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Resumo

A utilizacdo de bioinseticidas a base do Bacillus thuringiensis nos programas de
controle dos vetores de doencas proporciona inimeras vantagens. Esta bactéria Gram-
positiva, aerdbica, em forma de bastonete, produz durante a esporulacdo inclusdes
citoplasmaticas cristalinas denominadas proteinas Cry, que apresentam alta especificidade
guanto a sua atividade larvicida contra diferentes ordens de insetos, porém mostra-se segura
para 0 homem e minimiza os impactos ao meio ambiente. Nos primeiros estudos visando a
producéo desta bactéria foram utilizados produtos de baixo custo como componentes para a
fermentacdo submersa, neste processo ndo ha adicdo de meio de cultura novo no decorrer
do crescimento bacteriano, permitindo alteragdes nas condig¢bes fisico-quimicas do
ambiente, favorecendo a producdo deste microrganismo, ao estimular sua esporulacdo
qguando o meio torna-se inospito. Neste trabalho empregou-se a fermentagdo submersa
como ferramenta para a producdo de um isolado de Bacillus thuringiensis, da colecdo da
UFAM, denominado BtAm 27. No crescimento bacteriano utilizou-se, como fonte de
carbono, a farinha de macaxeira (Manihot utilissima Pohl) hidrolisada com o-amilase
(Thermamyl®) e glucoamilase (Novozymes®), e também extrato de levedura, KH2PO,
MgSQO4.7H20, MnS04.4H,0, CaCl2.2H20, (NH4)2.SO4. A partir deste meio de cultura
obteve-se um fermentado com produtividade de 4,8 g/L de massa seca da bactéria,
observando-se que o isolado manteve a atividade larvicida contra Aedes aegypti e
Anopheles spp.

Palavras chaves: Bioinseticida, Bacillus thuringiensis, Fermentacdo, Macaxeira, Hidrolise



Abstract

The utilization of Bacillus thuringiensis based bioinsecticides on disease vector control
programs provides countless advantages. This Gram-positive bacterium, aerobic, rod-
shaped bacterium, during sporulation produces inclusions crystalline cytoplasmic called as
Cry proteins, that shows high specificity larvicide activity against different insect orders.
However shows to be safe for a man as well minimize the impacts on the environment. The
first studies focus the production of this bacterium. Were used low-cost products as
components for submerged fermentation. In this process there is no addition of new culture
way during the bacterial growth, allowing alterations on the environment’s physic-chemical
conditions, favoring the production of this microorganism, by stimulating its sporulation
when the medium becomes inhospitable. The present work used submerged fermentation as
a tool for the production of a strain of Bacillus thuringiensis, from the UFAM collection,
called BtAm 27. In bacterial growth was used as carbon source, Cassava (Manihot
utilissima Pohl) flour hydrolyzed with o-amilase (Thermamyl®) and glucoamilase
(Novozymes®), and also yeast extract, KH,PO, MgSO4.7H,0, MnS04.4H,0, CaCl,.2H:0,
(NH4)2SOa4. From this culture medium a yeast with a yield of 4.8 g/L of bacterium dry mass
was obtained and the isolate was found to keep its larvicidal activity against Aedes aegypti
and Anopheles spp.

Keywords: Bioinsecticide, Bacillus thuringiensis, Fermentation, Cassava, Hydrolysis



Lista de Tabelas

Tabela 1: Produtos comerciais de Bacillus thuringiensis para controle de pragas agricolas

(FIUZA & BERLITZ, 2009/2010) ....cveiieiieiieieiieieresiesieese e ssesessessenennas 19
Tabela 2: Composi¢cdo do Meio Caldo Nutritivo modificado com adicdo de sais .............. 37
Tabela 3: Composicio do Meio Agar Nutritivo modificado com adigdo de sais ............... 37

Tabela 4: Composicdo Centesimal da Farinha Torrada (porc¢do de 100g) (TACO, 2006) 43

Tabela 5: Componentes dos meios e concentragdes utilizadas no Teste | ........c.cceevevennee. 45
Tabela 6: Planejamento Fatorial Completo 2%..............oovvveviieieceeeeeeeeeee s 46
Tabela 7: Componentes dos meios e concentracdes utilizadas no Teste Il ..........ccccceeveenee. 47
Tabela 8: Matriz DCCR com niveis codificados das variaveis analisadas ................c.c...... 47

Tabela 9: Componentes e respectivas concentracbes (g/L) dos meios de cultura para

crescimento do isolado BtAm 27 utilizando o hidrolisado da farinha de macaxeira (Teste

larvas de A. aegypti € ANOPNEIES SPP......vveeeiiiiiie et e e 51
Tabela 10b: Percentual de Mortalidade de A. aegypti em Bioensaio de Dose ................... 52
Tabela 11: Leituras de D.O. para cada experimento do Teste | .......cccoccvvvevinienieneniicnnn 55
Tabela 12: Leituras de D.O. para cada experimento do Teste Il ........cccccovevvieviiiieiiennnn, 60

Tabela 13: Crescimento avaliado pela massa seca, para 0s meios de cultura com o

hidrolisado da farinha de macaxeira (TeSte HI) .....cceoveeiiieiiiecee e 61

Tabela 14: Percentual de mortalidade de A. aegypti e Anopheles spp. em bioensaio seletivo
com meios de cultura preparados com hidrolisado da farinha de macaxeira (Teste I11) .... 63

Xl



Lista de Figuras

Figura 1: Mecanismo de Ac¢do da Proteina Cry em Larvas de Lepiddptera
(http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html, acessado em 21/10/2012, as 12:54) ....... 25

Figura 2: Fluxograma de producdo de bioinseticida (DIAS, 1992) ........ccccocvvievivereieennenn, 33
Figura 3: Coldnia de mosquitos mantida N0 INSELAIIO .........cccooeeiereiieiiereee e 39
Figura 4: Repasto sanguineo dos mosquitos em hamster ..........ccccceeverieneiesieieniereeseeenes 39
Figura 5: Copos para oviposi¢do das matrizes contendo ovos de A. aegypti ......ccccevvernenne 39
Figura 6: Aspecto interno da col6nia de A. aegyPti ....ccovevveieeiieie s 39
Figura 7: Bacias de CIOSA0 08 OVOS ........ccccveiieriieieiieiie ettt 39

Figura 8: Sistema para manutengdo de Anopheles spp. (oviposicao e eclosdo dos ovos) ... 39
Figura 9: Montagem do bioensaio SEIELIVO ..........ccovveiiiiiiieese e 40
Figura 10: Montagem de bioensaio de dOSE .........cceiieiieieiieie e 41
Figura 11: Aspecto da embalagem da farinha de macaxeira utilizada como substrato ......44

Figura 12: Aspecto macroscopico da Farinha de Macaxeira peneirada (Fécula) (Manihot
ULTHSSTMA PORNI) .ot 44

Figura 13: Reta de regressdo linear dose-probit obtida nos bioensaios com isolado

BUAIN 27 ettt bbbt r et bbb bR r et ettt ne et 52
Figura 14: Curva de crescimento celular em meio Caldo Nutritivo (28° C, 160 rpm) ....... 53
Figura 15: Crescimento do BtAmM 27 em amido 1% .......cccooeviiininiiininicee e, 54

Figura 16: Grafico de Pareto para crescimento do Planejamento Fatorial Completo 24 ..... 55

Xl


http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html

Figura 17: Grafico de Superficie de Resposta para o Crescimento celular obtido no Teste I,

relacionando valores codificados da Farinha e Extrato de Levedura .........ccccoeeveveeeceeeeenn. 56
Figural8: Gréfico de Pareto para crescimento da Matriz DCCR .........ccccoovveneincnennnnne. 57

Figura 19: Gréafico de superficie de resposta para o crescimento celular obtido no Teste I,

relacionando valores codificados para farinha e extrato de levedura ............cccccovevieeieen. 58

Figura 20: Gréafico de superficie de resposta para o crescimento celular obtido no Teste I,

relacionando valores codificados para farinha € KoHPO4 .......coveiiiiiiiiiiiiicce 59

Figura 21: Gréfico da produtividade (massa seca) utilisando-se 0s meios de cultura com
hidrolisado de farinha de macaxeira (Teste I11) Legenda: Concentragdo de glicose: meios 2,
6 e 10 — 5g/L (vermelho); meios 3, 7 e 11 — 10g/L (verde); e meios 4, 8 e 12 — 10g/L

X1



Lista de Abreviaturas e Siglas

AM — Amazonas;
Bt — Bacillus thuringiensis;

Bti — Bacillus thuringiensis israelensis;

CLso — Concentracdo letal mediana necessaria para matar 50% das larvas;

DCT - Diluicéao da Cultura Total,

D.O. — Densidade Optica;

DCCR - Delineamento Composto Central Rotacional;
Fsm — Fermentacdo Submersa ou Simples;

Fss — Fermentacdo Semi Solida;

IAC — Instituto Agrondmico de Campinas;

LB — Luria Bertani;

mL — Mililitro;

° C — Grau Celsius;

pb — Pares de Bases;

pH — Potencial Hidrogenionico;

PNCD - Plano Nacional de Combate a Dengue;

PTF — Pore-Forming Toxins (Proteinas Formadoras de Poros);
rpm — Rotagdo por Minuto;

spp. — Espécies Variadas;

UTI — Unidades Tdxicas Internacionais;

o — Delta;

XV



1.

4.

Sumario

N 0] 01U 03X @ 1SR 17
1.1. CONTROLE BIOLOGICO DE MOSQUITOS .....cvevvviiiierieresieieressesiesaesesseseessssessesaesesnens 17
1.2. Bacillus thuriNGIENSIS .....ccvviiiieie e 20
1.3. ACAO DO Bacillus thUFINGIENSIS ......cccvviieiieiiece et 23
1.4. A IMPORTANCIA ECOLOGICA DOS BIOINSETICIDAS .....covvviiiieiiiiaieesiieeieeseeeesieeseeens 26
1.5. A DENGUE E A MALARIA COMO DOENGAS DE IMPACTO SOCIAL NO BRASIL ........... 27
15,1, DENGUE ..ttiiiiiiiiiie sttt ettt ettt et e et e e et e e e s asbb e e e e e nnbn e e e s nnbaeeeans 27
1.5.2. IMIALARIA ..ottt sttt ettt sttt n e e nne s 29
1.6, FERMENTAGAO ..eeiiiiittiieeeiitteee e s etteeeseitbeeeessbeeeesabaaesesasbaeeessbbeeeesabbseeesasbaeeessssraneesans 30
(@21 =3 o LV @ 1T PSPPSR OPRTRROP 35
2.0 GRIAL et b b e re e re e e 35
2.2, ESPECITICOS ..uviiiiiie ittt ns 35
MATERIAL E IMETODOS ....covvtiiiuiaiestesiesesessessesseeesessessesessessessssessessesessessensessssessessasesses 36
3.1. SELECAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS .....cccitiieiitiieiitieesireesieeesaeeesseeesnneeesnnneans 36
3.2. CRESCIMENTO E ESTOQUE BACTERIANO .....oeeiiiiiiieeiitiieeeeciteeeeeciteeeessraeeeessnnneeaeenns 36
3.3. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE LARVICIDA ...c.ocueivirieiiiieieesiesieeeiesiesiee e seeesnesees 38
3.3.1. LARVASDE A. aegypti E Anopheles spp. PARA O BIOENSAIOS ..........cccceeuene 38
3.3.2. BIOENSAIODS ....oiiiiiieitieiiitestee sttt sttt sttt ste et st e et e s see e nbeessbeebeesneeabeens 40
3.3.2.1.  BIOENSAIO SELETIVO ...teiiiiiiiiiiiiesieeeie ettt sttt 40
3.3.2.2.  BIOENSAIO DE DOSE ....coviviiiiciiiiiiiee sttt 41

3.4. ENSAIOS PARA O PROCESSO FERMENTATIVO ....cuvivieiiiieieresiesieeeiesiesiesassesseseeessesens 42

3.4.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA UTILIZADA COMO FONTE DE

(07121 0] N[ PSR RTUPRTR 42

3.4.2. CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO ...c.ccveviiviiieietisiesieeeteseesieesreseeseanans 43
3.4.3. PREPARO DO INOCULO ....coviiiiietieiisieie sttt aenn e 43
3.4.4. TESTES DE CRESCIMENTO CELULAR ....coitiirieniatinieierestestesessesseseasessessesessenees 44
RESULTADOS ...ttt sttt ettt e st e e ssb e e e sbb e e e bt e e e nneesnneean 50

4.1. 1SOLADOS DE Bacillus thUFINGIENSIS .......cooiiviiiiiiieie e 50



6.
7.

4.2. VERIFICAGAO DA ATIVIDADE LARVICIDA ....ccoiviiiiiiteiareatesiaiasesiessasessessesessessessasens 50
4.3. CRESCIMENTO BACTERIANO ....cvitiiierieiietenisiesiesesiestesessestesessesseseeseasessessesessessesensens 53
4.4, CRESCIMENTO EM AMIDO ....coiiiiiiiiuiienieeaiesieeaieesitessieesseesbesssseassessssesssesssnesssessnns 54
4.5, TESTES DE FERMENTAGAOD ..c.voviitiiiirietisieieseseetestestesassessesaasassessessssessessessssessessasesnes 54
4.6. ATIVIDADE LARVICIDA DO PRODUTO DA FERMENTAGAO ....covviieriiieieriaiesiesiannanas 62
DISCUSSAD ...ttt bbbttt b bbbt s bbbt et e b 64
5.1. CARACTERIZAGAO DOS ISOLADOS .......vvveiieeiiieeiieeesieeessieeessseesssseessnneesnseesanseeennns 64
5.2. ATIVIDADE BIOLARVICIDA .....covctiiiiietisieiietesiesee e et se st sa e ssesa e s sane s 65
5.3. TESTES DE CRESCIMENTO EM AMIDO ....ccuviveuiiieierieresseiesesiesiessesessessesassessessesessenes 67
5.4, ENSAIOS FERMENTATIVOS ...cuvitiiteriateateseesiiaseasesseseesessessesessessessssessesssssssessensesessens 68
5.4.1. TESTES COM FARINHA DE MACAXEIRA .....cccovruiriirinierieiarinienieessesseessessenens 68
5.4.2. TESTES COM HIDROLISADO DA FARINHA .......ooiiiiiiiiieiiieniee e 69
CONCLUSOES ..ottt sttt sttt bt b e bt e et e st et e se st et e e e be st e aeseane e 73

REFERENCIAS ...eiiitiie ittt sttt ettt sttt sttt bbbt e st e e s be e e nnbe e e nnb e e e nnbe e e nnneeans 74



1. INTRODUCAO

1.1. CONTROLE BIOLOGICO DE MOSQUITOS

Segundo ALVES (1998), estima-se que existem cerca de 2,5 milhdes de espécies
da classe Insecta, dos quais somente um milhdo é conhecido, e aproximadamente 10% sao
pragas. Para BUZZI (2010) encontra-se 828.383 espécies de insetos catalogados, onde
130.000 estdo estabelecidas no Brasil. De acordo com o autor, no territério nacional
ocorrem perto de 500 espécies classificadas como pragas da agricultura ou urbanas. No
entanto, este niUmero aumenta gradativamente devido a rapida destruicdo do ambiente e a
introducéo de novas espécies exaticas.

No controle destes invertebrados utilizou-se, durante anos, componentes quimicos,
destacando-se os organofosfatos, carbonatos e piretrdides. No entanto, gradativamente a
utilizacdo destes produtos tem sido limitada em funcdo dos danos provocados ao meio
ambiente, como desequilibrio ecolodgico, alteracbes ambientais e a saude humana e a de
animais. Além disso, o uso inadequado de produtos quimicos no ambiente vem resultando
constantes casos de resisténcia em populacbes de insetos, além do grave desequilibrio
ecologico. Estas sdo algumas desvantagens da utilizacdo abusiva de inseticidas quimicos
(ASSUMPCAO FILHO & SILVA, 2004; LOPES; ARANTES; CENCI, 2010).

Para minimizar os efeitos negativos da utilizacdo dos produtos quimicos, 0 homem
vem buscando alternativas que permitam controla-las sem causar danos ambientais e,
tampouco, para a saude humana e de animais, de um modo geral. Neste sentido, sobressai-
se a utilizacdo de microrganismos com potencial inseticida que, ao mesmo tempo,
possibilite 0 uso racional e seguro para o controle biol6gico dos insetos pragas e vetores de
doengas ao homem (LOPES; ARANTES; CENCI, 2010).

Segundo ALVES (1998), controle biologico pode ser definido como a utilizacdo
racional dos patdgenos visando a manutencdo das pragas a niveis que ndo afetem a
producdo agricola. Este principio existe naturalmente nos sistemas ecoldgicos em climax,
permitindo a manutencdo do tamanho das populacdes de determinada espécie através da
predacdo, do parasitismo, da competicdo e de agentes patégenos produtores de toxinas
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capazes de causar enfermidades que venham a repelir ou matar os vetores (SANTOS, 2003;
RIBAS; RANGEL; GABRIEL, 2008a).

MARCONDES (2001) destaca a importancia da substituicdo de inseticidas
quimicos por métodos alternativos e/ou complementares de controle bioldgico. Neste
contexto, os bioinseticidas se destacam para este fim. Entre os microrganismos utilizados
no controle de mosquitos, a espécie Bacillus thuringiensis var. israelensis (Berliner) € a
bactéria mais utilizada, pois produz uma toxina altamente eficiente no controle de larvas de
dipteros das familias Culicidae e Simulidae. Sua utilizagdo proporciona vantagens como a
ndo poluicdo do meio ambiente, preservando a maioria da fauna associada (MONNERAT
et al., 2000; ESPINDOLA; GUEDES; DE SOUZA, 2008).

O uso comercial do B. thuringiensis (Bt) no Brasil iniciou em 1960 no Instituto
Agronomico de Campinas (IAC). Naquela oportunidade o estado ndo adquiriu produto
suficiente que permitisse sua utilizacdo em grande escala. No entanto, ndo foram
verificadas diferencas significativas entre a acdo e a efetividade do tratamento quimico e o
bioldgico (CAPALBO, 1995). Com o passar do tempo esta realidade mudou, atualmente
produtos a base de Bt sdo produzidos e comercializados no mundo todo e correspondem a
cerca de 90% do mercado mundial de bioinseticidas, tendo Estados Unidos e Canad4 como
lideres, respondendo por 50% da producdo mundial (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-
GOMEZ, 2010).

Recentemente, FIUZA & BERLITZ (2009/2010) revelaram diversas empresas
envolvidas na producdo e comercializacdo de varios produtos a base de B. thuringiensis
(Tabela 1), alguns em ambito nacional (CAPALBO et al., 2001; MONERRAT et al., 2008;
RIBAS; RANGEL; GABRIEL, 2008b; SOCCOL et al., 2009; VALICENTE, 2010;
WOLFF; SANTOS; MELO, 2009), outros em escala mundial (MAEDOWS; ELLIS;
JARRETT, 1996), no entanto a maioria é utilizada em agrossistemas para controle de
pragas agrarias.

Esta nova realidade revela os crescentes e otimistas investimentos na busca por
propostas ecologicamente corretas, contra vetores das mais variadas doencas. ALVES
(1998) descreve algumas vantagens associadas a utilizacao de patégenos para o controle de
insetos, capazes de explicar esta realidade atual:
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a) Especificidade e seletividade;
Por apresentarem grande especificidade quanto ao organismo-alvo, 0 uso de
inseticidas biolégicos, mesmo que aplicados em doses elevadas, ndo vem demonstrando

desequilibrios ecoldgicos, por ndo afetarem os parasitos, predadores e polinizadores.

Tabela 1: Produtos comerciais de Bacillus thuringiensis para controle de pragas agricolas
(FIUZA & BERLITZ, 2009/2010).

Produtos Empresas B. thuringiensis (Bt) Insetos-alvo
Dipel Abbott Bt kurstaki Lepiddpteros
Thuricide Sandoz Bt kurstaki Lepidopteros
Agree Mitsui Bt aizawai Lepiddpteros
Bactur Milenia Agrociéncias Bt kurstaki Lepiddpteros
Ecotech Pro Bayer Bt kurstaki Lepidopteros
Bactospeine Solvay Bt kurstaki Lepiddpteros
Javelin Sandoz Bt kurstaki Lepidopteros
Foray Novo-Nordisk Bt kurstaki Lepiddpteros
Biobit Novo-Nodisk Bt kurstaki Lepidopteros
Foil/Condor Ecogen Bt kurstaki Lepidopteros
Delfin Sandoz Bt kurstaki Lepidopteros
Cutlass Ecogen Bt kurstaki Lepidopteros
Larvo Bt Fermone Bt kurstaki Lepiddpteros
Nubilacid Radonja Bt kurstaki Lepiddpteros
MVP Mycogen Bt kurstaki Lepiddpteros
Bac-control Agricontrol Bt kurstaki Lepidopteros
XenTari Abbott Bt aizawai Lepidopteros
M-One Mycogen Bt san diego Bt tenebrionis Coleopteros
Di-Terra Abbott Bt san diego Bt tenebrionis Colebpteros
Trident Sandoz Bt san diego Bt tenebrionis Coledpteros
Novodor Novo Nordisk Bt san diego Bt tenebrionis Colebpteros
M-One Plus Mycogen Bt san diego Bt tenebrionis Coledpteros
Foil Ecogen Bt (recombinante) Colebpteros
Vectobac, Abbot Bt Dipteros
Skeetal, Abbot Bt Dipteros
Bactimos Abbot Bt Dipteros
Teknar Sandoz Bt Dipteros
Aquabac Becker Microbials Bt Dipteros
LarvX SG Meridian Precision Realease Technologies Bt Dipteros
Biotouch Zohar Dalia Bt Dipteros
Culinex Culinex Gmbh Bt Dipteros
Bacticide Biotech International Ltda Bt Dipteros
Bactivec Labiofam Bt Dipteros

Bt Horus SC ~ Bthek Bt Dipteros
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b) Multiplicacdo, Producéo e Dispersao;

Os patdgenos possuem a capacidade de permanecer no ambiente através de
individuos da propria populagdo mesmo em geragdes sucessivas, pois se instalam no solo e
nas larvas mortas de espécimes contaminados. Resultando, desta maneira, em focos
secundarios do controle, tornando o produto mais duradouro.

Podem ser cultivados em meios artificiais apresentando alta produtividade de
massa celular.

c) Poluicéo e Toxidade;

A selecdo e 0 manuseio corretos destes produtos ndo poluem o meio ambiente e
sd0 atoxicos para 0 homem e outros animais.

d) Resisténcia;

Casos de resisténcia a bioinseticidas sdo raros. Estes produtos séo preparados com
microrganismos ativos contra os insetos-alvo promovendo a eliminacdo dos individuos
infectados logo que ocorre a contaminagéo.

e) Ressurgéncia de Pragas;

O uso de bioinseticidas microbianos ndo favorece a ressurgéncia de pragas
secundarias e terciarias, pois ndo agride o equilibrio ecoldgico.

Assim, vem-se buscando, além de utilizar o B. thuringiensis para o controle de
pragas agricolas, desenvolver e aperfeicoar produtos, tais como inseticidas bioldgicos, para
o0 controle de insetos vetores de doencas de impacto social, tais como malaria e dengue
(SANTOS, 2003; FERNANDEZ-LUNA et al., 2010).

1.2. Bacillus thuringiensis

Descrito pela primeira vez em 1911 por Berliner, o B. thuringiensis (Bt) vem
sendo, desde entdo, estudado como alternativa para o controle biolégico larval de insetos
(POLANCZYK & ALVES, 2003).

E uma bactéria aerébica, em forma de bastdo, Gram-positiva e capaz de esporular-
se quando em caréncia de nutrientes ou acumulo de metabdlitos indesejaveis. Durante o
processo de esporulacdo produz um corpo de inclusédo cristalina formada por um conjunto
de polipeptidios. Um destes é chamado Cry, representada pela forma inativa da

d-endotoxinas ou pro-6-endotoxinas, a qual apresenta atividade toxica contra insetos. Outro
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componente importante desta inclusdo é a proteina Cyt que apresenta alta atividade
citolitica e hemolitica, ambas especificas contra larvas de insetos (BAGCHI, 2000;
BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; POLANCZYK & ALVES, 2003; SOCCOL et al.,
2009).

Segundo PINTO et al. (2009/2010), além das proteinas Cry e Cyt, o B.
thuringiensis ainda produz a proteina Vip, cuja acdo inseticida também esta relacionada
com a formacdo de poros no intestino médio de insetos susceptiveis. No entanto, ao
contrério das proteinas Cry e Cyt, que sdo produzidas durante a fase de esporulacdo, a
proteina Vip é produzida na fase vegetativa do crescimento microbiano.

O genoma do B. thuringiensis apresenta cerca de 2,4 a 5,7 milhGes de pares de
bases (pb), sendo que muitas linhagens apresentam elementos extracromossomais
circulares e lineares. As proteinas Cry sdo codificadas por genes chamados cry, localizados
tanto no DNA cromossomal quanto em grandes plasmideos, ou em ambos. Uma
caracteristica comum a estes genes € a sua transcricdo na fase estacionaria do ciclo
bacteriano. A sua atividade toxica esta relacionada com a por¢do N-terminal das cadeias
polipeptidicas codificadas, enquanto que a porcdo C-terminal influencia na forma da
estrutura do cristal (POLANCZYK & ALVES, 2003; SCHNEPF et al., 1998).

A proteina formada a partir do gene cry ndo € em sua totalidade toxica, apresenta
fracdes que estdo envolvidas com sua forma tridimensional que normalmente sdo digeridas
pela larva. Este processo é crucial para a ativagdo do complexo cristal proteico (PINTO et
al., 2009/2010).

As toxinas Cry e Cyt pertencem a um grupo de proteinas chamadas pore-forming
toxins — PFT (Toxinas Formadoras de Poros). Ao final da esporulacdo das bactérias, essas
proteinas sdo liberadas no meio e ingeridas por larvas em desenvolvimento neste ambiente.
No intestino dos individuos suscetiveis, o cristal é solubilizado em pH alcalino, liberando
as pro-toxinas que em contato com as enzimas digestivas (proteinases) sdo convertidas em
quatro ou mais polipeptidios toxicos, as 5-endotoxinas (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
POLANCZYK & ALVES, 2003; VALICENTE, 2010)

As toxinas hidrolisadas atravessam a matriz peritrofica da larva, ligam-se a
receptores especificos e produzem poros que rompem a membrana entérica. Em seguida

invadem o corpo das larvas causando o aumento na absorcdo de agua, lise celular e
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eventual ruptura das células do intestino médio. Como consequéncia desta infec¢do as
larvas para de se alimentar e morrem por inanicdo (THOMAS & ELLAR, 1983; BAGCHI,
2000; GUIDELLI-THULER et al., 2008; POLANCZYK & ALVES, 2003).

A primeira classificagdo de B. thuringiensis levou em consideracdo apenas a
combinacdo das sequéncias de aminodcidos e a atividade inseticida de cada bactéria. Essa
classificacdo agrupou 38 toxinas em 14 classes diferentes, embora ao longo do tempo esta
classificagdo tenha se mostrado ineficaz (SILVA, 2011).

CRICKMORE et al. (1998) propuseram uma nova classificacdo de toxicidade de
estirpes baseada na sequéncia de aminoacidos. Esta classificacdo vem sendo utilizada
ainda hoje, com 68 grupos de gene cry em 229 hol6tipos (CRICKMORE et al., 2012). Estes
dados sdo atualizados periodicamente e  disponibilizados no  endereco
<http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt> Acessado em 03/11/2012 as
22:55:00.

Para esta nova classificacdo foi adotada uma nomenclatura diferente da

estabelecida inicialmente por Hofte e Whiteley em 1989, e atualizada pelo Comité de
Nomenclatura da Delta-Endotoxina de B. thuringiensis criado em 1993. Atualmente 0s
nomes das linhagens de B. thuringiensis baseiam-se apenas na semelhanca entre os
aminoéacidos que compdem o seu cristal. Descartando a necessidade de testes de bioensaios
contra um numero crescente de organismos (CRICKMORE et al., 2012).

Os estudos com Bt avancaram a partir de 1970 com a descoberta dos sorotipos
H-10 (var. darmstadiensis), H-8a; 8b (var. morrisoni) e H-14 (var. israelensis). Até entdo
se conhecia apenas sua atividade no controle de Lepidoptera. Com essas descobertas
verificou-se a eficiéncia destas linhagens contra larvas de Culicideos, entretanto sem
nenhum efeito em Lepidoptera (HABIB, 1989).

Anélises posteriores revelaram o grande potencial da proteina termo-labil do
sorotipo H-14, ocupando, logo em seguida, a categoria de patdgeno mais promissor para o
controle de larvas aquéticas de Diptera (LECADET et al., 1992; SOCCOL et al., 2009).
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1.3. AcAo Do Bacillus thuringiensis

A patogenicidade do B. thuringiensis esta principalmente associada a proteina
cristal produzida durante a esporulacdo da bactéria. Esta inclusdo paraesporal é formada por
varias proteinas, entre as quais se destaca a Cry.

O espectro de acdo da proteina Cry é extremamente amplo, pode atuar como
fungistatico (BATISTA JUNIOR et al., 2002), limitar a proliferacdo de células
cancerigenas humanas (YAMASHITA et al., 2005), apresenta atividade nematocida (HU
et al., 2010), larvicida contra as ordens Lepdoptera, Diptera e Coleoptera, além de
possibilitar o controle de insetos sociais (CASTILHOS-FORTES et al., 2009/2010;
HOFTE & WHITELEY, 1989; IBARRA et al., 2003; PRACA et al., 2004).

Segundo FIUZA (2009/2010), a analise do modo de acdo dos bioinseticidas
favorece o esclarecimento do mecanismo pelos quais estas proteinas agem no interior das
larvas e, permite elucidar a especificidade das diferentes toxinas existentes.

Ao se considerar as informacGes disponiveis sobre o mecanismo de acdo das
inclusBes entomopatogénicas do B. thuringiensis, pode-se resumi-las com base em analises
reveladas pela histopatologia, logo apés a intoxicacdo em larvas de Lepidoptera (FIUZA,
2009/2010). Na figura 1lconsta um sumario do mecanismo de acdo da proteina Cry em
larvas de Lepidoptera.

Etapas do processo de infec¢do, comforme figura 1:

e Ingestdo dos cristais pela larva

e Solubilizagdo dos cristais em pH alcalino no intestino médio dos insetos,
liberando as pro-toxinas.

e Ativacdo das pré-toxinas pela acao das enzimas digestivas.

e Formacdo dos fragmentos toxicos.

e Reconhecimento de receptores especificos situados nas microvilosidades das
células epiteliais do intestino médio das larvas suscetiveis, permitindo a
ligacdo irreversivel entre eles.

e Inducdo da formacdo de poros na membrana das células do epitélio

intestinal.
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e Formacdo dos poros na membrana das células epiteliais provocando o
desequilibrio idnico entre o citoplasma e o meio extracelular.
o Paralisia e morte do inseto, causadas pela destruicdo das microvilosidades,

hipertrofia das células epiteliais, vacuoliza¢do do citoplasma e lise celular.

Vaérios aspectos podem influenciar na toxicidade do isolado de B. thuringiensis a
espécie alvo. A alcalinidade do sistema digestivo da larva do inseto, a composicao das
proteinas do cristal e até a presenca de receptores intestinais na larva sao variaveis diretas
da especificidade. Tais fatores ndo sdo 0s Unicos na determinacdo da toxicidade do cristal
(FIUZA et al., 1996; FIUZA, 2009/2010; KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 1994).

Variaveis ambientais também influenciam na eficacia de formulacdes a base de B.
thuringiensis. REGIS, SILVA e MELO-SANTOS (2000) mencionam que comprimidos
experimentais de Bti C4P1-T, mostraram boa persisténcia em campo, causando mortalidade
em mais de 70% das larvas de A. aegypti no prazo de 40 dias apds o tratamento em tanques
na sombra, e de 25 dias em tanques expostos ao sol.

Ao se analisar os aspectos envolvidos na viabilidade dos produtos a base de B.
thuringiensis, percebe-se a sua eficiéncia para o controle bioldgico de pragas agricolas e de
insetos vetores de doengas. Observando o cenario mundial, verifica-se que a Dengue e a
Maléria sdo doencas transmitidas por insetos e, dentre as acGes integradas de combate ao
vetor, o controle biolégico vem mostrando resultados promissores, configurando-se como
importante método em uma acdo aliada num programa de manejo integrado, com grande
eficcia para o controle de suas formas imaturas (TADEI & RODRIGUES, 2002;
RODRIGUES et al., 2008).
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Figura 1: Mecanismo de Ac¢éo da Proteina Cry em Larvas de Lepidoptera
(http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html, acessado em 21/10/2012, as 12:54)
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1.4. A IMPORTANCIA ECOLOGICA DOS BIOINSETICIDAS

Durante muitos anos a ciéncia busca mecanismos ecologicamente corretos para o
controle vetorial de doengas com amplo impacto social. No norte do Brasil, a Malaria e a
Dengue se estabelecem como estas doengas, impulsionado pesquisas que visam 0S Seus
controles. Neste cenario verifica-se 0 destaque das pesquisas com as especies do género
Bacillus, entre as quais, na literatura pesquisada, ganham maior importancia o B.
thuringiensis e o Bacillus cereus.

A Dengue ganha destaque no cenario brasileiro como um sério problema de satde
publica, causando preocupacdo ao governo e a populacdo de varios estados do pais. Ja a
Maléria, a cada ano, atinge milhGes de pessoas no mundo inteiro causando milhares de
mortes principalmente em criangas menores de dois anos. No Brasil 99,98% dos casos
estdo concentrados nos nove estados da Amazonia Legal: Acre, Rondonia, Amazonas,
Roraima, Amapa, Para, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins. O controle destas
enfermidades concentra-se no exterminio dos espécimes de Aedes aegypti e Anopheles spp.
tanto na forma imatura quanto na fase adulta. As fémeas destes mosquitos sdo vetores
destas doencas, respectivamente (POLANCZYK & ALVES, 2003; TADEI et al., 2007).

As fémeas do A. aegypti e as do género Anopheles spp. sdo dependentes de agua
limpa para a postura de ovos e desenvolvimento das larvas. Taxonomicamente, ambas,
pertencem a ordem Diptera, familia Culicidae. Elas alimentam-se de sangue, inclusive
humano, para favorecimento de suas atividades reprodutivas. Ao picarem pessoas
portadoras do agente etiolégico das doencas transmitidas por elas, contaminam-se, e
adquirem a capacidade de transmiti-los durante o repasto sanguineo humano em pessoas
saudaveis. Os mosquitos ao serem contaminados adquirem a capacidade de transmitir seus
respectivos parasitas, reiniciando o ciclo de contaminagéo das doencas.

Para a profilaxia das enfermidades causadas por estes insetos sdo utilizados
inseticidas quimicos tanto para o controle vetorial de individuos adultos quanto para larvas.
Entretanto, o uso intensivo destes agentes quimicos resulta em problemas como a
resisténcia ao inseticida, desequilibrio ecoldgico e poluicdo ambiental (POLSON et al.,
2011; HABIB, 1989). Estes fatores servem como estimulo para pesquisas que buscam

métodos mais eficientes e seguros para o controle dos vetores. Dentre as alternativas
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disponiveis destaca-se a utilizacdo de bioinseticidas a base de microrganismos
entomopatogénicos (MONNERAT et al., 2008).

Neste cendrio, 0s agentes microbianos recebem maior atencdo por se tratar de um
mecanismo eficiente e seguro para 0 combate a insetos vetores de doengas. Fungos e
bactérias contam com grandes possibilidades de uso devido a alta eficiéncia apresentada em
laboratorio. Os fungos agem por contato e portanto atuam no momento em que 0 inseto
picador/sugador realiza o repasto sanguineo. As bactérias atuam por via oral, por isso sao
recomendadas para insetos mastigadores e filtradores, como as larvas de culicideos e
simulideos (HABIB, 1989).

BACK & BARBAZAN (1994) destacam cinco fatores que foram essenciais para a
introducéo dos bioinseticidas como alternativa no combate as larvas de insetos:

a) Alta eficiéncia contra espécies alvo, causando uma alta mortalidade larval
em apenas 24h;

b) Possibilidade de seletividade dos alvos;

c) Capacidade da producdo em larga escala por processos fermentativos;

d) Amplo conhecimento da eficiéncia de uso do B. thuringiensis ndo somente
no controle de pestes agricolas, mais também contra vetores de varias
doencas conhecidas;

e) Necessidade de um larvicida alternativo, para substituir os agrotdxicos
utilizados;

Assim, percebe-se a importancia de estudos que buscam aperfeicoar modelos
produtivos de bioinseticidas derivados de B. thuringiensis, haja vista toda importancia

social, ambiental e econdmica desta bactéria.
1.5. A DENGUE E A MALARIA COMO DOENCAS DE IMPACTO SOCIAL NO BRASIL

1.5.1. DENGUE

A Dengue é uma doenca transmitida pela picada de fémeas do género Aedes
(Diptera: Culicidae) contaminadas por um dos quatro sorotipos virais causadores do dengue
(DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4), sendo A. aegypti Linnaeus (1762) e A. albopictus

Skuse (1894) os dois vetores mais importantes. O primeiro atuando como vetor principal, e
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talvez Unico nas Américas, enquanto que A. albopictus é o vetor secundario presente na
Asia e no Pacifico (SILVA, 2011).

Segundo Boletim Epidemioldgico expedido pelo Ministério da Saude, em 1973 o
A. aegypti foi erradicado do Brasil, reaparecendo trés anos depois (BRASIL, 2002).
Posteriormente os primeiros casos de Dengue do pais foram notificados no inicio da década
de 80, no estado de Roraima, regido norte. Nesta ocasido detectou-se a circulacdo dos
sorotipos DENV-1 e DENV-4 (BRASIL, 2002). As primeiras epidemias brasileiras
ocorreram no Rio de Janeiro e em algumas capitais da regido nordeste apenas em 1986.
Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no pais inteiro de forma endémica, intercalando-se
com a ocorréncia de epidemias geralmente associadas com a introducdo de novo sorotipo
em areas anteriormente isentas do virus.

Em 2001, O Ministério da Saude criou o Programa Nacional de Controle da
Dengue (PNCD) iniciou a utilizacdo de produtos bioldgicos no controle de A. aegypti,
juntamente com o controle quimico, o que vem sendo realizado até os dias atuais (MS
2001; TAUIL, 2002; BRAGA & VALLE 2007).

Segundo a Nota Técnica N.° 118/2010 do Ministério da Saude desde 2003 o
PNCD vinha tomando suas decisfes para frentes de trabalho contra o A. aegypti baseado
apenas em indicadores parciais da real situacdo da doenca. Neste plano ndo eram incluidas
informacdes epidemiologicas que também pudessem vir a contribuir nas tomadas de
decisdes para o controle da doenca. Variaveis como a complexidade epidemiolégica e a
existéncia de outros elementos envolvidos na dindmica de transmissdo, eram
negligenciadas (BRASIL, 2010a).

No final do primeiro semestre de 2010, a Secretaria de Vigilancia em Saude / MS
desenvolveu uma nova matriz para identificacdo das areas de maior vulnerabilidade para
transmissdo do virus do dengue. Inicialmente, essa matriz permitiu a identificacdo de
estados com maior potencial de circulagdo do virus da dengue, no periodo de 2010 / 2011.
Posteriormente, mais alguns elementos foram incluidos, com vistas a permitir a
identificacdo de cidades e espagos no interior das mesmas com maior vulnerabilidade para

ocorréncia da doenca.
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Segundo os dados presentes na Nota Técnica N.° 118/2010 do Ministério da
Salde, o Amazonas € apontado como area de muito risco para o periodo 2010 / 2011
(BRASIL, 2010a).

Estes dados revelam a urgente necessidade de iniciativas alternativas para o
controle desta doenga, para que nos proximos anos ndo venhamos a contabilizar nimeros

tdo assustadores de casos de Dengue quanto tem sido ano apds ano.

1.5.2. MALARIA

A malaria é uma das doencas mais antigas da humanidade, relatada nos escritos do
filésofo grego Hipdcrates (460 — 370 a.C.), até hoje ainda causa sérios agravos na salde
publica de varios paises tropicais sub-desenvolvidos ou em desenvolvimento
(RODRIGUES, 1996).

E uma doenga infecciosa transmitida ao homem durante o repasto sanguineo de
fémeas de mosquitos do género Anopheles contaminadas com o protozoario do género
Plasmodium (BRASIL, 2005). ROCHA (2002) identificou, no Brasil, 14 espécies de
anofelinos contaminadas com Plasmodium ssp. Esta detec¢do foi alcancada com testes de
radioimunoensaio (IRMA), imunoenzimatico com anticorpos monoclonais (ELISA) e teste
de infeccdo experimental. Dentre estas espécies o Anopheles darlingi, apresentou maiores
indices de contaminagdo, os quais sdo reportados desde a década de 1930, em vérias
localidades brasileiras € na Amazonia. TADEI et al. (1998) destaca esta espécie pela
intensidade com que invade as residéncias para sugar sangue humano.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2010) revelam que 20% da
populacao das Américas vivem em regides malarigenas ou potencialmente malarigenas. Em
2009, foram registrados 526.000 casos de malaria no continente, sendo que 90% ocorreram
em quatro paises: Brasil, Colombia, Haiti e Peru.

No Brasil o maior numero de casos é registrado na Regido Amazonica, onde as
condigdes ambientais e socioculturais favorecem a transmissdo da doenca. Os ultimos
dados disponibilizados pela Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Saude
revelam a confirmacdo de 306.908 casos de malaria em 2009, sendo que 297.384 casos
foram registrados na Regido Norte, onde os estados do Amazonas e Para colaboraram com
66,72% dos resultados positivos (BRASIL, 2010b).
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TADEI (2001) e TADEI et al. (2007) enfatizam a necessidade pela busca de
métodos alternativos para o controle de anofelinos e prevencao da malaria, ressaltando os
aspectos entomoldgicos, a eficiéncia e versatilidade dos bioinseticidas.

Muitos trabalhos ja apresentaram resultados positivos na identificagdo de bactérias
entomopatogénicas ideais para o controle deste vetor, ganhando destaque o Bacillus
sphaericus (RODRIGUES, 1996; ROCHA, 2002; LITAIFF, 2006; LITAIFF ABREU,;
TADEI; RODRIGUES, 2011) e o B. thuringiensis (REGIS; SILVA; MELO-SANTOS,
2000; FILLINGER; KNOLS; BECKER, 2003; MITTAL, 2003; FERNANDEZ-LUNA et
al., 2010; TADEI & RODRIGUES, 2002).

Nas proximidades de Manaus aplicacbes de bioinseticidas, a base de B.
thuringiensis, ja vem sendo adotada como alternativa para o controle de vetores desde 1996
quando TADEI et al. (1996) testaram um produto comercial, obtendo resultados
satisfatorios.

Ao se perceber a disponibilidade dos bioinseticidas como alternativa para controle
de vetores, vislumbra-se o estabelecimento de um programa que minimize os impactos
ambientais, porém eficiente quanto a sua acdo tdxica. Atuando no controle ndo apenas da

malaria como também de outras doencas de transmissao vetorial.

1.6. FERMENTACAO

Baseado no conhecimento avaliado apds décadas de pesquisas e uso operacional
de B. thuringiensis por todo o mundo, fica claro que os produtos a base desta bactéria
apresentam vantagens em relacdo a utilizacdo de inseticidas sintéticos (REGIS; SILVA;
MELO-SANTOS, 2000).

De acordo com PEREIRA JUNIOR; BOM; FERRATA (2008), todos 0s processos
levados a cabo por influéncia ou participacdo de agentes biologicos sdo denominados
Bioprocessos. Tradicionalmente conhecidos por processos fermentativos, estes, permitem a
sintese de diversos produtos por microrganismos. Considerando as bactérias
entomopatogénicas estas podem alcancar indices satisfatdrios para producéo de inseticidas
bioldgicos (CAPALBO, 1995).
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Atualmente o mercado de bioinseticidas corresponde a 5% do mercado mundial de
pesticidas, sendo o B. thuringiensis participante de 90% das formulagdes disponiveis neste
mercado (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010; CAPALBO et al., 2001).

No Brasil, os primeiros estudos visando produzir d-endotoxinas a partir de
preparagOes de B. thuringiensis foram realizados em 1970 na Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Nesta ocasido a fermentacdo foi conduzida por fermentacdo
submersa utilizando produtos de baixo custo como componentes do meio de fermentacao
(CAPALBO, 1995).

Desde entédo, tem-se estudado outros mecanismos fermentativos para producdo de
Bacillus entomopatogénicos. No entanto, at¢é o0 momento a maneira mais viavel para
obtencéo da proteina Cry, ainda € a Fermentacdo Submersa (Fsm) ou Simples (ANGELO;
VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010). Esta técnica é a forma mais usual de conducéo
de bioprocessos, nela 0 meio de cultivo recebe a suspensdo celular sem adicdo de meio
novo no decorrer do processo. As alteracbes nas condicdes internas ao ambiente
fermentativo sdo caracteristicas neste bioprocesso. Com isso a repressao catabodlica é
favorecida devido a diminui¢do do pH em funcdo do consumo de carboidratos e a producao
de acidos organicos (PEREIRA JUNIOR; BOM; FERRATA, 2008). Favorecendo a
producdo de B. thuringiensis ao estimular a esporulacdo da bactéria quando o meio torna-se
inospito.

MORAES (1973, 1976) esclarece o reflexo das condigdes fermentativas sobre a
produtividade da toxina e ressalta a importancia da oferta de carbono e nitrogénio, controle
do pH e oxigenacao, como variaveis indispensaveis para 0 aumento da producéo do cristal.
Estes fatores favorecem a utilizacdo da Fsm e impedem que outros processos fermentativos
sejam utilizados para esta producdo. No entanto, alguns experimentos realizados com
Fermentacdo Semi Sélida (Fss) revelaram a possibilidade de a longo prazo se utilizar esta
técnica para a producdo de endotoxinas (MORAES; ARRUDA; ERNANDES, 2000;
PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007; SANTOS et al., 2006)

De acordo com DIAS (1992), os bioprocessos que envolvem a producdo de
endotoxinas por B. thuringiensis sdo simples e constituem um fator limitante na reducéo do
custo final do produto (Figura 2). Vérios trabalhos ja demonstraram que a utilizacdo de

componentes de baixo custo, como sub-produtos agricolas e industriais, tem apresentado
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producdo satisfatoria e custo relativamente reduzido (SOCCOL et al., 2009; ERNANDES
& MORAES, 2001; PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007). Portanto, um biopesticida
com alta especificidade, reduzido impacto ambiental e preco competitivo com os adotados
pelos inseticidas sintéticos favoreceria a reducdo dos diversos impactos causados pelo
controle quimico de insetos.

Cada etapa do processo é essencial para o sistema fermentativo, pois interfere
diretamente no resultado final. MORAES; CAPALBO; ARRUDA (1998) estabeleceram as
melhores condicdes para o desenvolvimento de bactérias entomopatogénicas em processos
fermentativos. Na viséo destes autores a esterelizacdo, agitacdo/aeragéo, temperatura de
crescimento e manutencdo do pH séo pontos que devem ser colocados em destaque quando
se pensa em fermentacao.

MORAES; CAPALBO; ARRUDA (1998) ainda enfatizam que a agitacdo é
diretamente proporcional & biomassa formada, pois fornece o O. necessario para a
producdo do cristal toxico. Seja em fermentdmetros ou em biorreatores, este gas deve ser
mantido ao longo de todo processo, pois a esporulacdo e a producdo de endotoxinas sdo
influenciadas pelo seu fornecimento. A interrupcdo do suprimento de O ndo interrompe a
esporulagdo, mas prejudica a sintese da toxina cristal reduzindo o rendimento esperado. No
entanto, o fornecimento de ar para bioprocessos € um foco de contaminacao para o sistema,
por isso deve-se cuidar minuciosamente de sua esterilizacio (SCHMIDELL &
FACCIOTTI, 2001).

Outro fator limitante para o crescimento bacteriano é a temperatura. MORAES
(1976) indica a variacdo de 30 £ 2°C, como sendo a faixa 6tima para producdo de biomassa
com B. thuringiensis.

Segundo DIAS (1992), a produtividade de B. thuringiensis é aumentada em meios
de cultura com alta concentracao de carboidratos. Esta bactéria é capaz de metabolizar tanto
mono (glicose) como polissacaridios (amido). Entretanto, o metabolismo destas
biomoléculas proporciona a producdo de acidos organicos, reduzindo significativamente o
pH, sendo que valores abaixo de 5,4 interrompem o crescimento da bactéria. O mesmo
autor aconselha que uma das alternativas para este controle é a disponibilizacdo de altas

concentracBes de nitrogénio (proteinas), pois este, quando consumido, estimula o
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crescimento e libera bases organicas capazes de aumentar o pH, mantendo-o em niveis

desejaveis.

17 Matéria Prima

Tratamento

Sais Minerais —¢
v

Preparo do Meio de Cultura

Inéculo
l \ 4

Fermentagao

A 4

Separagao

\4

Formulagao

A\ 4

Bioinseticida

Figura 2: Fluxograma de producao de bioinseticida (DIAS, 1992).

PELIZER; PONTIERI; MORAES (2007) estabelece a utilizacdo de sobras
agroindustriais como uma alternativa viavel para producdo de bioinseticidas. Alguns testes
ja foram realizados com diversos produtos tais como: sangue de aves e suino, residuos da
industria de arroz, melaco de cana de agucar, farelo de soja, soro de leite, farinha de peixe
(GERMANI, 1993; MORAES; ARRUDA; ERNANDES, 2000; PELIZER; PONTIERI;
MORAES, 2007). Segundo DIAS (1992) produtos ricos em agucares e amido sdo ideais
para o crescimento do B. thuringiensis e favorecem a producdo deste microrganismo.
Observando a matriz produtiva de nossa regido percebe-se varios materiais que poderiam

ser utilizados como substrato para crescimento desta bactéria em niveis industriais, pois
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possuem quantidades significativas de componentes capazes de ser metabolizados pelo
bacilo.

A proposta deste trabalho € utilizar a farinha de macaxeira (Manihot utilissima
Pohl) como fonte de carbono para fermentagéo por B. thuringiensis. Visando com isso a
producdo de um bioinseticida ativo contra larvas de vetores. Este trabalho é pioneiro e
servird como base para utilizacdo de outros residuos gerados em nossa regido tais como
tucuma (Astrocaryum aculeatum), a casca da banana (Musa spp.), farinha de peixe, entre

outros.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

o Estudar parametros para a producdo de B. thuringiensis, com acao toxica em
larvas de Diptera, em ensaios de fermentacdo a partir do desenvolvimento de um meio de

cultura & base de farinha de macaxeira (Manihot utilissima Pohl).

2.2. Especificos

o Definir a proporcdo da farinha de macaxeira, como fonte de carbono, em
fermentacao liquida para o cultivo de B. thuringiensis;

o Avaliar o crescimento microbiano em massa seca de B. thuringiensis
produzida em meio de cultura a base de hidrolisado de farinha de macaxeira e;

. Testar a toxicidade do B. thuringiensis, crescido em meio liquido a partir da farinha

de macaxeira em larvas de A. aegypti e Anopheles spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELECAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS

As estirpes utilizadas neste estudo pertencem a colecdo de B. thuringiensis da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM. Os isolados foram previamente identificados
e caracterizados geneticamente por SOUZA FILHO (2005). O autor isolou 800 amostras
bacterianas oriundas de diversas fontes, tais como: solo seco, lama, areia, agua, insetos
mortos, folhas, frutos, plantas e raizes. Destas obteve um indice de 20,6% para B.
thuringiensis, das quais 10 apresentaram amplificagéo positiva do gene cry4, com o primer
universal UnCry4, que anela com o gene da proteina Cry4, o qual mostra atividade toxica

especifica para Diptera. Estas foram as estirpes utilizadas neste trabalho.

3.2. CRESCIMENTO E ESTOQUE BACTERIANO

Os estoques foram reativados em meio de cultura Caldo Nutritivo modificado com
adicdo de sais (Tabela 2) em tubos de ensaio com tampa. O cultivo inicial foi em estufa de
cultura bacteriana por 12 h em temperatura de 28° C. Apds o crescimento inicial, 0s
isolados foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Nutritivo modificado com
adicdo de sais (Tabela 3) e mantidos em 28° C durante 72 h e posteriormente
estocados a 4°C.

Para verificar a ocorréncia de contaminantes nos estoques dos isolados, foram feitas
analises quanto a forma caracteristica de cultura de Bacillus sp., levando-se em
consideracdo a elevacdo, forma, cor e aspecto da borda da col6nia. Também foram
analisadas propriedades celulares em microscopio Optico - tipo de célula vegetativa,
motilidade celular e coloracdo de Gram.

Das placas estoque também foram preparadas laminas para observagdo em
microscopio de contraste de fase, com aumento de 100 X, para verificacdo das células
vegetativas, ocorréncia de esporangios e esporos, bem como a presenca de cristais protéicos
intracitoplasmaticos.

Para andlise da coloracdo de Gram as amostras bacterianas foram crescidas por 24 h

e observadas em microscopio 6ptico em aumento de 100 X, sob 6leo de imerséo.
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Tabela 2: Composi¢éo do Meio Caldo Nutritivo modificado com adigéo de sais

Componente Concentracédo
(91)
Caldo Nutriente 8,00
Extrato de Levedura 1,00
KH2PO4 1,00
CaCOs3 0,10
MgS04.7H20 0,10
FeS04.7H0 0,01
MnSQO4.7H20 0,01
ZnS04.7H,0 0,01

Tabela 3: Composicdo do Meio Agar Nutritivo modificado com adico de sais

Componente Concentragéo
(91)
Agar Nutriente 23,00
Extrato de Levedura 1,00
KH2PO4 1,00
CaCOs3 0,10
MgSO,4.7H20 0,10
FeSO4.7H20 0,01
MnSQO4.7H20 0,01

ZnS04.7H20 0,01




3.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA

A atividade larvicida das amostras selecionadas foi confirmada por bioensaio
seletivo e de dose com larvas de A. aegypti e Anopheles spp. de terceiro estadio. Os testes
foram conduzidos no insetario do Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto de

Pesquisas da Amazoénia (INPA).

3.3.1. LARVASDEA. aegypti E Anopheles spp. PARA 0S BIOENSAIOS

As larvas de A. aegypti foram criadas a partir de colénia de mosquitos mantida no
insetario do Laboratdrio de Malaria e Dengue do INPA (Figura 3)

A oviposicdo das matrizes foi estimulada por repasto sanguineo (Figura 4) em
hamster (Mesocricetus auratus) previamente anestesiados e mantidos no biotério do INPA.
Visando a postura dos ovos, foram instalados dentro da col6nia copos descartaveis
revestidos internamente com papel filtro umedecido com &agua potavel (Figura 5). No
interior da colbnia, para alimentacdo dos mosquitos machos, foram mantidos frascos
contendo algod&o embebido em solugdo de sacarose a 10% (Figura 6).

Para estimular a eclosdo dos ovos, o papel filtro que os continha foi colocado em
bacias metélicas esmaltadas, parcialmente preenchidas com &gua potavel e alimento (farinha de
figado bovino) para as larvas recém eclodidas (Fig, 7). As larvas foram mantidas até o terceiro
estadio de crescimento (L3) sob condi¢gbes controladas: temperatura media de 28°C + 2,
umidade relativa em torno de 85%, fotofase de 12 horas.

As larvas de Anopheles spp. foram igualmente obtidas em col6nias de anofelinos
no insetario do Laboratorio de Malaria de Dengue do INPA, cuja origem sdo coletas em
criadouros situados na periferia de Manaus — Zona Leste. Adicionalmente, larvas de
Anopheles spp. foram obtidas pela desova de fémeas adultas coletadas em campo (Figura
8).
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Figura 3: Col6nia de mosquitos mantida no  Figura 4: Repasto sanguineo dos mosquitos
insetario. em hamster.

Figura 5: Copos para oviposicdo das Figura 6: Aspecto interno da col6nia de A.
matrizes contendo ovos de A. aegypti. aegypti.

Figura 7: Bacias de eclosdo de ovos. Figura 8: Sistema para V anutengéo de
Anopheles spp. (oviposicdo e eclosdo dos
0VvO0s).
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3.3.2. BIOENSAIOS

As estirpes de B. thuringiensis foram crescidos em Caldo Nutritivo modificado
com adi¢do de sais (Tabela 2) a 28°C, sob agitacdo de 160 rpm, por 72 horas, tempo em
que se obtinha aproximadamente 90% de esporulagéo da bactéria.

Os testes de toxidade foram montados no laboratério, sob as mesmas condi¢cfes de
temperatura, umidade relativa do ar e fotoperiodo mantidos durante a criacdo das larvas.

3.3.2.1. BIOENSAIO SELETIVO

Os bioensaios seletivos foram preparados utilizando-se trés copos descartaveis de
100 mL, contendo em cada um: 1 mL da cultura bacteriana, 10 ml de &gua destilada, 10
larvas de terceiro estadio para os testes com A. aegypti e 5 larvas de terceiro estadio para o0s
bioiensaios com Anopheles spp., separadamente. Em cada teste manteve-se um controle
negativo para cada amostra, no qual era suprimido a cultura bacteriana (Figura 9).

Foram selecionadas as estirpes que causaram 90% ou mais de mortalidade as
larvas. Apenas as amostras patogénicas para A. aegypti foram testadas em bioensaios com
Anopheles spp.

Figura 9: Montagem do bioensaio seletivo.
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3.3.2.2. BIOENSAIO DE DOSE

A partir do critério de selecdo utilizado para a avaliacdo dos bioensaios seletivos,
apenas o isolado BtAm 27, foi submetida ao bioensaio de dose. Neste caso, utilizou-se
somente larvas de A. aegypti.

Para determinagdo da CLso, foram feitas cinco diluicdes seriadas (1.107%, 1.10%?,
1.103, 1.10* e 1.10®) da cultura bacteriana crescida por 72 horas a 28°C e 160 rpm em
Caldo Nutritivo modificado com adicéo de sais.

Para cada diluicdo testada foram montadas cinco copos plasticos de 200 mL,
contendo em cada um: 99 mL de agua destilada, 20 larvas (L3) e 1 mL do caldo bacteriano
(Figura 11). Para cada diluicao foi preparado um copo usado como controle negativo, nas
mesmas condi¢Bes, mas sem 0 acréscimo da bactéria. Os bioensaios foram realizados em
duplicata, montados em dias alternados, sendo utilizado um total de 200 larvas por dose. Os
bioensaios seguiram os critérios estabelecidos por DULMAGE et al. (1990).

O monitoramento dos bioensaios foi realizado em intervalos de 24, 48 e 72 horas
apos aplicacdo do bacilo, com a contagem de larvas vivas e mortas. Foram considerados
mortos os individuos que ndo responderam com movimentos ao serem tocados por um
palito. Apos a contagem do nimero de larvas mortas foi calculada a CLso (concentracéo
letal necessaria para matar 50% das larvas testadas), através da analise de Probit (FINNEY,

1971), utilizando-se o programa Polo PC (LeOra Software Berkeley, CA).

Figura 10: Montagem de bioensaio de dose.
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3.4. ENSAIOS PARA O PROCESSO FERMENTATIVO

Os ensaios de crescimento do bacilo foram desenvolvidos em frascos Erlenmeyers
mantendo a propor¢éo de 1/5 entre volume nominal do frasco e o volume de meio de
cultura.

O meio Caldo Nutritivo foi utilizado como meio de cultura padrdo (Tabela 2). Para

0s ensaios de fermentacdo, utilizou-se o isolado de B. thuringiensis BtAm 27.

3.4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA UTILIZADA COMO FONTE DE

CARBONO

Segundo LIU & TZENG (1998), algumas linhagens de B. thuringiensis sdo
capazes de crescer utilizando o amido como fonte de Carbono. Ao se analisar a
disponibilidade de produtos amilaceos de nossa regido percebeu-se o grande potencial da
macaxeira (Manihot utilissima Pohl) (Tabela 4), pois se apresenta como um produto de
facil acesso e de farta disponibilidade, j& que diariamente é gerada uma quantidade
significativa de residuos provenientes da sua comercializacdo nas feiras e mercados de

Manaus.

Tabela 4: Composicdo Centesimal da Farinha Torrada (por¢éo de 100g) (TACO, 2006)

Constituinte in natura
Umidade (%) 8,3
Carboidrato (%) 89,2
Fibra Alimentar (%) 6,5
Lipidios (%) 0,3
Proteina (%) 1,2
Cinza (%) 1,0
Célcio (mg) 76
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Para verificacdo da capacidade de metabolizacdo do amido como fonte de carbono,
uma amostra de BtAm 27 foi submetida a crescimento em placa de Petri, contendo meio de
cultura preparado com 1% de amido. Apo6s 24h de crescimento, a placa foi corada por

vapor de iodo.
3.4.2. CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A verificagdo da cinética de crescimento do BtAm 27 foi estabelecida por
contagem de células vegetativas em Camara de Neubauer com auxilio de microscopio
ptico. A concentragéo inicial foi 10° cel/mL e a anélise durante as dez primeiras horas do
crescimento foi feita a cada duas horas, seguindo-se de contagens a cada hora até o declinio

do crescimento bacteriano. Demonstrando o inicio da esporulagdo do microrganismo.
3.4.3. PREPARO DO INOCULO

Todos os indculos foram preparados com meio Caldo Nutritivo modificado com
adicéo de sais (Tabela 2) em frascos sob agitacdo de 160 rpm, durante 8 h, a 28° C.

O volume do ind6culo a ser adicionado no frasco foi em fungéo da sua concentracao
celular, calculada através da contagem de células em Camara de Neubauer, e obedeceu a

relacdo determinada pela formula seguinte:

V,=C,xV,/C,
Onde :
C, = concentragdo do inoculo;

V, = volume necessario;,

6
C, = concentragéo necessaria no frasco-teste (10 cel/mL);

V, = volume de meio no frasco de cultivo
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3.4.4. TESTES DE CRESCIMENTO CELULAR
Durante os ensaios de crescimento bacteriano percebeu-se a incapacidade de
metabolizacdo eficiente do amido pela bactéria, sendo necessaria a realizagdo de trés testes

distintos incluindo a hidrélise enzimatica da farinha.
A farinha utilizada nos testes foi comprada em um supermercado de Manaus, e
apresentada como Farinha de Macaxeira em embalagem de 250 g (Figura 11). A farinha foi
peneirada em peneira com 0,101 mm de porosidade, resultando em uma massa semelhante

a fécula de macaxeira (Figura 12).

Figura 11: Aspecto da embalagem da
farinha de macaxeira utilizada como
substrato.

Figura 12: Aspecto macroscépico da Farinha
de Macaxeira peneirada (Fécula) (Manihot
utilissima Pohl)
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Teste |

Inicialmente, foram considerados quatro componentes para 0 meio de cultura:
farinha, extrato de levedura, uréia e KoHPO4, onde para cada um se estabeleceram trés
concentragcfes codificadas como -1 (minimo), 0 (ponto central) e +1 (m&ximo) (Tabela 5).
As concentragOes destes componentes em cada meio foram estabelecidas por um
Planejamento Fatorial Completo 2", onde “n” é a quantidade de fatores avaliados (2%),
gerando assim uma matriz experimental com 16 combinacGes e trés repeticdes do ponto
central, totalizando 19 experimentos (Tabela 6). Os meios foram inoculados e crescidos em
agitador rotatdrio a 28°C, a 160 rpm, durante 24 h.

O crescimento bacteriano em cada meio foi quantificado por Densidade Optica
(D.0.) lida em comprimento de onda de 700nm por espectrofotbmetro UV-VIS, e
analisados no software Statistica 6.0. Apos analise de efeitos, estabeleceu-se novo
planejamento para aperfeicoamento da composi¢cdo do meio de cultura.

Tabela 5: Componentes dos meios e concentragdes utilizadas no Teste I.

ConcentracGes (g1)

Componentes Maxima Ponto Central Minima
(-1) () (+1)
Farinha 10,00 12,50 15,00
Extrato de Levedura 1,00 1,50 2,00
K:HPO4 0,10 0,55 1,00
Uréia 0,20 0,60 1,00
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Tabela 6: Planejamento Fatorial Completo 24,

Meio de Farinha Extrato de K2HPO4 Uréia
Cultura Levedura
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

Teste Il

Uma nova matriz do tipo DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) foi
gerada excluindo-se a uréia da composicdo dos meios. Foram estabelecidas novas
concentragfes e acrescentados dois pontos axiais para cada fator, totalizando cinco
concentracfes para cada componente do meio. Para o célculo dos pontos axiais (a),
utilizou-se a equagdo a= (2"Y4, onde “n” equivale ao niimero de variaveis envolvidas no
processo, chegando-se aos valores codificados de + a = 1,68 ¢ — a = -1,68. As novas
concentragOes e a matriz estdo representadas nas tabelas 7 e 8, respectivamente.

Os meios foram inoculados e crescidos em agitador rotatério a 28° C, a 160 rpm,
durante 24 h. O crescimento bacteriano em cada meio foi quantificado por Densidade
Optica (D.0.) medida a 700 nm em espectrofotdmetro UV-VIS, e analisado no software

Statistica 6.0.
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Tabela 7: Componentes dos meios e concentragdes utilizadas no Teste I1.

Concentragdes (gL)

Componentes Axial Maximo Ponto Central Minimo Axial
(-1,68) (-1,0) (0,0 (+1,0) (+1,68)
Farinha 1,60 5,00 10,00 15,00 18,40
Extrato de Levedura 0,00 0,60 1,50 2,40 3,00
K,HPO4 0,00 0,20 0,50 0,80 1,00

Tabela 8: Matriz DCCR com niveis codificados
das variaveis analisadas.

Meio de Farinha Extrato de K2HPO,
Cultura Levedura

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 -1 +1
4 +1 -1 +1
5 -1 +1 -1
6 +1 +1 -1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 0 -1,68
12 0 0 +1,68
13 0 -1,68 0
14 0 +1,68 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
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Teste 111

Finalizando os testes de crescimento foram selecionados, na literatura, trés meios
de cultivo ja utilizados para a producdo de B. thuringiensis: LOPES; ARANTES; CENCI
(2010), SOCCOL et al. (2009) e Caldo Nutritivo modificado com adigdo de sais.
Estabelecidos estes meios, foram identificadas suas respectivas fontes de Carbono e
substituidas por uma solugdo de acucar proveniente da hidrolise da farinha de macaxeira.

Para a hidrolise foi preparada uma solu¢do aquosa da farinha peneirada. Esta
solugéo foi tratada com 15 pL/g de o-amilase (Thermamyl®) por 30 minutos a 90° C. ApGs
resfriamento, foi realizado um novo tratamento enzimatico com 85 ulL/g de glucoamilase
AMG 300 (Novozymes®) por 60 minutos a 60° C. A solucéo hidrolisada foi centrifugada
sob refrigeracdo a 4000 rpm por 15 minutos. A concentragdo da solucdo de agucar
proveniente do sobrenadante da hidrélise foi determinada pelo método enzimatico Glicose
Oxidase (GOD) segundo protocolo do fabricante (Human do Brasil®).

Para cada meio de cultura, em substituicdo a fonte de carbono, foram testadas trés
concentragOes de agucar proveniente da hidrélise (5, 10 e 15 g/L). A composicdo final de
cada meio esta descrita na Tabela 9.

Os meios foram cultivados sob agitacdo de 160 rpm, a 28° C durante 24 h. O
crescimento foi determinado pela massa seca.

Aliquotas de 5 mL dos cultivos foram filtradas & vacuo em membranas Millipore®,
de acetato de celulose com 44 mm de didmetro e 0,22 um de porosidade previamente
pesadas. O material foi submetido a uma lavagem com 10 mL de adgua destilada. A seguir, a
membrana com o residuo foi colocada em estufa de secagem a 80°C até estabilizacdo da
massa. A producéo da biomassa (o peso seco) foi determinada pela diferenca das massas da
membrana com bactéria e da membrana sem bactéria, descontando-se a massa do meio
(MONERRAT et al., 2008; LITAIFF, 2006).

A partir da solugdo bacteriana produzida pela fermentacdo do Teste Il foi
realizado um bioensaio seletivo, de acordo com o protocolo ja descrito no item 3.3.2.1, para
constatacdo da permanéncia da atividade larvicida do isolado BtAm 27, crescida em meios

de cultura alternativos, constantes da Tabela 9.
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Tabela 9: Componentes e respectivas concentracdes (g/L) dos meios de cultura para crescimento do isolado BtAm 27 utilizando o hidrolisado
da farinha de macaxeira (Teste I1I)

Origem “gﬁ:fufae G | H |YE| P |cN| S | S | S| sa | ss | S | s | ss | So
1% 800 | - | 400 | - - 010 | - | o010 | 003 | 004 | 010 | - ; -
LOPES: .
ARANTES: | 2 - 500 | 400 | - - 010 | - | o010 | 003 | 004 | 010 | - ; -
CENCI Irx - | 1000 | 4,00 ; ] 0.10 - 010 | 003 | 0,04 | 010 ; ; -
(2010)
% - 1500 400 | - - 010 | - | o010 | 003 | 004 | 010 | - ; -
5« | 1000| - | 350 | 500 | - |1000/| 500 | - - - ; ; ; -
soccoL | 6** ; 500 | 350 | 500 | - |1000]| 500 | - ] ; ; ; ; -
etal. (2009) | 7xx - 11000 350 | 500 | - |1000]| 500 | - ] ; ; ; ; ;
g - 11500| 350 | 500 | - | 1000 500 | - - ; ; ; ; -
9* ; ; 100 | - |1300| 100 | - - o001 | - - 1010 | 001 | 001
Caldo 10%* - 500 | 2,50 - - 1,00 - - 0,01 - - 0,10 | 0,01 | 0,01
Nutritivo
Modificado | 11%* - 11000 250 | - ; 100 | - - o001 | - - 1010 | 001 | 001
10%* - 1500 250 | - ; 100 | - - o001 | - - 1010 | 001 | 001

Legenda: (*) Composicdo Original; (**) Composi¢do Modificada; (-) Componente ausente; Componentes: G- Glicose; H- Solugdo de agucar da hidrolise; Y.E.- Extrato de
Levedura; P- Peptona; C.N.- Caldo Nutriente; Si- KH2POa; Sp- NaCl; Sz- MgSQO4.7H20; Sa- MnS04.4H,0; Ss- CaClz.2H20; Se- (NH4)2SO4; S 7- CaCOs;
Sg- FESO4.7H20; Sg- ZnS04.7H,0
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4, RESULTADOS

4.1. IsoLADOS DE Bacillus thuringiensis

Os isolados de B. thuringiensis estavam estocados no Laboratorio de Tecnologia
do DNA, do Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM/UFAM), e armazenados em meio LB
soft e foram transferidos para o Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA).

Segundo SOUZA FILHO (2005) dez dos isolados presentes na colecdo da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) foram positivos para amplificacdo com o0s
primes UnCry4, e apresentaram toxicidade em larvas de Diptera, a saber: BtAM-05, BtAM-
06, BtAM-18, BtAM-27, BtAM-28, BtAM-35, BtAM-49, BtAM-134, BtAM-135 e
BtAM-165.

Todas as amostras mantiveram suas caracteristicas morfologicas macroscépicas
(cor, forma e borda da coldnia).

Foi observada a presenca de células esporulantes, em forma de bastdo, Gram-
positivas e cristais paraesporais em todos os isolados analisados.

4.2. VERIFICAGAO DA ATIVIDADE LARVICIDA

A Tabela 10a apresenta os resultados obtidos com os bioensaios seletivos dos dez
isolados procedentes da colecdo da UFAM. Estes isolados de B. thuringiensis foram
mantidos em cultura de Caldo Nutritivo e os bioensaios seletivos foram preparados na
concentracdo de 1 mL da cultura bacteriana em 10 ml de agua destilada. Conforme
observa-se na Tabela 10a, apenas cinco mostraram atividade larvicida simultaneamente
para A. aegypti e Anopheles spp.

Dentre os isolados que apresentaram atividade larvicida — BtAm 06, BtAm 27,
BtAm 28, BtAm 35 e BtAm 49, ressalta-se 0 BtAm 27 pois comeca atuar na paralizagédo
das larvas ap6s alguns minutos de contato as mesmas.

Os resultados para o bioensaio de dose deste trabalho para o isolado BtAm 27

estdo apresentados na Tabela 10b e revelam mortalidade de 100% das larvas até a
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concentracéo de 1.10 reduzindo para 50% de mortalidade na diluicio seguinte (1.10°%) nas
primeiras 24 h. Ao final das 72h observou-se 69,0, 13,5 e 4,5% de mortalidade para as
diluicBes 1.103, 1.10* e 1.10°°, respectivamente.

Tabela 10a: Percentual de mortalidade no Teste Seletivo dos isolados de Bacillus thuringiensis em
larvas de A. aegypti e Anopheles spp.

Atividade Toxica - Leituras

Isolado A. aegypti Anopheles spp.
24 h 48 h  Controle 24 h 48 h  Controle
BtAm 05 0 0 0 NA NA NA
BtAm 06 100 - 0 100 - 0
BtAm 18 0 0 0 NA NA NA
BtAm 27 100 - 0 100 - 0
BtAm 28 100 - 0 100 - 0
BtAm 35 100 - 0 100 - 0
BtAm 49 100 - 0 100 - 0
BtAm 134 0 0 0 NA NA NA
BtAm 135 0 0 0 NA NA NA
BtAm 165 0 0 0 NA NA NA

Legenda: (-) 100% de mortalidade na leitura anterior; NA — N&o Avaliado.
Total de larvas testadas: A. aegypti — 400; Anopheles spp. — 200.

O valor da CLso observada para o isolado BtAm 27 foi 0,00052 DCT (0,00024 —
0,00093), crescida em meio caldo nutritivo. A reta de regressdo linear esta representada na
Figura 13 e obedece a distribuicdo dada pela formulay = 11,19 + 1,88x, onde “x” equivale

ao Log da Dose.
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Tabela 10b: Percentual de Mortalidade de A. aegypti em Bioensaio de Dose

Leitura
Diluicdo n 2ah 48h 721 Total Controle
1.101 200 100 - - 100 0,0
1.102 200 100 - - 100 0,5
1.10% 200 50,0 15,0 4,0 69,0 1,5
1.10* 200 8,0 4,0 1,5 13,5 0,0
1.10° 200 35 1,0 0,0 4,5 0,5

Legenda: (-) 100% de mortalidade na leitura anterior; n- nimero de larvas testadas.

10

Probit
(0]

Probit Esperado & Probit Observado

L 4

/

0,005 0,001 0,05 0,01

Doses

0,00001 0,0005 0,0001

Figura 13: Reta de regressdo linear dose-probit obtida nos bioensaios com isolado

BtAm 27.
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4.3. CRESCIMENTO BACTERIANO

O crescimento bacteriano foi acompanhado durante 17h, para determinacdo do
periodo da fase log do desenvolvimento celular. Esta informacdo é essencial para o
estabelecimento do tempo de cultivo do indculo nos testes de fermentacéo.

A Figura 14 apresenta o grafico dos resultados obtidos da contagem de celulas em
Camara de Neubauer, revelando o curto periodo de adaptacdo do BtAm 27 ao meio.
Entrando rapidamente na fase exponencial do crescimento e estendendo-se até
aproximadamente 13h de cultivo. Em seguida observa-se o declinio do nimero de células e
posterior fase estacionaria.

O tempo para o cultivo do inoculo foi estabelecido em 8h devido a intensa

atividade celular neste periodo do crescimento.

2,00E+07

1,80E+07

1,60E+07

1,40E+07

1,20E+07 /

1,00E+07 /

8,00E+06 /

6,00E+06 /

4,00E+06 /

2,00E+06 /

0,00E+00 040/‘ . . . .
0 5 10 15 20

Tempo de Crescimento

Celulas Vegetativas/mL

Figura 14: Curva de crescimento celular em meio Caldo Nutritivo (28° C, 160 rpm)
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4.4, CRESCIMENTO EM AMIDO

O crescimento do BtAm 27 em amido corado por vapor de lodo, revelou a
capacidade desta bactéria em metabolizar este substrato como fonte de carbono. Foi

observada a formacao de um halo reduzido em torno da coldnia (Figura 15).

Figura 15: Crescimento do BtAm 27 em amido 1%.

4.5. TESTES DE FERMENTACAO

Teste |

A verificacdo do crescimento bacteriano para o Teste | foi feita por D.O.
(Densidade Optica) e esta relacionada na Tabela 11.

A analise revelou o crescimento Bacilus thuringiensis abaixo do padrdo para todas
as combinacdes de meios testados. O Grafico de Pareto (Figura 16) indicou concentragdes
inibitdrias (efeito negativo) para a Farinha e o Extrato de Levedura.

A significancia da uréia ficou abaixo da linha do P-Value de 95%, por néo
apresentar efeito significativo e foi excluida no Teste II.

O fosfato de potassio monobasico (K2HPO4) apresentou significancia maior que
95% e foi mantido nos experimentos. Ampliou-se sua faixa de teste para baixo chegando a

ser testado em concentracOes nulas, logo sendo suprimido de alguns meios preparados.
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O Gréfico de Superficie de Resposta (Figura 17) apontou que o crescimento étimo
do bacilo tende para concentracdes menores de farinha e maiores de extrato de levedura,

que as adotadas no Teste I, permitindo a elaboracdo de uma nova série de experimentos.

Tabela 11: Leituras de D.O. para cada experimento do Teste I.

Meio de Meio de
Cultura D.0. Cultura D.0.
1 0,218 11 0,470
2 0,119 12 0,132
3 0,489 13 0,224
4 0,316 14 0,155
5 0,091 15 0,351
6 0,139 16 0,152
7 0,415 17 0,269
8 0,181 18 0,239
9 0,359 19 0,264
Controle
10 0,241 (C.N.M.) 1,320

Legenda: D.O. — Densidade Optica; C.N.M. — Caldo Nutritivo Modificado com adigo de sais

e 1) Geogn WS Res i 0015228 |

~1.5723

(1)Farinha

(2)Extrato de Levedura

oby4 [ 453569
1by2 P 452288

(3)K2HPO4 [/ / 407444
1by3

réia ’

p=05
Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 16: Grafico de Pareto para crescimento do Planejamento Fatorial Completo 2.
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Fitted Surface; Variable: D.O.

2**(4-0) design; MS Residual=0015229
DV: D.O.
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Figura 17: Gréafico de Superficie de Resposta para o Crescimento celular obtido no Teste I,
relacionando valores codificados da Farinha e Extrato de Levedura.

Teste 11

Uma matriz DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) foi montada
visando a melhoria do crescimento bacteriano. Novas concentragdes para 0s componentes
dos meios foram estabelecidas e dois pontos axiais adotados para cada concentragao.

A analise do Grafico de Pareto (Figura 18) gerado a partir do crescimento
bacteriano da matriz DCCR revela uma significancia maior que 95% (P<0,05) para todos
0s componentes do meio. O extrato de levedura e 0 K;HPO4 mostraram-se importantes para
0 crescimento bacteriano. A farinha apresentou a maior significancia do meio de cultura,
pois supre as necessidades energéticas do organismo.

Dos meios de cultura avaliados no Teste I, os maiores crescimentos foram
verificados nos que receberam nimeros 1 (D.0.=0,846), 5 (D.0.=0,869) e 9 (D.O.= 0,897).
No entanto, mantiveram-se abaixo do crescimento alcangado com o meio de cultura Caldo

Nutritivo modificado com adigéo de sais, utilizado como controle no Teste 1l. Comparando
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o0 crescimento obtido com os meios de cultura numerados por 1, 5 e 9 e o0 crescimento no
com o meio de cultura Caldo Nutritivo modificado com adicéo de sais, verificou-se 54,65,
56,14 e 57,94 %, respectivamente, de equivaléncia ao crescimento do meio de cultura
padrdo (Tabela 12).

Os gréaficos de superficie de resposta (Figura 19 e 20) apontam que o0 crescimento
6timo do microrganismo tende para concentraces codificadas menores, tanto de farinha

quanto de KoHPO4 e maiores de extrato de levedura.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DO

3 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Pure Error=,0002857
DV:DO

| e
95?999?
8 882143
? 82117
? 14007
1Lby2L //////// -3,17939

Extrato Levedura(Q) % §2,545142

1,589694

(1)Farinha(L)

Farinha (Q)

1 Lby3L

K2HPO4(Q) U/

(2)Extrato Levedura (L)

(3)K2HPO4(L)

2Lby3L

p=,05
Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 18: Gréafico de Pareto para crescimento da Matriz DCCR.
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Tabela 12: Leituras de D.O. para cada experimento do Teste II.

Meio de Meio de
Cultura 0.D. Cultura 0.D.
1 0,846 11 0,312
2 0,103 12 0,224
3 0,572 13 0,124
4 0,190 14 0,248
5 0,869 15 0,221
6 0,182 16 0,198
7 0,765 17 0,227
8 0,175 18 0,240
9 0,897 19 0,238
Controle
10 0,217 (C.N.M.) 1,548

Legenda: D.O. — Densidade Optica; C.N.M. — Caldo Nutritivo Modificado com adic&o de sais

Fitted Surface; Variable: DO

3 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Pure Error=,0002857
DV: DO

OO0 = wimd
Ao N

B 02

Figura 19: Grafico de Superficie de Resposta para o Crescimento celular obtido no Teste
I1, relacionando valores codificados para farinha e extrato de levedura.
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Fitted Surface; Variable: DO

3 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Pure Error=,0002857
DV:DO

L N

Figura 20: Grafico de Superficie de Resposta para o Crescimento celular obtido no Teste I,
relacionando valores codificados para farinha e KoHPO..

Teste 111

Os resultados obtidos com o crescimento nos Testes | e Il mostraram valores
inferiores ao controle, indicando uma provavel incapacidade metabolica de aproveitamento
do amido contido na farinha de macaxeira. Desta forma, optou-se pela hidrélise enzimatica
desse substrato como alternativa para favorecer o crescimento bacteriano.

Com a introducdo da hidrolise obteve-se uma solugdo com 163,42 g/L de glicose,
utilizada como componente dos meios de cultura em substituicdo a fonte de carbono
utilizada por LOPES; ARANTES; CENCI (2010), SOCCOL et al. (2009) e Caldo
Nutritivo, estabelecido como meio padréo para crescimento do B. thuringiensis.

No Teste Il o crescimento foi quantificado por massa seca. Essa determinacao ndo
foi possivel nos testes anteriores devido a utilizacdo da prépria farinha de macaxeira como
componente dos meios. Apesar de ter sido reduzida a uma fécula pela peneiracao, percebia-
se a sua permanéncia em suspencdo nos meios de cultura. Desta maneira, a filtragdo seria

inviavel, pois impediria a passagem de volumes ideais para a quantificacdo confiavel do
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crescimento. Sendo assim, a determinacdo do crescimento bacteriano por
espectrofotometria mostrou-se mais adequada, e utilizou-se préprio meio puro como
controle em cada uma das determinagdes.

A disponibilidade da glicose simples melhorou o crescimento do B. thuringiensis.
Observando-se a Tabela 13 verifica-se que 0 meio de cultura 4 apresentou massa seca
(produtividade) 8 vezes maior que a verificada no meio de cultura caldo nutritivo, tomado
como controle (meio de cultura 9).

Os testes foram estabelecidos de forma a se elevar gradativamente a concentragao
de glicose para cada experimento. Desta forma, para cada um dos trés tipos de meios
testados - LOPES; ARANTES; CENCI (2010), SOCCOL et al. (2009) e Caldo Nutritivo,
foram substituidas quantidades crescentes da glicose proveniente da hidrolise. Desta
maneira, como mostra a Tabela 9, os meios 2, 6 e 10 continham o equivalente 5 g/L de
glicose; os meios 3, 7 e 11 o equivalente a 10 g/L e os meios 4, 8 e 12 o equivalente a 15
g/L.

Assim, observa-se que juntamente com a elevacdo da concentracdo da glicose ha
aumento da produtividade de massa seca, 0 que permite constatar que o crescimento do B.
thuringiensis foi diretamente proporcional a oferta de glicose. Na Figura 21, esses meios
estdo ressaltados por cores diferentes — 2, 6 e 10: menor concentracdo de glicose
(vermelho); 3, 7 e 11 concentragdo média de glicose (verde); e 4, 8 e 12 maior concentracdo
de glicose (azul).

Em relacdo as medidas de Densidade Optica, verificou-se que no meio controle do
Teste 11l o valor foi de 1,71, enquanto que no meio de cultura 4, que mostrou a maior
produtividade, a D.O. foi de 8,55, indicando também melhoria do crescimento bacteriano,
corroborando com os dados obtidos com a avaliagdo da massa seca.

As maiores produtividades foram observadas nos meios derivados de LOPES;
ARANTES; CENCI (2010) que se apresenta como um meio simples, sem peptona e
K2HPO4. No entanto, apresenta outros sais que ndo estdo presentes nos demais meios
(Tabela 9).
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Tabela 13: Crescimento avaliado pela massa seca, para 0s meios de cultura com o
hidrolisado da farinha de macaxeira (Teste I11).

] Massa Seca . Massa Seca . Massa Seca
Meio de Cultura Meio de Cultura Meio de Cultura
(gL) (gL) (g1)
1* 29 5* 2,6 9* 0,6
2%* 1,8 6** 1,8 10** 14
3** 4 7** 2,8 11** 2,2
Q** 4,8 g** 3 12** 2,4

Legenda: (*) Composicdo Original; (**) Composicdo Modificada (conforme tabela 9);
Meios de Cultura: 1 a 4 - LOPES, ARANTES; CENCI (2010); 5 a 8 - SOCOOL et al.
(2009); 9 a 12 - Caldo Nutritivo Modificado.

Crescimento g/L
o (= N w H
L 1 1 1 1
& .
v

Figura 21: Gréfico da produtividade (massa seca) utilisando-se os meios de cultura com

hidrolisado de farinha de macaxeira (Teste I1I).
Legenda: Concentracdo de glicose: meios 2, 6 e 10 — 5g/L (vermelho); meios 3, 7 e 11 — 10g/L (verde); e
meios 4, 8 e 12 — 10g/L (azul).
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4.6. ATIVIDADE LARVICIDA DO PRODUTO DA FERMENTACAO

Os bioensaios seletivos de toxicidade, realizados com os fermentados produzidos
no Teste |11, demonstraram a permanéncia da atividade toxica da bactéria crescida em todas
as condicOes nutricionais. Foi verificado 100% de mortalidade nas primeiras 24 h de
observacdo, tanto para as larvas de A. aegypti quanto para Anopheles spp., em todos 0s
meios produzidos (Tabela 14).

Essa andlise prévia ndo é capaz de revelar o nivel de eficiéncia larvicida do isolado
frente aos suprimentos nutricionais testados, no entanto demonstra que as condig¢des
minimas para esporulacdo bacteriana e producao da toxina foram alcancadas pela estirpe
fermentada. Esse indicio revela a potencialidade do isolado para ser usado como agente de
um bioinseticida eficiente contra vetores da Maléria e da Dengue.

Ensaios quantitativos mais detalhados sdo necessarios para se avaliar o grau de

letalidade da bactéria crescida nos meios em questéo.
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Tabela 14: Percentual de mortalidade de A. aegypti e Anopheles spp. em bioensaio seletivo

com meios de cultura preparados com hidrolisado da farinha de macaxeira (Teste 111).

i Atividade
Meio de - —
Cultura A. aegypi Anopheles spp.
24h 48h Controle n 24h 48h Controle
1* 40 100 - 0 40 100 - 0
2% 40 100 - 0 40 100 - 0
3** 40 100 - 0 40 100 - 0
4> 40 100 - 0 40 100 - 0
S* 40 100 - 0 40 100 - 0
6** 40 100 - 0 40 100 - 0
** 40 100 - 0 40 100 - 0
8** 40 100 - 0 40 100 - 0
9* 40 100 - 0 40 100 - 0
10** 40 100 - 0 40 100 - 0
11** 40 100 - 0 40 100 - 0
12** 40 100 - 0 40 100 - 0

Legenda: (*) Composicdo Original; (**) Composicdo Modificada (conforme Tabela 9);
(-) 100% de mortalidade na leitura anterior; Meios de Cultura: 1 a 4 - LOPES, ARANTES;

CENCI (2010); 5a 8 - SOCOOL et al. (2009); 9 a 12 - Caldo Nutritivo.
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5. DISCUSSAO

O controle bioldgico, com a utilizacdo de bactérias entomopatogénicas, tem se
mostrado como um método alternativo promissor para o controle de vetores de doengas de
impacto social. A resisténcia dos insetos aos produtos quimicos vem favorecendo a
pesquisa e o desenvolvimento do controle bioldgico. Permitindo a consolidagdo desta
técnica como indispensavel para o bem das comunidades do campo e das cidades
(POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 2003; FERNANDEZ-LUNA et al., 2010).

Neste sentido, destaca-se 0 uso do B. thuringiensis. Sua descoberta em 1901
marcou o inicio de sua exploracdo como agente de biolarvicidas, permitindo uma nova
perspectiva no controle de larvas de mosquitos que ja apresentavam resisténcia aos
inseticidas quimicos (HABIB, 1989).

Desde entdo inumeras pesquisas foram realizadas, muitos isolados foram testados
e varios produtos desenvolvidos. No entanto a busca incessante por novas formulagdes é
indispensavel devido a possibilidade de resisténcia dos insetos aos produtos ja existentes
(DIAS et al. 2002).

O maior entrave para a utilizagdo dos biolarvicidas € o custo, neste sentido a busca
por meios de cultivo alternativos, com custos reduzidos tem sido a principal vertente de

pesquisas de muitos grupos (SOCCOL et al. 2009).

5.1. CARACTERISTICAS DOS ISOLADOS

As colbnias crescidas em placa de Petri apresentaram-se sem pigmentacdo, opacas,
com bordas onduladas e estrutura densa, semelhantes as descritas por POLANCZYK;
SILVA; FIUZA (2004). Em microscépio 6ptico visualizou-se células Gram-positivas,
esporulantes e com formacgodes paraesporais. Segundo JUNG et al. (1998) observacdo destas
caracteristicas microscopicas sao indicios de isolados de Bt. No entanto, estas propriedades
ndo sdo suficientes para estabelecer uma amostra como sendo desta espécie (PORCAR &
JUAREZ-PEREZ, 2003).

ABREU, THULER; LEMOS (2008) discutem a similaridade morfoldgica entre as

espécies do género Bacillus, indicando os métodos moleculares para a identificagdo e
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caracterizacdo do B. thuringiensis. O uso de técnicas moleculares vem mostrando eficiéncia
na identificacdo de estirpes com atividade inseticida (FATORETTO et al., 2007). Os
isolados utilizados neste trabalho j& haviam sidos caracterizados por SOUZA FILHO
(2005) e SILVA (2011).

5.2. ATIVIDADE BIOLARVICIDA

A atividade larvicida dos isolados de B. thuringiensis é predominantemente
pesquisada nas cole¢OGes desta bactéria. Sua acdo baseia-se na presenca de inclusdes
cristalinas formadas durante a sua esporulacdo. Esses cristais proteicos sdo formados a
partir de genes cromossémicos e, principalmente, plasmidiais controlados por condicdes
metabolicas estabelecidas pelas concentragdes nutricionais do meio (PINTO et al.
2009/2010).

A troca e a perda de plasmidios entre as linhagens de B. thuringiensis ocorre com
certa frequéncia e deve ser evitada com estocagem e manutencdo adequada (ANGELO;
VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010). Essa possibilidade implicaria na perda de sua
atividade tdxica, como aconteceu com alguns dos isolados testados. No entanto, nestes
casos, BIZZARI et al. (2008) indica que a passagem da bactéria pelo inseto, seguido de um
novo isolamento pode reativar a sua toxicidade.

As amostras isoladas por SOUZA FILHO (2005) cresceram em meio seletivo com
Penicilina, no entanto ndo se manteve a pressdo seletiva na manutencdo do estoque.
Resisténcia a antibidticos em bactérias geralmente esta associada a presenca de plasmideos,
neste caso junto com as sequéncias codificadoras das proteinas do cristal. Segundo
POLANCZYK & ALVES (2003) bactérias tendem a perder plasmideos na auséncia de
seletividade, este indicio aliado a ndo refrigeracdo dos estoques pode explicar a perda de
atividade em algumas amostras.

Muitos trabalhos tém demonstrado a atividade do B. thuringiensis sobre larvas de
diversos insetos: Spodoptera frugiperda (CAPALBO et al. 2001; RIBAS et al., 2008a;
RIBAS et al.,, 2008b), Plutella xylostella (MEDEIROS et al. 2005), A. aegypti
(ESPINDOLA; GUEDES; DE SOUZA, 2008) Chilo suppressalis (FIUZA et al. 1996),
Anopheles albimanus (FERNANDEZ-LUNA et al. 2010), Anopheles spp. (TADEI, 2001;
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TADEI & RODRIGUES, 2002) Culex quinquefasciatus (GUNASEKARAM,;
PRABAKARAM; BALARAMAM, 2002), Helicoverpa armigera (BAGCHI, 2000),
Spodoptera eridania e Spodoptera cosmioides (SANTOS et al. 2008). A sua acdo sobre
larvas de Lepdopteras, Coleopteras e Dipteras é explorada a mais de um século, e a cada
ano sdo identificadas novas linhagens produtoras de proteinas ainda ndo estudadas
(PRACA et al. 2004; POLANCZYK, 2004; CRICKMORE et al. 2012).

Dentre os isolados utilizados neste trabalho, ressalta-se 0 BtAm 27 que mostrou a
caracteristica de atuar na paralizacdo das larvas logo apds alguns minutos de contato. Esta
propriedade deste isolado, relatada inicialmente por SOUZA FILHO (2005) e confirmada
por SILVA (2011) € o indicador do seu potencial para producdo de um bioinseticida. Neste
sentido, os dados deste trabalho, relativos a toxicidade do isolados BtAm 27 ativo contra
larvas de A. aegypti e Anopheles spp. (Tabela 10a e 10b) corroboram para aumentar a
variedade de Bacillus entomopatogénicos ativos para o controle de Diptera (ARIETA &
ESPINOZA, 2006; BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

O alto indice de mortalidade nas primeiras 24h de exposi¢do das larvas de A.
aegypti ao BtAm 27 j& havia sido verificado por SILVA (2011), quando a amostra
apresentou mortalidade de 100% nas dilui¢des 102, 10 e 107 do teste nas primeiras 24 h.
Nos experimentos atuais verificou-se apenas 50% de letalidade na Gltima concentracao, isso
pode ser um indicio da perda de eficiéncia deste isolado ou diferenca de meios utilizados
para o crescimento do isolado. Segundo VALICENT et al. (2005) e CAPALBO (1982) a
diferenca de composi¢do do meio, assim como as condigdes operacionais de producdo,
implicam em diferenca de letalidade devido as condi¢6es metabolicas proprias da bactéria.

LACEY (2007) indica diversos fatores bidticos e abioticos capazes de interferir na
atividade larvicida do Bt, entre eles ressalta-se, 0 meio no qual a bactéria é cultivada, as
condicBes de armazenamento, além da taxa de ingestdo da toxina pela larva, classificado
por LOPES, ARANTES; CENCI (2010) como sendo o grau de alimentacdo larval.

No entanto, o primeiro fator levado em consideracdo para a introducdo do B.
thuringiensis israelensis como alternativa viavel no controle de mosquitos é a sua alta
eficiéncia contra vérias espéecies causando uma mortalidade significativa nas primeiras 24 h
apos a aplicacdo (REGIS; SILVA; MELO-SANTQOS, 2000). Outro aspecto mencionado por
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LOPES; ARANTES; CENCI (2010) ¢é a utilizacdo de processos de concentracdo como
filtragem ou centrifugacdo, no aumento da toxicidade de fermentados de Bacillus.

Comparando-se o valor da CLso = 0,00052 DCT (0,00024 — 0,00093) encontrada
neste trabalho para o BtAm 27, percebe-se um aumento do valor da dose em relagdo aos
resultados encontrados por SILVA (2011), no entanto ndo desqualificam o isolado para o
uso como larvicida bioldgico.

POOPATHI & ARCHANA (2012) evidencia a diferenca do meio como sendo
capaz de alterar a grau de toxicidade das estirpes de B. thuringiensis. Estes dados
evidenciam que um meio de cultura adequado pode potencializar a atividade larvicida da
linhagem deste trabalho - BtAm 27, enquadrando a estirpe como promissora para ser usada
como agente de um biolarvicida para A. aegypti e Anopheles spp., ja que mostrou-se ativa

para larvas de ambos os insetos.

5.3. TESTES DE CRESCIMENTO EM AMIDO

PELIZER; PONTIERI; MORAES (2007) indica a utilizacdo de residuos amilaceos
como substrato viavel para o crescimento de bactérias entomopatogénicas. Para os autores,
esses residuos quando liberados no ambiente permitem a proliferagdo dos mais variados
microrganismos. Portanto, a utilizagdo de residuos amildceos como fonte nutrientes para o
crescimento de microrganismos, favorece a reducéo da poluicdo ambiental, minimizando os
impactos sobre a natureza.

LIU & TZENG (1998) utilizaram tapioca como unica fonte de Carbono para o
crescimento de B. thuringiensis. Eles confirmaram a capacidade da bactéria metabolizar, de
forma significativa, o amido presente neste substrato, resultando em uma evidente producéo
de esporo. Desta maneira percebe-se a possibilidade da utilizacdo de fontes amilaceas para
a producdo de bioinseticidas.

O crescimento do isolado BtAm 27 em amido, revelou uma discreta formacao de

halo em volta das coldnias indicando uma pequena producdo de amilase.
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5.4. ENSAIOS FERMENTATIVOS

A busca por meios de cultura ideais para o cultivo de B. thuringiensis é almejada
desde as primeiras tentativas de cultivo desta bactéria. Sequndo MAEDOWS; ELLIS;
JARRETT (1996), alta produtividade de biomassa, reduzido custo e a esporulacdo prévia
sdo caracteristicas ideais para o estabelecimento de um meio de cultura viavel para
producéo de B. thuringiensis.

O primeiro produto a base de Bt foi comercializado em 1938 (DIAS, 1992), desde
entdo vem-se buscando meios apropriados para producdo de bioinseticidas. Neste sentido
trabalhos que visem a melhoria da produtividade e a diminui¢do do custo de producao sao
necessarios para o desenvolvimento de plantas nacionais de producao.

Os testes fermentativos foram desenvolvidos no intuito de verificar a possibilidade

e a eficiéncia de crescimento da bactéria em meios a base de amido e glicose.

5.4.1. TESTES COM FARINHA DE MACAXEIRA

Uma simples visita aos mercados e feiras de Manaus revela o desperdicio diario de
uma serie de residuos, entre estes a macaxeira mostra-se constantemente presente. Como
substrato a Manihot utilissima Pohl, pode ser perfeitamente aproveitada como fonte de
carbono para o cultivo de diversos microrganismos de potencial biotecnoldgico. Na
tentativa do estabelecimento de um mecanismo de aproveitamento para este residuo,
utilizou-se neste trabalho a farinha, um produto primario da macaxeira, para crescimento de
B. thuringiensis. Segundo informac@es verificadas no rétulo de vérias empacotadoras do
produto, a farinha mantém altos indices de amido, proteinas e outros minerais encontrados
na macaxeira in natura.

Entretanto, as formulagGes com farinha de macaxeira peneirada mostraram-se
inviaveis para producdo de biomassa utilizando-se o B. thuringiensis. O crescimento em
todos os meios testados foram inferiores ao do controle. Estes resultados séo contrarios aos
encontrados por LIU & TZENG (1998), ao utilizarem tapioca, farinha de peixe e carbonato

de célcio (CaCOs), alcancaram valores na ordem de 102 esporos/mL. Tal crescimento esta
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acima do encontrado nos Testes | e Il, pois ao se verificar a curva de crescimento da
bactéria em meio padrdo, seu ponto maximo foi verificado por volta de 13 h de cultivo,
quando alcanga 107 células vegetativas/mL. Ao considerar-se a produgdo de um esporo por
cada célula vegetativa percebe-se um crescimento inferior ao do trabalho citado.

LIU E TZENG (1998) confirmaram o efeito inibidor do calcio para a esporulacédo
e, ativador de amilases durante a fase vegetativa do crescimento. Logo a auséncia de célcio
na composi¢cdo dos meios testados pode ter impossibilitado a ativacdo de amilases
indispensaveis para a metabolizacdo do amido, inviabilizando a produtividade do meio.
Segundo CAPALBO (1989) o célcio juntamente com varios outros ions realmente afetam
diretamente a esporulacéo de diversas bactérias.

As concentracdes de farinha de macaxeira utilizadas no preparo dos meios de
cultura ndo foram as ideais para o crescimento 6timo da bactéria, visto que a densidade
Optica verificada nos meios de cultura testados foram inferiores a do meio Caldo Nutritivo
modificado com adi¢édo de sais, utilizado como controle dos experimentos. Assim, percebe-
se a necessidade de outros testes com concentracdes diferentes das adotadas nas matrizes
testadas. A busca de um meio de cultura apropriado para o crescimento do isolado testado,
parte dos dados preliminares obtidos neste trabalho, e apontam a tendéncia nutricional do

microrganismo.

5.4.2. TESTES COM HIDROLISADO

No Teste Ill, desenvolvido com meios contendo o produto da hidrélise da farinha,
basicamente glicose, houveram crescimentos superiores ao verificado no meio de cultura
controle. A disponibilidade do substrato na forma mais simples favoreceu acentuadamente
0 crescimento bacteriano.

A utilizacdo da glicose como fonte de carbono para o crescimento de B.
thuringiensis ja foi testada desde 1968 por DUBOIS (1968), produzindo 2x10° esporos
viaveis por mililitro. Desde entdo inUmeras otimizacdes de meios para producdo de B.
thuringiensis vem sendo testadas (MORAES, 1973; GOLDBERG et al.,1980; CAPALBO,
1989; ALVES; ALVES; CAPALBO, 1997). Alguns testes bem sucedidos serviram de base

para producdo industrial de B. thuringiensis e transformaram-se em produto, como o Bt-
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Horus®, produzido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia (DF)
(MONNERAT et al., 2008), utilizando sacarose como fonte de carbono na concentragéo de
40 g/L.

Neste trabalho a producdo de biomassa foi proporcional a oferta de glicose, até a
ultima concentracdo testada. Alcancando produtividade méxima de 4,8 g/L (O.D. = 8,55)
no meio de cultura 4 do Teste I, onde foi utilizado 15 g/L do acUcar. Nos testes
desenvolvidos por MORAES (1973) foi verificado um crescimento maior que o verificado
neste trabalho. A autora constatou produtividade maxima (massa seca) quando
disponibilizou 6 g/L de glicose, verificando-se sua diminuicdo para concentragfes maiores
e menores que esta.

Utilizando penas de aves trituradas e pd de pupa de insetos POOPATHI &
ARCHANA (2012) produziram 4,78 e 5,20 g/L em meios sem e com suplementacdo de
sais minerais, respectivamente.

POOPATHI (2010) cresceu B. thuringiensis em meio NYSM a base de glicose
acrescido de farelo de arroz e obteve 3,5 de Densidade Optica em 72 h de crescimento.
Resultados diferentes haviam sidos verificados por VALICENT et al. (2005), onde a adi¢édo
de residuos de arroz ndo aumentou a produgé@o porem potencializou a toxicidade.

O meio preparado por LOPES; ARANTES; CENCI (2010) serviu para producao
de uma formulagdo chamada BioUel. Esse formulado apresentou ITU (Unidade Toxica
Internacional) compativel com produtos comerciais citados na literatura. No entanto, em
relacdo a produtividade ndo sdo mencionados resultados, provavelmente por este trabalho
se tratar de testes prévios para uma preparagao comercial de bioinseticida.

SOCCOL et al. (2009) estabelece uma relagdo de custos entre um meio proposto e
outros trés utilizados para o crescimento de B. thuringiensis, entre ao quais esta o utilizado
no presente trabalho. Segundo os autores esse meio apresenta-se com custo elevado, porém
de produtividade significante. Nos trabalhos de SOCCOL et al. (2009), a avaliacdo da
produtividade do meio em questdo foi apenas tedrica. Os autores consideraram a conversdo
total de carbono e nitrogénio do meio para estimar a produtividade em biomassa do B.
thuringiensis. Os mesmos autores revelam a produtividade do meio proposto a base de
melaco de cana e proteina de soja na ordem de 19 g/L em biorreator de bancada, valor bem
acima do encontrado nesse trabalho. No entanto, PEREIRA JUNIOR; BOM; FERRATA
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(2008) indicam a utilizacdo de biorreatores como eficiente para 0 aumento da produtividade
de bioprocessos.

KESHAVARZI; SALIMI; MIRZANAMADI (2005) confirmaram a importancia
do controle do pH e da aeragédo para a boa produtividade de B. thuringiensis. Estes autores
produziram 1,7 x 10° esporos viaveis por mililitro, quando estabeleceram uma relagio de
0,2 entre o volume nominal do frasco e o0 volume do meio a uma agitacao de 200 rpm. Estas
mesmas condi¢cdes foram adotadas neste trabalho, alcangando-se produtividade maxima de
4,8 g/L de massa seca, quando utilizou-se 15 g/L da glicose proveniente da hidrdlise da
farinha.

A utilizacdo de glicose, amido e melaco de cana como fontes de Carbono para
crescimento de B. thuringiensis é mencionada por ANGELO, VILAS-BOAS; CASTRO-
GOMEZ (2010) como sendo inibidores da producéo da Proteina Cry, em especial a Cry4B.
No entanto, POOPATHI (2010) encontrou resultados conflitantes a estes, pois
potencializou a atividade larvicida da linhagem padrdo de Bti (IPS-82) quando a cresceu
em meio preparado com farelo de arroz que apresenta amido em sua composi¢éo.

POOPATHI & ARCHANA (2012) testaram varios meios de cultura com
diferentes fontes de carbono, encontrando a melhor CLso para A. aegypti e C.
quinguefasciatos em um meio com glicose. Logo é importante testes de crescimento em
diferentes meios para a viabilizacdo da producgédo x esporulacdo da bactéria, o que implica
diretamente na sua toxicidade.

Outro aspecto importante revelado por MORAES (1973) € a particularidade de
toxicidade de cada isolado frente a0 meio de producdo. VALICENT et al. (2005) testou
varias concentracfes de residuo de arroz como suplemento para meios distintos, e
encontrou toxicidade diferentes para cada uma.

O crescimento do BtAm 27 em meio com o hidrolisado da farinha ndo inativou a
toxicidade da bactéria, causando a morte de larvas de A. aegypti e Anopheles spp.,
conforme os dados das tabelas 10a e 10b. Esses dados estdo de acordo com os trabalhos de
VALICENT et al. (2005), com teste de isolados mantidos em residuos de arroz e
POOPATHI (2010) com a linhagem padréo de Bti mantida em farelo de arroz. Ainda cita-
se 0 trabalho de POOPATHI & ARCHANA (2012) que cresceram a padrdo em diferentes

meios contendo penas de aves, pupas de mosquitos, casca de coco, entre outros. No
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entanto, os dados deste trabalho ndo coincidem, em parte, com os dados descritos por
ANGELO, VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ (2010) em sua revisdo sobre as
caracteristicas gerais e fermentacdo de Bti. Dentre 0s pontos levantados pelos autores cita-
se que a glicose, amido e melaco inibem a producdo de proteinas Cry com énfase em
Cry4B.

Outros testes mostram-se necessarios para estabelecimento do pH 6timo para
crescimento do BtAm 27. Assim como da possibilidade de utilizacdo de outros residuos de
nossa ampla matriz produtiva, tais como banana (Musa spp.), pupunha (Bactris gasipaes
Kunth) e farinha de peixe (piracui) como fonte alternativa de nitrogénio para crescimento
do B. thuringiensis.

Tais iniciativas podem permitir a melhoria da produtividade e diminuicdo
significativa do custo de producéo.

CRICKMORE et al. (2012) informa a existéncia de mais de 200 hol6tipos
diferentes do gene cry, cada um podendo formar uma proteina com toxicidade especifica a
diferentes larvas de insetos. Portanto o isolado selecionado neste trabalho necessita ser
analisado do ponto de vista de sua variabilidade genética, com foco especialmente nos
holétipos do gene cry, para sua caracterizagdo quanto ao seu carater toxico frente a larvas
de outros Dipteras.

72



CONCLUSOES

e Dentre as combinacdes de composicdo de meios de cultura testados, contendo a
farinha de macaxeira, o extrato de levedura e o fosfato monobasico de potéssio, na
concentracdo de 1,60 g/L - 1,5 g/L - 0,5 g/L, respectivamente, foi a composi¢do que
mostrou o melhor crescimento de Bacillus thuringiensis, alcangando o valor 0,897
de densidade dptica (D.O.).

e No entanto, o crescimento de Bacillus thuringiensis, no meio de cultura padrédo
(caldo nutritivo modificado com adicdo de sais), foi superior ao verificado nos
meios com diferentes concentragcfes da farinha de macaxeira, do extrato de levedura

e do fosfato monobaésico de potéssio, atingindo 1,548 de densidade Optica.

e A hidrolise enzimética da farinha de macaxeira, com a-amilase (15 ulL/g) e
glucoamilase (85 uL/g), mostrou-se uma alternativa para sua utilizagdo como fonte
de carbono para crescimento de Bacillus thuringiensis, proporcionando massa seca

bacteriana de 4,8 g/L.

e A produtividade de Bacillus thuringiensis BtAm 27 foi diretamente proporcional a

oferta de glicose proveniente da hidrélise enzimatica da farinha de macaxeira.

e Bacillus thuringiensis BtAm 27 mostra-se promissor para utilizacdo no controle
bioldgico de larvas de Aedes aegypti e Anopheles spp., ndo perdendo a atividade
larvicida quando cultivado em meio com glicose, proveniente da hidrolise

enzimatica da farinha de macaxeira.
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