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Apresentacao

Em consonancia com a missdo institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas a¢cGes de pesquisa e desenvolvimento que
tém gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento
sustentado do espacgo rural, tendo-se em vista as exigéncias de mercado, dos
produtores e dos 6rgdos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da

atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biolégico se insere. Ao maximizar o uso de
organismos naturais no manejo de pragas e doengas, esta tecnologia contribui
decisivamente para que a producdo se dé com reduzido impacto, em beneficio
da almejada sustentabilidade. Esta publicacdo é resultante de estudos de
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além
de essenciais parceiros, 0os quais, em parceria, tém contribuido para a melhoria

do conhecimento sobre esta importante &rea.

Temos certeza que as informac8es aqui divulgadas servirdo para o maior
conhecimento e uso do controle biolégico, bem como de estimulo e suporte
para novas acOes de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaveis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Producdo de bactérias para
uso no controle bioldégico

Deise Maria Fontana Capalho’

Muitas bactérias produzem moléculas importantes para a indlstria e para a
salde humana (antibiéticos e enzimas entre outros), enquanto outra fracao
representa problema por produzir toxinas e apresentar um endosporo dormente
e altamente resistente, que sob condigcdes favoraveis pode germinar e se
transformar numa célula vegetativa.

As bactérias formadoras de esporos pertencem em sua maioria a familia
Bacillaceae, sendo que o género aerdbio Bacillus inclui as bactérias formadoras
de esporos de maior potencial para o controle biolégico pelas mesmas
caracteristicas que lhes conferem resisténcia as condi¢cdes adversas ambientais
e de processamento industrial.

A aplicacdo destas bactérias como geradoras de moléculas com agéo de controle
sobre outros microrganismos requer grandes quantidades do agente ativo, que
s6 é interessante se esta bactéria se desenvolver em meio artificial (in vitro),
utilizando-se de modernas técnicas e equipamentos de fermentagao.

O desenvolvimento de microrganismos em meio artificial sob condigdes
controladas de temperatura, agitacdo e aeracdo é normalmente denominado
processo fermentativo. A especificidade de acdo ou producdo de metabdlitos
em cada espécie e sub-espécie de Bacillus esta relacionada as caracteristicas
intrinsecas aquela espécie, e também & composicdo do meio de cultivo e
parametros sob os quais tal microrganismo se desenvolve, como composi¢ao
do meio de cultura, temperatura, pH e outros. A comparacédo da velocidade de
crescimento e produgdo de esporos de diferentes cepas de Bacillus ser4 assunto
desta pratica.

Objetivo

0 objetivo desta pratica é observar o efeito das condigdes do processo
fermentativo sobre o crescimento e esporulacéo de diferentes cepas de Bacillus
em meio nutritivo liguido. Cada cepa tem especificidade caracteristica para uso
no controle biolégico e seu desenvolvimento é afetado pela composicdo do
meio de cultivo e os parametros de fermentacgao.

' Engenheira de Alimentos, Doutora. Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69. 13820-000 Jaguarilina,
P
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Procedimento

1. Pré-fermentacéo

Para garantir uma boa atividade e velocidade de crescimento, as culturas
oriundas do tubo ou placa-estoque (meio agar nutriente) passam pela etapa de
"pré-fermentacéo":

e distribuir 100 mL de meio de pré-fermentacdo em cada frasco erlenmeyer
de 250 mL. Fechar com tampa de algoddo e autoclavar a 121°C por 20
minutos;

e retirar uma algcada da cultura estoque e inocular em cada frasco de pré-
fermentacdo previamente preparado:

¢ manter os frascos sob agitacdo em agitador orbital por 12-24 horas
(geralmente 120 rpm; 30 * 2°C). 0 periodo deve ser estabelecido para cada
caso, acompanhando as etapas de desenvolvimento ao microscoépio;

« a pré-fermentacdo deve ser finalizada quando a maioria das células estiverem
na fase de crescimento vegetativo, que garante a melhor condicdo de
desenvolvimento na etapa de fermentagao;

ao final do periodo de pré-fermentacao é feita contagem de células em camara
de Neubauer e este numero € ajustado (diluicdes sucessivas) para que o
indculo tenha entre 1 e 5 x 10® células vegetativas/mL.

2. Fermentacdo em frascos Erlenmeyer

e Distribuir 100 mL de meio de fermentacdo em cada frasco Erlenmeyer de 250
mL. Fechar com tampa de algodao e autoclavar a 121°C por 20 minutos;

e utilizar o in6culo ja pré-ajustado para dar inicio ao processo de fermentacao.
Utilizar 5% do volume de meio contido no frasco de fermentagcdo como
volume de in6culo. Nesta pratica, o volume de in6culo sera entdo de 5 mL
do caldo da pré-fermentacédo utilizado para inocular cada frasco determinado
e previamente preparado;

< manter os frascos sob agitagcdo em agitador orbital (geralmente 150 rpm; 30
+ 2°C);
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e acompanhar o desenvolvimento dos microrganismos até aobtencdo de esporos

ou o inicio da fase de lise celular (observacdo ao microscépio de contraste de
fase) conforme estabelecido em cada grupo de trabalho. Esta finalizag¢do varia
para cada produto desejado algumas vezes o controle de doengas se baseia
na competicdo por espago e nutrientes, o que exige uma grande quantidade
de células vegetativas em fase logaritmica de crescimento (que é obtido
nas etapas iniciais do processo de producdo massal). Outras vezes a acao
biocida é oriunda do desenvolvimento de enzimas ou toxinas (metabdlitos)
produzidas em diferentes fases do crescimento celular, motivo pelo qual
a fermentacdo devera ser realizada de forma a obter grande quantidade
de células neste determinado estagio de crescimento. Em outros casos o
controle é oriundo da presenca de esporos, motivo pelo qual a fermentacéo
devera ser conduzida visando obter este estdgio de desenvolvimento da
bactéria, mais longo do que os dois casos anteriores;

* quando o estagio determinado para cada grupo for atingido, retirar os frascos

e centrifugar (geralmente 5.000 a 10.000 rpm por 10 minutos), utilizando o
centrifugado para determinacdo de massa celular (quantificacdo de células
vidveis, esporos viaveis, enzimas intracelulares) e ensaios de verificacdo da
acao biocida. O sobrenadante é utilizado para determinagdo da presenca
de enzimas e toxinas extracelulares, antibidticos ou outras moléculas que
sejam produzidas e excretadas durante o crescimento celular. Geralmente o
material (centrifugado e sobrenadante separadamente) pode ser guardado
em geladeira por 1 a 3 dias.

Fermentacdo em mini-fermentador

Distribuir o volume de meio de fermentagcdo em cada frasco do fermentador.
0 volume a ser utilizado, se ndo for estabelecido pelo fabricante, ndo deve
ultrapassar 80% do volume total do frasco do fermentador, uma vez que
h& necessidade de manter um espago para troca de gases e para eventual
formacao de espuma;

fechar a tampa adequadamente e autoclavar (condi¢cbes estabelecidas pelo
fabricante);

ap6s resfriamento, conectar todos os controles conforme orientagdo
do fabricante e acionar os controles de forma a ajustar o reator para as
condicdes de fermentacdo necessarias. De forma geral, as condigdes séo:
Temperatura; 30 +2°C; Aeracdo: 1v/v/m (1 L ar/L meio/minuto); Agitagao:
200-400 rpm;
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« utilizar o resultado da pré-fermentacdo para inéculo do frasco de fermentacao.
Utilizar 5% do volume final do frasco de fermentagcdo como volume de
in6culo;

e coletar amostras periodicamente para acompanhar o desenvolvimento dos
microrganismos até a obtencédo da etapa de desenvolvimento desejada;

e para encerrar o processo, desligar o fermentador (aeragdo e agitagéo);

« filtrar ou centrifugar, conforme disponibilidade do laboratério. Geralmente a
centrifugacdo acontece utilizando 5.000 a 10.000 rpm por 10 minutos;

e para 0 caso em que o produto final & o esporo bacteriano, o caldo final pode
ter seu pH ajustado para pH 4.0 com &cido acético, e o material decantado
pode ser guardado a temperatura ambiente ou refrigerador por varios dias.

4. Acompanhamento do processo fermentativo

« Crescimento das células bacterianas (em quantidade e em estagio de
desenvolvimento) pode ser acompanhado por metodologias bésicas de
contagem (plagueamento em meio de cultivo; cdmara de contagem ou
também denominada "de Neubauer") de uso corrente em laboratérios de
microbiologia (metodologias descritas em Alves (1998));

¢ baseado no conceito de que o desenvolvimento celular modifica o indice
de refracdo da luz no meio de cultivo, pode-se acompanhar o crescimento
bacteriano pela leitura da absorbancia (ou de seu inverso, a transmitancia)
em refratbmetro a 640 nm; por se tratar de leitura simples e rapida,
carecendo apenas de uma curva de calibracdo previamente estabelecida,
é uma pratica presuntiva bastante utilizada, com a Unica ressalva de que
as diferentes etapas de desenvolvimento interferem de forma diferenciada
na refracdo da luz, ndo sendo, portanto, uma medida quantitativa adequada
para o caso de esporos bacterianos (metodologia referenciada em Capalbo
e Morais (1984));

e outro parametro indicativo de desenvolvimento bacteriano em meio liquido,
é a variagcdo que se pode observar no pH do meio de cultura. Ao longo
do tempo de fermentagdo o pH, inicialmente proximo a neutralidade, cai a
valores proximos de 5,5; posteriormente, na etapa de esporulagdo celular,

o pH retorna a neutralidade e se eleva a valores entre 8 e 9, indicando
esporulacao e inicio de lise celular.
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Pratica 1 - Producédo de Bacillus sp. em meio genérico

Este tipo de meio é indicado para etapas iniciais de estudo com microrganismos
cuja forma de acao de controle ndo est4d bem definida e pequenas quantidades
de meio de cultivo serdo utilizadas.

Meio para pré-fermentacao e fermentacéo

Para esta pratica utilizar caldo nutriente com meio de cultivo da pré fermentacéo
e da fermentacédo. Preparar conforme orientagdo do rétulo da embalagem.

Pratica 2 - Producédo de Bacillussp. em meio de esporulacéo
contendo residuos da agroindustria

Este meio de cultura é mais indicado para casos onde se deseja obter grande
guantidade de massa celular ou para obtencdo de esporos. Neste caso a
composi¢cdo do meio de pré-fermentacao é mais rica em sais numa etapa em que
pouca quantidade de meio é utilizada. A utilizacdo de residuos agroindustriais
(geralmente contendo ainda aguUcares, alguns aminoacidos e sais) é indicada
para producdo em maior escala, pois reduz o custo de producéo.

Comparacao de resultados

Os resultados obtidos pelos diferentes métodos devem ser comparados para se
observar as diferentes velocidades de crescimento, comportamento frente as
condi¢cbes de crescimento em frascos agitados e minifermentador, bem como
as diferencas em rendimentos atingidos.
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