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RESUMO

A produgdo agricola vem aumentando expressivamente para acompanhar o
crescimento da populacdo mundial e alimentar a todos. Nesse sentido, a Biotecnologia tem
ajudado a reduzir o uso dos agrotoxicos, a partir da utilizagdo de bioinsumos. Um exemplo ¢ a
bactéria Gram-positiva Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk), estudada neste trabalho, que
produz no momento de sua esporulacdo inclusdes proteicas cristalinas conhecidas por o-
endotoxinas, que atuam como bactericida e grande estimulante para o desenvolvimento do
plantio, principalmente em condi¢des estressantes. Diversos fatores podem influenciar a
atividade enzimadtica e o crescimento dos microrganismos, tais como fonte de carbono e de
nitrogénio e suas concentracdes, oxigenacdo do meio de fermentagdo, temperatura, tempo,
variagdo de pH, agitacdo e sais presentes no meio. No presente estudo, foram avaliadas alguns
desses fatores, sendo assim, as melhores temperaturas para otimizagao de Btk sdo as de 28 e 30

°C, e os substratos energéticos mais adequados s3o sacarose e glicose.

Palavras-chave: Temperatura; bioinsumos; meios alternativos.
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ABSTRACT

Agricultural production has been increasing significantly to keep pace with global
population growth and feed everyone. In this respect, biotechnology has helped to reduce the
use of pesticides using bio-inputs. One example is Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk), a
Gram-positive bacterium studied in this work. It produces crystalline protein inclusions known
as o-endotoxins during sporulation. These act as bactericides and stimulants for crop
development, particularly under stressful conditions. The enzymatic activity and growth of
microorganisms can be influenced by several factors, such as the concentrations of carbon and
nitrogen sources, oxygenation, temperature, time, pH variation, agitation and salts present in
the medium. This study evaluated some of these factors and found that the optimal
temperatures for Btk are 28 and 30 °C and the most suitable energy substrates are sucrose and

glucose.

Keywords: Temperature; bio inputs; alternative resources.
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1. INTRODUCAO
1.1 Importancia dos bioinsumos

Com o crescimento da populagdo mundial, a expansdo agricola vem aumentando
expressivamente sua producdo para poder alimentar toda comunidade. No entanto, para que
seja possivel controlar insetos em desequilibrio ecoldgico, melhorar o crescimento das
plantagdes e multiplicar a producdo, sdo usados agrotoxicos, porém esses podem acarretar,
direta ou indiretamente, em problemas maiores que vao desde o ambito ecossistémico até a
satde. Devido ao uso excessivo de pesticidas e herbicidas quimicos, os solos para agricultura
tornam-se inférteis, portanto, reduzem a produtividade e, consequentemente, podem
contaminar as aguas superficiais ¢ os aquiferos. Logo, as consequéncias abrangem a
contaminagdo dos solos e recursos hidricos, posteriormente, tais riquezas naturais sao usadas
pela sociedade, que também sofrem com os efeitos dos agroquimicos (Antar et al., 2021;
Monnerat ef al., 2018).

Ressalta-se que, o uso de inseticidas pode causar outro problema, o surgimento de insetos
resistentes ao produto devido ao uso excessivo do mesmo, isto €, uma caracteristica genética
dos insetos ¢ alterada através da sele¢do de genes que conferem resisténcia. O emprego de
inseticidas a base de material biologico tem sido recomendado para diminuir os riscos de
problemas ambientais e da saude, e principalmente, em funcdo do surgimento de resisténcia.
Por isso, 0 uso de bioinseticidas vem sendo ampliado para controle a ataques de insetos, ao
invés de produtos quimicos (Silva, 2007). Os bioinsumos sdo mais seguros, uma vez que
apresentam menor toxicidade, preservando as pessoas e organismos ndo alvo de maiores
consequéncias. Além disso, os produtos bioldgicos sdo formados por compostos organicos,
logo se decompde mais rapido, reduzindo a polui¢do do solo e agua. Ainda, os bioinsumos
podem melhorar a satide do solo, aumentando a atividade microbiana, e consequentemente,

melhorando a satide do solo e sua biodiversidade.

1.2 Uso de bioinsumos no Brasil e no mundo

Um estudo realizado pela Fundagdo Gettlio Vargas (FGV) Agro mostra uma expansao
de 50% da area cultivada com bioinsumos no Brasil entre as safras 2021/22 e 2023/24,
demonstrado na Figura 1. A expansdo desse mercado registrou R$ 5 bilhdes em vendas na

safra 2023/24, de acordo com dados da CropLife Brasil (CLB) (Figura 2). Além do



crescimento economico do setor, ressalta-se a importancia da sinergia entre os bioinsumos e
outras tecnologias agricolas que garantem o aumento da eficiéncia e produtividade no campo.
Os beneficios ambientais, como melhoria da qualidade do solo e promocgao da biodiversidade,
também sdo apontados como grandes diferenciais desse produto. No entanto, mesmo com o
aumento do uso de bioprodutos, o setor enfrenta desafios significativos como capacitacao

técnica e a necessidade de investimentos em pesquisa e desenvolvimento (FGV; CLB, 2024).

Area tratada com bioinsumos (em mi ha)
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Figura 1 - Area tratada com bioinsumos (em mi ha) e no Brasil, nas Gltimas trés safras.

Fonte: FGV; CLB, 2024.

Mercado bioinsumos comerciais (em Bi RS)
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Figura 2 - Mercado de bioinsumos comerciais (em Bi R$) no Brasil, nas ultimas trés safras

Fonte: FGV; CLB, 2024.

O Brasil estd avancando nos investimentos em desenvolvimento de bioinsumos, porém
continua atras de paises como, Estados Unidos, China e Coreia do Sul no niimero de patentes e
inovacgdes biotecnoldgicas no setor. Em 2023, segundo a CropLife, o valor do mercado mundial

de insumos bioldgicos para a agricultura foi estimado entre US$ 13 bilhdes e US$ 15 bilhdes
2



(FGV; CLB, 2024). Nos proximos oito anos, com investimentos em pesquisas, o valor do
mercado de bioinsumos no mundo pode chegar a US$ 45 bilhdes, uma projecdo que, se
confirmada, representard uma taxa de crescimento anual de 13% a 14% deste ano até 2032
(Figura 3).
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Os biocontroles, usados para combater pragas e
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representando 57% do valor projetado para 2032

Figura 3 — Expectativa no mercado global de bioinsumos em 2032.

Fonte: CORTEVA Agriscience, 2025.

O Brasil ainda ndo ¢ um grande produtor de Bt devido ao elevado custo de producdo, a
concorréncia com os produtos quimicos e a escassez de incentivo ao desenvolvimento de
formulagdes e novos produtos. A conscientizagdo do produtor perante o uso de bioinsumos
consiste em um dos principais desafios apresentados para sucesso da alternativa
ecologicamente correta (Pereira; Martins, 2016). O desenvolvimento de bioinsumos nacionais,
adequados ao combate de realidades regionais, traz resultados mais eficazes, pois se
desenvolvem solucdes mais adaptadas as caracteristicas da agricultura brasileira. Além disso, o
uso de microrganismos e recursos biologicos nativos, exploram o potencial da rica
biodiversidade brasileira de forma sustentavel. Portanto, medidas de incentivo por parte dos
orgdos governamentais € o interesse da iniciativa privada, com a parceria publico-privada,
devem ser intensificadas para o desenvolvimento de novas tecnologias e da producdo comercial
ampliando a disponibilidade e uso desses produtos no mercado interno (Figueiredo; Burity;

Oliveira; Santos; Stamford, 2010).



1.3 Biotecnologia e o0 uso de microrganismos na agricultura

Nesse sentido, a Biotecnologia tem ajudado de forma expressiva a melhorar a eficiéncia
da agricultura, visto que os novos mecanismos propiciam a redugdo de uso de fertilizantes, e
aumento da utilizacao de bioinsumos, produtos de origem bioldgica, usados para o controle de
insetos em desequilibrio ambiental. Esses avangos na area agricola também ajudam na
conservagdo dos recursos, uma vez que diminuem o uso dos recursos naturais, como a
redugdo de aplicacdo de agua, e igualmente na reducao de danos ao ecossistema (Lima, 2010;
Monnerat ef al., 2018). Em adi¢do, o uso de microrganismos pode auxiliar na fertilidade do
solo, pois bactérias, fungos e virus possuem atividades biologicas que beneficiam as

propriedades fisicas e quimicas das terras de produgao.

Os microrganismos tém grande potencial para combater problemas fitossanitarios, como
os nematoides, assim permitem que a producdo agricola tenha maior rendimento em razdo do
melhor desenvolvimento das plantagdes. Os biofertilizantes sdo uma tecnologia com varios
beneficios que vao desde a protecdo da planta contra patégenos, até o aumento da
produtividade. Destaca-se que, € de suma importancia estudar e entender a inter-relagdo entre
as propriedades das plantas e as atividades biologicas dos microrganismos, visto que sdo
pontos cruciais para garantir uma boa pratica agronomica. Logo, as caracteristicas dos
nematoides que atacam as plantagdes, influenciam no desenvolvimento das culturas (Antar et

al.,2021; Harnpicharnchai et al., 2016; Silva, 2007).

1.4 Bacillus thuringiensis (Bt)

Dentre os produtos para controle biologico de insetos, destacam-se os que tém a bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt) (Figura 4), como principio ativo. A bactéria Bacillus thuringiensis
foi isolada em 1901, no Japao, e descobriu-se que ela ¢ capaz de matar as larvas do bicho-da-
seda, Bombyx mori. Mas, apenas em 1911, que esta bactéria foi nomeada como Bacillus
thuringiensis, em homenagem ao estado de Thiiringen, na Alemanha, onde foi isolado este
mesmo microrganismo em lagartas. A partir dos anos 60, os trabalhos de isolamento de Bt se
intensificaram, e foi descoberto que existiam 40.000 estirpes conhecidas, entre estas, algumas
sdo toxicas a nematoides, trematoides, protozodrios, himenoOpteros, homodpteros, ortopteros e

acaros (Lima, 2010; Monnerat et al., 2018; Silva, 2007).



Figura 4 - Colonia de Bacillus thuringiensis (Bt).

Fonte: Silva, 2007.

Devido as caracteristicas biologicas, a Bt destacou-se como a principal bactéria utilizada
no controle bioldgico, uma vez que protegem as plantas contra pragas e doengas ao inibir o
crescimento de fungos e Dbactérias patogénicas. Ainda, os Bacillus estimulam o
desenvolvimento radicular e melhoram a absorcao de nutrientes, como também, melhoram a
tolerancia dos vegetais a condigdes adversas. Este género tem permitido reduzir efetivamente
os danos causados por insetos, pragas e, consequentemente, reducdo do uso de produtos
quimicos, sem causar danos aos inimigos naturais ¢ demais seres presentes no meio ambiente.
Por isso, esses microrganismos sdo bactérias benéficas para a agricultura, pois possuem efeitos

positivos no crescimento das plantas e na satide do solo (Pereira; Martins, 2016).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, a
Bacillus thuringiensis tem sido utilizada como bioinseticidas para as lagartas de diferentes
culturas como soja, milho, algodao, tomate, brassicas, frutas, etc, ha mais de 30 anos. A Bt tem
grande importancia agricola em nosso pais, cerca de 30 pragas e mosquitos vetores de doencas
sdo controlados por essa bactéria (Silva, 2007). Logo, motiva-se utilizd-la como nematicida,
assim, sendo necessario desenvolver estudos para conhecer a relagcdo da bactéria e as interagdes
com pragas agricolas. Nos ultimos dez anos estd 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 nas lavouras para combater os

patogenos (Li et al., 2022; Monnerat et al., 2018).



1.5 Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk)

Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) é uma bactéria Gram-positiva, da familia
Bacillaceae. Este ¢ um microrganismo aerdbico facultativo que produz no momento de sua
esporulagdo inclusdes proteicas cristalinas conhecidas por 6-endotoxinas, ou proteina Cry
(Figura 5). Essas moléculas sdo importantes para atuacdo como bactericida, ou até mesmo,
como fator de defesa a insetos suscetiveis. Insta salientar que, estas toxinas ndo sdo poluentes
ao meio ambiente por serem completamente biodegraddveis, e ndo apresentam toxicidade as
plantas. Este microrganismo ¢ um grande estimulante para o desenvolvimento do plantio,
principalmente em condigdes estressantes, que afetam a producdo de biomassa. Outro ponto
relevante de Btk para as plantas ¢ devido ao seu efeito inibitorio contra patdogenos, por exemplo
os nematoides, uma vez combatidos propicia-se que as culturas se tornem mais fortes e
saudéveis. Por conseguinte, aumenta-se a resisténcia ao patogeno e beneficiando o crescimento
da planta. O uso de indculos da bactéria tem se mostrado como uma técnica positiva e
promissora para melhorar o rendimento da producdo agricola e, também, reduzir os gastos com
inseticidas e fertilizantes quimicos, que sdo prejudiciais para o meio ambiente (Antar ef al.,

2021; Liet al., 2022; Lima, 2010; Monnerat et al., 2018).

Barras: 1 pm.

Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura de esporos e cristais de Bacillus thuringiensis.
a) cristais com formato bipiramidal; b) cristais com formato esférico.

Fonte: Silva, 2007.

1.6 Métodos de maximizacao

Quanto aos mecanismos de otimiza¢do, um método estudado e utilizado para otimizar o uso



de microrganismos, pode-se citar a utilizagdo de meios alternativos de cultivo de bactérias e em
diversas concentragdes (Pereira; Martins, 2016). Os meios de cultivo empregados para a
producao de endotoxinas de Btk sdo geralmente compostos por uma fonte de carbono, uma
fonte de nitrogé€nio e sais. Este microrganismo possui a capacidade de metabolizar diferentes
substratos energéticos fazendo com que seja possivel utilizar diversas matérias primas sejam
sintéticas, naturais ou residuos agricolas (Rocha, 2017). Diante disso, o uso dessas fontes de
nutrientes, principalmente a utilizacdo de materiais naturais ou residuais, para a formulacao de
meios de fermentagdo podem ser favoraveis devido ao baixo custo para o processo.
Consequentemente, reduz-se os gastos e beneficia o0 meio ambiente com o uso de substratos
alternativos. Sendo assim, a utilizagdo de meios alternativos como fonte de nutriente para o
crescimento desta bactéria, pode ser uma forma econdmica para a produgdo de biopesticida

(Baptista, 2024; Panarotto, 2006; Vieira ef al., 2006).

O Bt pode ser cultivado usando meios alternativos ou subprodutos da industria e da
agricultura, por isso para o crescimento desse microrganismo podem ser usadas varias fontes de
carbono que sdo residuos agricolas ou industriais, tais como glucose de milho, melaco de cana,
melaco de beterraba, farinha de trigo, agua de batata, sacarose e amido de alguns cereais. Como
fonte de nitrogénio, podem ser usadas farinha de soja, extrato de soja, peptona, extrato de
levedura e agua de maceragdo de milho. Os sais inorganicos essenciais sdo calcio, zinco,
manganés e magnésio (Fernanda; Oliveira; Bezerra, 2020; Valicente, 2008). Desse modo, a
composicdo quimica influencia no desenvolvimento dos meios de cultivo, pois a presenca de
nutrientes, em concentragdes relevantes, ¢ um fator importante, para que ndo ocorra inibigao de
crescimento (Dantas, 2020). Posto isso, os produtos agroindustriais sdo fontes alternativas de
nutrientes, disponiveis com facilidade e possuem baixo custo, logo, sio amplamente utilizados

em bioprocessos (Baptista, 2024).

Resultados de pesquisa t€ém mostrado que Bacillus thuringiensis pode ser produzido em
meios alternativos, residuos da industria e com materiais de baixo custo. O uso de um meio
formulado com bioprodutos agroindustriais, utilizando residuos e matérias primas naturais
acarreta em decréscimo no custo do meio, uma vez que o custo do processo ainda ¢ alto
(Panarotto, 2006). A grande vantagem destes sistemas de produgdo ¢ que este bioinsumo pode
ser usado tanto por pequenos como por meédios e grandes produtores rurais. Alguns métodos de
producao do Bt podem ser realizados dentro da prépria fazenda; para isto, basta obter a cepa de

Bt especifica conservada em ambiente estéril (Valicente, 2008).



Os fatores que influenciam a sintese de proteinas Cry e crescimento de microrganismos do
género Bacillus dependem da natureza do substrato, da concentracdo de ions (nitrogénio,
fosforo, magnésio, ferro e manganés) presentes na composi¢do do meio de cultura e das
condi¢des ambientais (Rocha, 2017). A metodologia de uso de diferentes fontes de carbono e
nitrogénio intensifica a producdo dos metabolitos dos microrganismos, além de possibilitar a
avaliagdo simultanea do efeito da jun¢do de diversos fatores e encontrar o valor ideal para obter
bons resultados. Posto isso, diversos fatores podem influenciar a atividade enzimatica e o
crescimento do microrganismo, tais como a fonte de carbono e de nitrogénio, bem como suas
concentragdes, oxigenacdo do meio de fermentacdo, temperatura, variagdo de pH e sais
presentes no meio. Dessa forma, essas condigdes de crescimento como pH, temperatura,
disponibilidade de oxigénio e agitacdo também afetam a producdo de bioinsumos, dado o seu

efeito sobre o crescimento e atividades celulares (Mantovan ef al., 2013).

1.7 Fatores importantes para o crescimento de Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Bacillus thuringiensis var. kurstaki cresce na faixa de temperatura mesofilica entre 25 e
37°C e apresenta colonias com caracteristicas morfologicas bastante variadas, essa
diferenciacdo ocorre em decorréncia da composicao do meio no qual o microrganismo esta se
desenvolvendo (Rocha, 2017). Desse modo, a metodologia de maximizar a produgdo de
proteinas e crescimento microbiano a partir da variacdo da temperatura ¢ uma técnica muito
utilizada para otimizar as condi¢des necessdrias para os microrganismos produzirem seus
metabolitos que sdo usados nas mais diversas areas, tais como antibioticos, biosurfactantes e
bioinsumos. Logo, este método ¢ empregado em experimentos para otimizar as condigdes
indispensaveis do meio para a fermentacao eficiente e producao do item desejado, sendo assim
uma maneira eficaz de otimizagdo (Latha; Sivaranjani; Dhanasekaran, 2017). De acordo com
Pereira; Martins (2016) a fermentagdo deve ser conduzida em temperaturas entre 28 e 34°C. E

o tempo de processo, dependendo das condi¢des pode demorar de 24 a 72 horas. O crescimento

de Btk em sua maioria ocorre na faixa 6tima de pH entre 6,5 e 7,5 (Silva, 2007).

A fermentacdo microbiana ¢ de suma importancia para a produ¢do de produtos usados nas
mais diversas areas. Destaca-se que, o rendimento desses estd relacionado a parametros
essenciais, como nutrientes, areagdo, agitacdo, pH, temperatura, periodo de incubagdo do

in6culo, dentre outros. Sendo assim, a otimizagao € necessaria para favorecer os fatores que sao
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inevitdveis para aumentar a producdo de biomassa na fermentacdo, do mesmo modo para
ampliar o rendimento econdmico dos produtos. Por isso, a técnica de variar a temperatura, e
medir a densidade Optica e a dosagem de proteinas a cada 12 horas proporciona avaliar a
relagdo entre os fatores, temperatura, nutrientes e tempo. As fases de crescimento acompanham
as condi¢des do meio, onde a quantidade de nutrientes diminui e de produtos do metabolismo
aumentam com o passar do tempo. Essas modificacdes influenciam no comportamento € no
ajuste das novas condigdes para o crescimento (Dantas, 2020). Dessa forma, este método ¢
muito usado por pesquisadores para otimizar bioprocessos e analisar processos de fermentagao.
Tal metodologia nao s6 analisa a relagdo entre os fatores, mas também investiga a influéncia e
interagdo entre eles. Evidencia-se que este método ¢ uma ferramenta que se alia ao bom
rendimento e a qualidade do produto, além de minimizar a exposi¢do do microrganismo ao

estresse metabolico (Latha; Sivaranjani; Dhanasekaran, 2017).

1.8 Fases de crescimento microbiano

Fermentacgdes bacterianas apresentam um crescimento linear ao longo do tempo, visto isso,
a avaliag¢@o do crescimento microbiano a cada 12 horas propicia analisar mais detalhadamente o
comportamento do microrganismo a cada fase. O crescimento microbiano ¢ dividido em quatro
fases: fase lag (1), log (2), estacionaria (3) e de morte (4), que podem ser representadas

graficamente em fun¢do do tempo exemplificado na Figura 6.
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Figura 6 — Representacdo grafica das fases de crescimento microbiano.

Fonte: Tortora; Funke; Case, 2012.



A fase lag ¢ uma fase de adaptacao do microrganismo ao meio de cultura, por isso ndo ha
crescimento significativo no numero de células, porém hd uma grande atividade metabdlica
envolvendo principalmente a sintese de enzimas e de moléculas necessarias para a divisao
celular. A fase log ¢ a fase em que ocorre um aumento exponencial no numero de células,
devido ao fato das bactérias se reproduzirem por divisdo binaria. A reproducdo celular ¢ mais
ativa nesse periodo ¢ o tempo de geragdo atinge um valor constante, logo, a representacio
logaritmica da fase log gera uma linha reta. Nesta fase ocorre a maior taxa de conversao de
substrato em produto, consequentemente, o meio de cultura deixa de possuir um aspecto
translicido e se torna mais turvo, devido ao crescimento microbiano (Tortora; Funke; Case,

2012).

Na fase estacionaria observa-se um equilibrio do numero de células formadas e de células
mortas, fazendo com que a populacdo microbiana se mantenha constante nesta etapa.
Esgotamento de nutrientes e de 02, acumulo de residuos e mudangas de pH danosas a célula
sdo as principais causas da redugdo na taxa de crescimento, onde a quantidade torna-se
insuficiente para a populagdo microbiana existente, afetando, assim, a velocidade de
crescimento (Dantas, 2020). O inicio da fase estacionaria coincide com o inicio da esporulacao
(Serrano et al., 2001). Os enddsporos sao formados quando os nutrientes essenciais do meio de
cultura se esgotam, e consistem em uma estrutura metabolicamente dormente e altamente
resistente a diversos estresses ambientais, como falta de nutrientes, extremos de temperatura e
pH e agentes quimicos. A esporulagdo ¢ um processo complexo e que requer da célula grande
quantidade de energia e vdarias horas para ser completado (Bernardes, 2024). Em uma
fermentacdo quando o numero de células mortas ultrapassa o namero de células formadas, a
populacdo entra na fase de morte, ou seja, ocorre uma redugcdo na populagdo microbiana

(Tortora; Funke; Case, 2012).

1.9 Método de quantificaciio de crescimento microbiano

Para analisar a qualidade do produto bioldgico e determinar a cinética de crescimento do
microrganismo, deve-se fazer a quantificagdo através da turbidimetria, pois ¢ de suma
importancia para verificar se a fermentacdo foi realmente efetiva. Sendo assim, para quantificar
a Bacillus thuringiensis var. kurstaki pode-se realizar o método indireto que mede a quantidade

de massa bacteriana, em espectrofotometro, através da absorbancia que corresponde a luz
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absorvida pelo meio. Os detectores Opticos como espectrofotdmetros, relacionam a variagdo da
intensidade do feixe de luz incidente com a solugdo em andlise, onde a quantidade de luz
absorvida ¢ proporcional a concentracdo da amostra. Com progresso de um processo
fermentativo, o meio de cultura, que no inicio se encontra translucido tende a se tornar turvo a
medida que as células se multiplicam. Quanto mais turvo estiver o meio de cultivo, menos luz
atingird o detector do equipamento, que ao final fornece um valor de absorbancia (abs) ou
densidade optica (DO), que corresponde a quantidade de luz absorvida pela amostra. Os
espectrofotometros possibilitam a sele¢ao do comprimento de onda (A, lambda) de acordo com
o componente em analise. Ressalta-se que, no caso de microrganismos a faixa esta entre 590 a
600 nm (Dantas, 2020; Tortora; Funke; Case, 2012). O esquema de funcionamento do

espectrofotometro e leitura da densidade Optica (DO) estd demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 — Representagdo do funcionamento do espectrofotometro e leitura da densidade dptica (DO).

Fonte: Mandigan et al., 2016.

No entanto, por se tratar de um método quantitativo indireto, a leitura da absorbancia de
uma amostra ndo permite distinguir a contagem de microrganismos contaminantes, das células
do microrganismo desejado. Além disso, o tamanho e forma das particulas, indice de refragdo,
composi¢do dos meios e a viscosidade da amostra podem interferir na leitura da DO

(Bernardes, 2024).
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1.10 Método de dosagem de proteinas

Para dosar-se a quantidade de proteinas Cry ou d-endotoxinas produzida pela Btk pode-se
realizar o método de Biureto. Este método foi inicialmente proposto por Autenrieth, em 1915,
contudo, posteriormente diversos autores propuseram modificagdes do mesmo, isto posto, a
proposta metodologica de Gornall, et al. (1949) atualmente ¢ a mais utilizada. O método se
baseia na reacdo do reativo do Biureto, que ¢ constituido de uma mistura de cobre e hidroxido
de sodio, com um complexante que estabiliza o cobre em soluc¢do, como o tartarato de sodio. A
reacdo do fon Cu?’com proteinas em meio alcalino, originam uma solugio de cor azul, que é
capaz de absorver luz a 540 nm. Os métodos de dosagem de proteinas usam reagentes
quimicos, que, ao interagir com elas, formam complexos coloridos, sendo a intensidade da cor
diretamente proporcional a concentragdo da proteina. A intensidade da cor de uma solugdo ¢
medida por meio da espectrofotometria, técnica pela qual a absor¢ao ou transmissao da luz de
dado comprimento de onda (A, ldmbda), incidindo sobre a solugdo, ¢ medida. Para a
determinagdo da concentracdo de proteina solivel por meio da espectrofotometria, consiste em
lancar em uma curva-padrdo de proteina a absorbancia lida no espectrofotometro para a
amostra. Comumente, usa-se como proteina-padrdo a albumina sérica bovina (BSA), cuja
solucdo tem concentragao compativel com a faixa de leitura do método empregado. Ressalta-se
que, o método de Biureto normalmente € aplicado para determinar a concentracao de proteinas
totais em diversos meios, sendo eles: soro ou plasma sanguineo, liquido cérebro espinhal, urina,

alimentos, saliva, fibrinogénio e tecido animal (Zaia; Zaia; Lichtig, 1998).

1.11 Desenvolvimento e uso de métodos de produciao mais sustentavel

Faz-se necessario o desenvolvimento e uso de métodos de producdo mais sustentavel, para
que seja possivel ter uma economia mais verde. Essas tecnologias verdes sdo estratégias
fundamentais para aumentar a produ¢do e diminuir os efeitos ambientais indesejados. Desse
modo, o uso de biomassas associadas aos microrganismos sdao boas formas para otimizar a
pratica de producgdo agricola, uma vez que essa abordagem tem grande potencial para melhorar
o rendimento das plantacdes, e consequentemente, ser capaz de alimentar toda a populagdo
mundial de forma sustentdvel. A técnica usando microrganismos tem mostrado grande
potencial de expansdo, visto que auxiliam no crescimento das plantas mesmo em condigdes

adversas. Lamentavelmente, esse cenario estressante estd cada vez mais presente devido as
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mudancas ambientais e climaticas. Portanto, a utilizacdo comercial de microrganismos nas
culturas ¢ benéfica para produzir mais e de uma forma mais sustentavel, fortalecendo assim a

bioeconomia agricola (Antar et al., 2021; Dilokpimol et al., 2020).

As técnicas com uso de microrganismos sdo mecanismos eficazes para estimular o
crescimento e aumentar a producdo na agricultura, a melhoria da atividade dos microrganismos,
ou seja, sua otimizagdo pode ser uma estratégia eficiente para expandir significativamente o
rendimento da cultura. Assim, o uso dos microrganismos e suas enzimas sao uma forma dos
agricultores obterem mais lucros, visto que se obtém uma producdo agricola maior, bem como
reduzir os custos com processos ou procedimentos que possuem um valor econdmico mais alto,
e que podem até mesmo trazer problemas ambientais (Antar et al., 2021). A hipodtese do
trabalho ¢ maximizar a producdo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki que permitird a
aplicagdo nas culturas o bioinsumo. Logo, a otimizacdo de Btk aumentara a produtividade, e

assim, produzir um cultivo mais sustentavel.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Maximizar a produgdo de biomassa e proteina Cry ou d-endotoxinas obtidas de Bacillus

thuringiensis var. kurstaki (Btk).

2.2 Objetivos especificos

o Realizar o crescimento de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em meios com variaveis
fontes de nitrogénio e carbono;

o Geragao logaritmica da biomassa produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki
em meios com variaveis fontes de nitrogénio e carbono;

o Produgao de proteina Cry ou 6-endotoxinas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em

meios com variaveis fontes de nitrogénio e carbono;
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o Caracterizar a curva de crescimento de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em relagao
ao tempo e temperatura;

o Selecionar o melhor meio de cultura para produg¢do de proteina Cry e biomassa
produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki;

o Determinar as condi¢des ideais de fermentagdo para maxima producgdo de biomassa e

proteina Cry produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

3. METODOLOGIA
3.1 Microrganismo

Para se desenvolver o projeto foram utilizadas cepas de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Btk) disponibilizadas pela biofabrica da empresa Prime Agro, propriedade privada,
localizada no municipio de Uberlandia- MG. Ademais, o processo de trabalho de
desenvolvimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Bioprocessos — LAPBIO, da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU, bloco 6Z, no campus Umuarama, na cidade de

Uberlandia — MG.
3.1.1 Manutencao e conservacio da cultura de Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Para a preparacdo do inoculo, foram usados papéis fixados com a cultura de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki fornecida pela empresa citada. As cepas usadas neste estudo foram
cultivadas em meio Luria Bertani (LB) em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL
de meio. Para crescimento das células os frascos foram submetidos a agitagao por 48 horas a
150 rpm, em agitador orbital (Ion KLD-350). Apos esse periodo, realizou-se a conservacao
dos microrganismos utilizando migangas e glicerol, como crioprotetor, tal passo estd
representado na Figura 8. Assim, ap0s esse passo as amostras foram devidamente conservadas

a -20 °C, onde permaneceram até o periodo do procedimento (Silva, 2007; Singh et al., 2015).
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Figura 8 — Demonstrag@o da conservagdo por congelamento, usando glicerol como crioprotetor, da cultura de

Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

(a) materiais usados para conservagdo de Btk; (b) microtubo com cultura de Btk migangas e glicerol para

conservacao da bactéria.

Fonte: Autoria propria, 2024.

3.2 Meios de cultivo
3.2.1 Meio Luria Bertani

Foram utilizadas as seguintes massas para produzir-se um litro do meio para o
crescimento bacteriano, 10 g de bacteriologica peptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de

NaCl.
A seguir, o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 21 minutos.
3.2.2 Meio de cultivo para producio de Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Para maximizacao da produgdo de biomassa de Btk, usaram-se 1 g de sulfato de amonia,
1 g de fosfato de potassio monobasico, 0,3 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,01 g de
sulfato de manganés monohidratado, 0,1 g de cloreto de calcio, 0,01 g de sulfato de ferro e
0,01 g de sulfato de zinco, para produzir-se um litro do meio. A Figura 9 demonstra o preparo

deste meio.
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Figura 9 — Preparo do meio principal de cultivo.

Fonte: Autoria propria, 2025.

3.2.2.1 Meios testes com variaveis fontes de nitrogénio e carbono

A seguir serdo apresentadas as diversas fontes de nitrogénio e carbono que foram

testadas.

Tabela 1 — Meios testes usados com fontes de nitrogénio e carbono variaveis.

Fonte de nitrogénio

Fonte de carbono

(2 g/L) 8 g/L)

Meio 1 Nitrato de amonio Glicose
Meio 2 Sulfato de amonio Glicose
Meio 3 Peptona Glicose
Meio 4 Extrato de levedura Glicose
Meio 5 Nitrato de amonio Acetato de sodio
Meio 6 Nitrato de amonio Citrato de sodio
Meio 7 Nitrato de amonio Extrato de levedura
Meio 8 Nitrato de amoénio Peptona
Meio 9 Farinha de soja Glicose
Meio 10 Nitrato de amonio Glicose
Meio 11 Nitrato de amonio Sacarose
Meio 12 Nitrato de amoénio Melago de cana
Meio 13 Nitrato de amonio Farinha de trigo
Meio 14 Nitrato de amonio Lavagem de batata
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Ap0s preparar o meio de cultivo para producdo de Btk cada um dos meios testes tiveram
a adi¢@o de fontes de carbono e nitrogénio em variaveis substancias, exemplificado na tabela
1. Com o fim do preparo, cada um dos meios testes foram devidamente esterilizados em

autoclave a 121°C por 21 minutos. A Figura 10 ¢ a exemplificagdo dos meios testes com

concentragdes variaveis de carbono e nitrogénio.

"3

(b)

Figura 10 — Meios testados com diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

(a) meios de 1 a 8, usados para teste; (b) meios de 9 a 14, usados para teste.

Fonte: Autoria propria, 2025.
3.3 Cultivo bacteriano

O Bacillus thuringiensis var. kurstaki foi utilizado como pré-indculo a partir de sua
reativacdo no meio LB, colocando uma micanga em um Erlenmeyer de 100 mL, adicionando
25 mL de meio e levando para agitacdo por 48 horas a 150 rpm, em agitador orbital (Ion

KLD-350), como ilustrado na Figura 11.
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Figura 11 - Pré-inoculagdo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

(a) preparo do pré-indculo de Btk em fluxo laminar; (b) pré-indculo de Btk em agitacdo, para reativagdo do

mesmo.

Fonte: Autoria propria, 2024,

Com o fim desse periodo foi medida a densidade Optica (DO) da cultura reativada em
espectrofotometro a partir da absorbancia a 600 nm. Dessa forma, pode-se obter a quantidade
de cultura utilizada para poder inocular os meios de maximizacdo. Primeiramente, zerou-se o
equipamento com 3 mL de 4dgua destilada, em segundo, adicionou-se 3 mL de meio LB para
ser o branco. Por Ultimo, colocou-se 3 mL do pré-inoculo de Btk para se obter a DO desta

amostra.

Em seguida, os meios de maximizagdo com as variaveis fontes de nitrogénio e carbono,
em duplicata, com 75 mL em cada Erlenmeyer de 250 mL, tiveram a inocula¢do de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki de acordo com a quantidade obtida pela DO encontrada. Na Figura

12 pode-se observar os meios inoculados com Btk.

Em seguida, a cultura bacteriana foi colocada em incubadora shaker com agitagao orbital
(MA 410 CFT - MARCONI) na temperatura de 30°C a agitacao de 150 rpm por 72 horas para
crescimento, representada na Figura 13. O shaker proporciona a agitacdo continua do cultivo
para distribuicdo mais eficiente dos nutrientes, assim como o controle da temperatura,

promovendo o crescimento adequado dos microrganismos.
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Figura 12 - Inoculagio de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em meios testes com fontes de carbono e

nitrogénio variaveis.

(a) meios de 1 a 8 inoculados com Btk; (b) meios de 9 a 14 inoculados com Btk.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Figura 13 - Incubagdo da cultura bacteriana de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em shaker com agitacdo

orbital.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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3.4 Método para analise de densidade optica e dosagem de proteinas

Ao final do periodo de fermenta¢do, mediu-se a densidade Optica dos meios testes, em
espectrofotometro a partir da absorbancia a 600 nm, para analisar qual deles produziu maior
biomassa de Btk. Para isso, foi feita a comparagcdo da DO dos meios testes, sem inoculagao,
com a DO de cada tratamento apds a fermentagdo. Com essa analise verifica se a

maximizag¢do dos meios realmente foi efetiva.

Por fim, para analise dos meios testes de acordo com a produgdo de proteinas,
principalmente, a proteina Cry ou d-endotoxinas produzida pela Btk, centrifugou-se 2 mL dos
tratamentos por 15 minutos a 4000 rpm. Apds esse procedimento, dosou-se a quantidade de

proteinas totais realizando-se o teste de Biureto.

3.5 Método de dosagem de proteinas por Biureto
3.5.1 Preparo do reagente de Biureto

Para preparar o reativo de Biureto dissolveu-se 1,5 g de sulfato de cobre e 6g de tartarato
duplo de s6dio e potassio em 500 mL de dgua destilada. Adicionou-se, sob agitagdo constante,
300 mL de solucao de NaOH 10%, em seguida, adicionou-se 1g de iodeto de potassio. Por
fim, completou o volume da solucdo para 1L com agua destilada, filtrou-se e guardou o
reagente em frasco ambar longe da luz. O reagente de Biureto preparado ¢ representado na

Figura 14.

Figura 14 — Reagente de Biureto.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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3.5.2 Curva padrao com proteina albumina sérica bovina (BSA)

A curva padrio permite determinar quantitativamente a propriedade de uma amostra
desconhecida a partir do uso de concentracao conhecida de BSA que sera submetida a reagdes
colorimétricas especificas, lendo-se a absorbancia a 540 nm. A curva padrao corresponde a
relacdo grafica entre os valores de absorbancia e de concentragdo, assim € possivel calcular

um fator de conversao de valores de absorbancia em concentragao.
3.5.2.1 Preparac¢ao da amostra de BSA a 2 mg/mL

Pesou-se 12 mg de BSA e solubilizou-se em 6 mL de 4gua destilada, esta solugdo ¢

considerada a solu¢do mae.
3.5.2.2 Preparacio das amostras da curva padrao

Os pontos da curva padrdo preparados na concentracdo de 2 mg/mL, variam de 0 a 1,4

pg/uL.
3.5.2.3 Elaboracao da curva padrao para analise

Pipetou-se 200 pL de cada microtubo com a concentragdo especifica de BSA
previamente preparada, e adicionou-se 800 puL do reagente de Biureto, homogeneizou-se em
vortex e deixou-se a solucdo em repouso por 15 minutos. Por fim, com o fim deste periodo,
pipetou-se 300 pL na microplaca, em duplicata, e fez-se a leitura da rea¢do na leitora de

microplaca (VERSA max - tunable) a 540 nm.

3.5.3 Quantificacdo das proteinas nas amostras com o reagente de Biureto

O método de Biureto consiste em retirar uma aliquota de 200 pL da solugdo proteica de
Btk de cada tratamento de meio teste e adicionar 800 pL do reativo de Biureto, homogeneizar
no voértex e deixar a mistura em repouso por 15 minutos, para reagdo entre a amostra € o
reagente. Apos este periodo, pipetou-se 300 uL na microplaca, em duplicata, e fez-se a leitura
espectrofotométrica para ver a intensidade da cor desenvolvida a 540 nm na leitora de

microplaca (VERSA max - tunable).

Com os resultados obtidos compara-se com a curva padrao feita com albumina sérica

bovina. Vale destacar que, quanto maior for a absorbancia obtida, maior sera a concentracao
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da proteina na amostra.

Caso os valores da absorbancia medida no espectrofotometro forem maiores do que os
nimeros minimos e maximos da curva padrdo de BSA, deve-se realizar a dilui¢do das
amostras em duas ou até quatro vezes, para que fiquem dentro da faixa estabelecida pela
curva. No caso da diluicdo de duas vezes usa-se 150 pL de agua destilada e 150 pL da
amostra desejada, a seguir, homogeneiza-se no vortex e repete-se o passo ja citado acima. O
mesmo acontece com a diluicdo de quatro vezes, porém, com a diferenca de que se usa 200
uL da amostra em questdo e 600 pL de agua destilada. Ressalta-se que, caso as amostras
forem diluidas, deve-se multiplicar a concentrag¢ao obtida pelo fator de diluigdo para encontrar

o valor efetivo da concentracao de proteina na amostra.

A Figura 15 ¢ uma representacdo de microplaca utilizada para quantifica¢do de proteinas

nas amostras com o reagente de Biureto.

Figura 15 - Microplaca usada para quantifica¢do de proteinas.

Fonte: Autoria propria, 2025.

3.6 Maximizacdo da producio de biomassa e proteinas de Bacillus thuringiensis var.

kurstaki sob influéncia da temperatura

Apos realizar os testes dos meios de cultura com variaveis fontes de nitrogénio e carbono
a temperatura de 30°C por 72 horas, obteve-se os dados de acordo com a densidade optica e a

dosagem de proteinas. Posto isso, com os resultados encontrados fez-se uma sele¢do dos
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melhores meios, ou seja, aqueles meios que obtiveram maior densidade dptica e produziram

mais proteinas foram escolhidos para serem avaliados em relagdo a temperatura.

Sendo assim, por Bacillus thuringiensis var. kurstaki ser uma bactéria mesofilica, isto &,
que cresce entre 25 e 37°C (Rocha, 2017), foram selecionadas as temperaturas de 28 e 34°C
para teste de maximizagdo, pois sdo as temperaturas que estdo na faixa ideal para o seu
crescimento como sugere Monnerat et al. (2018); Panarotto (2006); Pereira; Martins (2016);
Silva (2007). Em relagdo a maximizagdo, para analisar-se o seu efeito, os tratamentos
incubados foram verificados em intervalos regulares de 12 horas durante os tempos 0, 12, 24,

36, 48, 60 e 72 horas (Silva, 2007; Singh et al., 2015; Vieira et al., 2006).

3.6.1 Meios testes com variaveis fontes de nitrogénio e carbono selecionados para

avaliacido da influéncia da temperatura

Tabela 2 — Meios testes selecionados com variaveis fontes de nitrogénio e carbono.

Fonte de nitrogénio Fonte de carbono
(2 g/L) @8 g/L)
Meio 9 Farinha de soja Glicose
Meio 10 Nitrato de amdnio Glicose
Meio 11 Nitrato de amdnio Sacarose
Meio 12 Nitrato de amonio Melaco de cana

3.6.2 Cultivo para maximizacio da producdo de biomassa e proteinas de Bacillus

thuringiensis var. kurstaki

Apos a selegdo dos melhores meios testes, aqueles que obtiveram melhor crescimento
microbiano e produgdo de proteinas, foi realizada a preparacdo do meio principal como
descrito na se¢do 3.2.2, em seguida, cada um dos meios testes tiveram a adi¢do de fontes de
carbono e nitrogénio variaveis, conforme a tabela 2. Destaca-se que, cada meio teste foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 21 minutos. Na Figura 16 ¢ demonstrado os meios

testes com diferentes fontes de carbono e nitrogénio.
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Figura 16 — Meios 9 a 12 com fontes variaveis de carbono e nitrogénio.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Ressalta-se que, a inoculagdo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki foi realizada como
descrito na se¢do 3.3. Posteriormente, os meios de maximizagdo com as diferentes fontes de
nitrogénio e carbono, em quadriplicata, com 75 mL em cada Erlenmeyer de 250 mL, tiveram
a inoculacdo de Btk de acordo com a quantidade de DO encontrada. Na figura 17 podem ser

vistos os meios inoculados com Btk.

Figura 17 - Inoculagio de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em meios 9 a 12.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Os tratamentos foram colocados em incubadora shaker com agitagdo orbital (MA 410
CFT - MARCONI) na temperatura de 28°C a agitagdo de 150 rpm por 72 horas para

crescimento, 0 mesmo foi realizado com a temperatura de 34°C.

Ressalta-se que, a cada 12 horas amostras dos tratamentos foram coletadas, para medida
da densidade oOptica e quantificacdo da proteina produzida, seguindo-se os passos descritos na
secdo 3.4. A dosagem da quantidade de proteinas totais foi realizada a partir do teste de

Biureto, como descrito nas se¢des 3.5.2.3 ¢ 3.5.3.

Enfatiza-se que, os procedimentos citados nesta se¢do foram realizados tanto para os
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tratamentos a 28°C como a 34°C.

3.7 Analise estatisticas

Para obter os resultados dos procedimentos realizados foi usado o software Microsoft
Excel 365 versao 16, além disso os dados foram analisados estatisticamente por este mesmo
software. Com os dados obtidos pelo Microsoft Excel 365, os graficos foram elaborados
usando o software GraphPad Prism versdo 8.0.2, e também foram obtidos valores médios e

desvio padrao.

4. RESULTADOS
4.1 Meios testes 1 a 8 usados com variaveis fontes de nitrogénio e carbono

Nas Figuras 18 e 19 estdo representados os meios testes de 1 a 8 com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, apds fermentacdo de 72 horas a 30°C, em dois testes realizados em

duplicatas.

(b)
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Figura 18 — Meios testes de 1 a 8 com varidveis fontes de carbono e nitrogénio apds 72 horas de fermentagio a

30°C — 1° teste em duplicata.

(a) e (b) meio 1 (tendo nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (c) e (d)
meio 2 (tendo sulfato de amonio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (e) e (f) meio 3
(tendo peptona como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (g) e (h) meio 4 (tendo extrato de
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levedura como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (i) e (j) meio 5 (tendo nitrato de amonio

como fonte de nitrogénio e acetato de sdédio como fonte de carbono); (k) e (1) meio 6 (tendo nitrato de amdnio

como fonte de nitrogénio e citrato de sddio como fonte de carbono); (m) e (n) meio 7 (tendo nitrato de amonio
como fonte de nitrogénio e extrato de levedura como fonte de carbono); (0) e (p) meio 8 (tendo nitrato de amonio

como fonte de peptona como fonte de carbono).

Fonte: Autoria propria, 2025.

(d)

(2 (h)
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Figura 19 — Meios testes de 1 a 8 com variaveis fontes de carbono e nitrogénio apds 72 horas de fermentagio a

30°C — 2° teste em duplicata.

(a) e (b) meio 1 (tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (c) e (d)
meio 2 (tendo sulfato de amonio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (e) e (f) meio 3
(tendo peptona como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (g) e (h) meio 4 (tendo extrato de
levedura como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (i) e (j) meio 5 (tendo nitrato de amonio
como fonte de nitrogénio e acetato de sédio como fonte de carbono); (k) e (1) meio 6 (tendo nitrato de amdnio
como fonte de nitrogénio e citrato de sddio como fonte de carbono); (m) e (n) meio 7 (tendo nitrato de amonio
como fonte de nitrogénio e extrato de levedura como fonte de carbono); (o) e (p) meio 8 (tendo nitrato de amonio

como fonte de peptona como fonte de carbono).

Fonte: Autoria propria, 2025.
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4.2 Meios testes 9 a 14 usados com variaveis fontes de nitrogénio e carbono

Nas Figuras 20 e 21 estdo representados os meios testes de 9 a 14 com diferentes fontes
de carbono e nitrogénio, apds fermentacdo de 72 horas a 30°C, em dois testes realizados em

duplicatas.

(b) (d)

(® (h)
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Figura 20 — Meios testes de 9 a 14 com variaveis fontes de carbono e nitrogénio apds 72 horas de fermentacdo a

30°C — 1° teste em duplicata.

(a) e (b) meio 9 (tendo farinha de soja como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (c) e (d) meio
10 (tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (e) e (f) meio 11 (tendo
nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e sacarose como fonte de carbono); (g) e (h) meio 12 (tendo nitrato
de amonio como fonte de nitrogénio e melago de cana como fonte de carbono); (i) e (j) meio 13 (tendo nitrato de
amonio como fonte de nitrogénio e farinha de trigo como fonte de carbono); (k) e (1) meio 14 (tendo nitrato de

amonio como fonte de nitrogénio e lavagem de batata como fonte de carbono).

Fonte: Autoria propria, 2025.

(b) (d)
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Figura 21 — Meios testes de 9 a 14 com variaveis fontes de carbono e nitrogénio apds 72 horas de fermentagio a

30°C — 2° teste em duplicata.

(a) e (b)* meio 9 (tendo farinha de soja como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (c) e (d)
meio 10 (tendo nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono); (e) e (f) meio 11
(tendo nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e sacarose como fonte de carbono); (g) e (h) meio 12 (tendo
nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e melaco de cana como fonte de carbono); (i) e (j) meio 13 (tendo
nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e farinha de trigo como fonte de carbono); (k) e (1) meio 14 (tendo

nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e lavagem de batata como fonte de carbono).
*Meio contaminado com fungo.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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4.3 Crescimento celular e dosagem de proteinas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
4.3.1 Densidade optica dos meios a 30°C

Apos a fermentacao de 72 horas a 30°C foi medida a densidade Optica dos tratamentos, os

dados obtidos sao representados na Figura 22.

Densidade optica (DO)

4

Densidade dptica (DO)

Meios de crescimento

Figura 22 — Grafico demonstrativo do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki nos meios

testes cultivados a 30 °C.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Como demonstrado na Figura 22, os melhores meios para crescimento de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki foram os meios 7, 8 e 13. No entanto, estes meios ndo foram
escolhidos para maximizacdo em relacdo a temperatura, uma vez que o meio 13 teve
interferéncias na medida de absorbancia devido ser composto por farinha de trigo. Em adigao,
o0 meio 8 teve interferéncias na dosagem de proteinas, pois € um meio que contém peptona,
dados de dosagem de proteinas serdo mostrados na se¢do a seguir. Posto isso, os meios 9, 10,

11 e 12 foram selecionados para maximizagao em relacdo ao tempo e temperatura.

4.3.2 Dosagem de proteinas dos meios a 30°C

Apos a fermentacao de 72 horas a 30°C, foi dosado a producdo de proteinas dos meios.

Na figura 23 ha a demonstragao grafica dos dados obtidos por esta analise.
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Figura 23 — Grafico demonstrativo da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki

nos meios testes cultivados a 30 °C.

Fonte: Autoria propria, 2025.

De acordo com a figura acima, os melhores meios para produgdo de proteinas por
Bacillus thuringiensis var. kurstaki foram os meios 9, 10, 11 e 13. Entretanto, o meio 13 ndo
foi selecionado para maximizag¢do em relagdo a temperatura, uma vez que este meio teve
interferéncias ao medir a absorbancia devido ser composto por farinha de trigo. Dessa forma,
os meios 9, 10, 11 e 12 foram selecionados para maximiza¢do em relagdo ao tempo e
temperatura. Em adicdo, o meio 12 foi escolhido para ser otimizado, pois ¢ um meio rico em
nutrientes e pode ser reaproveitado de residuos agricolas e industriais, o que contribui para

reduzir gastos com matéria prima e colaborar com o meio ambiente.

4.4 Maximizacdo da producio de biomassa e proteinas de Bacillus thuringiensis var.

kurstaki sob influéncia da temperatura de 28°C
4.4.1 Crescimento celular dos meios a 28°C

Os meios 9, 10, 11 e 12 foram submetidos a temperatura de 28°C para crescimento de
Btk, os dados em relagdo a DO foram obtidos nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas,
representado na Figura 24. Para melhor visualizac¢do e identificagdo do meio mais favoravel,
foi elaborado graficos separadamente do desempenho de cada um dos meios, como

demonstrado na Figura 25.
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Figura 24 — Grafico do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki nos meios 9 a 12 cultivados a

(a)

(©)

28°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Figura 25 — Grafico do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki de cada um dos meios 9 a 12

cultivados a 28°C.
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(a) grafico do crescimento celular do meio 9 cultivado a 28°C; (b) grafico do crescimento celular do meio 10
cultivado a 28°C; (c) grafico do crescimento celular do meio 11 cultivado a 28°C; (d) grafico do crescimento

celular do meio 12 cultivado a 28°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Como demonstrado na Figura 25 o desempenho separadamente de cada um dos meios,
pode-se afirmar que os meios 11 e 12 obtiveram melhores resultados de crescimento celular a
28°C no tempo de 72 horas, uma vez que o meio 11, tem nitrato de amonio como fonte de
nitrogénio e sacarose como fonte de carbono, e o meio 12, que tem nitrato de amoénio como

fonte de nitrogénio e melaco de cana como fonte de carbono.

4.4.2 Dosagem de proteinas dos meios a 28°C

Os meios 9, 10, 11 e 12 foram submetidos a temperatura de 28°C para maximizagdo da
producdo de proteinas, os dados obtidos em relagdo a dosagem de proteinas nos tempos 0, 12,
24, 36, 48, 60 e 72 horas estdo representados na Figura 26. Para melhor visualizagdo e
identificacdo do meio mais favoravel, foi elaborado graficos separadamente do desempenho

de cada um dos meios, como demonstrado na Figura 27.

Dosagem de proteinas a 28°C
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Figura 26 - Grafico da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki de cada um dos

meios 9 a 12 cultivados a 28°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Figura 27 — Grafico da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki de cada um dos

meios 9 a 12 cultivados a 28°C.

(a) grafico da dosagem de proteinas do meio 9 cultivado a 28°C; (b) grafico da dosagem de proteinas do meio 10
cultivado a 28°C; (c) grafico da dosagem de proteinas do meio 11 cultivado a 28°C; (d) grafico da dosagem de

proteinas do meio 12 cultivado a 28°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Como demonstrado na Figura 27 o desempenho separadamente de cada um dos meios,
pode-se afirmar que os meios 10 e 11 obtiveram melhores resultados de producao de proteinas
a 28°C, sendo que o meio 10 tem nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e glicose como
fonte de carbono, e 0 meio 11, tem nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e sacarose

como fonte de carbono.
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4.5 Maximizacao da producido de biomassa e proteinas de Bacillus thuringiensis var.

kurstaki sob influéncia da temperatura de 34°C
4.5.1 Crescimento celular dos meios a 34°C

Os meios 9, 10, 11 e 12 foram submetidos a temperatura de 34°C para maximizagao da
producdo de biomassa de Btk, os dados em relagdo a DO foram obtidos nos tempos 0, 12, 24,
36, 48, 60 e 72 horas, representado na Figura 28. Para melhor visualizagdo e identificacdo do
meio mais favordvel para crescimento de Btk, foi elaborado graficos separadamente do

desempenho de cada um dos meios, como demonstrado na Figura 29.
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Figura 28 — Grafico do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki nos meios 9 a 12 cultivados a

34°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Figura 29 — Grafico do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki de cada um dos meios 9 a 12

cultivados a 34°C.

(a) grafico do crescimento celular do meio 9 cultivado a 34°C; (b) grafico do crescimento celular do meio 10
cultivado a 34°C; (c) grafico do crescimento celular do meio 11 cultivado a 34°C; (d) grafico do crescimento

celular do meio 12 cultivado a 34°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Como demonstrado na Figura 29 o desempenho separadamente de cada um dos meios,
assim, pode-se afirmar que os meios 11 e 12 obtiveram melhores resultados de crescimento
celular a 34°C. Destaca-se que, os meios 10, 11 e 12 ap6s as 60 horas ja entram em uma fase

de declinio, isto €, ocorre uma reducao na populagdo microbiana.

4.5.2 Dosagem de proteinas dos meios a 34°C

Os meios 9, 10, 11 e 12 foram submetidos a temperatura de 34°C para maximizagdo da
producao de proteinas, os dados obtidos em relagdo a dosagem de proteinas nos tempos 0, 12,
24, 36, 48, 60 e 72 horas estdo representados na Figura 30. Para melhor visualizacdo e
identificacdo do meio mais favoravel, foi elaborado graficos separadamente do desempenho

de cada um dos meios, como demonstrado na Figura 31.
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Dosagem de proteinas a 34°C

37 - Meio 9
4 - Meio 10

-4 Meio 11
7 - Meio 12

Concentracio de proteinas (ug/pL)

< 0:00:00 24:00:00 48:00:00 72:00:00

Tempo

Figura 30 — Grafico da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki de cada um dos

meios 9 a 12 cultivados a 34°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Figura 31 — Grafico da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki de cada um dos
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meios 9 a 12 cultivados a 34°C.

(a) grafico da dosagem de proteinas do meio 9 cultivado a 34°C; (b) grafico da dosagem de proteinas do meio 10
cultivado a 34°C; (c) grafico da dosagem de proteinas do meio 11 cultivado a 34°C; (d) grafico da dosagem de

proteinas do meio 12 cultivado a 34°C.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Como demonstrado na Figura 31 o desempenho separadamente de cada um dos meios,
logo, pode-se afirmar que os meios 9, tendo farinha de soja como fonte de nitrogénio e glicose
como fonte de carbono, e 10 tendo nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e glicose como

fonte de carbono, obtiveram melhores resultados de produgdo de proteinas a 34°C.

4.6 Comparacio do crescimento celular dos meios testes em relacio a temperatura

Na Figura 32 hd a demonstra¢do o crescimento celular de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki em meio 9. Posto isso, este microrganismo tem maior producdo de biomassa neste
meio quando esta na temperatura de 34°C. Contudo, para evitar o estresse metabodlico de Btk
poderia crescer esta bactéria a 28°C, pois no periodo de 48 horas obteve-se a maior DO. Ou

seja, neste tempo teve-se a maior producdo de biomassa de Bacillus thuringiensis var.

kurstaki.
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Figura 32 — Grafico comparativo do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki no meio 9, tendo

farinha de soja como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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A producdo de biomassa de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em meio 10 esta
representada na Figura 33. A maior densidade Optica obtida neste meio foi na temperatura de
28°C no tempo de 72 horas. Porém, devido ao desvio padrdo e margem de erro, nao
apresentou diferencas significativas nos valores avaliados. Sendo assim, este microrganismo

tem producdo de biomassa equivalente na temperatura de 28°C e a 34°C, quando em

desenvolvimento neste meio.
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Figura 33 — Grafico comparativo do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki no meio 10,

tendo nitrato de amo6nio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Em meio 11, a maior DO encontrada foi no periodo de 72 horas na temperatura de 28°C,
como demonstrado na Figura 34. Quando se compara as temperaturas de 28 e 34°C, esta
ultima temperatura tem um desempenho melhor no intervalo de 36 a 60 horas. No entanto,

apresenta um desvio padrdo e margem de erro maior, o que dificulta afirmar que a Btk teve

maior producao de biomassa a 34°C neste periodo.
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Figura 34 — Grafico comparativo do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki no meio 11,

tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e sacarose como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.

O gréfico de comparagdo de densidade Optica do meio 12 estd representado na Figura 35,
desse modo, a maior DO obtida por este meio foi no periodo de 72 horas na temperatura de
28°C. Assim como no meio 11, o meio 12 apresenta maior produgdo de biomassa no intervalo
de 36 a 60 horas na temperatura de 34°C. Mas também exibe um desvio padrao e margem de
erro maior no tempo de 36 horas, o que dificulta afirmar que a Bacillus thuringiensis var.

kurstaki poderia ter maior producao de biomassa a 34°C neste periodo, evitando o estresse

metabolico desta bactéria.
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Figura 35 — Grafico comparativo do crescimento celular de Bacillus thuringiensis var. kurstaki no meio 12,

tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e melaco de cana como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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4.7 Comparacio da dosagem de proteinas dos meios testes em relacio a temperatura

A dosagem de proteinas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em meio 9 é demonstrada
na Figura 36. Sendo assim, este microrganismo tem maior producao de proteinas neste meio
quando esta na temperatura de 28°C. Porém, devido ao desvio padrao e margem de erro, este

microrganismo tem produgdo de proteinas equivalente neste meio quando esta a 34°C em 72

horas.
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Figura 36 — Grafico comparativo da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki no

meio 9, tendo farinha de soja como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.

A produgdo de proteinas de Btk em meio 10 estd representada na Figura 37. A maior
dosagem de proteinas obtida neste meio foi na temperatura de 28°C no tempo de 60 horas. No
entanto, para evitar o estresse metabolico de Btk poderia crescer esta bactéria a 28°C, até o
periodo de 60 horas, pois obteve-se a maior dosagem de proteinas. Ressalta-se que, devido ao
desvio padrdao e margem de erro, este microrganismo tem producdo de proteinas equivalente

neste meio quando esta a 28°C e 34°C em 72 horas.
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Figura 37 — Grafico comparativo da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki no

meio 10, tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Em meio 11, a maior produgdo de proteinas encontrada foi no periodo de 72 horas na
temperatura de 28°C, demonstrado na Figura 38. Quando se compara as temperaturas de 28 e
34°C, a primeira temperatura tem um desempenho melhor principalmente no intervalo de 48 a
72 horas. No entanto, o periodo de 72 horas apresenta um desvio padrdo e margem de erro
maior, o que dificulta afirmar que a Btk teve maior producdo de proteinas a 28°C neste

periodo.
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Figura 38 — Grafico comparativo da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki no

meio 11, tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e sacarose como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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O grafico de comparagdo de dosagem de proteinas do meio 12 estd representado na
Figura 39, sendo assim, a maior produ¢do de proteinas obtida por este meio foi no periodo de
48 horas na temperatura de 28°C. Contudo, exibe um desvio padrao e margem que dificulta
afirmar que a Bacillus thuringiensis var. kurstaki poderia ter maior dosagem de proteinas a
28°C neste periodo. Assim, este microrganismo tem producdo de proteinas equivalente neste

meio quando esta a 34°C.
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Figura 39 — Grafico comparativo da dosagem de proteinas produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki no

meio 12, tendo nitrato de amonio como fonte de nitrogénio e melago de cana como fonte de carbono.

Fonte: Autoria propria, 2025.

5. DISCUSSAO

Em relagdo a determinacdo do crescimento celular, temos dois pontos relevantes que
podem afetar a medida da densidade Optica. O resultado desta leitura ndo mostra o namero de
células viaveis disponiveis no cultivo, bem como ndo pode medir se houve ou ndo a
contaminagdo, pois toda a populacdo microbiana ¢ considerada na absorbancia,
independentemente da espécie e estado vegetativo. Além disso, o amido que compde a farinha
de trigo pode causar a precipitacdo de suas moléculas, que dificultam a medida da DO. Outro
ponto relevante ¢ a composi¢do do meio de cultura, uma vez que 0s microrganismos crescem
mais em meio rico em nutrientes, do que em um meio pobre em nutrientes. Valores elevados
de absorbancia podem ser observados na fase de crescimento exponencial em decorréncia da
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maior disponibilidade de substratos nesta etapa. O esgotamento de nutrientes apos a fase
logaritmica impacta na redu¢do do crescimento celular, acarretando na queda dos valores de
absorbancia. Além disso, o esgotamento de nutriente ¢ um sinalizador para as células
vegetativas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki para o inicio do processo de esporulacao,
onde ha uma perda citoplasmatica gradual até a total lise celular e liberacdo do esporo.
Destaca-se que, a natureza e as caracteristicas dos substratos utilizados no meio de cultura
interferem no metabolismo do microrganismo, incluindo a expressao de enzimas e

metabolitos (Bernardes, 2024).

O método de Biureto esta sujeito a interferéncia de substancias que possam reagir com os
ions Cu2+. Algumas delas sdo peptideos e aminoacidos, os quais estdo presentes na
composi¢ao da peptona. Em adi¢do, o amido que ¢ um dos componentes da farinha de trigo,
também pode reagir com os ions cobre (II) interferindo na determinagdo de proteinas. Sendo
assim, justifica-se a interferéncia que os meios 8 e 13 sofreram na dosagem de proteinas por

este método (Zaia; Zaia; Lichtig, 1998).

Portanto, ambas as técnicas, de dosagem de proteinas e de densidade Optica, apresentam
dificuldades na determinagdo de concentragdes celulares e na produgdo proteica uma vez que,
na maioria dos casos, os meios de produc¢do sao compostos por matérias primas naturais e

apresentam altos teores de solidos em suspensao (Panarotto, 2006).

As fases de crescimento acompanham as condi¢des do meio, onde a quantidade de
nutrientes diminui e de produtos do metabolismo aumentam com o passar do tempo. Essas
modifica¢des influenciam no comportamento e nas condi¢des para o crescimento (Dantas,
2020). As proteinas Cry sdo formadas principalmente no fim da fermentagdo, quando as

condi¢des do meio ficam desfavoraveis (Pereira; Martins, 2016).

As fontes de nitrogénio usadas neste trabalho sdo tanto organicas quanto inorganicas.
Angelo et al. (2010) afirmam que ndo é aconselhavel o uso apenas de nitrogénio inorganicos,
pois h& diminuicao do crescimento e da esporulagdo. Entre as fontes organicas de nitrogénio,
o extrato de levedura € bastante utilizado, assim como peptona e farinha de soja apresentam
bons resultados, principalmente a peptona e o extrato de levedura por serem ricos em
vitaminas do complexo B, aminodcidos, peptideos, proteinas, carboidratos, indispensaveis
para promover o crescimento satisfatorio dos microrganismos (Dantas, 2020; Pereira;

Martins, 2016). No entanto, devido a composi¢cdo dessas substancias, como ja mencionado
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acima, ocorreram interferéncias na dosagem de proteinas por acontecer reagdes com ions

cobre (II).

Os efluentes do processamento de batatas também se caracterizam como possiveis
substratos para producao de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, pois possuem em sua
composicao 80% de agua, 17% de carboidratos, 2% de proteinas, 0,1% de gordura e 0,9% de
vitaminas, minerais inorganicos e tracos de micronutrientes. Por seu baixo custo, alta
disponibilidade e elevado teor de aglcares fermentdveis, esta matéria prima vem sendo
empregada como substrato para diferentes tipos de fermentagdo (Rocha, 2017). Contudo,
quando comparada a outras matérias prima usadas neste estudo a dgua de batata nio teve uma
produgdo de proteinas e densidade Optica tao significativa quanto as demais. Ressalta-se que,
na preparagdo usada neste trabalho as batatas ficaram mergulhadas na 4gua por apenas 30
minutos, talvez para que pudesse ter melhores resultados seria preciso deixar a leguminosa de
molho por mais tempo, ou até mesmo por dias. Entretanto, quando se deixa a batata por mais

tempo pode acontecer a contaminacdo da dgua, que afetara nos dados a serem obtidos.

O melago de cana ¢ utilizado em formulac¢des de meios alternativos por sua eficiéncia em
producdo de biomassa em diversos processos fermentativos. A composi¢do quimica do
melago pode ser influenciada por diversos fatores, seja sua origem agricola ou o seu
processamento industrial. Os principais componentes do melago de cana sdo a agua,
carboidratos, compostos de origem organica como os aminoacidos, acidos carboxilicos,
proteinas, vitaminas, fenois e outros. O melaco possui composicdo média de 20% de agua,
62% de agucar, 10% de material nitrogenado e 8% de constituintes inorganicos (Rocha,

2017).

O melago de cana ¢ um substrato com inimeras aplicagdes industriais possiveis, por isso,
¢ uma interessante alternativa para a produgdo de bioinsumos, ja que, em comparagdo com
outras 24 fontes de acucares, possui um baixo custo, e ainda, apresenta varios outros
compostos ricos em carbono, além da sacarose. O melago, particularmente se destaca nos
processos fermentativos, pelo fato de apresentar alto teor de acucares fermentesciveis,
compostos organicos, vitaminas e minerais tais como manganés, magnésio, fosforo, potassio,
zinco, soédio e calcio. Todos esses compostos sdo valiosos para os processos de fermentacao,

pois estes podem favorecer o crescimento do microrganismo (Baptista, 2024; Dantas, 2020).

A glicose possui em sua composicao seis atomos de carbono, doze atomos de hidrogénio
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e seis atomos de oxigénio. A sacarose ¢ um dissacarideo encontrado em abundancia na cana
de agucar, frutas e na beterraba ¢ formado por uma molécula de glicose e uma de frutose que
se ligam através da ligacao éter entre o C1 da unidade glucosil e o C2 da unidade frutosil

(Dantas, 2020).

Meios contendo melago de cana e sacarose favoreceram as altas densidades celulares de
Btk, porém, a producdo de proteinas Cry foi maior em meios contendo glicose e sacarose. Os
meios formulados com glicose e sacarose apresentaram a producdo proteica numa média de
0.914 e 2.057 pg/uL, respectivamente na temperatura de 28°C. A sacarose mostrou-se o
substrato energético mais acessivel ao metabolismo de Btk, além de ser um carboidrato de
custo relativamente baixo no Brasil. A glicose apresentou menor crescimento celular com
relagdo a sacarose, entretanto pode ser utilizada como fonte de carbono por apresentar uma
boa produgao de proteinas, como visa o estudo. Esta bactéria necessita de um substrato
energético para a producdo de energia que influencia indiretamente o crescimento celular, a
esporulacdo e a producao de endotoxinas. Sendo assim, a glicose ¢ uma das principais fontes
de energia utilizadas no cultivo deste microrganismo. Os resultados observados mostraram
que Bacillus thuringiensis var. kurstaki tem maior facilidade de metabolizar sacarose, sendo
esta fonte de energia mais adequada para o crescimento deste tipo de Bacillus, confirmando os

dados de Madigan et al. (1997); Panarotto (2006).

Os resultados até aqui discutidos indicam que Btk apresenta um melhor crescimento nas
temperaturas de 28 e 30 °C. Estes dados confirmam os resultados ja reportados por Bernhard
& Utz (1993) que constatam que a maioria das linhagens de Bt cresce melhor na faixa de
temperatura de 26 a 30°C. Apesar de Iggen ef al. (2002) terem reportado que a 25 °C ha a
melhor produgdo de endotoxinas por Bacillus thuringiensis, no presente trabalho, uma maior
expressdo foi evidenciada nos cultivos em que a temperatura foi mantida a 28 ou 30 °C.
Segundo Rowe et al. (1987) e Figueiredo; Burity; Oliveira; Santos; Stamford (2010) a
temperatura deve ser mantida em 30 °C £ 2°C, pois valores maiores reduzem a producao de
endotoxinas. Os resultados deste trabalho confirmam a grande influéncia da temperatura sobre
o cultivo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, como ja reportado por Maldonado-Blanco et
al. (2003). Portanto, as melhores temperaturas para crescimento celular e producido de

endotoxinas foram as de 28 e 30 °C.

48



6. CONCLUSAO

A Biotecnologia promove um futuro mais sustentavel e uma agricultura mais eficiente e
limpa. O uso de bactérias, a biotecnologia e 0 manejo bioldgico sdo estratégias essenciais para
fortalecer a resiliéncia e a sustentabilidade dos sistemas agricolas, assim como, 0s tornar mais

eficientes e econdmicos.

Desse modo, ¢ possivel concluir que diferentes fontes de carbono e nitrogénio em
concentragdes variaveis interferem de varias formas na qualidade e rendimento de uma
fermentagdo. Quando a concentracdo de fonte de carbono ¢ maior do que a fonte de
nitrogénio, ha um aumento na produ¢do de biomassa de Bacillus thuringiensis var. kurstaki,
bem como na producdo de proteinas Cry. Desse modo, com os estudos realizados, pode-se
afirmar que a sacarose ¢ o substrato energético mais adequado que a glicose, resultando em
intenso crescimento celular e expressdo de endotoxinas. Apesar da glicose apresentar um
crescimento inferior, evidenciou-se uma boa producdao de endotoxinas, assim, podendo ser
utilizada como fonte de carbono para crescimento da bactéria. Em relagdo a temperatura,

pode-se concluir que as melhores temperaturas para crescimento celular e producao de

endotoxinas foram as de 28 e 30 °C.

Diante disso, € possivel dizer que esta bactéria € uma boa produtora de bioinsumo, com
boa capacidade de produzir endotoxinas, apresentando resultados satisfatorios. Os substratos
utilizados indicam ser promissores na produ¢do de bioinsumos, mas ainda necessitam de
estudos mais aprofundados do cultivo. Estudos posteriores podem ser realizados para
avaliagcdo do comportamento desta bactéria a cada 12 horas durante as 72 horas de
fermentagdo na temperatura de 30 °C. Assim, identificando a influéncia dessa temperatura na
producdo de proteinas e monitoramento do crescimento deste microrganismo a cada intervalo
de tempo, nos meios 10 e 11 que possuem a glicose e sacarose como fontes de carbono. Em
adicdo, sdao necessarios mais estudos para poder determinar as condi¢des ideais de
fermentagdo, tais como, pH, aeracdo, agitacdo e suas influéncias para maxima produgao de

biomassa e proteina Cry produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para melhor entendimento do comportamento de Bacillus thuringiensis var. kurstaki e
comparagdo com a evolugdo deste microrganismo nas temperaturas de 28 e 34°C, espera-se
fazer mais testes que possibilitem a avaliagdo desta bactéria a cada 12 horas durante as 72
horas de fermentacdo na temperatura de 30°C. Assim, identificando a influéncia dessa
temperatura na produgdo de proteinas € monitoramento do crescimento deste microrganismo a
cada intervalo de tempo, principalmente nos meios 10 e 11 que possuem a glicose e sacarose
como fontes de carbono, os quais obtiveram melhor desempenho na produgdo de proteinas e

crescimento celular bacteriano.

Em adicdo, sdo necessarios mais estudos para poder determinar as condigdes ideais de
fermentagdo, tais como, pH, aeracgdo, agitacdo e suas influéncias para maxima producio de

biomassa e proteina Cry produzida por Bacillus thuringiensis var. kurstaki.
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