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Produção de bactérias 
entomopatogênicas

_L O. M oraes,[d . M. F. C apalbo  
& R. O. M. Arruda

Introdução

Muitas bactérias formadoras de esporos produzem moléculas importantes (sol
ventes, antibióticos, enzimas e inseticidas), enquanto outra fração representa proble
ma na indústria de alimentos, por produzir toxinas e apresentar esporos altamente 
resistentes a processos de higienização (Foster 1994, Liu 1994). Do processo de es- 
porulação resulta um endósporo dormente e altamente resistente, que sob condições 
favoráveis pode germinar e se transformar numa célula vegetativa. A seqüência de fases 
de diferenciação é caracterizada por mudanças morfológicas distintas que podem ser 
representadas através da Figura 26.1.

As bactérias formadoras de esporos pertencem em sua maioria à família Bacil- 
laceae, incluindo cinco gêneros: Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridium, Desul- 
fotomaculum e Sporosarcina. O gênero aeróbio Bacillus é o maior, seguido pelo 
anaeróbio Clostridium (Liu 1994). E são também essas bactérias formadoras de 
esporos as de maior potencial para o controle biológico, pelas mesmas características 
que lhes conferem resistência às condições adversas ambientais e de processamento 
industrial.

Nos últimos vinte anos, o desenvolvimento da agricultura e a ampliação das 
fronteiras agrícolas obrigaram à intensificação do uso de pesticidas químicos, devido
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Figura 26.1. Mudanças morfológicas durante a diferenciação de Bacillus sp. 
Durante o crescimento vegetativo, as células se d ividem  por fissão binária. Em 
condições de falta de nutrientes acontece a form ação de um septo assimétrico 
(estágio lli). O pré-esporo é então envolvido pela membrana da célula-mãe 
(estágios llii e lliii), ficando totalm ente envolvido pelo citoplasma da célula-mãe 
(estágio III). Durante o estágio IV forma-se uma membrana externa ao pré-esporo 
e, em seguida, há formação de córtex (área sombreada). As camadas vão se 
depositando externamente ao córtex no estágio V. O esporo atinge sua maturação 
(estágio VI) e é liberado pela lise da célula-mãe (estágio VII). A  germ inação do 
endosporo ocorre na presença de substâncias prom otoras, o córtex é hidrolisado 
e o esporo germ inado pode se tranform ar numa nova célula vegetativa 
(Foster 1994).
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ao grande aumento do ataque de insetos, responsável por cerca de 30% de perdas em 
colheitas e produtos armazenados. Paralelamente a essa expansão, surgiram os pro
blemas de toxidez, devido especialmente ao emprego indiscriminado e aos resí
duos que tais pesticidas deixavam nas plantações. Além disso, o problema de resis
tência de insetos a pesticidas químicos deve ser considerado. Surgiram, então, alter
nativas de controle de insetos, entre as quais o uso de feromônios e entomopatóge- 
nos que incluem especialmente vírus, bactérias e fungos.

Os inseticidas baseados em entomopatógenos são quase sempre específicos e 
apresentam baixa ou nenhuma toxidez aos vertebrados e insetos benéficos, ocorrendo 
naturalmente nos campos cultivados.

Apesar de o uso de entomopatógenos representar apenas 1% do mercado total 
de produtos para proteção de plantas, um número significativo de estudos promoveu 
o aumento da quantidade de produtos disponíveis e ampliou as perspectivas para o 
mercado. Em particular, o entendimento do modo de ação de Bãcillus thuringiensis 
(B.t.), o ingrediente ativo mais utilizado comercialmente nos biopesticidas, cresceu 
pela aplicação de métodos biotecnológicos. Um recente aumento de vendas de pro
dutos à base de B.t. (em três anos, cresceu cerca de 80%) se deve a avanços na formula
ção e formas de produção que geraram produtos mais econômicos, alguns dos quais 
competem diretamente com os químicos (Lysansky & Coombs 1992).

A aplicação de patógenos como inseticidas requer grandes quantidades do agen
te ativo. Conseqüentemente, sua produção deve ser relativamente fácil e boas as ca
racterísticas de estocagem. A produção depende de o microrganismo entomopato- 
gênico se desenvolver em meio artificial ou não. Se ele crescer em meio artificial {in 
vitró), poderá ser produzido em larga escala, utilizando-se as modernas técnicas de 
fermentação. Por outro lado, se o patógeno se reproduzir apenas in vivo, faz-se neces
sário o hospedeiro vivo ou um organismo alternativo para sua multiplicação. Tal 
produção se tornará viável com a utilização de métodos de criação de insetos livres 
de doenças, geralmente alimentados com dieta artificial (Parra 1986) (ver C apí
tulo 25).

Qualquer que seja o método de produção utilizado, existirão problemas de for
mulação e manutenção de linhagens. Os princípios e métodos de formulação de inse
ticidas químicos podem ser adaptados para microrganismos, porém deve-se estar aten
to ao fato de que o patógeno deve ser mantido vivo e de que ele é suscetível a fatores 
que não costumam afetar os compostos químicos, como radiação ultravioleta, tempe
ratura e pressão durante a moagem para formulação em pó, entre outros.

A manutenção da linhagem do patógeno é geralmente de vital importância, 
particularmente para aqueles que perdem sua virulência com as constantes repica- 
gens da cultura in vitro.
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A variabilidade, a mutabilidade e, algumas vezes, a facilidade de manipula
ção genética são algumas vantagens dos inseticidas baseados em entomopatógenos, 
em comparação com os químicos. A manipulação genética dos patógenos, promo
vendo novas linhagens potencialmente mais ativas, e a descoberta de novas espécies 
induzem a perspectivas ainda mais promissoras na área. Paralelamente, o desenvol
vimento de novos métodos de preservação de microrganismos favorece a manuten
ção de bancos desse material para futuras pesquisas e melhoramentos.

Nos últimos quarenta anos, o potencial para biopesticidas no mercado foi 
observado por diferentes pontos de vista. Proponentes superestimaram seus valo
res, virtudes e perspectivas, enquanto os céticos concentraram-se em suas deficiênci
as. Biopesticidas foram até mesmo negligenciados pelas indústrias de agroquímicos. 
Eles foram então promovidos pelos “capitalistas” a componentes comerciais e tecni
camente importantes para a proteção de plantas no futuro, acreditando-se que a bio
tecnologia voltada para a agricultura iria transformá-los em líderes. Os biopesticidas 
são vistos hoje não como uma panacéia, mas como um componente efetivo e de valor 
nos sistemas de manejo integrado (Lysansky &  Coombs 1994).

São vários os microrganismos patogênicos a insetos ou que produzem material 
tóxico a eles. Podem ser divididos em três grupos, com base em sua ecologia. O primei
ro grupo, uma vez introduzido numa população-alvo, será reciclado naturalmente, ge
rando um grau de controle permanente naquela população. O segundo grupo logo de
saparece do ambiente ao qual foi aplicado e deverá ser aplicado repetidamente. O tercei
ro grupo pode se comportar de ambas as formas, dependendo da combinação da linha
gem do patógeno com a espécie de praga visada, e também do ambiente (Moraes & 
Capalbo 1986).

Os agentes bacterianos de controle biológico se dividem entre os três grupos. 
Bacillus popilliae e espécies semelhantes pertencem ao primeiro grupo. Muitas va
riedades de B.t. são do segundo grupo. O terceiro grupo envolve linhagens de Bã- 
cillus sphaericus. Essa lista de espécies bacterianas, embora curta, contém os mais 
promissores agentes de controle microbiano (Alves 1986).

Essas espécies de bactérias possuem vantagens e desvantagens para controle de 
insetos. As vantagens incluem a produção de esporos, que são bastante resistentes aos 
fatores adversos do ambiente; podem ser mantidas na forma de pó ou emulsão; são 
facilmente utilizadas em equipamentos projetados para aplicação de inseticidas quí
micos e, principalmente, são inócuas ao ser humano, a outros mamíferos e à flora e 
fauna benéficas.

Dentre as desvantagens, está o fato de as bactérias agirem por via oral, não tendo 
nenhuma ação por contato. Sua ação geralmente se restringe a um estágio de desenvol
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vimento do inseto e, por conseqüência, a aplicação do produto deve ser mais exata e 
controlada que com produtos químicos.

Cada um dos três grupos possui, entretanto, características particulares inte
ressantes, que resultaram na sua utilização como meio de controle.

Produção comercial
O interesse comercial no desenvolvimento de produtos para controle microbiano 

de insetos iniciou-se em torno de 1950, quando se percebeu a possibilidade de mani
pular microrganismos para causar epizootias em insetos suscetíveis, a velocidades próxi
mas àquelas dos produtos químicos, sem contudo causar danos às espécies benéficas.

Primeiramente, foram as empresas de fermentação que, na procura de novos 
mercados, se lançaram no estudo da produção de B.t., que se apresentava viável para 
crescimento in vitro. A seguir, as indústrias de produtos químicos, já estabelecidas na 
produção e venda de inseticidas, demonstraram interesse devido à potencialidade 
que o inseticida bacteriano representava na facilidade de produção, viabilidade e efi
cácia para o controle de insetos. Em oposição à maioria dos pesticidas químicos, o 
ingrediente ativo dos produtos à base de bactérias é obtido diretamente de organis
mos vivos, o que implica em etapas de obtenção e utilização diferentes das rotineira
mente observadas nos produtos químicos. (Bryant 1994).

Para a produção comercial de microrganismos ou produtos microbianos, há a 
necessidade de seleção de uma linhagem bem adaptada ao processo fermentativo e 
de variações, a fim de maximizar a produção e realizar o crescimento sob condições de 
fermentação econômicas.

Dulmage &  Aizawa (1982) sugeriram que B.t. é um habitante de solo, e Martin 
&  Travers (1989) apresentaram resultados de isolamento de B.t. do solo usando téc
nica até hoje aplicada para recuperação dessa bactéria de diferentes habitats. Observa
ram também que aproximadamente 40% das cepas de B.t. isoladas, formadoras de 
cristal, não eram tóxicas aos insetos testados (Bombyx mori, Trichoplusia ni, Culex 
pipiens), tampouco a besouros. Uma revisão discutida sobre a ecologia de B.t. pode 
ser encontrada em Meadows (1993).

Independente da fonte de obtenção da linhagem, seja ela isolada de fontes na
turais, como solo ou insetos, seja ela obtida por manipulação genética, todos os novos 
“materiais” deverão seguir etapas de otimização antes de poder ser utilizados em fer
mentações de escala comercial (Bryant 1994). Essas etapas envolvem a estabilidade 
da linhagem e as condições ótimas de produção.

Verifica-se a estabilidade da linhagem ao longo de várias gerações, de forma a 
demonstrar que através de multiplicações sucessivas um inóculo inicial não reverterá 
a um isolado menos ativo. Estudam-se as condições ótimas de produção da entidade

819



Controle MicroOuino ae insetos

tóxica, pois, apesar de se poder contar com uma linhagem potente, existe a possibili
dade de condições de fermentação alterarem drasticamente a habilidade do isolado de 
gerar um produto altamente tóxico. Assim, a potência e o espectro de atividade do caldo 
final fermentado dependem muito da qualidade e controle do processo de produção.

As etapas preliminares de otimização das condições de produção são normalmen
te realizadas em pequenos reatores (entre 1 e 5 litros), seguidas de etapas intermediárias 
(reatores entre 10 e 20 litros). Esses reatores são construídos de forma a permitir o con
trole, o monitoramento e o registro das condições de trabalho (temperatura, aeração, 
agitação, entre outras), bem como a retirada de amostras assepticamente. Desses testes 
obtêm-se dados sobre condições ideais de suprimento de nutrientes (carboidratos, mi
nerais, proteínas), temperatura, pH, oxigênio dissolvido, que embasarão o escalona
mento do processo. Considerações do aspecto “custo de produção e recuperação do 
produto final” devem ser conjugadas com os dados de produtividade obtidos nas eta
pas de otimização do processo fermentativo, de forma a gerar produtos competitivos 
(Bryant 1994).

No caso do B.t., a aplicação de bioensaios com o produto obtido determina a 
melhor linhagem. Isso envolve grande consumo de tempo, o que não é prático nem 
econômico, porém indispensável (Dulmage & Rhodes 1973; Moraes 1976a).

A manutenção de culturas em meio sólido e as repetidas transferências em meio 
de cultura artificial causam alterações indesejáveis no microrganismo, sendo uma delas 
o decréscimo na capacidade de esporular, diminuindo sua patogenicidade. Esta pode 
ser restaurada através da passagem do microrganismo pelo inseto hospedeiro e posterior 
reisolamento (Dulmage &  Rhodes 1973).

Processo fermentativo

Os processos fermentativos envolvem várias etapas na obtenção de grandes quan
tidades de células e/ou seus metabólitos (Moraes et ai. 1991). Para B.t., a forma mais 
usual é o processo submerso, no qual um meio nutritivo líquido é utilizado para sus
pender e propagar a biomassa bacteriana (Moraes &  Capalbo 1986, Bryant 1994).

Cada linhagem é mantida como uma cultura-estoque na forma liofilizada. Uma 
pequena quantidade desse material pode ser transferida para um meio de propaga
ção, por exemplo, um meio nutritivo contendo ágar. Essa primeira etapa de propa
gação (cul-tura-mãe, semente ou starter) é utilizada para testes de pureza que in
cluem, por exemplo, sorotipagem, sensibilidade a bacteriófagos, observação quanto 
à presença de contaminantes e confirmação da atividade inseticida (Bryant 1994).

O processo de fermentação tem início quando se transfere uma pequena alí
quota da cultura-mãe para um reator ou erlenmeyer (até 1 litro), que após um pe
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ríodo de fermentação sob condições controladas será o inóculo de um reator ainda 
maior (50 litros), e assim sucessivamente, até se atingir o volume final desejado. O volu
me de inóculo varia de 1 a 10%, conforme as demais condições de cultivo. Condições 
de assepsia durante todo o procedimento devem ser observadas para evitar contamina
ções por outros microrganismos; todo o equipamento e os meios de cultivo devem ser 
esterilizados em autoclave ou por vapor, de forma a manter as condições de assepsia 
necessárias (Bryant 1994).

As condições de produção devem ser cuidadosamente monitoradas para segu
rança quanto ao andamento e manutenção da produtividade. Após o período de cres
cimento, analisa-se o caldo quanto às propriedades físicas e microbiológicas, para as
segurar qualidade e integridade antes de passar a etapas posteriores de produção, que 
atingirão até 10 000 litros ou mais por reator (Bernhard & Utz 1993). Até esse ponto, 
a fermentação gerou células em estágio de crescimento vegetativo; esporos e cristais pro- 
téicos ainda não foram produzidos em quantidades significativas, como se pode obser
var pelos resultados experimentais apresentados na Figura 26.2.

Figura 26.2. Alterações nas concentrações de algumas variáveis durante o cultivo 
de Bacillus thuringiensis em processo submerso descontínuo.
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É no estágio final das fermentações que as fontes de nutrientes se tornam limi- 
tantes, o que promove a etapa final de esporulação, chegando-se à obtenção de um gran
de número de cristais e esporos. Ocorre eventualmente a lise de algumas células, libe
rando unidades de esporos e cristais independentes no meio de cultura. Dessa forma, o 
caldo final do reator conterá uma suspensão de células remanescentes do processo, pe
quenos fragmentos celulares (resultantes da lise da parede celular), além de esporos e 
cristais (que predominam) (Bryant 1994).

Pode-se esquematizar a produção comercial do inseticida de B.t. por proces
so submerso ou semi-sólido conforme se segue:

meio de cultura pré-fermentação do inóculo
a  «

inoculação e incubação 

(fermentador)

*
recuperação dos esporos e toxinas 

*
padronização e bioensaio 

*
formulação

*
comercialização

Fermentação submersa descontínua

Desde meados do século XX, todos os produtos contendo B.t. têm sido obti
dos por fermentação submersa, variando apenas a forma de recuperação dos esporos 
e a formulação final. Também B. sphaericuse B. subcilisvèm sendo estudados e pro
duzidos nos últimos anos por esse processo.

Nas fermentações com B.t. há a necessidade de altos níveis de carbono, nitro
gênio e oxigênio:

a) microrganismos aeróbios como o B.t. apresentam elevada demanda de ar nos 
estágios iniciais de fermentação. E quase impossível saturar com ar caldos dessas 
culturas em estágio de crescimento logarítmico em fermentadores de 14 li
tros, mesmo com aeração de 2,0 wm  (volume de ar/ volume de meio x min'1);
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b) altas concentrações de carboidratos são geralmente conseguidas a partir de 
dextrose ou amido. Entretanto, a partir desses carboidratos podem ser produ
zidas grandes quantidades de ácidos orgânicos que irão baixar o pH do caldo 
a valores inferiores a 5,4, o que poderá provocar a interrupção do crescimento 
bacteriano. A neutralização desses caldos geralmente permite que a cultura 
recupere seu crescimento;

c) altos níveis de nitrogênio (a partir de proteínas, hidrolisados ou água de ma
ceração de milho) também estimulam o crescimento e promovem a liberação 
de bases orgânicas, que irão favorecer a manutenção do pH do caldo em níveis 
desejáveis (Dulmaje 1993).

A composição do meio de cultura para fermentação deve constar de água, car
bono e nitrogênio, para biossíntese e energia, e traços de minerais. Os níveis e formas 
desses elementos dependem do processo de fermentação usado.

Assim, uma fonte de carbono apropriada para fermentação semi-sólida (farelo 
de arroz, tortas de oleaginosas) pode não ser para fermentação em submerso (melaço 
de beterraba, melaço de cana, amido de cereais).

Fontes de carbono e nitrogênio

O nitrogênio pode ser suprido com sais de amónio, água de maceração de milho 
e farinha de soja. Dulmage (1970, 1971) estudou diferentes meios de cultura e dife
rentes linhagens de B.t. em cultura submersa. A atividade tóxica foi dependente do 
meio e da linhagem empregada. Os carboidratos usados foram triptona, farinha de 
soja e torta de algodão parcialmente desengordurada. Ejiofor (1989) cita que são uti
lizados na Nigéria levedura residual de cervejaria e amido residual de mandioca como 
substratos para crescimento de B.t.

Uma das chaves para o sucesso da produção e comercialização do inseticida bacte
riano tem sido o desenvolvimento do meio de cultura. A maioria dos meios de cultura 
empregados usa produtos totalmente naturais, como fontes de carbono, nitrogênio e 
sais. Conforme listados anteriormente, verifica-se serem subprodutos industriais de 
baixo custo.

O balanço entre nitrogênio e oxigênio pode ter uma grande influência sobre o 
pH durante a fermentação. Ele pode ser controlado entre 5,4 e 8,4 através do ba
lanço de nutrientes (ácidos formados a partir dos carboidratos e bases formadas a 
partir das fontes de proteína).

Segundo Pearson &  Ward (1988), há um pequeno aumento na síntese da to
xina de B.t. se forem utilizados meios contendo amido, quando comparado com 
melaço. Já para a fermentação de B. thuringiensis var. israelensis (B.t.i.) é interes
sante o suplemento do meio com sulfato de amónio (Avignone-Rossa et a i 1992).
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Segundo Priest (1992), muitos trabalhos foram desenvolvidos para atingir um 
meio de cultivo efetivo para uso em países em desenvolvimento. Aparentemente, 
um meio contendo resíduos agroindustriais de geração local reduziria os custos. Po
rém, para B.t.i., materiais amiláceos deverão ser evitados, sendo mais recomendados 
sementes de leguminosas e produtos fermentados de mandioca ou milho. A versatili
dade do metabolismo do B.t. pode ser benéfica na exploração desse potencial de gran
de valor para a produção de bioinseticidas em países em desenvolvimento.

Para B. sphaericus, que não utiliza fontes de carbono para crescimento e não 
metaboliza o açúcar, são necessários acetato, succinato, arginina e glutamato como 
fontes de carbono e energia, sendo possível também o gluconato e o glicerol. Sua fisio
logia restringe o uso de resíduos agroindustriais como meio de crescimento àqueles 
ricos em proteínas e aminoácidos (Priest 1992).

Pela Figura 26.3 e Tabela 26.1 (referentes ao trabalho de Yudina et al. 1993), 
observa-se claramente a influência da fonte de carbono sobre a atividade biológica e 
a morfologia do cristal de B.t.

Nesse trabalho, não apenas o número de cristais de diferentes formas se altera du
rante o crescimento em diferentes meios, como também as características morfológicas, 
que dependem das variações nas estruturas e também das relações de composição das 
delta-endotoxinas, levando a alterações na magnitude e especificidade do seu efeito 
inseticida (Yudina et al. 1993).

T a b e la  2 6 .1 .  Principais propriedades do cristal produzido pela linhagem Z-52 em diferen
tes meios de cultura (Yudina et a ! 1993).

Meio HM + 0,5% 
de amido

HM + 1% 
de amido

HM + 2% 
de amido

AM YPM

Comprimento do cristal (um) - 1,38 1,43 1,91 1,51
Largura da base do cristal (um) - 0,64 0,56 0,83 0,68
Dimensão do cubo - 0,64 0,58 0,81 0,64
Volume dos cristais bipiramidais (fj.m3) - 0,19 0,15 0,44 0,23
Volume dos cristais cubóides (um 3) - 0,26 0,20 0,53 0,26
Concentração do cristal (mg/mi) 0,5 1,2 1,9 2,9 3,1
Atividade antibacteriana 2,3 2,2 2,0 9,0 6,7
específica do cristal (U/ml) 
Atividade antibacteriana 1,2 2,6 3,8 26,0 20,8
geral do cristal (U/ml)
Número de esporos (x 109/m l) 1,8 2,8 4,2 7,3 4,7
Atividade inseticida (x 106 esporos/ml) - 7,7 - 1,7 2,4

(-) = não determinado.
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Um aumento na concentração de carbono (HM) provocou acréscimo na biomassa 
e também na quantidade de cristal. Entretanto, sua atividade biológica permaneceu a 
mesma, não tendo variado tampouco as formas e as relações entre formas de cristal 
obtidas. Já a mudança da fonte de carbono levou a alterações nas velocidades de forma
ção de toxinas, o que se refletiu na mudança das principais características bioativas de B.t..

Para produção no Brasil, é interessante usar o melaço de cana e água de macera
ção de milho (Moraes, 1973, 1976a, 1976b, 1985). A composição do meio de cul
tura é determinada pela análise de custos, comparada com o rendimento das fra
ções endo e exotóxicas.

22 27

•  Esporos (YPM) 
H Cristais (HM)

4  8

▲ Amido (YPM) 
□  Cálcio (AM)

12 18 

Tempo (h)

F Esporos (AM) 
A  Esporos(HM)

0 ,5 -

■  Amido (HM) 
F Amido (AM)

H Cristais (AM) 
O Cristais (YPM)

Figura 26.3. Formação de esporos e cristais durante o crescimento de Bacillus 
thuringtensis var. kurstaki Z-52 em diferentes meios de cultura 
(Yudina et al. 1993).
YPM= 3% nutriente extrato de levedura, 1,5% farinha de milho.
A M = acetato de cálcio, levedura, farinha de milho.
HM = extrato de levedura hidrolisada (H2S 04) e diferentes concentrações de 
amido (0,5 - 2,5%).
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Sais minerais

São também necessários sais inorgânicos para o crescimento de microrganis
mos, tais como cálcio, zinco, manganês e magnésio. O balanço adequado de sais mi
nerais auxilia no equilíbrio do pH do caldo de fermentação, o que é de extrema im
portância na produção e posterior recuperação e estabilidade da toxina ou produto 
final desejado (Dulmage 1993). O cálcio, segundo Dulmage & Rhodes (1973), é ne
cessário para a termoestabilidade dos esporos de B.t., enquanto o manganês é requerido 
para a esporulação.

Sikdar et al. (1991), estudando o efeito de alguns minerais sobre o crescimento de 
B.t.i., verificaram que as concentrações ótimas de minerais para o crescimento e produ
ção de endotoxinas são diferentes, não havendo relação entre crescimento celular e pro
dução de toxina. Entre os elementos estudados (potássio, magnésio, cálcio, ferro, cobre 
e molibdênio), apenas o molibdênio provocou inibição.

Temperatura

Como determinado por Dulmage (1993) e apresentado na Tabela 26.2, cres
cimento e rendimento não variam muito entre temperaturas de 26I!C até 34“C. A 
37°C, exames ao microscópio mostraram presença de longos cordões de células e bai
xos rendimentos. Não existe vantagem em crescer B.t. a temperaturas acima de 34"C 
para produção comercial, pois além do risco de menor rendimento, existe o custo da 
energia a ser acrescido.

T a b e la  2 6 .2 . Efeito da temperatura de incubação no crescimento e produção deCt-endoto- 
xina de Bacillus thurwgiemisvaneda.de H D  263 em fermentador de Í4  litros 
(Dulm age 1993).

Temperatura de 
incubação (°C)

Tempo para obter o 
máximo rendimento (h)

Esporos (x 10?) Potência observada 
(klU/ml)

37 39 - 42 80 283
34 18-24 170 1 150
30 34 -  39 220 1 500
30 39 240 1 450
26 39 - 42 200 1 630

(*) Medido contra Heliothis virescens. 
klU = unidades internacionais x 103



1. O . Moraes et al. Produção de bactérias entomopatogènicas

Oxigênio

Entre os diferentes trabalhos já realizados sobre a influência do oxigênio na es- 
porulação de B.t., o de Tianjian et al. (1993b) demonstra bem a influência dos diver
sos fatores que promovem a dissolução do oxigênio no meio de fermentação. A Figura 
26.4 mostra essas relações e sua influência sobre a concentração de células no meio 
fermentado.

Avignone-Rossa et al. (1992) observaram a influência do oxigênio sobre a forma
ção de endotoxinas de B.t. Apesar de a esporulação e a síntese de endotoxinas serem 
ambas grandemente afetadas pelo suprimento de O , , uma vez iniciada a esporulação 
ela será completada, mesmo que o fornecimento de oxigênio seja interrompido. Entre
tanto, a síntese de endotoxina é afetada por tal interrupção, e apenas uma fração do ren
dimento esperado será atingida. Assim, o oxigênio deve ser continuamente suprido, 
para se atingir um alto rendimento em endotoxinas, principalmente considerando-se 
que a endotoxina é responsável por grande faixa de atividade do B.t.

Operação e acompanhamento

As condições de operação comumente utilizadas industrialmente, descritas por 
vários autores, indicam um pH inicial de 7,2 a 7,6 para o meio de fermentação. O volu
me de inóculo varia de 2 a 10% do volume total de fermentação, sendo esse inóculo

Figura 26.4. Relação entre UFC (unidades formadoras de colônia) e cada um dos 
quatro fatores que influenciam na quantidade de oxigênio dissolvido no meio de 
fermentação (Tianjian et al. 1993b).
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obtido de pré-fermentaçao, de forma a garantir que o microrganismo esteja em fase de 
crescimento logarítmico. A temperatura utilizada é de 30 ± 2°C  e a aeração é variável 
com o tipo de fermentador. O ciclo de fermentação pode variar de poucas horas (8 a 10 
horas) até dias (três dias).

O comportamento característico da fermentação descontínua de B.t. em meio 
de cultura com melaço e água de maceração de milho está representando nas Figuras 
26.5, 26.6 e 26.7, para consumo de glicose, variação de pH e cinética de cresci
mento, em dois tipos de fermentador.

Tianjian era/. (1993a) demonstraram a aplicabilidade de outros parâmetros 
para acompanhamento de fermentações de B.t., como: conteúdo total de ácidos 
nucléicos, oxigênio dissolvido, conteúdo de aminoácidos, conteúdo de amónia, 
proteases extracelulares e, finalmente, viscosidade do meio.

O conteúdo de ácidos nucléicos total reflete a concentração de células, sendo um 
método rápido e preciso para acompanhamento do processo fermentativo.

Fermentação submersa contínua

A maioria dos processos industriais atualmente conhecidos diz respeito à técni
ca de produção do inseticida microbiano “em descontínuo”, também denominada 
“em bateladas” . Conhecidas as condições ótimas para tal técnica, pode-se empre-

Figura 26.5. Cinética de consumo de açúcar para Bacillus thuringiensis em duas 
escalas de fermentação.
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Tempo (h)

Figura 26.6. Variação de pH em fermentação de Bacillus thuringiensis para 
diferentes volumes de fermentação.

■ Ácido dipicolínico (mg / g cél.) 
•  Glicose (g / 1)
▲ Biomassa (g /  I)

Tempo (h)

Figura 26.7. Cinética de fermentação de Bacillus thuringiensis em ferm entador de 
20 litros.
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gá-la num processo contínuo. Na cultura contínua, as condições de equilíbrio do 
sistema podem ser manipuladas de forma a permitir um estudo profundo da ciné
tica do crescimento do microrganismo e dos produtos de seu metabolismo.

Apesar de a técnica de cultura contínua ter sido alvo de muitos ensaios e utiliza
da com sucesso para fermentações industriais, o uso de cultura contínua para micror
ganismos esporuláveis é raro. Alguns trabalhos indicam que variações na velocidade 
de crescimento e no teor de carboidratos do meio poderão acelerar a esporulação.

Blokina ecaJ. (1984), estudando o processo contínuo de B.t., verificaram que o 
crescimento em processo contínuo favorece a formação e o desenvolvimento de colô
nias distintas da colônia-mãe. Freiman &  Chupin (1973), estudando o processo em 
dois estágios, obtiveram uma cultura com máxima maturação, sendo que o segundo 
estágio atuou como fermentador descontínuo.

Capalbo (1982), verificou que, para condições de laboratório, a fermentação 
contínua com B.t. é bem-sucedida para sistemas com mais de um estágio, sendo a di
minuição da aeração do último estágio do processo um fator econômico importante.

Sachidanandham et aJ. (1993) realizaram estudo sobre a otimização de parâ
metros do processo fermentativo visando uma produção industrial de B.t. e utiliza
ram dados da fermentação contínua para estabelecer os dados de escalonamento. A 
produção em descontínuo foi realizada em fermentador de 3 000 1, com obtenção de 
um produto efetivamente ativo.

Fermentação semi-sólida

A fermentação semi-sólida (FSS), ou no “estado sólido”, como é muitas vezes 
designada, é um sistema de produção alternativo para obtenção de novas substâncias 
ou mesmo de algumas já conhecidas, a partir de microrganismos que se desenvolvem 
na superfície de substratos sólidos. Uma enorme gama de produtos pode ser obtida 
(cogumelos, alimentos orientais, enzimas etc.). O desenvolvimento de FSS foi reali
zado há muitos séculos, especialmente no Oriente, tendo geralmente um fungo como 
microrganismo, sendo conhecido como método Koji. Uma revisão bastante interes
sante foi realizada por Hesseltine (1965), tratando de “um milênio de fungos: ali
mento e fermentação”.

Várias características intrínsecas ao processo foram extensivamente revisadas 
(Mudgett 1985, Capalbo 1989), sendo interessante observar que, do ponto de vista 
da engenharia de processos, a FSS oferece características atrativas como processo alter
nativo à fermentação submersa: meio de cultura muitas vezes natural e simples, utili
zando resíduos agroindustriais e aeração facilitada pelos espaços vazios entre partícu
las do substrato.
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Lonsane et dl. (1985) revisaram os equipamentos necessários, o processo de mo
nitoramento e controle e aspectos da automação e modelagem, tendo recomendado o 
estudo de alguns aspectos de engenharia, pesquisa e desenvolvimento.

Na FSS, produtos de origem agrícola são geralmente utilizados como suporte 
para o crescimento microbiano, sendo que os microrganismos crescem internamen
te ao substrato, em sua superfície e nos espaços intersticiais. Como o microrganismo 
está intimamente ligado ao suporte, muitas vezes é difícil avaliar sua massa direta
mente (Moo-Young et al. 1980). Por isso, muitas vezes se avalia crescimento micro
biano através de consumo de O , ou produção de CO , (Capalbo 1989).

A estrutura dentro do fermentador muda com o tempo em diferentes níveis: no 
nível intraparticular, o microrganismo invade os poros disponíveis e modifica a compo
sição química do suporte; no nível interparticular, o crescimento provoca o recobrimen- 
to da superfície do suporte e, no caso de fungos, o micélio liga as diferentes partículas. 
Essa modificação induzida pelo microrganismo leva a modificações nos coeficientes de 
transferência gasoso e de massa.

Num estudo sobre difusão de CO , e O , em FSS, Auria et al. (1992) avaliaram 
as alterações nos coeficientes de difusão durante a realização da fermentação. Para fins 
de ilustração, apresentamos na Figura 26.8 os resultados para massa seca obtidos por 
Auria et al. (1992).

Esses autores ressaltaram a importância que as variáveis macroscópicas (tamanho 
da coluna, forma, distribuição de tamanho de partícula do substrato, pressão de empa
cotamento do reator) podem ter sobre as taxas e coeficientes de difusão e, portanto, so
bre os resultados de biomassa obtidos.

Outro fator importante é a transferência de calor devido ao aumento da tempera
tura resultante do desenvolvimento do microrganismo.

Como processo, a FSS é muito complexa, devido à heterogeneidade do siste
ma tanto do ponto de vista físico como químico e biológico.

Separação de toxinas

De acordo com Heimpel (1967), B.t. possui um verdadeiro arsenal de toxi
nas: alfa, beta, gama e delta.

Durante a esporulação, forma-se, ao lado de cada esporo, um cristal protéico 
(delta-endotoxina), tóxico à maior parte dos lepidópteros, causando paralisia in
testinal e morte do inseto. Em alguns casos em que o inseto parece não ser suscetível 
ao cristal tóxico, a ingestão deste com o esporo acarreta germinação dos esporos e 
produção de uma fosfolipase C  que mata o inseto hospedeiro (Moraes 1973).
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Figura 26.8. Variação da concentração de biomassa seca com  o tem po a 
diferentes alturas da camada do meio semi-sólido, sendo Z = 0 o topo da camada 
(Auria et a i 1992).

Além dessas endotoxinas, há a exotoxina termoestável (beta-exotoxina), desco
berta por McConnell &  Richards (1959), que é produzida pelo B.t. na fase de cresci
mento vegetativo e que é tóxica a alguns lepidópteros, dípteros, himenópteros, co- 
leópteros e ortópteros.

Delta-endotoxina

É a principal toxina, conforme De Barjac &  Burgerjon (1971), componente do 
cristal protéico, sendo sua potência (dose letal média - D L50) para Pieris brassicae da 
ordem de 0,25 g/g de inseto.

Megna (1963), em sua patente, indica a recuperação da endotoxina produzida 
por filtração do mosto fermentado, com filtro (Celite 512). Estabelece que qualquer
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desequilíbrio do suprimento de nitrogênio e carboidrato ao meio de cultura resultará 
na esporulação incompleta, germinação de esporos e/ou autólise, tornando a recupera
ção por filtração mais difícil.

Também, já se executou a centrifugação do mosto, e o creme obtido (esporos 
+ cristais) foi suspenso em solução 4 a 6% de lactose e precipitado com acetona. 
Esse precipitado, filtrado, lavado com acetona e água, foi seco. A potência do siste
ma foi testada em bioensaios (Dulmage et al. 1970; Dulmage &  Rhodes 1973).

Qualquer que seja a forma de recuperação desejada ou possível, ela envolverá 
etapas de purificação e concentração do caldo fermentado, uma vez que este con
tém água, remanescentes do meio de cultura (sólidos e material dissolvido), frag
mentos celulares, esporos e cristais. Essa recuperação é uma outra etapa crítica no 
desenvolvimento do processo produtivo, pois nela a potência do produto pode ser 
reduzida, caso o desenho aplicado à recuperação não seja adequado (Bryant 1994).

Para secagem em spray drier quando volumes maiores que 10 litros devem ser 
manipulados, Dulm age (1993) sugere o seguinte esquema:

Recuperação do complexo esporo-cristal de B.t. 
para produção em escala piloto

caldo total = pH 8,4 - 9,0 

*
centrifugar (centrífuga contínua de cesto)

*
pesar o resíduo (cremoso)

*
suspender o resíduo em solução contendo 

lactose (10% peso/peso), agente umectante (1%) , 
agente dispersante (1%)

*
misturar bem 

*
ajustar sólidos totais para 20%

secar em spray (bico de aspersão centrífugo) 
temperatura entrada 125 -150°C  

temperatura saída 75 -100°C  

*
formulação
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Moraes (1993) estudou os parâmetros termobacteriológicos para o B.t. em 
ensaios de laboratório, visando a definição dos processos de secagem do biopesticida 
em escala-piloto. Com a pasta centrifugada, obtida da fermentação submersa, acres
centou argila como inerte, e este pré-formulado foi submetido a secagem usando 
diferentes secadores. A secagem realizada em secador convencional a 90"C apre
sentou valor de D (índice de redução decimal) de 5,84 horas. A secagem realizada em 
atomizador a 120, 150 e 180°C apresentou, respectivamente, 9,49 s, 5,88 s, 3,43 s 
de valor D e valor z (coeficiente térmico) de 135,16"C. A viabilidade relativa foi man
tida a 50 e 70UC e sofreu redução a 90°C em secador convencional. No atomizador, 
a viabilidade relativa decresceu com a elevação da temperatura de 120"C a 180"C.

Beta-exotoxina

Distingue-se a exotoxina do complexo esporo-cristal ao menos em quatro as
pectos: termoestabilidade a 121-C por 15 minutos, espectro das espécies de inse
tos suscetíveis, sintomas diferentes e existência de alguns sorotipos de B.t. não pro
dutores do complexo endotóxico que são produtores da exotoxina termoestável.

Em entomologia, definem-se as endotoxinas produzidas pelos microrganismos 
entomopatogênicos como sendo aquelas toxinas ligadas à célula microbiana, en
quanto as exotoxinas são aquelas excretadas no meio de cultura. Nesse sentido, a toxi
na termoestável de B.t. é definida como exotoxina.

McConnel &  Richards (1959) verificaram que o sobrenadante autoclavado, 
separado do mosto fermentado de B.t., era tóxico quando injetado em larvas de 
Galleria mellonella, tendo obtido valores de D L50 como 0,3 ml/larva ou 2 ml/g de 
larva. Insetos de outras espécies, Ostrinia nubilalis, Sarcophaga bullata e baratas 
das espécies Periplaneta americana e Blata orientalis, também apresentaram sus- 
cetibilidade em testes de injeção de toxina. A adição de exotoxina em dieta alimentar 
desses insetos apresentou resultado negativo.

Burgerjon &  De Barjac (1960) relataram a toxicidade do sobrenadante auto
clavado quando ministrado oralmente a alguns insetos das ordens Lepidoptera 
{Bombyx mori, Pieris brassicae, Malacosoma neustria entre outros), Coleoptera {Le- 
ptinotarsa decemlineatà) e Hymenoptera: (Prisciphora paUipes).

Da mesma maneira, Briggs (1960) verificou que o sobrenadante esterilizado 
de mosto bacteriano filtrado inibia o desenvolvimento da larva da mosca doméstica. 
O termo fly toxin ou fly factor, fator responsável pelo vôo do inseto, foi então ado
tado para descrever a entidade tóxica responsável, visto que o inseto, quando não 
morria, tinha suas asas deformadas, além de outros defeitos teratológicos.

Simultaneamente, foi demonstrado por diferentes autores que produtos co
merciais obtidos de B.t. podiam ser ministrados a galinhas e vacas, sendo que a exoto-

834



I. yj. tvioraes ci m. i  r o a u ç í í U  t i c  I /U L IC / IU *  c r t i u r r i u y n n / ^ c n m o

xina remanescente nesses produtos mantinha sua atividade tóxica, atuando contra 
moscas cujas larvas ou pupas infestavam as fezes desses animais, exercendo assim um 
controle sobre os insetos que viriam a se desenvolver (Gingrich 1965). Não sabiam 
se a exotoxina passava intacta através do trato intestinal do animal, ou se os esporos 
do B.t. contidos no complexo esporo-cristal tóxico, passando intactos, germinavam 
nas fezes, produzindo novas quantidades de exotoxina (Moraes 1981).

Estudo sobre o efeito da exotoxina em Anagasta kuehniella foi desenvolvido por 
Yamvrias (1962). Sua pesquisa com o sobrenadante do mosto fermentado demons
trou atividade tóxica tanto injetado como na alimentação da larva. Comparou a veloci
dade de ação do componente tóxico obtido de duas variedades diferentes de B.t., limi- 
tando-se, no entanto, a um número pequeno de insetos; houve uma alta mortalidade 
no lote-testemunha, que prejudicou, mas não invalidou seus resultados.

Sebesta et al. (1981) afirmaram que a produção da exotoxina se dá durante a 
fase exponencial do crescimento, completando-se na esporulação. A Figura 26.9 ilus-

■  Cone. no meio de cultura 
#  Cone. nas células bacterianas 
Á  Cone. de ATP

Tempo (h)

10

Figura 26.9. Concentração de thuringiensina e ATP durante fermentação de Bacillus 
thuringiensis (Moraes 1981).
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tra essa produção, sendo a exotoxina denominada thuringiensina. É interessante obser
var que a concentração de thuringiensina diminui na célula bacteriana entre nove e de
zesseis horas, enquanto aumenta a concentração no sobrenadante da cultura.

Kim &  Huang (1970) descreveram o processo usado para isolar exotoxinas puras 
de B. thuringiensis vw. thuringiensis (Figura 26.10).

Segundo Faust (1973), normalmente a variedade thuringiensis produz concen
tração aproximada de 50 mg de exotoxina por litro do sobrenadante separado do mosto 
fermentado. Essa separação se faz por centrifugação, com posterior esterilização a

55 - 60% 45 - 50 %

Figura 26.10. Fluxograma para isolamento de exotoxinas de B. thuringiensis var. 
thuringiensis (Kim & Huang 1970).
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121-C, por 15 minutos, do fluido resultante. A purificação se faz por adsorção da 
exotoxina em carvão, com posterior eluição com solução de etanol a 50%. O eluído 
é concentrado e cromatografado em papel ou fracionado usando Dowex 1 em colu
na. Após eluição com formiato de amónia 0-1,5 M, efetua-se a dessalinização em 
Sephadex e o produto resultante é empregado em bioensaio para determinação da 
toxicidade.

No Brasil, o estudo do desenvolvimento da exotoxina de B.t. foi realizado por 
Moraes (1981) e o produto foi testado contra algumas espécies de moscas com bons 
resultados. Foi depositada patente do processo, que recebeu o Prêmio Governador do 
Estado em 1985, tendo sido citada em dois livros internacionais que tratam de mulhe
res inventoras (Moussa 1986, 1995).

Ensaio e formulação

Com inseticidas químicos, a produção pode ser bem controlada, pois a normali
zação desses produtos pode ser expressa em porcentagem de ingredientes ativos, já que 
os mesmos são quimicamente definidos e seus efeitos bem determinados (Burges 1967; 
De Barjac &  Burgerjon 1971). Já os produtos de B.t. poderão conter até três princípios 
ativos (esporo, cristal e exotoxina), necessitando de bioteste: contagem de esporos (mé
todo presuntivo) e bioensaios com insetos (conclusivo), para determinar a potência do 
produto. A contagem de esporos ou de cristais, como único método, não tem relação 
com a atividade da toxina, uma vez que o processo de obtenção pode modificar a ativida
de dos componentes tóxicos (Heimpel &  Angus 1963).

O caldo fermentado deve ser estabilizado antes de ser utilizado, de forma a não 
perder a potência. Assim, a remoção de fragmentos celulares e compostos intermediá
rios da fermentação que podem “desativar” o composto tóxico é feita através de lavagens 
e centrifugações sucessivas da biomassa com soluções de pH controlado (entre 7 e 8), 
permitindo a limpeza e estabilização das unidades tóxicas. Ao mesmo tempo, a redu
ção do líquido em que esteve suspensa a biomassa aumenta a potência do caldo total. O 
controle de qualidade é vital durante esse procedimento, pois minimiza variações inevi
táveis que podem ocorrer com o processo biológico (Bryant 1994).

De acordo com normas nacionais e internacionais (Tompkins et al. 1990; Nardo 
et al. 1995), um pesticida, para ser registrado, necessita apresentar resultado oficial 
de dosagem de ingrediente ativo. Nos Estados Unidos estabeleceu-se em 1971 o uso 
de unidades internacionais (UI) para expressar a potência dos produtos à base de B.t., 
sendo para isso necessária uma preparação padrão. A primeira preparação, fornecida 
pelo Instituto Pasteur, França, foi designada E-61, continha B.t. var. thuringiensis e 
à sua potência verificada em bioensaio contra Trichoplusia /i/(Hubner) foi atribuído
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o valor arbitrário 1 000 UI/mg. Esse padrão existe até hoje no Instituto Pasteur, ten
do sido utilizado para padronizar os padrões l-S-1971 e l-S-1980, ambos obtidos a 
partir de B. thuringiensis var. kurstaki, e com potências de 18 000 e 16 000 UI/mg, 
respectivamente. Para B.t.i. produziram-se dois padrões IPS-78 e IPS-80, que não se 
mostraram estáveis, tendo sido substituídos pelo IPS-82, com potência de 15 000 
UI/mg.

Os bioensaios de padronização nesse caso, podem ser realizados segundo protoco
los da Organização Mundial de Saúde (OMS) ou do órgão federal americano (USDA). 
Com o surgimento de variedades ativas contra outros insetos, as normas de registro es
tão sendo revisadas, sendo que se observam nos rótulos atualmente as unidades interna
cionais acompanhadas da porcentagem em peso do ingrediente ativo (esporo + cristal) 
(Tompkins et al. 1990; Dulmage et ai. 1990).

Alguns autores apontam ainda a impossibilidade de se ter inseto-padrão interna
cional por dificuldades da legislação de alguns países que exigem quarentena. Por outro 
lado, é questionável se é melhor usar um inseto-teste ou vários, a fim de obter uma útil 
complementação de informações. Além disso, para se obter resultados reprodutivos, é 
preciso ter uniformidade dos insetos (idade e peso), constância de fatores climáticos e 
quantidade de alimento administrado.

De Barjac &  Burgerjon (1971) afirmam que, na rotina industrial, a constância de 
características do produto deve ser verificada através de amostra referência, sendo que 
cada produtor terá seu próprio padrão de qualidade.

Para a exotoxina, Burgerjon (1965) comenta a menor relação existente entre a 
contagem de esporos e a toxina termoestável do que para a endotoxina. Ele propõe a 
utilização de uma amostra-padrão para que o produtor padronize seu produto por refe
rência, usando o inseto-teste preferido.

De Barjac &  Lecadet (1976) apresentam uma metodologia para a dosagem bio
química da toxina, utilizando os substratos usados para a dosagem de RNA-polimera- 
se, afirmando haver uma boa correlação entre este e o método de aplicação de bioensaio.

Principais avanços versus processo fermentativo

O B.t. permanece sendo o foco principal dos estudos e pesquisas sobre pesticidas 
microbianos. Desde sua descoberta até aproximadamente 1978, pensava-se que sua 
atividade tóxica se limitava à ordem Lepidoptera, e as variedades conhecidas até a épo
ca eram a base dos produtos conhecidos das grandes companhias, como Abbott, San- 
doz e Novo.

As descobertas mais recentes de linhagens que atuam contra nematóides, ecto- 
parasitos de animais (como ácaros) e endoparasitos (protozoários), bem como as
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descobertas mais antigas da atividade contra Coleoptera e Diptera, criaram uma 
gama maior de oportunidades. Novos produtos estão sendo lançados no mercado 
contendo linhagens patenteadas nos EUA ou apresentando formulações aquosas 
especiais que permitem o uso em aplicadores terrestres e aéreos convencionais.

O uso da engenharia genética e técnicas não-recombinantes tem gerado varieda
des com maior ou mais ampla atividade, bem como possibilitado novas formulações. 
Produtos já foram lançados contendo a toxina do B.t. internamente a Pseuc/omonas, 
sendo que essas últimas são unidades não-viáveis, não apresentando preocupações do 
ponto de vista ambiental. A tecnologia da recombinação genética permitiu a inserção 
do gene responsável pela produção da toxina de B.t. em diferentes hospedeiros, tais 
como Escherichia coli, B. subcilis e algas (Waalwijk 1993). Também já se inseriu o 
gene da toxina de B.t. em Clavibacter xyli var. cynodontis (bactéria endofítica em mi
lho), que coloniza rapidamente as raízes, folhas e colmo do milho, onde permanece 
durante toda a vida da planta. E possível também, por meio de outro vetor (Agrobacte- 
num tumefasciens), inserir-se genes de B.t. para que expresse a síntese de 8-endotoxina 
nos tecidos de plantas de algodão, tomate, batata, fumo e outras culturas de interesse 
econômico, tendo sido conseguida também a inserção direta dos genes nas plantas. 
Além da sua nova ação inseticida, apresenta como vantagem ao ambiente o fato de não 
sobreviver fora da planta.

Outra bactéria chegando ao mercado internacional é Streptomyces griseovi- 
ridis, um biofungicida que apresenta atividade contra patógenos de semente e de 
solo. Essa bactéria atua produzindo substâncias antibióticas que inibem o cresci
mento dos patógenos. Nessa linha, já se estuda também B. pumilus, B. mycoides, 
Enterobacter cloacae, Erwinia herbicola, Lactobacillus pJantarum. A engenharia 
genética pode gerar melhorias em outras espécies, que tornarão os produtos ainda 
mais efetivos.

Em qualquer dos exemplos apontados acima, é indiscutível a importância do pro
cesso fermentativo na produção massal dos novos microrganismos, tanto os que contêm 
ou expressam a toxina de B.t. como aqueles com potencial para o biocontrole, se
jam eles obtidos através de manipulação genética ou não. Para todos eles, as variá
veis de produção e recuperação apontadas neste capítulo são válidas e devem ser cui
dadosamente avaliadas para obtenção de um produto de qualidade. As possibilidades 
de aumento do potencial de biocontrole apresentadas por um microrganismo po
dem muitas vezes ser ampliadas desde que o processo de produção seja criteriosa
mente otimizado.
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