pragas e doencgas. A auséncia
de invernos rigorosos, a abundancia de agua e luz condicionam a ocorréncia massiva des-
sas pragas e doengas, fazendo com que o pais seja um dos lideres mundiais em consumo
de agrotoxicos, fato este duramente criticado por muitos mercados internos e externos.

Uma alternativa viavel para o controle de pragas e de doencgas € o controle bioldgico.
Ele é definido como o uso de organismos vivos para suprimir a populacéo de uma praga ou
doencga especifica, tornando-a menos abundante ou menos danosa. Trata-se de um fené-
meno natural, pois quase todas as espécies tém inimigos naturais que regulam suas popu-
lagdes. Tem sido utilizado desde o século Ill, quando os chineses observaram que formigas
podiam controlar pragas dos citros. Muitos anos mais tarde, em 1888, os Estados Unidos
iniciaram o uso de Rodolia cardinalis, um besouro originario da Australia para controlar o
pulgéo branco dos citros, Icerya purchasi. O trabalho foi pioneiro e tdo bem-sucedido que
a Califérnia é considerada o bergo do Controle Bioldgico no mundo. No Brasil, a primeira
introdugdo de um agente de controle biolégico aconteceu em 1921, quando um parasi-
téide, Encarsia berlesei, foi utilizado para controlar a cochonilha-branca-do-pessegueiro,
Pseudaulacaspis pentagona. A partir de 1970 o tema controle biolégico comegou a fazer
parte dos estudos de entomologia e o conceito de manejo integrado de pragas comegou a
ser implementado.

Segundo a ABCBio (Associacao Brasileira das Empresas de Controle Bioldgico), ins-
tituicao criada em 2007 para congregar as empresas produtoras e comerciantes de produ-
tos biolégicos para controle de pragas, atualmente Crop Life, o mercado de biodefensivos
no Brasil esta estimado em US$ 95,6 milhdes (1% do mercado de agrotodxicos) e a taxa de
crescimento anual prevista € de 20%. Em 2021, o mercado devera ser de US$ 237,8 mi-
Ihdes. Comparada a industria de agrotéxicos convencionais, a industria de biocontrole esta
crescendo 5,3 vezes mais rapido.

O Brasil esta acompanhando a tendéncia de mercado mundial, inclusive com o apoio
governamental, a exemplo de outros paises. Um levantamento internacional destaca que o
Brasil € o quarto pais com melhor desempenho na produgao de bioprodutos, respondendo
por 7% da comercializacdo mundial. Entretanto, o setor bioldgico é liderado pelos Estados
Unidos (37%), Espanha (14%) e Italia (10%).

Dentre os fatores que podem explicar o rapido crescimento do mercado de biopro-
dutos, destacam-se: (1) o custo de desenvolvimento de um produto bioldégico, estimado em
2 a 10 mil ddlares, comparado ao quimico com custo estimado em 250 mil délares, (2) a
especificidade dos agentes de controle biolégico que atuam apenas no alvo, (3) a susten-
tabilidade do método por apresentar menor impacto ambiental e aos seres vivos, além de
nao ser poluente, (4) a selecéao de pragas resistentes aos produtos quimicos e aos cultivos
transgénicos, (5) a baixa probabilidade de sele¢ao de insetos resistentes aos agentes de
controle bioldgico, e (6) a exigéncia do mercado consumidor, preocupado com os efeitos
adversos dos produtos quimicos e seus residuos.
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Um outro fato muito importante, e de certa forma decisivo para a expansao do mer-
cado de biodefensivos, foi a mudanga de comportamento do agricultor. Esses agricultores
comecgaram a aprofundar os conhecimentos e trocar informagdes por meio de grupos orga-
nizados em redes sociais, formando verdadeiras redes de pesquisa e informacéo. Exemplo
dessas iniciativas foi a criacdo do Grupo Associado de Agricultura Sustentavel (GAAS), que
de forma nacional e regional tem contribuido para o ganho e troca de informagdes e expe-
riéncias entre profissionais de ciéncias agrarias e bioldgicas e produtores rurais, auxiliando,
assim, a transmitir a importancia do manejo racional de pragas e doengas, onde se insere
o conceito de controle bioldgico no pais.

Em funcado desta alta demanda e pela falta de produtos disponiveis no mercado,
alguns microrganismos tém sido produzidos nas propriedades, muitas vezes em condi¢coes
inadequadas, o que pode acarretar em um produto final de baixa qualidade, bem como
proporcionar a proliferagdo de patdégenos (contaminantes) indesejaveis ao meio ambiente,
seres humanos e animais.

As bactérias do género Bacillus sdo as mais utilizadas em controle biolégico. Elas
tém ocorréncia cosmopolita e sdo encontradas em todas as partes do mundo, em varios
substratos como solo, superficie de plantas, rizosfera, grédos armazenados, insetos mortos,
dentre outros. Sdo bactérias Gram-positivas e aerébicas, podendo facultativamente crescer
em anaerobiose.

Em vista deste cenario, este manual foi elaborado visando fornecer informacgdes ba-
sicas sobre as bactérias do género Bacillus, sua produgao e controle de qualidade.

2 - Objetivo

Este manual tem como objetivo orientar empresas e agricultores, que produzem
bioprodutos a base de bactérias do género Bacillus quanto a produgao e controle de quali-
dade, gerando produtos seguros, eficazes e que atendam as expectativas dos usuarios.

3 - Bactérias do género Bacillus utilizadas em controle
bioldgico de pragas e doencas agricolas

Nesse género estdo incluidas as espécies Bacillus thuringiensis, Bacillus
subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus amyloliquefasciens, Bacillus licheniformis, Bacillus
methylotrophicus.

3.1. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria que produz no momento de sua esporulagao
inclusdes proteicas cristalinas conhecidas por 6-endotoxinas. As mais conhecidas e utili-
zadas sao as toxinas Cry, que formam um cristal proteico durante a fase de esporulagao
(Figura 1).
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Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 1 — Esporos e inclusdes proteicas cristalinas bipiramidais de B. thuringiensis. (a)
microscopia de contraste de fase, (b) microscopia eletrénica de varredura.

As vantagens da utilizagado de B. thuringiensis sao a especificidade aos organismos
susceptiveis, o efeito ndo poluente ao meio ambiente, a inocuidade aos mamiferos e inver-
tebrados e auséncia de toxicidade as plantas.

Bacillus thuringiensis produz diferentes tipos de toxinas: as &-endotoxinas,
a-exotoxina, B-exotoxina, VIP (vegetative insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal
proteins). As mais utilizadas sao as toxinas Cry, que estao no cristal produzido pela bactéria
durante a fase de esporulacdo. Essas toxinas tém um amplo espectro de agao, sendo tdéxicas
a insetos de diversas ordens. As toxinas VIP e SIP sao 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, ndo 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 sideréforos
além de proteinas parasporinas, as quais exibem atividade citotéxica especifica contra
células cancerigenas de humanos.

A acao das toxinas Cry se inicia apds a sua ingestao pelos insetos. Os sintomas de
intoxicacao sao a perda do apetite e o abandono do alimento, paralisia do intestino, vomito,
diarreia, paralisia total e, finalmente, a morte. As larvas perdem sua agilidade e o tequmento
adquire tonalidade de cor marrom-escura. Apds a morte, a larva apresenta cor negra, ca-
racteristica das infecgbes provocadas por este microrganismo.

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) — Agrofit, existem no mercado vinte e cinco produtos/formulagdes comerciais a
base de B. thuringiensis para o controle de pragas agricolas: Able, Agree, Bac-Control Max
EC, Bac-Control WP e Bac-Control Max WP, BTControl, BT-Turbo Max, Costar, Crystal,
Dipel, Dipel ES-NT, Dipel WG, Dipel WP, Helymax EC, Helymax WP, Javelin WG, Ponto
Final, Stregga EC, Super-Bt, Tarik EC, Tarik WP, Thuricide, Thuricide SC, Winner Max EC e
Xentari. Estes produtos comerciais tém como principios ativos as estirpes B. thuringiensis
subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawali, que sao utilizados no controle de lagartas,
como Helicoverpa armigera (lagarta-do-algodao), Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja)
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Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), Tuta absoluta (traca-do-tomateiro) e Plutella
xylostella (traga-das-cruciferas).

Existem duas cepas de Bacillus thuringiensis descritas na Especificacdo de
Referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (Especificagao
de referéncia de numeros 28 e 34).

3.2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria movel que forma esporos centrais com formato ci-
lindrico ou elipsoidal (Figura 2). As colénias podem ter diferentes colora¢des, variando do
esbranquigado ao preto, a depender do meio de cultura empregado.

Bacillus subtilis € encontrada principalmente no solo e na rizosfera, o que proporcio-
na proteg¢ao contra varios agentes causadores de doencgas em plantas. O grande interesse
nessa espécie bacteriana consiste nos inumeros metabdlitos secundarios que ela produz,
podendo ser utilizada no ambito agricola e medicinal. Além disso, essa bactéria € capaz de
produzir biofilmes que proporcionam uma colonizagao preventiva e benéfica para as raizes
de inumeras plantas.

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 2 — Esporos e células vegetativas de B. subtilis. (a) microscopia de contraste de fase,
(b) microscopia eletrénica de varredura.

Existem seis produtos registrados no MAPA a base de B. subtilis para controle de fun-
gos, bactérias e nematoides: Rizos®, RizosOG® e Biobaci® (bionematicidas); Bio-Imune®
e Biobac® (biofungicidas); e Serenade® (biofungicida e biobactericida).

Existe uma cepa de Bacillus subtilis descrita na Especificacado de Referéncia do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (Especificacao de referéncia
de numero 25).

3.3. Bacillus pumilus

Bacillus pumilus € uma bactéria formadora de esporos (Figura 3), encontrada em
varios tipos de ambientes, como solo (principalmente), agua, ar e tecidos vegetais em de-
composicao. Essa bactéria € amplamente utilizada em processos industriais, fabricacéo de
alimentos fermentados, tratamento de agua e de ambientes contaminados.
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Figufa: Ana Cristina Gomes

Figura 3: Esporos e células vegetativas de B. pumilus. (a) microscopia de contraste de fase,
(b) microscopia eletrénica de varredura.

Na agricultura, B. pumilus esta sendo empregado para o controle de diversos fun-
gos, além de promover o crescimento de plantas.

Existe um produto no MAPA a base de B. pumilus para controle de fungos: Sonata®
(Colletotrichum lindemuthianum, Alternaria porri, Botrytis cinerea, Sphaerotheca fuliginea,
Sphaerotheca macularis, Uncinula necator, Alternaria solani e Cryptosporiopsis perennans).

3.4. Bacillus amyloliquefasciens

Bacillus amyloliquefasciens (Figura 4) € uma bactéria movel, muito semelhante
a B. subtilis. A forma mais utilizada para diferencia-la é através de métodos moleculares.

Bacillus amyloliquefaciens pode ser isolado de varios ambientes distintos, in-
clusive alimentos e solo, produz dezenas de enzimas de interesse industrial e possui gran-
de atividade microbiana, podendo ser utilizada no controle de fungos, bactérias e também
de nematoides.

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 4: Esporos do B. amyloliquefasciens. (a) microscopia de contraste de fase, (b) micros-
copia eletrdnica de varredura.

Existem sete produtos registrados no MAPA a base de B. amyloliquefasciens para
controle de fungos, oomicetos, bactérias e nematdides: Eficaz Nema®, PFC-Control®,
Nemacontrol® e No-nema® (bionematicidas); Quartzo SC®, Serifel/Duravel® e Ecoshot®
(biofungicidas).
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Existe uma cepa de Bacillus amyloliquefasciens descrita na Especificagdo de
Referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (Especificagao
de referéncia de numero 37).

3.5. Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis € uma bactéria moével que forma esporos na porgdo sub-
terminal ou no centro da célula com formato elipsoidal a cilindrico (Figura 5). A coloragao da
colénia em meio de cultura normalmente é esbranquigada e possui formato arredondado a
irregular.

Bacillus licheniformis nao causa doengas em plantas, tem sido extensamente utilizada
na medicina humana e veterinaria como probiéticos e na producéo de detergentes. E muito
eficaz para controlar nematoides. Estudos mostram que a mistura entre B. licheniformis e
B. subtilis promoveu o crescimento de plantas de soja.

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 5: Células vegetativas e esporos do B. licheniformis. (a) microscopia de contraste
de fase, (b) microscopia eletrénica de varredura.

Ainda nao existe um produto comercial exclusivo a base de B. licheniformis dispo-
nivel no mercado. Os produtos Presence® e Quartzo® sao nematicidas biolégicos que
contém uma mistura entre B. subtilis e B. licheniformis com multiplos mecanismos de agao.

3.6. Bacillus methylotrophicus

Bacillus methylotrophicus € uma bactéria encontrada na rizosfera e apresenta gran-
de potencial de promog¢ao de crescimento de plantas. B. methylotrophicus € aerdbica, mo-
vel, com endosporos em formato de bastao (Figura 6).

O grande interesse nessa espécie bacteriana consiste justamente na sua interagao
benéfica com plantas, promovendo o seu crescimento. Além disso, produz bacteriocinas,
possui capacidade de biorremediar solos e age no controle de doengas.



Manual de produgéo e controle de qualidade de produtos bioldgicos a base de bactérias do género Bacillus para uso na agricultura 13

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 6: Células vegetativas e esporos do B. methylotrophicus. (a) microscopia de con-
traste de fase, (b) microscopia eletrénica de varredura.

Existem dois produtos registrados no MAPA a base de B. methylotrophicus, ambos
para controle de nematoides: Onix® e OnixOG® (Pratylenchus brachyurus e Meloidogyne
Javanica).

Existe uma cepa de Bacillus methylotrophicus descrita na Especificagdo de Referéncia
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (Especificagao de referén-
cia de numero 27).

4- Produgéo e formulagao de produtos

Para que os produtos bioldgicos sejam feitos com qualidade € necessario dispor
de: (1) estrutura fisica adequada, contendo equipamentos e insumos de boa qualidade, (2)
meio de cultura adequado, (3) colegao de trabalho contendo os microrganismos bem iden-
tificados e preservados e (4) metodologia de produgao bem estabelecida.

4.1. Estrutura fisica

Recomenda-se que a estrutura fisica de uma unidade de produgdo seja composta
minimamente por 4 areas: a) area de utilidades; b) area de fermentacéao; c) area de esto-
que de insumos e d) area de armazenamento de produto acabado. E importante contar
com um laboratério de controle de qualidade (e), podendo este ser na prépria propriedade
terceirizado.

a - Area de utilidades: A area de utilidades pode-se restringir a uma cobertura sob a qual
se disponham equipamentos que dao suporte a unidade de produgéo. No caso da produgao
ser realizada em fermentador, os equipamentos devem ser: um gerador de vapor, compres-
sor de ar e sistema de resfriamento (torre de resfriamento e/ou agua gelada).

b - Area de fermentagdo: ambiente destinado ao (s) reator (es) ou outro equipamento se-
melhante para produg¢ao dos microrganismos.
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c - Area de estoque de insumos: area destinada aos materiais que serdo empregados no
processo de fermentagdo. Esta area devera ser arejada. Nos Anexos 1 e 2 estéo listados
alguns dos principais insumos (reagentes e materiais de laboratério) necessarios para a
producao.

d - Area de armazenamento de produto acabado: nesta area sera estocado o produto
acabado e de preferéncia deve possuir um sistema de refrigeragao.

e - Area de processo e controle de qualidade: Este espaco sera destinado aos ensaios
de controle de qualidade. Este espago deve conter os seguintes equipamentos:

- Agitador de tubos vortex

- Agitador magnético

- Autoclave vertical analdgica 100 litros

- Balanga de precisao

- Cabine de seguranca biolégica ou Capela de Fluxo Laminar
- Capela de exaustao

- Estufa incubadora microbiolégica

- Estufa para secagem de material

- Freezer frost free

- Incubador rotativo (shaker) de solo com refrigeracao, e plataforma com garras para fras-
cos tipo erlenmeyer de 2000 L, 1000 L, 500 mL, 250 mL e 50 mL

- Microscopio de contraste de fase

- Phmetro digital

- Micropipetas automaticas de precisao

- Placa aquecedora ou banho-maria

- Purificador de agua por osmose reversa

- Refrigerador frost free

- Termobloco com temperatura de 28 °C a 100 °C
- Termbémetro de maxima e minima com cabo

Todas as areas deverao ser mantidas limpas, livres de residuos e sujeiras para evitar
a presenca de insetos e roedores e devem ser periodicamente higienizadas e desinfetadas
com produtos apropriados.
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4.2. Meios de cultura para producao em larga escala

Para cultivar as bactérias do género Bacillus, é fundamental dispor de um meio de
cultura adequado. Os meios de cultivo para essas bactérias geralmente possuem uma
fonte de nitrogénio (extrato de caseina, caseina hidrolisada, peptona), outra de carbono
(glicose, dextrose, amido) e sais minerais (micro e macro elementos). Algumas vezes se
adicionam ao meio alguns tampdes (fosfato) e antiespumantes a fim de facilitar o processo.
Afonte de carbono, além de fornecer matéria prima para muitos compostos celulares, serve
como fonte de energia. O nitrogénio é requerido principalmente para sintese de proteinas
e acidos nucléicos. Os sais minerais atuam como cofatores e sdo também importantes no
controle da osmolaridade celular. Existem diversos meios de cultura disponiveis no mer-
cado. E recomendavel conhecer a procedéncia e qualidade dos mesmos, pois muitas em-
presas comercializam meios de cultura fabricados a partir de residuos ou subprodutos que
apresentam variagcao nos teores de carboidratos e proteinas entre diferentes lotes. Desta
forma, o produto final resultante podera apresentar diferentes rendimentos e consequente-
mente eficacia.

4.3. Colecgao de trabalho — material biolégico

Para o correto funcionamento de uma biofabrica, a qualidade dos microrganismos
(material bioldgico) € fundamental. O primeiro passo € dispor de uma “Colegao de trabalho”.
Para isso, bactérias do género Bacillus podem ser multiplicadas e armazenadas em tiras de
papel filtro, a partir de uma estirpe pura conforme procedimento abaixo:

4.3.1- Multiplicagao de Bacillus

As estirpes puras de Bacillus, armazenadas em papel de filtro ou por outro método
de preservacao, devem ser multiplicadas por meio de inoculagdo em um erlenmeyer de
125 mL contendo 40 mL do meio Embrapa liquido (Anexo 3) em capela de fluxo laminar
previamente limpa com alcool 70% e esterilizada por 20 min em luz UV. Em seguida, as
amostras inoculadas devem ser colocadas para crescer em incubador rotativo a 200 rpm,
28 + 4°C por 72 horas (até a completa esporulagao). Depois de 72 horas, as amostras de-
vem ser identificadas morfologicamente e testadas quanto a pureza.

4.3.2- |dentificacdo dos Bacillus

Para a identificagdo morfoldgica, as amostras contidas no erlenmeyer devem ser
analisadas em microscépio de contraste de fase com aumento de 1000x. Para isso, deve-
-se levar o erlenmeyer para a capela de fluxo laminar previamente limpa com alcool 70% e
esterilizada por 20 min em luz UV. Com uma micropipeta ou pipeta estéril, colocar uma gota
da bactéria em Iamina e cobrir com uma laminula. Adicionar uma gota de 6leo de imersao
sobre a laminula e realizar a visualizagdo das amostras sob microscopio.

As principais caracteristicas que devem ser checadas no microscépio de
contraste de fase s&o: célula vegetativa, forma e posi¢édo do esporo, motilidade e no caso



16

DOCUMENTOS 369

do B. thuringiensis, também, a presenca de corpos paraesporais/cristais. As informacgdes
referentes a cada espécie do género Bacillus estao especificadas na Tabela 1.

Caracteristicas | B.thuringiensis | B.amyloliquefaciens | B.lichiniformes | B. subtilis B.methilotrophicus | B. pumillus
morfolégicas
Largura da célula 1-1,2 0,7-0,9 0,6-0,8 0,7-0,8 0.63-0.64* 0,6-0,7
vegetativa (um) (Largo) Estreito (Estreito) (Estreito) (Estreito) (Estreito)
Comprimento da 3-5 1,8-3,0' 1,5-3 2-3 1.8-2.7 2-3
célula vegetativa (um (célula pequena a (célula pequena) (célula pequena) (célula pequena) (célula pequena) (célula pequena)
grande)
Forma do esporo Eliptico, lembrando Elipticos, Eliptico, quase Eliptico,mais Tipo um bastonete curto Eliptico,mais
grio de feijao mais alongados cilindricos arredondado arredondado e
pequeno
Posigao do esporo Subterminal Central Subterminal Subterminal Central Subterminal
Presenca de cristais Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Motilidade Presente Presente Presente Presente Presente Presente

Tabela 1: Caracteristicas morfolégicas visualizadas no microscopio contraste de fase dos principais
bacilos utilizados na agricultura.

As amostras viaveis deverao apresentar esporos. No caso de Bacillus thuringiensis
deve ser considerada também a presenca de cristais. Caso a amostra apresente células
vegetativas, esporangios ou auséncia de esporos e cristais sera considerada n&o viavel,
pois ao final de 72 horas, todas devem apresentar estas caracteristicas (Figura 7).

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 7: Microscopia de contraste de fase de esporos e cristais de Bacillus thuringiensis (a)

€ esporos e esporangios do B. licheniformis (b)

4.3.3 - Testes de pureza

Para confirmar a pureza, as amostras devem ser semeadas em forma de estrias,
com uma alga estéril, em placas contendo meio Embrapa sélido (Anexo 4) (Figura 8). Em
seguida, devem ser fechadas com filme plastico e incubadas em estufa de crescimento a
temperatura de 30 + 4°C por 72 horas.
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Foto: Ester Silva

Figura 8: Amostra de estirpe de Bacillus thuringiensis sendo coletada (1) semeada em forma
de estrias ou por espalhamento (2), em placa de Petri contendo meio Embrapa com uma alga estéril.

Apods 72 horas, as coldnias devem ser observadas nas placas de Petri para verifica-
¢ao da presencga de coldnias tipicas de cada espécie de Bacillus (Figura 9).

Bacillus thuringiensis: cor esbranquigada, opaca e pouco
brilhosa. Aspecto liso e uniforme, com bordas onduladas ou
serrilhadas

Bacillus amyloliquefaciens: cor creme na parte central €
esbranquigada na lateral, opaca e pouco brilhosa. Superficie
lisa, sem elevagdo, com formato lobado nas laterais

Bacillus methylotrophicus: cor creme claro, opaca e pouct
brilhosa. Superficie rugosa, comelevagao na parte central.

Bacillus licheniformis: cor esbranquigada, cpaca e pouco
brilhosa. Superficie lisa e uniforme, com bordas pouco
onduladas.

Fotbs: Ester Silva, Rose Monnerat, Aline Garcia, Sandro Montalvéo

Figura 9: Aspecto das colénias dos Bacillus utilizados em controle de pragas e doencgas.
(1) Bacillus thuringiensis; (2) Bacillus amyloliquefasciens; (3) Bacillus licheniformis; (4) Bacillus
methylotrophicus; (5) Bacillus subtilis; (6) Bacillus pumilus
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Caso os dois testes comprovem a identidade e pureza das bactérias, elas podem ser
preservadas.

4 - Preservacao das amostras de Bacillus

Inicialmente deve-se separar todo o material necessario para a preservagao das
bactérias: Papel mata borrdo, tubos criogénicos de 5,0 mL, pingas de inox com ponta ser-
rilhada reta, placas de Petri em vidro, papel pardo, fita crepe, béquer de plastico de 2.000
mL, papel aluminio e liga elastica.

Cortar as tiras de papel filtro Mata Borrdo (0,3 cm de largura x 2,0 cm de comprimen-
to) e colocar aproximadamente 50 tirinhas em cada uma das placas de Petri. Embrulhar as
placas e as pingas com papel pardo e fita crepe. Preparar os tubos criogénicos, colocan-
do-os dentro do béquer de plastico de 2 L, fechar com papel aluminio e, por cima, colocar
papel pardo e fechar com liga elastica. Identificar e marcar todos os materiais com fita de
autoclave. Esterilizar em autoclave a 120 °C por 20 min. Apds a esterilizagao, retirar da au-
toclave os materiais e colocar em estufa de secagem (40 - 50°C) por no minimo 2 dias ou
até que todo material esteja seco.

Para realizar a preservagao, limpar a capela de fluxo laminar com alcool 70%, co-
locar todo material dentro da capela e esterilizar os materiais por 20 min em luz UV. Em
seguida, desligar a UV e ligar a luz branca, acender o bico de Blnsen, desembrulhar as
placas de Petri, identificar as placas com o numero das amostras e iniciar o processo de
preservacao. Flambar a pinga e transferir as tiras de papel filtro previamente esterilizadas
para os erlenmeyers contendo as bactérias crescidas. Deixar os papéis-filtro imersos por no
minimo meia hora (30 minutos) nas solugdes bacterianas. Decorrido o tempo de imersao,
transferir as tiras de papéis-filtro de cada erlenmeyer, com uma pinga flambada para suas
respectivas placas de Petri de vidro, espalhando as tiras uma a uma ao longo das placas.
Deixa-las secar por cerca de 5 horas em capela de fluxo laminar (ligada) com ambas as
luzes desligadas.

Depois de secas (observar se as tiras soltam facilmente das placas) e transferi-las
para os tubos criogénicos, colocando quatro tiras por tubo (Figura 10). Em seguida, identi-
ficar os tubos criogénicos com o n° das amostras e a data da preservagao. Deixar na placa
pelo menos duas tiras de papel para serem utilizadas no teste de pureza. Semear as tiras
em meio Embrapa sélido, guardar as amostras, enquanto aguarda o resultado do teste.
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Foto: Ester Silva

Figura 10: Etapas para a preservacao de amostras de Bacillus spp.: (1) adicionar as tiras
de papel filtro no erlenmeyer contendo as estirpes cultivadas, (2) deixar as tiras de papel de filtro
imersas por 30 minutos, (3) coletar as tiras de papel embebidas, (4) depositar as tiras em placas
de Petri, (5) espalhar as tiras de papel e deixar secar por cerca de 5 horas, (6) transferir as tiras de
papel para os tubos criogénicos e (7) armazenar 4 tiras de papel por tubo criogénico.

5 - Testes de pureza Pds-armazenamento

As amostras devem ser semeadas em placas de Petri, previamente identificadas,
contendo meio Embrapa sélido. Para isso, deslizar as tiras de papel de filtro, com auxilio da
pinca flambada no meio Embrapa sélido (Anexo 4). Em seguida, fechar as placas com filme
plastico e incubar em estufa de crescimento a temperatura de 30 + 4°C por 72 horas. Todo
procedimento devera ser realizado no interior de capela previamente limpa com alcool 70%
e esterilizada sob luz UV por 20 min.

Decorridas as 72 horas, as amostras semeadas em meio Embrapa solido (Anexo 4)
devem ser analisadas com relagdo ao crescimento bacteriano, consideradas puras (amos-
tra com uma Unica cor e aspecto) e com auséncia de contaminantes, devem ser etiquetadas
e armazenadas a temperatura ambiente de até 28°C, em armario apropriado, compondo a
“Colecéao de Trabalho” (Figura 11).

Foto: Lilian Praga

Figura 11: Colecao de trabalho de estirpes de Bacillus spp. (a) material em tubos criogénicos
guardados em caixas de papel identificadas, (b) Armario para estocar as caixas de papel (Colegao
de trabalho)
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Quando a amostra apresentar contaminantes, é possivel observar diferentes col6-
nias na placa de Petri (Figura 12), as amostras devem ser descartadas.

Foto: Rose Monnerat

Figura 12: Presenca de diferentes colénias em duas placas de Petri inoculadas com Bacillus,
indicando contaminacéo.

4.4. Cultivo dos microrganismos em larga escala

Para se cultivar as diferentes espécies de Bacillus utilizadas em controle bioldgico
devem ser obedecidas varias etapas, onde algumas podem acontecer simultaneamente.

4.4.1. Preparo do pré-indculo

A partir das bactérias armazenadas em tiras de papel da “Colegao de trabalho” (item
4.3) inicia-se a multiplicacao para posterior inoculagéo do biorreator, para isso, colocar em
capela de fluxo laminar, para esterilizagdo em UV por 20 minutos, todos os materiais a
serem utilizados: Erlenmeyer de 150 mL com meio de cultura Embrapa liquido (Anexo 3);
Pinca metalica; Filme plastico e Pincel permanente. Depois de 20 minutos de UV, levar o
tubo com tirinhas para a capela e com uma pica metalica flambada, pegar todas as tirinhas
do tubo e inocular no erlenmeyer. Identificar o erlenmeyer com os dados da estirpe, data
e responsavel. Fechar o erlenmeyer com rolha de algodao e filme plastico e acondicionar
em incubador rotativo 200 rpm a 28 + 2 °C por 72 horas. Realizar uma nova microscopia
para verificar a qualidade da amostra (deve apresentar boa taxa de esporulagdo e ausén-
cia de contaminantes). Para isso, preparar a capela de fluxo laminar e ligar a luz UV por
20 minutos com todos os materiais a serem utilizados: filme plastico, laminas e laminulas,
micropipeta 20 yL, ponteiras para 20 uL, pincel permanente, microtubo de 1,5 ou 2,0 mL,
micropipeta 1.000 uL, ponteira P 1000 e recipiente para descarte. Em seguida, desligar a
luz UV e levar o erlenmeyer com a bactéria cultivada para analise. Utilizando uma micropi-
peta ou pipeta Pasteur, retirar uma gota e depositar sobre a lamina e cobrir com a laminula
e levar ao microscopio com contraste de fase para visualizacdo da presenca de esporos e
avaliagao da presencga ou auséncia de contaminantes.
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2. Preparo do in6culo

Apods confirmagao da pureza, o cultivo podera ser utilizado para preparar o inéculo.
Para isso o cultivo puro deve ser submetido a choque térmico que podera ser em todo o
erlenmeyer ou aliquotas de 1 mL em microtubos, submetendo-os em banho-maria a 80 °C
por 12 minutos e em gelo por 5 minutos. Apos o choque térmico, em ambiente estéril trans-
ferir 1 mL da amostra para erlenmeyer de 2.000 mL contendo 600 mL do meio de cultura
selecionado para o cultivo em grande escala (item 4.2). Fechar o erlenmeyer com rolha de
algodao e levar para o incubador rotativo (shaker) sob agitagcao de 200 rpom e temperatura
de 28 + 2 °C por um periodo de 10 horas. Passado esse periodo de incubag¢do o indculo
estara pronto para transferéncia para o biorreator.

3. Preparo de acido, base e antiespumante

A fim de se controlar parametros de pH e producdo de espuma durante o processo
fermentativo, faz-se necessario o preparo de alguns reagentes que serdo utilizados para
esse proposito, tais como o acido fosforico, hidroxido de sédio e antiespumante.

a- Preparo de um litro de acido fosférico a 50%

Em capela de exaustdo colocar o béquer contendo 500 mL de agua destilada sobre
um agitador magnético, colocar uma bailarina dentro do béquer, liga-se o agitador em apro-
ximadamente 200 rpm, acrescenta-se aos poucos 500 mL de acido fosférico P.A. Quando
todo o acido tiver sido adicionado e a solugao estiver translucida transferir o conteudo para
frasco de vidro com tampa de rosca.

Obs: esse acido € o mais recomendado para o processo devido ao fato de ser
menos agressivo, 0 que aumenta a vida util de mangueiras, além de agredir menos as cé-
lulas multiplicadas. E importante lembrar ainda que se trata de uma reacédo exotérmica e
cuidados devem ser tomados para se evitar queimaduras. Portanto, todo o procedimento
deve ser realizado em capela de exaustao, devendo-se adicionar sempre o acido fosforico
aos poucos na agua, nunca o contrario, e usar sempre EPIs — equipamentos de protegao
individual.

b- Preparo de um litro da solugao de hidroxido de sédio a 20%

Em capela de exaustao, colocar o béquer contendo 800 mL de agua destilada sobre
um agitador magnético; colocar uma bailarina dentro do béquer; ligar o agitador em apro-
ximadamente 200 rpm; acrescentar aos poucos as 200 g de pérolas de hidroxido de sédio.
Quando todo o hidroxido de sédio tiver sido adicionado e a solugdo estiver translucida,
transferir o conteudo para frasco de vidro com tampa de rosca.

Obs: essa € uma reacao exotérmica e cuidados devem ser tomados para se evitar
queimaduras. Portanto, todo o procedimento deve ser realizado em capela de exaustao,
devendo-se adicionar sempre a base aos poucos na agua, nunca o contrario, e usar sem-
pre EPIs — equipamentos de protecao individual.
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c- Preparo de um litro de antiespumante a 50%

O antiespumante é um produto destinado a controlar a formagao de espuma durante
o processo de produgdo. Os mais utilizados nos processos bioldgicos sao os siliconados.

Para o preparo deve-se misturar 500 mL de antiespumante siliconado comercial em
500 mL de agua destilada. Homogeneizar a mistura e distribuir 500 mL em frascos boeco
de para autoclavagem.

4. Preparo do biorreator e inicio do processo

O meio de cultura € um insumo de grande importancia no processo fermentativo,
pois, caso nao tenha boa qualidade podera comprometer a qualidade do produto ou até
mesmo inviabilizar todo o processo produtivo (item 4.2). Este deve fornecer todos os nu-
trientes necessarios para multiplicagdo do microrganismo de interesse, assim como, dar
suporte para que este produza com qualidade o seu produto final (metabdlitos, cristais pro-
teicos, esporos etc.).

Com um meio de cultura de qualidade em maos, este deve ser colocado no biorrea-
tor e diluido de acordo com as instrugdes do fabricante do meio de cultura. Em seguida, os
sensores de pH, oxigénio, temperatura e espuma devem ser checados e calibrados.

O proximo passo consiste em esterilizar o biorreator, de preferéncia por autoclava-
gem, ou de acordo com o método recomendado pelo fabricante do biorreator. Finalizada a
esterilizagéo, caso tenha sido realizada por autoclavagem, o biorreator devera ser resfriado
até que se alcance a temperatura de trabalho de 30 £ 2 °C. As solugbes de acido, base e
antiespumante deverao ser conectados ao biorreator a fim de que estejam disponiveis para
serem utilizadas quando requeridas durante o processo.

A partir desse momento pode-se iniciar a aeragao da calda que consiste na intro-
ducgéao de ar filtrado ao processo (é de fundamental importancia a presencga de elementos
filtrantes de preferéncia autoclavaveis de 0,2 ym na entrada e na saida de ar no vaso, para
se evitar entrada de contaminantes. O pH da calda deve ser ajustado para 7,0.

Ajustados os parametros de temperatura, pressao e pH, adicionar o microrganismo
ao processo. E recomendavel que o volume do indculo seja de aproximadamente 2% do
volume da calda a ser inoculada, isto €, se a calda a ser inoculada for de 100 litros, o indculo
deve ter volume de 2 litros.

Introduzido o microrganismo de interesse, ajustar e ligar os controladores automa-
ticos, caso o equipamento os possua, mantendo assim os parametros de temperatura,
pressao, pH e oxigénio dissolvido sempre dentro dos intervalos 6timos de crescimento da
bactéria.

Dos parametros a serem controlados:

> pH: entre 6,8 e 7,2 no inicio do processo (é importante lembrar que quando
nos referimos a B. thuringiensis, esse nao pode chegar a valores superiores a 8,5 o0 que
pode favorecer a solubilizagdo das proteinas Cry);

> Temperatura: deve ser mantida entre 28 e 32 °C;
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> Oxigénio dissolvido: ndo dever chegar a valores inferiores a 20% devendo
ser mantido em torno de 40%, isso porque a medida em que se avanga com O pProcesso
fermentativo, as bactérias exigirdo mais oxigénio e o seu fornecimento deve ser progressivo
atendendo as exigéncias de cada microrganismo.

Iniciado o processo de fermentagao, este devera ser conduzido até a total esporula-
¢ao da bactéria o mais proximo de 100% possivel.

Com o exaurimento das fontes nutritivas do meio de cultura o microrganismo entra
em uma fase estacionaria onde nao justifica continuar o processo. Nesse ponto chega-se
ao término da fermentacao.

5. Retirada de amostras do biorreator:

Durante o processo fermentativo € necessario a retirada de amostras para se avaliar a
qualidade da fermentacdo. Essa amostragem deve ser realizada através do registro saca
amostras, normalmente localizada ao lado do vaso do biorreator. Para retirada das amos-
tras deve-se:

° Abrir o registro saca amostra por alguns segundos, a fim de se eliminar qualquer
resto de cultivo na tubulacéo;

° Coletar a amostra imediatamente apés a limpeza da tubulacéo;

° Para a retirada da amostra, deve-se limpar o bico do coletor com alcool 70% e em
seguida flambar o bico.

Obs: deve-se evitar coletar amostras se a velocidade de rotagdo do misturador esti-
ver muito baixa, pois pode levar a erros na leitura de concentracao.

E recomendado a retirada de amostras nos seguintes momentos:
1- ApOs esterilizagao do reator contendo o meio de cultura;
2- A cada 12 horas até que os microrganismos atinjam 90% de esporulag&o.

Essas amostras devem ser observadas a fresco, em microscoépio de contraste de fases com
aumento de 1000 vezes para observagao das fases de crescimento bacteriano, ou seja, se
apresentam células vegetativas, esporangios, esporos, € no caso de B. thuringiensis, 0s
cristais.

6. Limpeza do reator

Ao final da fermentagao, todo o material cultivado devera ser esgotado do reator para
que este seja esterilizado, de preferéncia por autoclavagem eliminando residuos bioldgicos
evitando-se com isso, contaminacgdes por dispensa destes, sem tratamento, no ambiente.

Como nesse processo ndo ha a necessidade dos sensores de pH e oxigénio, esses
podem ser removidos para preserva-los aumentando sua vida util.



24 DOCUMENTOS 369

Obs: todo o processo de esterilizagao devera ser acompanhado para prevenir even-
tuais contratempos, possibilitando, assim, a¢des corretivas imediatas e em tempo habil
guando necessarias.

Depois que o equipamento resfriar, a agua residual deve ser descartada e o equipa-
mento estara pronto para lavagem, e deve ser lavado de forma manual ou automatizada,
dependendo da configuragcdo do equipamento.

E importante que limpezas, mais criteriosas, com desmontagem de parte do equi-
pamento sejam também realizadas periodicamente, ou sempre que houver mudanga do
organismo a ser multiplicado.

7. Limpezade periféricos (barriletes, mangueiras de titulagao de reagentes e sensores)

Antes do inicio de outra fermentacédo os periféricos utilizados também devem ser
higienizados prevenindo assim futuras contaminacoes.

° Limpeza de barriletes:
o Levar a pia onde serao destampados;
0 Depois de abertos, lavar com bucha e sabao tanto interna quanto externamente;
o Lavar a tampa dos barriletes com agua e sabéo;
o Devido a impossibilidade de se lavar internamente a mangueira, esta deve

ser lavada externamente e em seguida acoplada a torneira para que se passe agua, sobre
pressao, por seu interior (aproximadamente um minuto) — esse procedimento além de reti-
rar residuos solidos também ira auxiliar na localizagao de pontos de vazamento;

o Apés lavagem, o barrilete deve ser novamente fechado com sua tampa;

o) A ponta da mangueira e o filtro de ar devem ser recobertos com papel alumi-
nio e o conjunto deve ser colocado em um saco de autoclavagem,;

o O conjunto deve ser levado para autoclave, onde sera esterilizado (periodo de
20 minutos, temperatura de 120 °C + 2 e presséo de 1 atm);
° Limpeza de mangueiras de titulagao de reagentes:

¢ Assim como as mangueiras dos barriletes, as de titulacdo devem ser lavadas;

o Apos esses procedimentos as mangueiras e filtros de ar devem ter suas ex-

tremidades recobertas com papel aluminio;
o Coloca-se o conjunto em sacos de autoclavagem;

o Leva-se para autoclave onde serao esterilizados (periodo de 20 minutos, tem-
peratura de 120 °C £ 2 °C e pressao de 1 atm);

° Limpeza dos sensores:
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o O sensor de espuma deve ser desconectado do reator, levado a torneira e
lavado com agua e sabdo. Apds lavagem pode novamente ser acoplado ao biorreator;

° Limpeza do sensor de pH:

o Este deve ser cuidadosamente desacoplado do biorreator e lavado com agua
destilada;

o Apos lavagem deve ser seco com papel macio (higiénico dupla face) e colo-

cado em sua capa contendo solugao de cloreto de potassio 3M;

° Limpeza do sensor de oxigénio:

o Esse sensor também deve ser cuidadosamente desacoplado do biorreator,
lavado com agua destilada e seco com papel macio;

o Apds lavagem o sensor deve ser armazenado préximo ao biorreator.

5 - Controle de qualidade de bioprodutos

O controle de qualidade dos bioprodutos € uma etapa fundamental do processo de
producéo, seja em laboratorios, biofabricas “on farm” ou nas empresas de grande porte. O
controle de qualidade visa avaliar as caracteristicas dos bioprodutos sob diferentes aspec-
tos, de forma a garantir a sua qualidade, segurancga e eficacia.

5.1- Procedimento para identificagao morfolégica das bactérias

O crescimento das bactérias do género Bacillus é descrito em quatro fases: uma
fase de adaptacdo ao meio de cultura (fase Lag), uma fase vegetativa com crescimento
exponencial (fase Log), uma fase transitéria onde ocorre a formagao do esporo e por ultimo
a fase de esporulacédo onde a célula se rompe e ocorre a liberacdo do esporo. No caso do
B. thuringiensis, concomitantemente a formacgéo do esporo, acontece a formacgao do cristal,
que é liberado quando a célula se rompe.

E possivel acompanhar essas fases através da observagao a fresco em microscépio
de contraste de fases, com aumento de 1.000 vezes.

Para isso € necessario que uma gota do cultivo seja coletada e colocada sobre uma
ldamina de microscopia. Em seguida a amostra deve ser coberta com uma laminula e ime-
diatamente observada ao microscépio de contraste de fases com a objetiva de 100 x. Como
a ocular do microscépio tem aumento de 10 x, a resolucéo final € de 1.000 x.

As principais caracteristicas da morfologia que séo visualizadas no microscépio de
contraste de fases sao: célula vegetativa, forma e posi¢cao do esporo, presenca de corpos
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paraesporais (cristais) e motilidade. As informacgdes referentes a cada espécie de Bacillus
estdo especificadas na Tabela 1, secéo 4.3.

5.2 - Procedimento para determinagao de pH

O pH é uma determinacgéo eletrométrica que avalia a concentragéo de ions hidrogé-
nio em uma amostra. Ele pode ser determinado através do uso de equipamento pHmetro,
indicadores ou fitas de pH.

5.2.1. Determinagao do pH utilizando pHmetro:

Utilizar o pHmetro de acordo com o manual de instru¢des de uso, calibrando-o antes
de sua utilizagao.

No caso de amostras liquidas, coletar 100 mL da amostra. No caso de amostras
soélidas, pesar 1 grama em béquer e diluir em 100 mL de agua destilada (caso necessario,
colocar uma barra magnética (bailarina) na amostra, deixando-a sob agitagdo constante até
a completa homogeneizagéo.

Em seguida, retirar o eletrodo da solugédo de KCI (onde ele € normalmente conserva-
do), lavar com agua destilada, secar com papel macio (sem esfregar) e inseri-lo na amostra.
Fazer a leitura apos a estabilizagédo no mostrador do pHmetro.

5.2.2. Determinagao de pH, utilizando-se indicadores de pH ou fitas:

Coletar a amostra de acordo com o item 5.2.1. Inserir a fita ou indicadores na amos-
tra e aguardar que a cor da fita estabilize. Conferir a cor do indicador com a tabela de cores
e pH referéncia (fita padrao).

Observacgdo: A fita indicadora é recomendada para situagdes corriqueiras onde apenas
uma breve checagem é exigida.

5.3 - Procedimento para determinagao do numero de unidades formadoras de col6-
nias (UFC)

O objetivo deste procedimento é a determinagao do numero de unidades formadoras
de coldnias (UFC) em produtos bioldgicos a base de bactérias do género Bacillus. Espécies
deste género produzem esporos e a forma mais correta de avaliar a qualidade dos produ-
tos a base destas bactérias € determinando a UFC através do numero de esporos. Essas
estruturas sao resistentes a temperatura de 80°C por 12 minutos.

5.3.1. Ensaio a partir de amostras sélidas ou liquidas

Antes de iniciar a determinacéo de UFC, esterilizar por meio da autoclavagem, todo
o material a ser utilizado: ponteiras, tubos de ensaio ou de centrifugagcdo de 15 mL e um
vidro com tampa de rosca com agua destilada suficiente para realizagao das diluigdes.
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Em seguida ligar a capela de fluxo laminar e limpar com alcool 70%. Colocar dentro
da capela, 10 tubos de ensaio estéreis de aproximadamente 15 cm de comprimento, supor-
te para tubos de ensaio, solugao salina com 0,01% de Tween 80 (v/v) a temperatura am-
biente (400 mL), micropipetas automaticas (P5000, P1000, P100, P20) e suas respectivas
ponteiras estéreis, recipiente para descarte de ponteiras, marcador permanente, agitador
de tubos (Vortex), filme plastico, alcas de Drigalsky estéreis. Deixar tudo sob luz UV por
aproximadamente 20 min.

Ap0Os esse periodo, enumerar, os tubos de ensaio e coloca-los no suporte.

Com uma micropipeta P5000; colocar 9 mL de solugéo salina com 0,01% de Tween 80 (v/v)
estéril em cada tubo, quando as amostras a serem quantificadas forem amostras liquidas
ou quando amostras solidas, 10 mL de solugéo salina com 0,01% de Tween 80 (v/v) no
primeiro tudo e nos demais 9 mL.

No caso de amostras solidas pesar 0,01 g em balanga de precisédo e transferir o
conteudo pesado para o tubo de ensaio com 10 mL de solugéo salina com 0,01% de Tween
80 (v/v) que se encontra no interior da capela de fluxo laminar. Homogeneizar bem com
agitador de tubos.

Apds homogeneizacéo, retirar uma aliquota de 1 mL da diluicdo 01, acondicionar
em microtubo tipo eppendorf e submeter a choque térmico em placa aquecedora ou banho
maria por 80° C por 12 minutos seguido de banho de gelo por 5 minutos. Desta forma, todas
as ceélulas vegetativas irdo morrer e apenas 0s esporos continuardo viaveis.

Ap06s o choque térmico, transferir 1 mL da amostra com o auxilio da P1000 e colocar
no tubo com 9 mL de solug¢ao salina com 0,01% de Tween 80 (v/v), em seguida homoge-
neizar a solugao no agitador de tubos. Trocar a ponteira por outra estéril. Transferir 1mL da
solugéo do tubo 1 para o tubo 2. Homogeneizar no agitador de tubos. Repetir este proce-
dimento até o ultimo tubo, sempre homogeneizando cada solugao antes da transferéncia
para o proximo tubo. A cada tubo, trocar a ponteira por outra estéril. Depois de realizadas
todas as diluicbes, semear 100 pyL de cada uma das diluicdes em placas de Petri com meio
Embrapa soélido (Anexo 4). Para cada diluicdo devem ser semeadas 2 placas. Finalmente
espalhar, com alga de Drigalsky, a solugdo sobre toda a superficie do meio de cultura, fe-
char a placa de Petri e vedar com filme plastico (Figura 13).
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Figura 13: Esquema do preparo das diluicdes seriadas decimais e inoculagdo em placas de
Petri.

Imagem: Rose Monnerat
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Incubar as placas em estufa bacteriolégica a temperatura de 30 + 4 °C por 16 a
24 horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o numero de colbénias de cada
uma das diluigdes, a fim de calcular o numero de esporos (unidades formadoras de col6-
nias). Apenas as placas que apresentarem de 30 a 300 colbnias de bactérias devem ser
contadas.

Para a determinagdo do numero de unidades formadoras de colénia por mL, deve-
-se multiplicar o n°® de colbnias pela diluicdo que a placa representa e pela quantidade de
suspensao semeada na placa. Por exemplo: na diluicdo 10 foram contadas 180 colbnias.
O calculo sera: 180 (numero de UFC por placa) x 1.000 (fator de diluicdo) x 10 (conversao
de pL paramL) = 1,8 x 106 col6nias/mL.

As duas placas devem ser contadas e o resultado final sera a média dos valores.
5.4 - Procedimento para avaliagao da eficacia de produtos para controle de lagartas

Este procedimento visa avaliar eficacia de produtos biolégicos a base
de B. thuringiensis a larvas de lepiddpteros. Sugere-se que o bioensaio seja realizado
com larvas da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Figura 14) pois este inseto é de
facil manutencdo em laboratério ou pode ser adquirido em empresas nacionais que a
comercializam.
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Figura 14: Larva (a) e adulto (b) de Anticarsia gemmatalis
5.4.1. Criagao de Anticarsia gemmatalis

Os insetos devem ser mantidos em sala climatizada, a temperatura de 25 + 3°C,
fotoperiodo de 14 horas de claro e 10 horas de escuro e no maximo 70% de umidade. E
necessario a utilizagdo de uma lampada de 30w para simular a situagédo de luminosidade
em que os adultos de A. gemmatalis acasalam.

- Coleta e esterilizagao externa dos ovos

Deve-se revestir as gaiolas das mariposas com papel sulfite, para que as mesmas
realizem as posturas, devendo ser trocados diariamente (Figura 15a). Apds a retirada do
papel contendo os ovos, transferir para um recipiente contendo agua e deixa-lo submerso
até que os ovos comecem a desprender do papel. Um pincel de cerdas macias podera ser
utilizado para auxiliar a liberagao dos ovos (Figura 15b). Depois de soltos, os ovos devem
ser coados em peneira de malha fina (Figura 15c) e esterilizados, por imersao em solugao
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de formaldeido 5% durante cinco minutos, agua destilada por dois minutos e por ultimo em
solucao de sulfato de cobre 1% durante dois minutos.

Ap06s desinfecgcao dos ovos, leva-los para capela de fluxo laminar e distribui-los com
o auxilio de um outro pincel fino, uniformemente em fitas de papel estéril (3 x 6 cm). As fi-
tas de papel impregnadas com os ovos devem ser fixadas na face interna do copo plastico
transparente de 250 ml, com 2 cubos (2 x 2 x 2 cm) de dieta artificial (Anexo 5), e cuja tampa
é perfurada (¢ = 1cm) e vedada com algodé&o para ventilagao (Fig.15d).

Obs: Deve-se evitar o contato do papel, contendo os ovos, com a dieta para diminuir
0s riscos de contaminac3o.
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Figura 15: Gaiolas das mariposas revestidas de papel sulfite, para que as fémeas realizem
as posturas (a), Liberagao dos ovos do papel com auxilio de pincel de cerdas macias (b), ovos sen-
do coados em peneira de malha fina (c), Fitas de papel impregnadas com os ovos fixadas na face
interna do copo plastico transparente contendo dieta artificial, com tampa perfurada e vedada com
algodao para ventilagéo (d).

- Manejo de lagartas

Apos aproximadamente 3 dias ocorre a eclosao das lagartas que se alimentarao da
dieta e permanecerdo neste recipiente até o sétimo dia, quando deveréo atingir o estagio
L3-L4 (cerca de 1.5 cm de comprimento). Nesta fase as lagartas sao repicadas, quatro para
cada copo de 50 ml contendo um cubo de aproximadamente 2 x 2 x 2 cm de dieta artificial
(Anexo 5), onde permanecerao até a fase de pré-pupa. Fechar os copos com tampas de
acrilico transparente (Figura 16) esterilizadas em hipoclorito e/ou luz UV.
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Figura 16: Repique das lagartas no estagio
L3-L4 em copos de 50 ml contendo um cubo
de dieta artificial.

Foto: Francisco Schmidt

- Manejo das pupas e adultos

De 7 a 10 dias apds repique as lagartas entram na penultima fase de metamorfose,
ou seja, transformam-se em pré-pupas. As pupas obtidas s&o sexadas sob lupa, obser-
vando-se a regiao ventral. Nas proximidades da regido posterior percebe-se o dimorfismo
sexual (Figura 17). As pupas séo transferidas para a gaiolas de adultos afim de que ocorra
a emergéncia dos adultos (Figura 18). Revestir as gaiolas com papel sulfite onde as fémeas
depositam seus ovos. Alimentar os adultos com algodao embebido em solugado de mel (10
g), acido sorbico (1 g), sacarose (60 g), cerveja sem alcool (10 mL) e H,O destilada estéril
(1000 mL).
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Figura 17: Dimorfismo sexual de pupas de A. ger;vmatalis.
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Foto: Francisco Schmidt

Figura 18: gaiola de adultos recém emergidos.

5.4.2. Preparo do bioensaio

O bioensaio deve ser realizado em capela de fluxo laminar, que devera ser limpa
com alcool 70%.

Preparar a dieta artificial da mesma forma que para a criagdo massal, (Anexo 5). Esta dieta
nao deve levar formol, acido sérbico e nipagin. Preparar a dieta em um béquer para que
depois possa ser distribuida diretamente em copinhos de 50 mL, dentro da capela de fluxo
laminar.

Ao mesmo tempo em que a dieta é preparada, preparar capela de fluxo laminar com
os copinhos de plastico de 50 mL e suas tampas de acrilico, pincel ou pinga entomoldgica,
béquer estéril (para a distribuicdo da dieta), micropipeta automatica, ponteiras para volu-
mes de 40-200 uL estéreis, misturador de tubos, 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.
Ainda com a dieta quente (recém tirada da autoclave), fazer entdo a distribuicdo da dieta
auxilio os béqueres estéreis até a altura de 1 cm (basicamente s6 o fundo do copinho de 50
mL sera coberto).

Em seguida, expor os copinhos a luz UV por 20 min e depois ligar a luz branca.
Deixar 6 copinhos sem a adigao do produto para servir como controle negativo e distribuir
sob a dieta 150 pL do produto a ser testado em mais 6 copinhos. Homogeneizar a suspen-
sao bacteriana com o agitador de tubos, antes e durante a distribuigao.

Apos a completa absorgao do produto pela dieta, colocar, com um pincel ou pinga
entomoldgica, dez lagartas de 2° instar de A. gemmatalis em cada copinho (Figura 19).
Fechar os copinhos com tampas de acrilico, vedando totalmente a saida das lagartas.
Colocar os copinhos na sala de acondicionamento de bioensaios a temperatura de 25 + 3
°C e fotoperiodo de 14 horas.
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Foto: Lilian Praga

Figura 19: Larvas de A. gemmatalis colocadas em copinhos de 50 mL contendo dieta e
bactéria.

Apos 48 horas do inicio do bioensaio, retirar as placas da sala de acondicionamento
de bioensaios e contar o numero de lagartas vivas e mortas em cada copinho, determinan-
do assim a porcentagem de mortalidade causada pelo produto.

Caso a testemunha apresente mortalidade acima ou igual a 15%, o bioensaio deve
ser repetido.

5.5- Procedimento para avaliagcao da presenca de beta exotoxinas

Algumas estirpes de B. thuringiensis, em fungdo do meio de cultura e condigbes
fermentativas, podem produzir a -exotoxina, uma toxina descrita como téxica a vertebrados.
Assim, essas estirpes ndo podem ser utilizadas como base de produtos bioldgicos.
A B-exotoxina é toxica a larvas de Musca domestica, mesmo depois que o produto é
autoclavado, pois esta toxina é termo tolerante. Desta forma, para verificar a presenca
dessa toxina, realiza-se um bioensaio com larvas deste inseto.

5.5.1. Criagao de Musca domestica

Os adultos de Musca domestica devem ser mantidos em gaiola entomologica con-
tendo algodao embebido em agua, agucar como fonte de carboidratos e leite liquido como
fonte de proteinas.

Para que haja oviposigao, preparar 50 mL de leite para umedecer um chumago de
algodao. Depositar o algodao em uma placa de Petri ou outro recipiente para oferecer aos
adultos. Apos 24 horas, retirar o algodao, que ja contera os ovos e colocar em um pote
plastico com 200 g de ragao para aves, previamente umedecida. Fechar o pote com voil e
elastico e aguardar a ecloséo das larvas (Figura 20).
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Foto: Aline Garcia

Figura 20: Criagdo de Musca domestica: (a) gaiola entomoldgica contendo algodao embe-
bido em agua, agucar e leite liquido, (b) pote plastico contendo racao para aves e os ovos, (c) pote
coberto com voil e elastico para evitar fuga das larvas.

5.5.2. Preparagao da amostra

Em capela de fluxo laminar, colocar 10 mL da amostra do produto em tubo Falcon de
15 mL, e em seguida centrifugar a velocidade de 11.000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Apds
centrifugagcéo, com uma pipeta, retirar o sobrenadante e transferi-lo para outro tubo Falcon
de 15 mL. Esterilizar o sobrenadante a 120 °C por 20 min e, apés resfriamento, utiliza-lo
para o bioensaio ou armazena-lo a -20 °C até a realizagéo dos testes.

5.5.3. Preparo da dieta artificial e montagem do bioensaio

Enquanto a dieta é esterilizada, colocar na capela de fluxo laminar, copinhos de plas-
tico de 50 mL, tampas de acrilico, pincel ou pinga entomoldgica, micropipeta automatica,
ponteiras para volume de 150 yL estéreis e recipiente para descarte de ponteiras e subme-
ter a luz UV por 20 min.

Distribuir 20 mL da dieta nos copos descartaveis e submeter novamente a luz UV
por 20 minutos, tempo em que a dieta ira esfriar. A dieta € a mesma utilizada para o bioen-
saio da A. gemmatalis (Anexo 5). Esta dieta ndo deve levar formol, acido sérbico e nipagin.
Preparar em um Becker para que depois possa ser distribuida diretamente em copinhos de
50 mL, dentro da capela de fluxo laminar.

Em seguida, distribuir 150 uL do produto que sera testado sob a superficie da dieta e
aguardar até que esta seja absorvido pela dieta. Quando a superficie da dieta estiver seca,
depositar, com um pincel ou pinga entomoldégica, 20 larvas de 1° instar (L1) de M. domestica
em cada copo e, em seguida, fechar os copos com tampas de acrilico. As larvas L1 apare-
cem de 2-3 dias apds a coleta dos ovos.

Fazer 5 repeticbes para cada amostra. Para a testemunha, utilizar 150 pL de agua
estéril. Os tratamentos devem permanecer em incubadora ou sala de bioensaio com tem-
peratura controlada 25 + 3 °C e fotoperiodo de 14 horas.

Apos 5 dias do inicio do bioensaio, retirar os copos da sala de acondicionamento
de bioensaios e contar o numero de larvas vivas e mortas em cada copinho, determinando
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assim a porcentagem de mortalidade causada pelo produto. Caso a testemunha apresente
mortalidade acima ou igual a 15%, o bioensaio deve ser repetido.

5.6 - Procedimento para determinag¢ao da presencga de contaminantes

Alguns microrganismos devem ser evitados quando se produz um bioproduto.
Existem meios de cultivo seletivos que podem rapidamente detectar a presenca desses
microrganismos. Na tabela 2 estdo listados quais microrganismos devem ser investigados,
quais os meios de cultivo apropriados para sua detecg¢ao e qual a quantidade aceitavel para
estar presente nos produtos.

Esta avaliacdo sera realizada através da determinacdo da concentragdo total de
células viaveis pela técnica de semeadura em diferentes meios de cultivo seletivos, e pos-
terior contagem das unidades formadoras de colénia.

Tabela 2: microrganismos indesejaveis, quantidade aceitavel para estar presente nos pro-
dutos e meios de cultivo apropriados para sua deteccéo.

Microrganismo Especificacao Meio de cultura
Coliformes <500 UFC Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho
termotolerantes Neutro

Escherichia coli <400 UFC 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%

5.6.1. Preparo de meios de cultura

O preparo dos meios de cultura como: Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro,
Agar MacConkey, Agar Confirmatério para Enterococos, Agar Seletivo para Estreptococos,
Agar Verde-Brilhante e Agar Sabouraud 4%, dependera da recomendagéo dos diferentes
fabricantes.

5.6.2. Preparo das diluicoes dos bioprodutos

Inicialmente, preparar as suspensdes-mae para realizar a diluicdo do bioproduto. No
caso de produto bioldgico sélido, preparar suspensao, diluindo 0,01g do bioproduto em 10
mL de solugao salina. No caso de produto bioldgico liquido, diluir 1 mL do bioproduto em 9
mL de solucgdo salina. Homogeneizar bem as suspensoes, utilizando o agitador de tubos.

Antes de iniciar as diluigdes, esterilizar todo o material a ser utilizado: ponteiras, tu-
bos de ensaio de 15 mL e recipientes de vidro com agua destilada suficiente para realizagao
das diluicdes.
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Em seguida limpar a capela de fluxo laminar com alcool 70% e ligar o fluxo laminar.
Colocar dentro da capela, 3 tubos de ensaio estéreis de aproximadamente 15 cm de com-
primento, suporte para tubos de ensaio, agua destilada estéril (400 mL) em recipiente de
vidro, micropipetas automaticas (P5000, P1000, P100) e ponteiras estéreis de acordo com
o volume das ponteiras e recipiente para descarte de ponteiras. Ligar a luz UV por aproxi-
madamente 20 min.

Apos esse periodo, enumerar, os tubos de ensaio e coloca-los no suporte. Em se-
guida colocar 9 mL de agua destilada estéril em cada um dos tubos. Transferir 1 mL da
amostra com o auxilio da P1000 e colocar no tubo com 9 mL de agua destilada, em seguida
homogeneizar a solugao no agitador de tubos. Trocar a ponteira por outra estéril. Transferir
1mL da solugéo do tubo 1 para o tubo 2. Homogeneizar no agitador de tubos. Repetir este
procedimento até o terceiro tubo, sempre homogeneizando cada solugao antes da transfe-
réncia para outro tubo. A cada tubo trocar a ponteira por outra estéril. Depois de realizadas
todas as diluicdes, semear 100 uL das diluicbes 10 em placas de Petri com o meio de cul-
tura especifico para a detec¢do de cada microrganismo. Semear 3 placas, ou seja, realizar
3 repeticdes para a diluigdo 103. Finalmente espalhar, com alga de Drigalsky, a solucéo
sobre toda a superficie do meio de cultura, fechar a placa de Petri e vedar com filme plastico
e incubar em temperatura apropriada.

5.6.3. Anadlise da presencga de Coliformes termo tolerantes

Para a deteccao da presenca de coliformes termo tolerantes, as suspensodes prepa-
radas de acordo com o item 5.6.2 devem ser semeadas em placas de Petri contendo meio
Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro e incubadas em estufa bacteriolégica a tempera-
tura de 36 °C (x 2 °C) por 12 a 18 horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o
numero de unidades formadoras de colénias (UFC) da diluigdo 10-3. O resultado final sera
a média do numero de colbnias contadas nas trés placas multiplicado por 10™" (n + 1 =
diluicdo do tubo + diluicdo do plaqueamento) e sera expresso em unidades formadoras de
col6nia por mililitro (UFC/mL).

No caso dos coliformes tolerantes, o resultado aceito € quando o numero de UFC
esta abaixo de 500.

5.6.4. Analise da presencga de Escherichia coli

Para a deteccado da presencga de Escherichia coli, as suspensdes preparadas de
acordo com o item 5.6.2 devem ser semeadas em placas de Petri contendo meio Agar
MacConkey e incubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de 36 °C (£ 2 °C) por 12
a 18 horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o numero de unidades for-
madoras de colbnias (UFC) da diluigado 103. O resultado final sera a média do numero de
colbénias contadas nas trés placas multiplicado por 10™* (n + 1 = diluicdo do tubo + diluicdo
do plagueamento) e sera expresso em unidades formadoras de colbnia por mililitro (UFC/
mL).

No caso deste ensaio, o resultado aceito € quando o numero de UFC esta abaixo de
400.
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5.6.5. Anadlise da presencga de Enterococcus

Para a detec¢ao da presencga de Enterococcus, as suspensdes preparadas de acor-
do com o item 5.6.2 devem ser semeadas em placas de Petri Para a detecgao da pre-
senca de Enterococcus, as suspensdes preparadas de acordo com o item 5.8.2 devem
ser semeadas em placas de Petri contendo meio Agar confirmatério para Enterococcus e
incubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de 45 °C (+ 2 °C) por 12 a 18 horas. Em
seguida, retirar as placas da estufa e contar o numero de unidades formadoras de col6nias
(UFC) da diluicdo 103. O resultado final sera a média do nimero de coldnias contadas nas
trés placas multiplicado por 10™* (n + 1 = diluigdo do tubo + diluigdo do plaqueamento) e
sera expresso em unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL).

No caso deste ensaio, o resultado aceito € quando o numero de UFC esta abaixo de
50.

5.6.6. Analise da presencga de Streptococcus

Para a deteccao da presenca de Streptococcus, as suspensdes preparadas de acor-
do com o item 5.6.2 devem ser semeadas em placas de Petri contendo meio Agar Seletivo
para Streptococcus e incubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de 36 °C (+ 2 °C)
por 12 a 18 horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o numero de unidades
formadoras de colénias (UFC) da diluigdo 10-3. O resultado final sera a média do niumero de
colbénias contadas nas trés placas multiplicado por 10™" (n + 1 = diluicao do tubo + diluicéo
do plagueamento) e sera expresso em unidades formadoras de colbnia por mililitro (UFC/
mL).

No caso deste ensaio, o resultado aceito € quando o numero de UFC deve ser 0.

5.6.7. Anadlise da presencga de Salmonella

Para a deteccdo da presenca de Salmonella, as suspensdes preparadas de acor-
do com o item 5.6.2 devem ser semeadas em placas de Petri contendo meio Agar Verde
Brilhante e incubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de 36 °C (£ 2 °C) por 12 a 18
horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o numero de unidades formadoras
de colbnias (UFC) da diluigao 103. O resultado final sera a média do numero de colénias
contadas nas trés placas multiplicado por 10" (n + 1 = diluicdo do tubo + diluicdo do pla-
queamento) e sera expresso em unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL).

No caso deste ensaio, o resultado aceito € quando o numero de UFC deve ser 0.

5.6.8. Analise da presenc¢a de Fungos

Para a deteccao da presenca de Fungos, as suspensdes preparadas de acordo com
o item 5.6.2 devem ser semeadas em placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud 4%,
acrescido de 0,25 g/L de Cloranfenicol e incubadas em estufa bacteriolégica a temperatu-
ra de 25 °C (£ 2 °C) por 12 a 18 horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o
numero de unidades formadoras de colbnias (UFC) da diluigcao 10-3. O resultado final sera
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a média do numero de colbnias contadas nas trés placas multiplicado por 10™" (n + 1 =
diluicdo do tubo + diluicdo do plaqueamento) e sera expresso em unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC/mL).

No caso deste ensaio, o resultado aceito € quando o numero de UFC deve ser 0.
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Anexo 1: Lista de Reagentes

Acido cloridrico

Agar bacteriolégico

Agar Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro
Agar Verde-Brilhante

Agar Confirmatério para Enterococos

Agar MacConkey

Agar Sabouraud 4%

Agar Seletivo para Estreptococos

Caldo nutritivo

Carbonato de calcio

Cloreto de sédio

Extrato de levedura

Fosfato de potassio monobasico-KH2PO4
Hidroxido de sodio

Hipoclorito de sodio

Kit solugao tampao pH 4,0 -7,0- 10,0

Sulfato de ferro hepta hidratado- FeS04.7H20
Sulfato de magnésio hepta hidratado - MgS04.7H20
Sulfato de manganés hidratado — mnso4.H20
Sulfato de zinco hepta hidratado- ZnS04.7H20
Tween 80

Anexo 2: Material de laboratorio

Alga descartavel com loop graduado de 10 L estéril, individualizada
Algodao hidrofilo pacote grande
Bailarina de tamanhos diferentes

Barbante de algodéao

41
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Barrilete de 100 L para armazenar agua

Barrilete de 20 L para armazenar agua

Bastao de vidro maci¢o g 8 x 300 mm

Béquer de plastico de 2.000 mL

Bico bunsen com registro uso laboratorial

Caixa para armazenamento de tubos de 2,0 mL

Copo becker griffin fb grad. (forma baixa graduado - 100 mL)
Copo becker griffin fb grad. (forma baixa graduado - 1000 mL)
Copo becker griffin fb grad. (forma baixa graduado - 2000 mL)
Cubas para lavagem de material

Espalhador de células em L ou T, estéril embalado individualmente
Espatula com cabo de poliestireno

Espatula com colher 15 cm

Estante dupla face para microtubos 0,5 e 1,5/2,0 mL extrato de levedura
Fita crepe

Fita de autoclave

Frasco erlenmeyer boca estreita graduado 2000 mL

Frasco erlenmeyer boca estreita graduado 250 mL

Frasco erlenmeyer boca estreita graduado 50 mL

Gaze em rolo tipo queijo

Laminas para microscopia

Laminulas para microscopia

Liga elastica.

Lixeiras para segregacao de materiais

Luva de borracha

Luva de procedimento

Luva térmica

Marcador permanente

Micropipeta monocanal volume variavel 20.0-100 pL
Micropipeta monocanal volume variavel 200-1000 pL

Micropipeta monocanal volume variavel 40-200 pL
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Micropipeta monocanal volume variavel 1000-5000 uL
Microtubo eppendorf 1,0 mL graduado tampa lisa
Microtubo eppendorf 2,0 mL graduado tampa lisa

Oleo de imers&o

Papel aluminio

Papel mata borrao

Papel pardo

Pinca de ponta serrilhada de 20 cm

Pingas de inox com ponta serrilhada reta

Pipeta Pasteur descartavel estéril

Pisseta grad 500 mL polietileno para agua

Pisseta grad 500 mL polietileno para alcool 70%

Placa de Petri 90x15 mm estéril descartavel

Placas de Petri 90x15 mm em vidro

Ponteiras 500-5000 pL sem filtro pct 1000 un

Ponteiras 100-1000 pL azul sem filtro pct 1000 un
Ponteiras 1-200 pL amarela com filtro pct 1000 un
Proveta graduada base sextavada polipropilenno 1000 mL
Proveta graduada base sextavada polipropileno 100 mL
Proveta graduada base sextavada polipropileno 500 mL
Rack para 100 ponteiras 1000 uL material pp (polipropileno) autoclavavel
Rack para tubo de ensaio

Rolo de papel craft

Sacos de autoclave de 20 L

Sacos de autoclave de 50 L

Tubo boeco de tampa azul 100 mL

Tubo boeco de tampa azul 250 mL

Tubo boeco de tampa azul 500 mL

Tubo criogénico de 5 mL

Tubo de ensaio de 50 mL

Tubo falcon de 15 mL estéril
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Tubo falcon de 50 mL estéril

Anexo 3: Meio Embrapa Liquido

Ingredientes:

Extrato de levedura (1 g) fosfato de potassio monobasico-KH,PO, (1 g), caldo nu-
triente (10 g), sais minerais (10 mL/litro de meio de cultura) e agua destilada (1 L).

Preparo dos sais minerais:

Carbonato de calcio — CaCO, (10 g), sulfato de magnésio hepta hidratado -
MgSO,.7H,0 (10 g), sulfato de ferro hepta hidratado- FeSO,.7H,O (1 g), Sulfato de man-
ganés hidratado — MnSO,.H,O (1 g), sulfato de zinco hepta hidratado- ZnSO,.7H,O (1 g) e
agua destilada (1 L). Depois de pesados todos os ingredientes adicionar a agua destilada
em um béquer, fechar com papel aluminio e deixar homogeneizando por 16 horas em agi-
tador magnético com uma barra magnética (bailarina ou peixinho). Armazenar o produto em
vidro fosco em temperatura ambiente.

Preparo do meio de cultura:

Colocar os ingredientes pesados, com excegao dos sais minerais em um béquer e
completar o volume com agua destilada (conforme volume a ser preparado). Adicionar os
sais minerais (10 mL/L de meio). Introduzir uma barra magnética no béquer e homogeneizar
no agitador magneético. Ajustar o pH para 7,0 + 0,2, adicionando NaOH 6M como solugéo
basica ou HCI 6M como solugao acida.

Distribuir 40 mL do meio de cultura nos erlenmeyer de 125 mL com auxilio de uma
pipeta de 25 mL acoplada ao dispensador de liquidos. Tampar os frascos com rolha de
algodao e cobrir a rolha com papel aluminio ou papel pardo. Fixar o papel com uma liga
elastica e colocar uma fita de autoclave com identificagdo do material. Esterilizar os frascos
com meio de cultura em autoclave a 120°C por 20 min. Apés retirar da autoclave, guardar
em temperatura ambiente e aguardar por 72 horas para ser utilizado, para verificar se nao
ha nenhuma contaminacéo.

Anexo 4: Meio Embrapa Sdlido

Ingredientes:

Extrato de levedura (1 g), fosfato de potassio monobasico-KH,PO, (1 g), agar nutriti-
vo (10 g), sais minerais (10 mL/L de meio de cultura) e agua destilada (1 L).
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Preparo de 1 litro do meio de cultura sdlido:

Colocar os ingredientes pesados (extrato de levedura e fosfato de potassio monoba-
sico) em um béquer de 2.000 mL, completar o volume para 1.000 mL de agua destilada e
adicionar 10 mL de sais minerais. Introduzir uma barra magnética no béquer e homogenei-
zar no agitador magnético. Ajustar o pH para 7,0+0,2 adicionando NaOH 6M como solugéo
basica ou HCI 6M com solugao acida. Pesar o agar nutritivo por duas vezes colocando
cada uma das 10 gramas pesadas em dois erlenmeyers de 1.000 mL. Transferir 500 mL do
meio preparado para cada um dos erlenmeyers com auxilio de proveta de 500 mL e agitar
levemente e manualmente até a completa homogeneizagdo do meio com o agar. Tampar os
frascos com rolha de algodao, e cobrir a rolha com papel aluminio ou papel pardo. Fixar o
papel com uma liga elastica e colocar uma fita de autoclave com identificagdo do material.
Esterilizar, os frascos com meio de cultura, em autoclave a 120 °C por 20 min.

Os meios de cultura poderao ser distribuidos em placas de Petri assim que forem
retirados da autoclave ou dias depois, dentro da capela de fluxo laminar previamente limpa
e preparada (20 min na luz UV). Colocar as placas na estufa incubadora empilhadas com
tampas voltadas para a superficie da estufa, a temperatura de 28 + 4 °C por 72 h. Apds
esse periodo, deve-se verificar a presenca de crescimento microbiano (contaminagao). As
placas contaminadas devem ser descartadas. Deve-se utilizar apenas as placas que nao
apresentarem nenhum tipo de contaminacéo.

Anexo 5: Dieta artificial para lagartas

(rendimento aproximado: 5 litros)

Ingredientes: Feijao carioca* (328,5 g), Levedo de cerveja* (164 g), Agar* (165 ),
Agua* (5000 mL), Proteina de soja* (263 g), Leite em p6* (416,6 g) Gérmen de trigo* (263
g), Formol** 40% (15 mL), Acido ascérbico** (15 g), Acido sérbico** (7,5 g), Nipagin** (12.5
g), solugao vitaminica*** (25 mL).

Preparagéao: colocar os componentes marcados com um asterisco (*), em um be-
quer. Em seguida, autoclavar estes componentes por 20 minutos a 120 °C sob pressao de
1 atmosfera. Retirar o bequer da autoclave, colocar em capela de fluxo laminar e homoge-
neizar com uma espatula (que também devera ter sido previamente autoclavada).

Quando a temperatura destes componentes estiver a 60 °C, adicionar primeiramen-
te os anticontaminantes e conservantes marcados com dois asteriscos (**) misturando-os
bem. Por ultimo adicionar a solugdo vitaminica marcada com 3 asteircos (***) e misturar
bem antes de acondicionar a dieta em bandejas ou caixas plasticas esterilizadas previa-
mente em U.V.

A solugao vitaminica é composta por: Acido ascérbico (12 g), Pantotenato de calcio
(0,30 g), Niacina (0,5 g), Riboflavina (0, 08 g), Tiamina HCL (0,04 g), Piridoxina HCL (0,04
g), Acido félico (0,08 g) e H20 destilada e esterilizada (1000 mL).
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