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RESUMO: Bacillus thuringiensis (Bt) tem sido utilizado na produção de inseticidas biológicos para o controle de pragas 
agrícolas e contra larvas de insetos vetores de doenças pelo fato de ser inócuo a mamíferos e outros vertebrados e 
possuir um amplo aspecto de ação com alta especificidade e reduzida resistência a insetos. O Bt produz durante a sua 
fase de esporulação um cristal protéico o qual é tóxico a larvas de Lepidoptera, Coleoptera, Diptera. A fermentação 
semissólida (FSS) tem como vantagem a produção de microorganismos em meio reduzido de água, levando a uma 
operação industrial limpa, ou seja, com baixo conteúdo de águas residuais e também utiliza resíduos agroindustriais e 
regionais, barateando a produção do Bt. Experimentalmente foram realizados métodos de ativação com microondas e 
ultrassom. A fermentação semissólida do Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) que foi utilizada como inóculo teve 
como substrato a quirera de milho (60%) bagaço de cana (25%) e farelo de soja (15%), com 10% de inoculo líquido, a 
fermentação foi realizada durante 72 h a 30º. Após a fermentação o material sofreu uma secagem a 50oC, por 24 h. De-
pois de fermentado e seco foi feita a ativação em forno microondas por 10 segundos em alta potencia e ultra-som por 
10 minutos, após ativação foram inoculados em meio Agar nutriente em placas de petri com 1 mL do ativado e levados 
a estufa em temperatura de 30C por 24h. O acompanhamento foi feito em grau de opalescência o qual demonstrou que 
ambos os tratamentos foram eficientes em relação à ativação de esporos de Bti, porém o tratamento em microondas 
foi mais eficiente, pois além de mais rápido utiliza menos água no processo, o que é interessante em FSS.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus thuringiensis. Fermentação semissólida. Ativação. Cultura iniciadora.

ABSTRACT: Bacillus thuringiensis (Bt) has been used in the production of biological insecticides to control agricul-
tural pests and insect larvae against disease vectors because it is harmless to mammals and other vertebrates and 
possess a broad spectrum of action with high specificity and low-resistance insects. Bt produces during its sporula-
tion phase of a crystal protein which is toxic to larvae of Lepidoptera, Coleoptera, Diptera. The semisolid fermentation 
(SSF) has the advantage of producing microorganisms in the midst of low water, with a clean industrial operation, 
or with low content of wastewater and also uses and regional agro-industrial residues, reducing the production of 
Bt. Experimentally activation methods were performed with microwave and ultrasound. The semisolid fermentation 
of Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) that was used as inoculum substrate is broken corn (60%), sugar cane 
bagasse (25%) and soybean meal (15%), with 10% inoculum liquid fermentation was performed for 72 h at 30 °. 
After fermentation, the material has a drying at 50oC for 24 h. When fermented and dry the activation was done in the 
microwave for 10 seconds on high power and ultra-sound for 10 minutes after activation were inoculated on nutrient 
agar in petri dishes with 1 mL of activated and brought into the greenhouse temperature 30C for 24h. The monitoring 
was done on the degree of opalescence, which demonstrated that both treatments were effective for activation of 
spores of Bti, but the microwave treatment was more effective, because in addition to faster using less water in the 
process, which is interesting in FSS.
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Para fermentação semi-sólida podem ser utiliza-
dos substratos oriundos de resíduos agro-industriais, 
que passaram a ser estudados como fontes alternativas 
para obtenção de energia e biomassa (ARRUDA, 1999).

Outros resíduos como penas de galinha descarta-
dos como resíduo industrial e farelo de arroz podem ser 
utilizado como meio de cultura para a produção do Bti, 
os estudos bioquímicos realizados demonstraram que a 
quantidade de esporos (toxinas) obtidos a partir deste 
novo meio foi maior que a do meio convencional (extrato 
de leveduras) (POOPATHI; ABIDHA, 2009).

Existe no Brasil quatorze formulações comerciais 
à base de Bacillus thuringiensis, porém todos os pro-
dutos são importados. O custo de produção e a con-
corrência com os produtos químicos bem como a falta 
de investimentos dos setores públicos e privados são 
as causas principais de limitação para a sua produção 
(SILVA, 2007).

Este projeto de iniciação científica faz parte de 
uma Linha de Pesquisa para Produção de Bacillus thu-
ringiensis, var. israelensis, por Fermentação Semi-Sóli-
da, que tem sido desenvolvido por vários alunos de PI-
BIC, na Universidade Guarulhos.

OBJETIVO

Avaliar métodos de ativação dos esporos de Ba-
cillus thuringiensis var israelensis, para uso em Fermen-
tação Semissólida. 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

O controle microbiano de insetos, pragas ou ve-
tores utiliza microorganismos patogênicos isolados de 
insetos vetores doentes durante epidemias epizootias, 
que ocorrem naturalmente. Estudaram-se o desenvolvi-
mento de um microorganismo, o Bacillus thuringiensis, 
por fermentação submersa e semi-sólida, usando resí-
duos da agroindústria, bagaço e quirela de milho e da 
pecuária, sangue de aves, como principal substrato fer-
mentativo, com a finalidade de obtenção de um bioinse-
ticida para o uso contra pragas da Saúde Pública (MO-
RAES, ARRUDA; ERNANDES, 2000).

Os bacilos são encontrados na natureza vivendo 
como saprófitas de solo, que funciona como reserva-
tório de esporos destes microorganismos, depositados 
por cadáveres de insetos infectados ou por folhas de 

INTRODUÇÃO

A utilização indiscriminada de inseticidas para 
controle de pragas desperta o interesse de pesquisado-
res para o desenvolvimento de métodos alternativos não 
poluentes.

O controle microbiano é um dos mais estudados 
visando à formulação de inseticidas a base de entomopa-
tógenos para utilização em programas de manejo integra-
do de pragas. A bactéria entomopatógena Bacillus thurin-
giensis (Bt) tem sido usada no controle de insetos praga 
da agricultura e também em vetores da saúde publica.

O Bt destaca-se como a principal bactéria utiliza-
da no controle biológico de insetos e pragas, portanto a 
utilização de produtos derivados desse entomopatógeno 
é pouco difundia no Brasil por isso, se faz necessário a 
divulgação desses produtos bem como a implementa-
ção de produções regionais que diminuem o custo de 
produção (ANGELON; VILAS-BOAS; CASTRO-GO-
MEZ; 2010).

Os bioinseticidas possuem uma grande vantagem 
se comparados aos inseticidas químicos, por serem inó-
cuo a mamíferos e outros vertebrados, possuindo um 
amplo espectro de ação com alta especificidade e redu-
zida resistência a insetos.

O Gênero Bacillus constitui um grupo homogê-
neo de bactérias em forma de bastonetes. As células 
de Bacillus, aeróbica estritas ou aeróbicas facultati-
vas, produzem endósporos via uma completa série de 
eventos de diferenciação celular, que inicia quando o 
crescimento vegetativo é interrompido por escassez de 
fonte de carbono ou nitrogênio. O Bt foi descoberto no 
início do século e com a constatação de seu efeito en-
tomopatógeno e das toxinas por ele produzidas contra 
Lepdoptera – pragas da agricultura e Díptera – pragas 
da saúde pública, a sua importância ficou comprovada 
(ARRUDA. 1999). 

A Fermentação semi-sólida (FSS) tem como pon-
to forte a heterogeneidade microscópica do substrato, o 
que tem favorecido crescentes rendimentos e mudanças 
de fisiologia celular de organismos microbianos apro-
priadamente escolhidos. Os microorganismos adapta-
dos a baixos níveis de atividade de água crescem seleti-
vamente em muitos processos de FSS, isso induz a um 
reduzido conteúdo de água na massa de fermentação 
levando a uma operação industrial limpa, ou seja, com 
baixo conteúdo de águas residuais (VINIEGRA, 1997). 
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circunstâncias melhores para o seu crescimento.
Ao contrário de muitas outras bactérias, quando 

o Bt esporula ocorre à formação de um cristal de proteí-
nas. Este cristal é o componente tóxico do Bacillus thu-
ringiensis. Tais esporos são ricos em ácido dipicolínico, 
componente que na forma de sal de cálcio e desempe-
nha papel na termorresistência e que não é encontrado 
na forma vegetativa (ABDEL-HAMEED; CALBERG; EL-
TAYEB, 1991).

Outro uso para o Bt é o controle de moscas no 
esterco acumulado em granjas tem sido feito com o uso 
de inseticidas químicos, reguladores de crescimento. A 
resistência de Musca doméstica L., e outras pragas à 
inseticidas químicos, tem criado a necessidade de im-
plantação de métodos de controle mais eficientes, mais 
como o manejo integrado e controle biológico. Bli e Bs 
são promissores agentes de controle microbiano para 
uso em programas integrados com participação da co-
munidade. Seguros para humanos, para o ambiente e 
inoculas para materiais domésticos, sua aplicação, fer-
mentação e formulação comercial podem ocorrer com 
custo baixo, dependendo da disponibilidade de subs-
tratos, além disso, agentes de controle microbiano são 
componentes convenientes para programas integrados 
(ARRUDA, 1999).

Observou-se a influência do oxigênio sobre a for-
mação de endotoxinas de Bt. Apesar da esporulação e 
síntese de endotoxinas serem ambas grandemente afe-
tadas pelo suprimento de oxigênio, uma vez iniciada a 
esporulação ela será completada, mesmo que o forneci-
mento de oxigênio seja interrompido. Entretanto, a sín-
tese de endotoxina é afetada por tal interrupção e ape-
nas uma fração do rendimento esperado será atingida. 
Assim, o oxigênio deve ser continuamente suprido se 
for desejado atingir um alto rendimento de endotoxinas, 
principalmente quando se lembra que a endotoxinas é 
responsável por grande faixa de atividade do Bt. (MO-
RAES; CAPALBO; ARRUDA, 2001).

O Bacillus thuringiensis tem seu crescimento ocor-
rendo na faixa de pH entre 5,5 a 8,5, sendo a faixa ótima 
entre 6,5 e 7,5. A temperatura ideal para o crescimento 
de Bti é entre 26º C e 37º C (LIMA et al, 2008), tendo a 
capacidade de crescer numa faixa entre 15º C e 45º C.

Segundo Nascimento et al (2004), na experiência 
realizada em seu trabalho de pesquisa observou-se alto 
grau de contaminação ao se utilizar soja com granulo-
metria variada. Após a padronização dos grãos e uni-

vegetais que acumulam os esporos carregados pelo 
vento; ou como invasores de larvas de insetos das 
espécies susceptíveis. O gênero Bacillus possui a ha-
bilidade de formar endósporos que são resistentes à 
inativação por calor, dissecação, solventes orgânicos, 
ácidos e radiações (STHALY; ANDREWS; TOUSTENM, 
1990; BERBET, 1998). 

Simultaneamente ao processo de esporulação, 
ocorre produção de uma inclusão cristalina a qual é tóxi-
ca a larvas de Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e ainda 
nematóides e ácaros FEITELSON,; PAYNE; KIM, 1992, 
FEITELSON, 1994). (Fig. 1) Vários genes estão envolvi-
dos no mecanismo de esporulação do Bt, a regulação e 
expressão desses genes resultam em uma grande pro-
dução de proteína Cry que é a responsável pela morte 
das larvas de diversos mosquitos (GUIDELLI-THULER.; 
ABREU; LEMOS, 2009).

Figura 1: Microscopia eletrônica de varredura de esporos e 
cristais (setas) de Bacillus thuringiensis. a) cristais com forma-
to bipiramidal e b) cristais com formatoesférico. Barras: 1 µm.

Fonte: CABALBO et al, 2005.

Os esporos depois de formados podem voltar à 
forma vegetativa se encontrar um ambiente apropriado, 
esta quebra de dormência é conhecida como ativação 
ou choque térmico. Uma forma comum de ativar um 
esporo é submetê-lo ao calor. Curran e Evans  (1954) 
foram os primeiros a demonstrar sistematicamente que 
o calor subletal de 62ºC a 95ºC poderia induzir a germi-
nação de esporos dormentes .

Quando as condições para o crescimento bacte-
riano não são favoráveis o Bt, como muitas bactérias, se 
esporula.  Os esporos são um estágio dormente do ciclo 
da vida bacteriana, quando o microorganismo espera 
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98% e dos vermes intestinas em 70% após uma dose 
única. Em comparação com a eficácia do Cry5B com os 
anti-helmínticos utilizados atualmente sugere que sua 
atividade é tão boa e talvez melhor visto que esta proteí-
na é rapidamente digerida pelo suco gástrico, sugerindo 
que a sua proteção contra o suco gástrico revelaria em 
anti-helmíntico superior (YAN et al 2010).

Material e MÉtodos

Materiais
•	 Microorganismos. Bacillus thuringiensis var 

israelensis, obtido inicialmente por pré-fer-
mentação líquida (caldo nutriente) e depois 
inóculo sólido.

•	 Reator: embalagens plásticas esterilizadas, 
com bocal hermético, da empresa EMBA-
QUIM Com. Ind. Ltda., as dimensões dos sa-
cos plásticos utilizados correspondem a 26,0 
cm x 22,5 cm, com bocal de 5,5 cm de diâme-
tro e capacidade total de um litro.

•	 Substratos: Farelo de soja, quirera de milho e 
bagaço de cana de açúcar.

Equipamentos.

•	 Câmara de germinação, 
•	 Forno de Microondas
•	 Ultrassom: ULTRA SONIC CLEANER
•	 Estufa de secagem e esterilização 
•	 Estufa retilínea
•	 Estufa de cultura bacteriológica
•	 Câmara de Fluxo Laminar
•	 Autoclave vertical
•	 Banho termostático
•	 Agitador magnético
•	 Reagentes, Vidrarias

Métodos

Inicialmente foi feita a fermentação inicial com o 
Bacillus thuringiensis var israelensis que foi adquirido 
da Coleção de Culturas da Fundação André Toselo, na 
forma liofilizada, a própria coleção reativou o microorga-
nismo e nos encaminharam em placas petri e tubo de 
ensaio em meio sólido Agar Nutriente. O Meio de Pré-
fermentação encontra-se no Quadro 1.

formidade das partículas essa contaminação teve uma 
redução significativa (NEVES et al, 2001). A utilização 
de água estéril no biorreator contendo o substrato sólido 
facilita a transferência de calor, quando se utiliza o forno 
microondas para o tratamento térmico.

Silva (2005) concluiu em sua experiência de 
produção do Bacillus thuringiensis var. israelensis em 
estado sólido que o inóculo proveniente do processo 
fermentativo descontínuo e concentrado duas vezes 
apresentou melhores resultados na produção de espo-
ros (7,8x1012UFC/KG) em comparação ao concentrado 
quatro vezes e puro.

O processo de germinação de esporos bacteria-
nos envolve alterações da permeabilidade da membra-
na, íons e ativação de enzimas que degradam as cama-
das externas da semente. Uma série de componentes 
nos esporos que são necessários para germinação e 
foram identificados, incluindo uma família de esporos 
específicos de proteínas receptoras (a família Gera), um 
transportador de íons e córtex enzimas líticas (MOIR ; 
CORFE;  BEHRAVAN, 2011).

Os esporos podem ser ativados com tratamen-
to térmico breve subletal em banho maria a 70ºC por 
20min e também por pré-incubação em ambiente alcali-
no. O tratamento em meio alcalino é mais utilizado atu-
almente nos laboratórios, o pH estimula a germinação. 
Na ativação alcalina, os esporos são colhidos e lavados 
duas vezes com água estéril e após são ressuspendidos 
em “spore pellets” com carbonato de sódio a 0,1M (pH 
10) e incubados em temperatura ambiente por 30min 
com balanço suave em plataforma de agitação. Antes 
do teste de germinação os esporos são centrifugados e 
lavados por três vezes em Solução de Ringer ¼ shength 
(ABDOARRAHEM, 2009). A germinação dos esporos de 
Bacillus também pode ser desencadeada por L-alanina 
que estimula os receptores específicos, a L-alanina in-
duzida em esporos podem germinar mais rapidamente 
do que os esporos não tratados (LIANG et al 2008). 

O Bti possui três diferentes toxinas Cry (cristal tó-
xico), e uma Cyt (citolítica e hemolítica). Esta quantidade 
de toxinas reduz a probabilidade do desenvolvimento da 
resistência (POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 2003)

Pesquisas recentes demonstram que o Bacillus 
thuringiensis pode ser utilizado como anti-helmíntico 
nematóide. A experiência realizada em camundongos 
demonstrou que a proteína Bt Cry5B é capaz de reduzir 
a produção de ovos do parasita em aproximadamente 
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Figura 3: Reatores com substratos.

Após a fermentação, o material sofreu uma se-
cagem a 50 oC, por 24 h. Essa secagem faz com que 
as células vegetativas do Bti se transformem em espo-
ros, pois há uma diminuição da água disponível para 
a célula, além da temperatura sair do seu ótimo que é 
próximo de 30 oC.  

Esse material fermentado e seco é que foi utiliza-
do para os testes de ativação de esporos. Para posterior 
uso em FSS.

Métodos de Ativação

O método tradicional de ativação de esporos é o 
choque térmico, que é feito colocando os tubos de en-
saio com as amostras sólidas, que devem conter tam-
bém água até a altura do sólido, com banho maria a 
80ºC por 10 min. seguido de choque térmico em banho 
de gelo por 5 min (CURRAN; EVANS, 1954).

Outra maneira utilizada para ativação de esporos 
é o choque por alcalinidade (ABDOARRAHEM, 2009), 
onde se eleva o pH com soluções e com isso promove 
uma ativação desse esporo, porém como nosso objetivo 
é colocar esse material como inoculo em FSS, teríamos 
que depois acertarmos novamente o pH para continuá-
ramos o processo.

Como alternativa aos dois processos já estabele-
cidos para a ativação dos esporos, foram avaliados os 
tratamentos com microondas e com ultra-som.

Quadro 1. Meio de pré-fermentação para volume de 150 mL

Na2 H Po4 0,705g
Na cl 0,75g
Glicose 0,30g
Triptose 3,0g
Água destilada 150,0ml

Com o Bti em tudo, iniciou-se o processo de 
produção do entomopatógeno. Em um erlenmeyer foi 
colocado 150 ml de água e adicionado os reagentes 
descritos acima (Quadro. 2). Após procedimento acima o 
meio foi esterilizado. Em seguida foi inoculado o Bacillus 
thuringiensis var israelensis com o auxílio de uma alça 
de platina em câmara de fluxo laminar (para evitar 
contaminação com outros microorganismos). Logo após 
o material foi levado para agitação no agitador magnético 
para 24 horas, (Fig.2)

Figura 2: Meio para pré-fermentação líquida.

Após o preparo desse inóculo, foi feita a fermentação 
semissólida inicial (ou “starter”) que será utilizada 
como inóculo para as demais. Para essa fermentação 
usamos a meia quirera de milho (60%) bagaço de cana 
(25%) e farelo de soja (15%), esse material foi levado 
ao tratamento térmico em forno microondas por dois 
minutos em alta potencia e dois minutos em espera após 
o tratamento inoculou-se o material com 10% de inoculo 
líquido, e o tempo de fermentação foi de 72h, a 30C, em 
estufa, (ARRUDA et al 2003).
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Avaliação da ativação dos esporos

Após o tratamento todas as amostras foram pla-
queadas, em semeadoura de profundidade (pour plate), 
usando o meio Agar nutriente (10 mL) com 1 mL do meio 
ativado e incubados a 30ºC por 24h, Fig. 6.

Figura 6: Placa petri com Agar nutriente.

O acompanhamento do processo foi através de 
Graus de Opalescência, em uma escala onde a transpa-
rência foi medida, quanto mais opaco ou leitoso mais es-
poros foram ativados sendo utilizado uma escala de 1 a 
5, como pode ser observado no esquema abaixo, onde:

1 = 100 % de transparência (não há esporos ati-
vados)

2 = 80 % de transparência
3 = 60 % de transparência
4 = 40 % de transparência
5 = 20 % de transparência (há muitos esporos ati-

vados)

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A ativação é um método utilizado para acelerar 
o processo de germinação de bactérias, quando estas 
estão em forma de esporo. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar os métodos de ultrassom e micro-ondas como 
meios de ativação para o Bti para que este possa ser uti-
lizado em meio sólido, como cultura iniciante e que pos-
sa ter um bom desempenho em relação a sua produção 
em grande escala como alternativa para uma produção 
industrial limpa.

Micro-ondas

Para cada teste em micro-ondas foram colocados 
20g de inoculo sólido de cada experimento A, B, C e D 
e 5mL de água estéril em béquer de vidro, os béqueres 
foram vedados com película plástica (para evitar a eva-
poração da água). Estes sofreram tratamento térmico 
de 10s em potência alta, e após o resfriamento foram 
acrescentados mais 35mL de água estéril, foram feitos 
os testes em duplicata, Fig. 4.

Figura 4: Ativação em micro-ondas.

Ultrassom 

Em ultrassom o procedimento foi realizado em tu-
bos de ensaio nos quais onde foram adicionadas 5g de 
inoculo sólido de cada experimento A, B, C e D e 17 mL 
de água destilada, os mesmos sofreram tratamento no 
ultra-som por 10min, Fig. 5.

Fig. 5: Ativação em ultrassom.
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Gráfico 1. Resultado da ativação de esporos de FSS de Ba-
cillus thuringiensis, var israelensis, após tratamento com ul-
trassom e com micro-ondas.
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Gráfico 2. Média de ativação de esporos de Bacillus thurin-
giensis, var israelensis, após o tratamento com ultrassom e 
micro-ondas.
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O resultado obtido foi medido através da trans-
parência/opalescência utilizando uma escala de 1 a 5 
(onde o 1 é transparente e 5 leitoso).

Graus de opalescência do transparente ao leito-
so, opalescência é a propriedade óptica de um material 
transparente ou translúcido que lhe dá um aspecto ou 
uma tonalidade leitosa. Quanto mais leitosos mais mi-
crorganismos presentes, ou seja, mais esporos foram 
ativados. A tabela 1 e o gráfico 1 contém os resultados 
do experimento.

Tabela 1. Resultados de leitura de opalescência, das ativações 
de esporos de Bacillus thuringiensis, var israelensis usando ul-
trassom e micro-ondas.

Experimento Duplicata
Graus de opalescência

Ultra-som Microondas

A
A1 2 4

A2 2 4

B
B1 3 3

B2 2 4

C
C1 2 5

C2 2 4

D
D1 2 5

D2 2 5

Média 2,00 4,25

Observa-se que houve maior crescimento bacte-
riano no experimento submetido ao tratamento de forno 
micro-ondas, mas deve-se levar em consideração que o 
experimento ativado em ultrassom está mais diluído em 
relação ao que sofreu tratamento em micro-ondas. No 
Gráfico 2 temos a média de crescimento dos experimen-
tos medido em opalescência, onde é demonstrado que 
houve ativação em ambos os tratamentos.
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que este ainda poderá ser otimizado nos próximos ex-
perimentos, podendo ser avaliado o melhor tempo para 
ativação. O tratamento por micro-ondas também possui 
a vantagem de utilizar o mínimo de água para ativação 
enquanto que o ultrassom é necessário preencher todo 
o conteúdo, pois o ultrassom só é transmitido em meio 
liquido. Em FSS usa-se o mínimo de líquido sendo ne-
cessário apenas para atingir uma atividade de água pró-
xima a 0,93, o que significa perto de 20% do peso seco.

O método em forno micro-ondas se mostrou mais 
eficiente sendo assim pode ser utilizado como uma al-
ternativa para ativação dos esporos de Bacillus thurin-
giensis, var israelensis, na produção em processo de 
fermentação semissólida e produzir o entomopatógeno 
para uso como bioinseticida no combate e controle de 
diversos insetos praga da agricultura e também vetores 
da saúde publica.

CONCLUSÃO

Tanto o processo por ultrassom como o de micro
-ondas se mostraram efetivos na ativação de esporos 
de Bacillus thuringiensis, var israelensis, para posterior 
aplicação como inóculo em Fermentação semissólida 
(FSS), em contrapartida com o método normalmente uti-
lizado através de choque térmico, que é feito com banho 
maria a 80ºC seguido de choque térmico em banho de 
gelo. O choque térmico tem como desvantagens a utili-
zação de banho a 80ºC, que acaba por gelificar o amido 
presente no substrato dificultando o processo de seme-
adura em placa. Além do tempo total do tratamento ser 
maior que os outros dois.

Através dos resultados obtidos no experimento 
conclui-se que o melhor método de ativação de espo-
ros foi o realizado por tratamento em micro-ondas sendo 
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