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RESUMO

O soro de leite (subproduto da fabricagéo de queijo) e o AMINOFERTIL I
(subproduto da industria de glutamato monossddico) foram utilizados na elaboragZo
de meios de cultura, para se avaliar a viabilidade da sua utiliza¢do na produgéo de
biomassas ativas da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki.

A amostra bacteriana empregada foi isolada a partir do produto comercial
DIPEL, e cultivada em cinco meios de cultura difergntes: caldo nutriente
suplementado com sais e glicose (CNS), utilizado como meio de referéncia para
fins comparativos; soro de leite (SL), tendo o soro de leite desproteinizado como
\inico componente; soro de leite diluido (SLD), obtido pela dilui¢éo 1:1 do soro
de leite desproteinizado em 4gua filtrada; AMINOFERTIL 4% (AMF), obtido
pela diluicdo a 4% do AMINOFERTIL I em 4gua filtrada e soro de leite +
AMINOFERTIL (SL + AMF), obtido pela combinagao de 4% do AMINOFERTIL
IT em soro de leite desproteinizado.

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 100 mL de meio teste por frasco, incubado a temperatura de 32° + 2°C
sob agitagdo de 180 rpm, em agitador rotatério, até a obtengdo de esporos e

cristais. Os frascos foram inoculados com 2% de indculo, que foi preparado em
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frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio caldo nutriente e incubado
por 4,5 h nas mesmas condi¢Ges citadas anteriormente.

Quantificagdes celulares (células e esporos vidveis) foram realizadas, € os
resultados analisados estatisticamente. Entre os meios testados, 0o AMF demonstrou
ser o mais favoravel para o cultivo da bactéria, embora todos tenham sido capazes
de promover o crescimento, esporulagdo e formagdo dos cristais de B.
thuringiensis subsp. kurstaki.

Ensaios de atividade biologica foram realizados com as biomassas
produzidas, e, para tal fim, utilizaram-se larvas L3/L4 de Culex saltanensis (Dyar,
1928) e de 3° e 4° instares de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879). Verificou-se
que ndo houve influéncia do meio de cultura na toxicidade da fragdo mosquitocida
(contida nos cristais protéicos do B. thuringiensis subsp. kurstaki), sendo as
biomassas produzidas inativas contra o C. saltanensis, nas concentragdes usadas
nos bioensaios. Para A. kuehniella, verificou-se que os meios AMF e SLD
produziram atividade toxica semelhante & do meio CNS, o mesmo néo acontecendo
em relagdo aos meios SL e SL + AMF.

Estudos do consumo de nutrientes foram realizados, e observou-se que a
proteina e o fosforo apresentaram consumo diferenciado nos meios de cultura
testados. A lactose ndo foi consumida dos meios contendo soro de leite, apesar
do teste bioquimico previamente realizado ter fornecido um resultado fracamente
positivo.

Os resultados obtidos demonstraram que, entre os meios testados, 0 AMF e
0 SLD produziram as biomassas com maiores atividades. Entretanto, 0 meio AMF
é 0 mais indicado para estudos mais detalhados, com vistas a otimizag&o, pois
produz concentragdo celular e toxicidade de cristais satisfatorias. O meio SLD

ndo é uma opgao adequada para estudos em relagio a produgéo de B. thuringiensis



subsp. kurstaki devido a0 mesmo néo consumir lactose, responsavel por grande
parte do poder poluente do soro de leite.
Desta forma, verificou-se que o soro de leite e 0 AMINOFERTIL 1I séio

subprodutos vidveis para a obtengfio de biomassas ativas de B. thuringiensis
subsp. kurstaki.



ABSTRACT

Whey (byproduct of cheese industry) and AMINOFERTIL II (byproduct of
monossodium glutamate factory) were used in the elaboration of culture media, in
order to evaluate the viability of their utilization in the production of active biomass
of the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis subsp kurstaki.

The bacterial specimen used was isolated from the commercial product
DIPEL, and cultured in five different media: nutrient broth supplemented with
salts and glicose (NBSG), used as a parameter; whey (W), having deproteinized
whey as unique component; diluted whey (DW), obtained from the dilution 1:1 in
filtered water; AMINOFERTIL 4% (AMF), obtained from the dilution 4% of
AMINOFERTIL II in filtered water and whey + AMINOFERTIL II (W + AMF),
obtained from the combination of 4% of AMINOFERTIL II in deproteinized whey.

Experiments were carried through in 500 mL Erlenmeyer flasks containing
100 mL of test medium per flask, incubated at 32° = 2°C at 180 rpm in a rotatory
shaker until spres and crystals attainment. Flasks were seeded with 2% of the
inoculum prepared in 250 mL Erlenmeyer flask containing 50 mL of nutrient broth
incubated for 4,5 h in the same conditions cited above.

Cellular quantifications (viable cells and spores) were made and the results

statistically analysed. Among the tested media AMF was the best for the bacterium



cultivation, although all of them have been capable of promoting growth, sporulation
and crystal formation of B. thuringiensis subsp. kurstaki.

Bioassays were made with the produced biomasses and for this purpose, L3/
LA Culex saltanensis (Dyar, 1928) larvae and 3"/4™ instar Anagasta kuehniella
(Zeller, 1879) larvae were used. It was verified that culture medium has exerted
no influence on the mosquitocidal fraction’s toxicity (enclosed in the B.
thuringiensis subsp. kurstaki’s proteinaceous crystals) being the produced
biomass inactive against C. saltanensis in the bioassays concentrations used. For
A. kuehniella it was verified that AMF and DW media produced similar toxic
activity in relation of NBSG medium, the same not ocurring with W and DW +
AMF media.

Nutrients consumption study was made and it was observed that there was a
differentiated consumption of protein and phosphorus in the culture media tested.
Even though a previous performed biochemical test have resulted in a weak positive
response, lactose was not consumed from the whey’s media.

The obtained results have demonstrated that among the tested media AMF
and DW have produced the most active biomasses. However, AMF medium is
the more indicated for intense studies aiming the optimization, because it produces
good celular concentrations and crystals toxicity. DW medium is not an adequate
option B. thuringiensis subsp. kurstaki’s production studies, because it doesn’t
consume lactose, the greater responsible for whey’s pollution.

In this way it was verified that whey and AMIN OFERTIL II are viable

byproducts for B. thuringiensis subsp. kurstaki’s cultivation.




1 - INTRODUCAO

O homem, desde a antigiiidade, tem procurado uma metodologia eficaz
para o combate de insetos causadores de danos a agricultura e vetores de doengas
nos homens e animais.

O controle bioldgico ja era utilizado pelos antigos chineses, que faziam
o uso de formigas em citros como predadoras de insetos-pragas. A possibilidade
de utilizagdo de microrganismos entomopatogénicos para o controle de insetos,
no entanto, so foi demonstrada no século XIX por Metschnikoff, em 1879, e por
Krassillstschick, em 1888, que produziram e aplicaram o fungo Metarhizium
anisopliae (Metsch.) sorokin para o controle da broca de grdos e gorgulho da
beterraba (IGNOFFO & ANDERSON, 1979). Com o advento da sintese de
inseticidas quimicos nas décadas de 40 e 50, o interesse pelas formas alternativas
de controle de insetos foi relegado a um plano secundério.

Nos tiltimos vinte anos vem ocorrendo uma grande mudanga no uso de
inseticidas quimicos. A utilizagdo intensa e indiscriminada destes causaram o
desequilibrio biolégico devido a inespecificidade (o que pode levar a redugdo dos
antagonistas e ao surgimento de espécies resistentes) e a persisténcia dos residuos
toxicos no ambiente, além de possuirem riscos operacionais (RUAS NETO &
OLIVEIRA, 1985). Na tentativa de minimizar os efeitos adversos dos inseticidas
quimicos, as formas alternativas de controle (entre elas o controle bioldgico),

foram, aos poucos, sendo resgatadas.



O controle microbiano vem sendo cada vez mais estudado como forma
de substituigdo ou de uso concomitante aos inseticidas quimicos, reduzindo assim
a quantidade destes no ambiente. Este tipo de controle utiliza entomopatogenos
como fungos, virus, bactérias, protozoarios e nematoéides, normalmente isolados
de insetos doentes. Duas grandes vantagens dos inseticidas microbianos, segundo
(HABIB & ANDRADE, 1986), séo a seguranca (devido 2 alta especificidade ao
hospedeiro) e a baixa resisténcia encontrada entre insetos, mesmo expostos por
muitos anos. No entanto, a alta especificidade também pode ser considerada uma
desvantagem em algumas situagdes, quando varias espécies de insetos estdo
presentes simultaneamente. Outra desvantagem é a influéncia deletéria dos fatores
ambientais, como umidade e luz solar, sobre estes inseticidas.

A bactéria Bacillus thuringiensis vem sendo cada vez mais utilizada
em todo o mundo, pela facilidade de produgdo e reconhecido potencial larvicida.
Sua toxicidade, relacionada a produgio de toxinas (principalmente a
delta-endotoxina, uma proteina cristalina), atinge diversos insetos, principalmente
aqueles das ordens Lepidoptera, Diptera ¢ Coleoptera (de BARJAC, 1981,
ERTOLA, 1988; ROWE & MARGARITIS, 1987). As estirpes da bactéria sdo
divididas sorologicamente em variedades, e cada uma delas possui especificidade
entomopatogénica propria (de BARJAC, 1981).

O B. thuringiensis foi produzido industrialmente pela primeira vez na
Franca, por volta de 1938, e, posteriormente, nos Estados Unidos, no inicio da
década de 50. No entanto, o custo final do produto foi sempre considerado elevado,
e, por este motivo, formas de minimizar tal inconveniente s3o intensamente
pesquisadas.

O meio de cultura é um dos fatores que influencia no custo final de
produggo do B. thuringiensis . Por esta razéo, ha busca por ingredientes mais

baratos que possam ser utilizados na produgdo massal da bactéria, resultando



ainda em um produto de elevada toxicidade aos insetos. Geralmente, estes
ingredientes sdo subprodutos da indtstria, normalmente descartados e langados
ao ambiente.

As formulagdes a base de B. thuringiensis inicialmente eram
direcionadas para o controle de pragas na agricultura, porém, com o isolamento,
em 1977, de uma variedade desta bactéria ativa contra larvas de culicideos
(mosquitos) e simulideos (borrachudos), vetores de doengas a homens e animais,
novas formulagdes com vistas ao controle destes insetos comegaram a ser
desenvolvidas.

Os mosquitos s&@o insetos pertencentes a Familia Culicidae, que sdo
conhecidos por causarem um grande incdmodo aos homens e animais, seja pelas
reagdes alérgicas que provocam ou pela transmissdo de viroses, protozooses e
filarioses (RUAS NETO & OLIVEIRA, 1985). Os géneros Anopheles, Aedes e
Culex s@o os mais conhecidos, ¢ se constituem de algumas espécies com
importancia médico-veterinaria vetoras de doengas. No homem, a maldria, a den-
gue e a febre amarela, e a filariose, sdo exemplos de moléstias transmitidas por
estes géneros, respectivamente. Nos animais, o género Culex possui um maior
destaque, por ser transmissor da filariose canina, maléria aviaria e de encefalites;
o género Aedes também ¢é vetor de encefalites e o género Anopheles ¢ vetor em
potencial da filariose em cdes e em outros animais.

Este estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade de utilizagéo de
dois subprodutos industriais, o soro de leite (residuo da indistria de laticinios) € 0
AMINOFERTIL II (residuo da fermentagdo glutdmica), na obtengdo de biomassas
ativas de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. A estirpe bacteriana foi obtida
a partir de formulagdo comercial (DIPEL), e apresenta cristal protéico ativo contra
lepiddpteros e dipteros. Por esta razdo, a toxicidade para larvas do diptero Culex

saltanensis (Dyar, 1928) (Diptera:Culicidae), o inico vetor primério da malaria




que acomete as galinhas no Brasil e Américas em geral, foi testada frente as
biomassas produzidas. O controle positivo da toxicidade foi feito frente a larvas

de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:Pyralidae), um lepidéptero
encontrado em produtos armazenados,




2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- Microrganismo

2.1.1- Caracteristicas Gerais

A espécie estudada é uma bactéria conhecida pela atividade
entomopatogénica que possui, ¢ ¢ classificada dentro da Familia Bacillaceae,
pertencendo a um dos sete géneros existentes: o género Bacillus. As espécies
deste género sdo representadas por células em formato de bastdo, que, apos o
final da fase exponencial de crescimento formam os esporos, que sdo células de
resisténcia (CLAUS & BERKELEY, 1986).

As células da espécie B. thuringiensis s3o bastonetes Gram positivos,
que medem 1,0-1,2 pm de largura e 3-5 pm de comprimento. S&0 moveis em sua
grande maioria, aerébias ou anaerdbias facultativas e desenvolvem-se a
temperaturas entre 10° e 45°C. Entre outros testes bioquimicos, reduzem nitrato
a nitrito, sdo catalase positivas e hidrolisam amido e caseina (CLAUS &
BERKELEY, 1986).

Como as outras espécies do género, sdo esporogénicas. Os esporos
formados sdo elipsoidais, € ocupam posigdo terminal a subterminal em esporéngios
n3o deformantes. Durante a esporulagio, um ou mais cristais protéicos paraesporais

fora do exosporium séo formados. A produggo destes cristais e a atividade larvicida




que possui para determinadas ordens de insetos sdo os critérios usados para a

diferenciagdo de B. thuringiensis e Bacillus cereus, espécies intimamente
relacionadas (CLAUS & BERKELEY, 1986).

2.1.2- Historico

2.1.2.1- Isolamento

Em 1901 e 1902 um bacilo esporogénico foi isolado, no Japio, por
Ishiwata, a partir de larvas doentes de Bombyx mori (bicho-da-seda), e
denominou-o de “sotto disease Bacillus”. Este microrganismo n3o foi objeto de
estudos detalhados até 1915, quando Aoki e Chigasaki demonstraram que o bacilo
isolado por Ishiwata era patogénico para as larvas de B. mori somente quando
estas ingeriam culturas esporuladas da bactéria . Observando a sintomatologia da
doenga, sugeriram ainda que havia a influéncia de uma toxina. Em 1916, Mitani e
Watarai isolaram um filtrado toxico ativo a partir de B. thuringiensis var. sotto
(de BARJAC & BONNEFOI, 1968; HABIB & ANDRADE, 1986; HANNAY &
FITZ-JAMES, 1955; ROGOFF, 1966).

Praticamente ao mesmo tempo, na regido de Thuringia, Alemanha,
Berliner, em 1911, isolou uma bactéria similar 4 encontrada por Ishiwata a partir
de larvas doentes de Anagasta kuehniella (traga das farinhas). Em 1915, ele
descreveu o microrganismo e demonstrou a patogenicidade para a traga das
farinhas, e o denominou Bacillus thuringiensis. Nos estudos que realizou, Ber-
liner observou a presenga de um corpo inicialmente esférico e depois romboide
nas células esporulantes, € chamou-o de “Restkorper”. Mattes, em 1927, reisolou
o bacilo do mesmo inseto e confirmou as observagdes de Berliner, sugerindo que
esta inclusdo fazia parte do sistema nuclear da célula. Smith, Gordon e Clarke,

em 1946, demonstraram que o isolado de Mattes era culturalmente e




morfologicamente relacionadg ag B. cereus, mas diferia deste pela patogenicidade
a insetos € pela tendéncia dos esporos se localizarem obliquamente nas células
(de BARJAC & BONNEFOI, 1968; HABIB & ANDRADE, 1986; HANNAY &
FITZ-JAMES, 1955; ROGOFF, 1966). Até 1950, os trabalhos realizados com B.
thuringiensis apenas indicavam a patogenicidade deste para larvas de lepidépteros,

sem haver um estudo profundo dos aspectos taxondmicos e patologicos.

2.1.2.2- Taxonomia

Muitas sdo as semelhangas morfologicas e bioquimicas entre B.
thuringiensis e B. cereus, de forma que a classificagdo taxondmica a nivel de
espécies, inicialmente, se tornava um ponto de discussdo entre os pesquisadores.
Smith, Gordon & Clarke, em 1946, sugeriram que B. thuringiensis fosse
considerado uma variedade de B. cereus (HEIMPEL & ANGUS, 1963).

A questdo taxondmica se estabilizou quando de BARJAC &
BONNEFOI (1962) e BONNEFOI & de BARJAC (1963), considerando o B.
thuringiensis como uma espécie isolada, estudaram amostras cristaliferas
diferentes e utilizaram testes bioquimicos e sorologia dos antigenos flagelares
(antigenos H) como critérios de diferenciagdo dos isolados. Assim, demonstraram
que as amostras poderiam ser divididas em grupos bioquimicos € em grupos
soroldgicos coincidentes, isto é, para cada sorotipo havia um padrdo bioquimico
correspondente. No entanto, os sorotipos poderiam ser subdivididos, dependendo
da presenga de subfatores antigénicos e/ou da presenga de diferengas bioquimicas.

NORRIS (1964) e NORRIS & BURGES (1963), utilizando a analise
eletroforética de esterases a partir de células vegetativas das bactérias cristaliferas,
observaram a correspondéncia entre os padrdes esterasicos obtidos e 0s grupos
sorolégicos ja existentes, apenas com pequenas excegdes. Assim, NORRIS &
BURGES (1965) propuseram que a anlise esterasica também fosse usada como

critério de classificagfo para estas bactérias.



Outros critérios de classificagdo, como fagotipagem, sorologia de cristal,
sequenciamento de DNA, entre outros, foram sendo propostos por pesquisadores,
ao longo do tempo, no intuito de se obter um melhor conhecimento e caracterizagéo
de diferentes amostras de B, thuringiensis. No entanto, a sorotipagem continua
sendo a maneira especifica mais simples para a classificagdo destas amostras.
Hoje em dia, tem-se conhecimento de trinta e nove subespécies diferentes de B.

thuringiensis, tendo sido as duas tiltimas isoladas recentemente (RABINOVITCH
etal., 1995).

2.1.3- Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

O primeiro isolamento de B. thuringiensis subsp. kurstaki foi obtido
a partir de Anagasta kuehniella por Kurstak, em 1962. Esta e outras amostras
similares, isoladas posteriormente, foram classificadas como sorotipo H-3, ou
seja, B. thuringiensis subsp. alesti. No entanto, de BARJAC & LEMILLE (197 0)
detectaram subfatores antigénicos flagelares neste sorotipo, o que diferenciava as
amostras. Assim, o sorotipo H-3 foi dividido em H3a (B. thuringiensis var.alesti)
e H3a3b, denominado, entdo, B. thuringiensis subsp. kurstaki.

DULMAGE (1970a) isolou, a partir de Pectinophora gossypiella
(Saunders, 1844), uma estirpe que mostrou possuir uma atividade toxica
superior a dois produtos comerciais e ao padréo utilizado na época, proveniente
do Instituto Pasteur de Paris, a qual denominou B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-1.

Tendo como base a sorologia de cristal e o espectro de toxicidade a
insetos, KRYWIENCZYXK et al. (1978), estudando amostras da variedade
kurstaki, demonstraram que o cristal protéico desta poderia ser dividido em dois
grupos distintos, os quais denominaram K-1 e K-73. HALL & ARAKAWA (1981),
citados por YAMAMOTO & McLAUGHLIN (1981), mencionaram que ambos




os tipos de cristais, K-1 e K-73, sao altamente toxicos para lepidopteros, mas que

somente 0s do tipo K-1 sdo téxicos para larvas de mosquito.

YAMAMOTO & McLAUGHLIN (1981) isolaram uma proteina toxica
(P-2) para larvas de Aedes taeniorhynchus a partir do cristal tipo K-1, presente
em determinados isolados de B. thuringiensis subsp. kurstaki e na subsp.
thuringiensis. Propuseram, entfio, que P-2 fosse designada como “fator mos-
quito”, que difere da delta-endotoxina (cristal protéico) em certas propriedades
bioquimicas, como peso molecular e ponto isoelétrico. A demonstragdo de que
P-2 se encontra sob forma de corpo cuboidal inserido no cristal bipiramidal foi
feita por YAMAMOTO & IZUKA (1983).

2.2- Metabélitos toxicos produzidos por Bacillus thuringiensis

As variedades de B. thuringiensis sio capazes de sintetizar metabélitos
toxicos de naturezas diversas durante o ciclo de crescimento, o que justifica a
atividade larvicida frente a determinadas ordens de insetos. Os mais importantes
sdo a proteina cristalina (delta-endotoxina) e a toxina termoestavel
(beta-exotoxina), que possuem importancia comercial. E importante ressaltar que
a produgdo destes metabolitos é influenciada pelo meio de cultura e pelas
caracteristicas da amostra bacteriana (ROGOFF, 1966).

Determinadas exoenzimas, como a fosfolipase C (lecitinase C ou
alfa-exotoxina), quitinases, proteases e hemolisina, sdo produzidas na fase
vegetativa. As mesmas podem contribuir na patogenicidade a insetos a partir do
momento em que as células vegetativas proliferem no epitélio intestinal apds a
acdio primaria da delta-endotoxina, ajudando, assim, a penetragéo da bactéria na
hemocele, causando septicemia letal. Do ponto de vista pratico, as exoenzimas
possuem papel secunddrio, j4 que no estdo presentes nas preparagdes comerciais,
e somente aparecem com o desenvolvimento e proliferagdo de células vegetativas
(LUTHY & EBERSOLD, 1981).
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2.2.1- Beta-exotoxing

A beta-exotoxina é um composto extracelular produzido por células

vegetativas, que permanece no sobrenadante das culturas esporuladas de B.
thuringiensis (CANTWELL et al., 1964). Sua presenga pode ser detectada nos
sobrenadantes de diversas variedades (LUTHY & EBERSOLD, 1981; NORRIS,
1970; ROGOFF & YOUSTEN, 1969), ¢, dentro de um mesmo sorotipo, hé
isolados produtores ou nio da beta- exotoxina (OHBA, 1981). Esta difere da
delta-endotoxina pela natureza quimica, termoestabilidade e amplo espectro de
agdo, sendo ativa contra diversas ordens de insetos. No entanto, quando juntas,
as duas toxinas agem sinergicamente (LECADET & de BARJAC, 1981).

A estrutura quimica da beta-exotoxina é analoga a do ATP, e, assim
sendo, a mesma age impedindo a sintese do RNA, através da inibigdo da
RNA-polimerase DNA-dependente (SEBESTA & HORSKA, 1968). Ela se liga
ao sitio especifico do ATP do complexo DNA-enzima, impedindo o passo da
polimerizagdo (SEBESTA & HORSKA, 1970).

Além de ser toxica para insetos, a beta-exotoxina também o é para
mamiferos, o que foi demonstrado por SEBESTA & HORSKA (1968) e de
BARJAC & RIOU (1969). MERETOJA et al. (1977) verificaram a agado
mutagénica da toxina, também em mamiferos. Devido ao mecanismo de inibi¢do
enzimatica e a potencial agdo mutagénica que possui, os produtos contendo
linhagens de B. thuringiensis produtoras de beta-exotoxina foram banidos dos
Estados Unidos e Europa Ocidental, sendo substituidos por outros a base de
linhagens ndo produtoras. No entanto, os paises da Europa Oriental continuam a
utilizar produtos contendo a beta-exotoxina, aparentemente sem efeitos
indesejaveis (HABIB & ANDRADE, 1986; LUTHY & EBERSOLD, 1981).
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2.2.2- Delta-endotoxing

A principal caracteristica das diversas subespécies de Bacillus
thuringiensis, entre elas o B, thuringiensis subsp. kurstaki, é a produgio de
uma ou mais inclusdes cristalinas, téxicas para larvas de insetos, durante a fase
de esporulagdo. Cristal protéico, cristal paraesporal, delta-endotoxina ou
simplesmente cristal, sdo as denominagdes usuais dadas a esta inclusfo. Sua
existéncia foi observada por HANNAY (1953), que também a associou com a
patogenicidade a insetos, o que foi confirmado por ANGUS (1954; 1956a; 1956b).
Na verdade, € uma protoxina constituida de subunidades protéicas que se agregam,
incluindo a delta-endotoxina, que é o maior componente do cristal paraesporal. A
conversdo protoxina-toxina pode ocorrer tanto “in vitro” quanto “in vivo” (intestino
dos insetos), através da solubilizagdo do cristal em pH fortemente alcalino e da
presenca de proteases, que originam os peptideos toxicos (LUTHY & EBERSOLD,
1981; WHITELEY & SCHNEPF, 1986). Desta forma, o espectro de atividade é
influenciado pela composig¢éo do lamen intestinal, o que afeta a solubilizag&o e/
ou a protedlise, a composigdo total do cristal e a presenga ou ndo de receptores
especificos para a toxina no intestino dos diferentes insetos (HOFTE &
WHITELEY, 1989; HONEE & VISSER, 1993).

A natureza protéica dos cristais foi primeiramente relatada por
HANNAY & FITZ-JAMES (1955). A proteina do cristal ¢ sintetizada a partir da
quebra de proteinas intracelulares durante as primeiras fases da esporulagdo. As
subunidades que a formam sdo entdo dispostas de forma tal a produzirem uma
estrutura cristalina (BULLA Jr. ef al., 1977, NORRIS, 1970; ROGOFF, 1966,
ROGOFF & YOUSTEN, 1969). Segundo DELAFIELD et al. (1968) ¢
SOMERVILLE ef al. (1968), as proteinas do cristal ¢ da capa do esporo sdo
imunologicamente e bioquimicamente similares, sugerindo que a formagéo do

cristal seja conseqiiéncia da produgdo irregular da proteina do esporo. ARONSON
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et al. (1982) também encontraram proteina similar 4 do cristal na capa do esporo,
porém em menor quantidade.

Os cristais sdo formados durante os estagios IT e III da esporulagdo
(ARONSON etal., 1986, BULLA Jr. etal., 1977, LUTHY & EBERSOLD, 1981;
SOMERVILLE, 1971), porém MIKKOLA et al. (1982) relataram que variagdes
ocorrem, dependendo da subespécie de B. thuringiensis. O mesmo acontece no
que se refere ao tamanho e 4 forma dos cristais, que também séo afetados pelas
condigSes de cultivo da bactéria (NORRIS, 1970; ROGOFF, 1966). Muitas vezes,
a morfologia encontrada é a bipiramidal, mas outras formas, como cuboidais,
esféricas e irregulares também j4 foram relatadas (HEIMPEL & ANGUS, 1963;
MIKKOLA et al., 1982). MIKKOLA et al. (1982) correlacionaram a morfologia
dos cristais a0 grupo de insetos aos quais sdo patogénicos. Assim, cristais
bipiramidais afetam lepidépteros; irregulares,afetam os dipteros e quadrados ou
romboides, os coledpteros.

Com base em determinagdes de peso molecular (PM), BULLA Jr. ef
al. (1977) concluiram que a subunidade do cristal ¢ um dimero de aproximadamente
230.000 daltons, o que foi confirmado por HUBER et al (1981). A unidade
monomeérica ¢ formada por glicoproteina contendo aproximadamente 95% de
proteina e 5% de carboidrato (BULLA Jr. ef al, 1977). A glicoproteina que
representa a protoxina, possui PM entre 130-140.000 daltons para os cristais
lepid6ptero-ativos (ARONSON et al., 1986; HOFTE & WHITELEY, 1989) e
72-135.000 daltons para os diptero-ativos (HOFTE & WHITELEY, 1989), que,
apds a protedlise, origina peptideos toxicos menores. No caso de B. thuringiensis
var. kurstaki HD-1, a glicoproteina possui o PM de 135.000 daltons e a unidade
toxica de 62.000 daltons ; ja a fragdo mosquitocida, citada anteriormente, possui
PM de 65.000 daltons , sendo que o da unidade convertida ndo foi relatada
(YAMAMOTO & McLAUGHLIN, 1981).
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Como outras fungges bacterianas, a cristalogénese em Bacillus
thuringiensis sofre regulagéo genética. Na maioria das variedades, os genes que
codificam a proteina cristal se encontram em plasmideos, mas seqiiéncias
cromossomiais também podem ser encontradas (ARONSON et al., 1986; HOFTE
& WHITELEY, 1989; WHITELEY & SCHNEPF, 1986). Os genes da proteina
cristal (genes cry) foram agrupados por HOFTE & WHITELEY (1989) em quatro
classes e algumas subclasses, de acordo com a similaridade da seqiiéncia
nucleotidica e com o espectro de atividade das proteinas por eles codificadas
(proteinas Cry), a saber: Lepidoptera-especifico (cry IA (a,b,c), B, Ce D e cry
1IB); Lepidoptera e Diptera-especifico (cry IIA); Coleoptera-especifico (cry IIIA)
e Diptera-especifico (cry IVA, B, C e D). O gen cry IIB no é classificado como
cry I devido a similaridade estrutural entre as proteinas por eles codificadas. A
classe cyt € designada separadamente para o gen que codifica a proteina citolitica
encontrada em B. thuringiensis subsp. israelensis. O B. thuringiensis subsp.
kurstaki possui genes das classes cry IA e cry IIA.

Sendo uma protoxina, o cristal protéico necessita de ativa¢do para
tornar-se uma toxina capaz de atingir os insetos susceptiveis. O passo inicial para
esta ativagdo ¢ a dissolugdo do cristal no ambiente alcalino do intestino do inseto.
Com isto, ha a liberagdo das unidades protéicas (protoxinas), que, sob a a¢do de
proteases intestinais, sdo convertidas em fragmentos tdxicos (toxinas) menores
protease-resistentes. As toxinas assim ativadas se ligam a receptores especificos,
que sdo glicoproteinas, presentes nas membranas das células colunares do epitélio
intestinal. Ha entfo a formag¢do de poros, resultando em lise celular, seja por
extravazamento de potassio (K), provocando distirbios na regulagdo de pH e
absorgdo de nutrientes, seja por desequilibrio osmético, pela penetragdo de ions,
dgua e pequenas moléculas no interior da célula (GILL et al, 1992; HABIB &
ANDRADE, 1986; HONEE & VISSER, 1993). Com a disrupg4o intestinal, hé a
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penetragdo de esporos, e a morte do inseto é ocasionada pela a¢éo conjunta dos
esporos com os cristais (HABIB & ANDRADE 1986).

2.3- Producio de Bacillus thuringiensis

2.3.1- Consideragies gerais

O principal objetivo das industrias visando a produgdo massal de B.
thuringiensis ¢ a obtengdo de biomassas que tenham altos rendimentos de
delta-endotoxina, que é um metabélito sintetizado por esta espécie bacteriana e
de interesse comercial. A estirpe do microrganismo e as técnicas utilizadas no
cultivo do mesmo, tais como, os ingredientes do meio de cultura e as condigdes
do processo fermentativo, sdo fatores que influenciam no rendimento do
componente ativo (DIAS, 1992).

No cultivo de B. thuringiensis, dois processos podem ser utilizados: a
fermentag@o semi-solida e a fermentagio submersa. O primeiro é o mais antigo,
e, de forma resumida, utiliza solug&o nutriente absorvida em particulas de substrato
so6lido para o cultivo do microrganismo (QUINLAN & LISANSKY, 1983; ROWE
& MARGARITIS, 1987). No entanto, esta técnica ndo € mais utilizada para o
cultivo de B. thuringiensis em larga escala devido a inabilidade de se conseguir
um produto de qualidade. CAPALBO (1989) e QUINLAN & LISANSKY (1983)
concordaram que, para produ¢do em pequenas escalas, esta metodologia €
apropriada.

A fermentagdo submersa é o processo empregado para a produgdo de
B. thuringiensis em larga escala, e ndo exige técnicas e materiais diferentes
daqueles utilizados em outros processos microbianos (QUINLAN & LISANSKY,
1983). Resumidamente, esse processo requer os seguintes procedimentos: as

culturas-estoques sdo mantidas por liofilizagéo ou por congelamento em nitrogénio
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liquido. A partir delas, semeiam-se tubos contendo 4gar inclinado, que sdo

utilizados para a semeadura de frascos agitados (Erlenmeyers) contendo meio de
cultura liquido que, por sua vez, servirio de inéculo para os tanques de fermentago.
E importante ressaltar que o uso dos frascos agitados n3o esta restrito 4 obtengéo
de in6culos, pois os mesmos também sdo usados em estudos de variaveis de
fermentagdo. Ao final do processo fermentativo, os esporos e cristais s&o separados
por centrifugaggo, filtragsio ou concentrados por evaporagdo. Em seguida, sdo

misturados com aditivos e padronizados, quanto & poténcia, através de bioensaios
(DULMAGE, 1983).

2.3.2- Microrganismo

DULMAGE (1971), estudando a produgdo de delta-endotoxina por
isolados de uma mesma subespécie de B. thuringiensis, observou que a quantidade
produzida da mesma variava dependendo do isolado usado. Assim, um aspecto
importante no desenvolvimento, €, conseqiientemente, na produgo massal de B.
thuringiensis, ¢ a procura por novos isolados mais ativos e que se adaptem as
condi¢des de utilizagdo do produto final (DIAS, 1992; ERTOLA, 1988).

WAKISAKA et al. (1982a; 1982b) relataram a obten¢io de mutantes
asporogénicos hiperprodutores de delta-endotoxina. Este fato, entre outros,
demonstra que o uso de técnicas de manipulagdo genética pode contribuir na
obteng&o de estirpes mais produtivas, aumentando o rendimento industrial (ROWE
& MARGARITIS, 1987).

2.3.3- Meio de cultura
DULMAGE (1970b; 1971) relatou que a produgéo de delta- endotoxina
variava entre as subespécies de B. thuringiensis, entre diferentes isolados da

mesma subespécie e entre os meios de cultura nos quais séo cultivados, devendo
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estes Wltimos serem formulados de acordo com o isolado a ser utilizado. Como
conseqiiéncia desta observagdo, tem se procurado reduzir os custos de produgéo
e aumento do rendimento, em termos de esporos ¢ cristais, através da utilizagdo
de matérias-primas mais baratas para a formulagéo do meio de cultura e pela
padronizagdo do processo fermentativo (DIAS, 1992; QUINLAN & LISANSKY,
1983).

O Bacillus thuringiensis ¢ cultivado em meios de cultura contendo
fontes de carbono e nitrogénio e alguns sais minerais. De acordo com DULMAGE
(1989), “os cultivos dos diferentes isolados de B. thuringiensis,
independentemente das variedades, possuem caracteristicas comuns, como a
utilizagdo de glicose, melago e amido; todas produzem 4cido a partir de glicose;
sdo similares no uso de proteinas e hidrolisados de proteinas; podem utilizar sais
de amdnio e sdo similares no requerimento de sais minerais”. Apesar de similares,
cada isolado possui caracteristicas individuais. Desta forma, um meio de cultura
que ¢ favoravel ao desenvolvimento de um pode nio o ser para outro.

A produc@o de B. thuringiensis requer um meio de cultura que permita
o crescimento, esporulagdo ¢ sintese de delta- endotoxina. H4, entfio, a necessidade
de conhecimento dos requerimentos nutricionais do microrganismo usado.
ROGOFF & YOUSTEN (1969) e SINGER & ROGOFF (1968), relataram que o
B. thuringiensis crescia em meio minimo contendo apenas glicose e sais minerais.
No entanto, NICKERSON & BULLA Jr. (1974), estudando os requerimentos
nutricionais minimos de 18 isolados de B. thuringiensis, representando 12
diferentes sorotipos, verificaram que havia crescimento somente quando o meio
minimo era suplementado com 0,2% de citrato, aspartato ou glutamato.

NAGAMMA et al. (1972) observaram que a xilose estimulava a
esporulagdo de B. thuringiensis, o que ja havia sido descrito por MAJUMDAR
& PADMA (1957) para outras espécies de Bacillus.
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SMITH (1982), testou diversas fontes de carbono no cultivo de B.
thuringiensis subsp. israelensis , ¢ observou que o glicerol aumentavaa toxicidade
da delta-endotoxina produzida em comparag#o 4 glicose, sacarose e 6leo de soja.
Para o cultivo de B. thuringiensis subsp. kurstaki, ARCAS (1985) observou que
a glicose era a melhor fonte de carbono, embora o amido também fornecesse
bons rendimentos finais.

A influéncia da glicose na produgdo de delta-endotoxina foi estudada
por SCHERRER et al. (1973). Eles observaram que, aumentando a concentragdo
de glicose no meio basal, havia 0 aumento no tamanho e na poténcia do cristal
paraesporal. A concentragdo Gtima de glicose para atingir o maior rendimento de
delta-endotoxina foi estimada entre 6 e 8 g/L, no meio de cultura por eles estudado.
No entanto, YUDINA et al. (1993) ndo observaram o aumento de tamanho dos
cristais quando o cultivo era feito em diferentes concentragdes de amido, mas
relataram variagdes na atividade biol6gica e na morfologia dos mesmos quando
diferentes fontes de carbono eram utilizadas.

A formagdo de esporos e cristais ndo foi inibida por baixa concentragio
de glicose (0,05%), apesar de altera¢des no tempo de desenvolvimento da cultura,
na freqii€ncia de formagéo e no rendimento e qualidade dos esporos e cristais
terem sido observados (SAKHAROVA et al., 1984). Com concentragdes de glicose
variando entre 3 e 10%, a esporulag@o néo foi totalmente inibida, mas houve um
forte efeito negativo no crescimento e na formagao de esporos (SAKHAROVA ef
al., 1989). ARCAS et al. (1987), variando os niveis de glicose entre 0,8 € 5,6%
aumentando proporcionalmente os outros componentes do meio de cultura,
obtiveram bons resultados na esporulagio e produgéo de toxina utilizando a maior
concentragdo do carboidrato.

SALAMA et al. (1983a; 1983b; 1983c) relataram a viabilidade de

utilizagdo de subprodutos agroindustriais com alto teor protéico no cultivo de
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diversas variedades de B. thuringiensis. O soro de leite promoveu crescimento,
esporulagdo e produgo de cristais, A suplementagdo deste com levedura forrageira
¢ extrato de sementes de leguminosas aumentou o rendimento da delta-endotoxina,
assim como a toxicidade, mas n3o proporcionalmente (SALAMA et al., 1983b).
Levedura forrageira se mostrou eficaz como componente tinico em meio de cultura,
€, nas concentragdes de 0,5 a 4,0% em agua, produziu altos titulos de esporos e
cristais com boa atividade biolégica (SALAMA et al., 1983c). Outros subprodutos,
como as farinhas de peixe e de algodso, sangue bovino e extrato de leguminosas
foram citados como sendo ingredientes promissores na elaboragéo de meios de
cultura para o cultivo de B. thuringiensis MUMMIGATTI & RAGHUNATHAN ,
1990; OBETA & OKAFOR, 1984; SALAMA et al., 1983a; 1983b; 1983c).

Resultados satisfatérios foram conseguidos por DHARMSTHITI et al.
(1985), que utilizaram um subproduto da industria de glutamato monossédico
diluido em 4gua e suplementado com fosfato de potassio, para o cultivo de B.
thuringiensis subsp. israelensis e Bacillus sphaericus.

VECHT & LIFSHITZ et al. (1990) observaram que peptona de peixe
promovia crescimento, esporulagio e formagdo de delta- endotoxina. No entanto,
para o rendimento de boa toxicidade, a otimizagdo do meio de cultura se fazia
necessaria.

O requerimento de aminodacidos para o crescimento de B. thuringiensis
foi observado por PROOM & KNIGHT (1955). No entanto, SINGER & ROGOFF
(1968) relataram que leucina, isoleucina, treonina e serina inibiam o
desenvolvimento do microrganismo, mas que o espectro de inibig¢do variava entre
as amostras do mesmo. ARCAS et al. (1984) e RAJALAKSHMI & SHETNA
(1977) verificaram que cistina ¢ essencial para o crescimento e formag&o de cristais

de B. thuringiensis.
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ARCAS e al. (1984) propuseram o uso de malte germinado em
substituigdo ao extrato de levedura, ingrediente este que, segundo GOLDBERG
et al. (1980) e SIKDAR et ql. (1991), exerce grande influéncia no crescimento
celular e produgéo de delta-endotoxina, por ser fonte de fatores de crescimento,
como aminoacidos e sais minerais. No entanto, o mesmo € dispendioso para a
utilizagdo industrial em meios de cultura.

A presenga de sais minerais se faz necesséria para o desenvolvimento
de B. thuringiensis. Cinco fons metalicos sdo considerados importantes para o
crescimento de Bacillus: magnésio (Mg), manganés (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn)
e calcio (Ca), que normalmente estiio presentes nas fontes de carbono e nitrogénio
usadas (DULMAGE, 1983). No entanto, ARCAS et al. (1984) e FALOCI et al.
(1986) observaram a necessidade de suplementagio dos meios de cultura por eles
utilizados com Ca, Mn e Mg. O mesmo n&o aconteceu com Fe, Zn e Cu (cobre),
cujas quantidades presentes no extrato de levedura, usado na elaboragéo dos meios,
eram suficientes.

A limitagdo de Ca reduz a refratilidade e a perda da termorresisténcia
dos esporos. A importancia do Ca no crescimento celular e produgdo de
delta-endotoxina em B. thuringiensis subsp. israelensis é mencionada por
SIKDAR et al. (1991).

O Mn ¢ essencial para o crescimento e esporulaggo de varias espécies
de Bacillus (CHARNEY et al., 1951). Esta afirma¢fo também ¢ vélida para a
espécie thuringiensis, pois sua auséncia afeta a esporulagéo e formago de cristais
(ARCAS, 1985; VASANTHA & FREESE, 1979). ARCAS (1985) também se
refere a essencialidade do Mg no desenvolvimento do mesmo microrganismo.

A importéncia do potassio (K) no desenvolvimento celular e na formagéo
da delta-endotoxina é relatada por ARCAS (1985) e WAKISAKA et al. (1982b).
FODA et al. (1985) observaram que, até a concentragéo de 0,2M de fosfato de
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potassio, o rendimento ¢ g atividade da delta-
de cultura por eles utilizado.

endotoxina aumentavam, no meio

2.3.4- pH

Para o cultivo de B, thuringiensis, o pH inicial do meio de cultura
deve estar situado entre 6,8 ¢ 7,2 (DULMAGE, 1983; 1989; QUINLAN &
LISANSKY, 1983; ROWE & MARGARITIS, 1987). No entanto, durante a fase
de crescimento vegetativo, ha acimulo de 4cidos acético e pirivico , que sé@o
produzidos devido ao consumo de glicose (fonte de carbono normalmente
utilizada), levando o pH a valores entre 5,0 ¢ 6,0. Nas fases seguintes, os acidos
sdo metabolizados, chegando & neutralidade e, posteriormente, 4 alcalinidade (pH
proximo a 8,0) (DULMAGE, 1983; 1989; QUINLAN & LISANSKY, 1983;
ROGOFF & YOUSTEN, 1969; ROWE & MARGARITIS, 1987).

Em func¢&o dessa caracteristica metabolica do microrganismo, o pH do
meio de cultura deve ser controlado para néo inibir o crescimento. Esse controle
pode ser feito através do balanceamento dos ingredientes do meio de cultura: os
produtores de acido (carboidratos) e os produtores de élcalis (proteinas e
hidrolisados), ou pela corregéo através da adiggo de élcali estéril (DULMAGE,
1983; 1989). Se o balango na relagdo carboidrato-proteina for apropriado, o
controle do pH ndo ¢ essencial (DULMAGE, 1983). CAPALBO (1989) nio
aconselha a corregéo do pH durante o cultivo de B. thuringiensis, pois 0 nimero
de esporos formados pode ser reduzido, €, além disso, o comportamento do pH

no meio de cultura permite o acompanhamento das etapas da fermentagéo

submersa.
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2.3.5- Temperatura

A temperatura 6tima de crescimento para o B. thuringiensis é 30°C. No
entanto, o cultivo do mesmo pode ser efetuado entre 28° & 32°C (IGNATENKO
et al., 1984; MORAES & CAPALBO, 1986; ROWE & MARGARITIS, 1987).

IGNATENKO et al. (1984) observaram que temperaturas mais baixas (ao
redor de 20°C) aumentavam o tempo de fermentagdo. A elevacdo da temperatura
até 35°C diminuia este tempo, além de ter duplicado o titulo de esporos e aumentado

a termorresisténcia dos mesmos. No entanto, a 40°C a esporulagéo era inibida.

2.3.6- Aeracio

Na fermentacdo aerdbica, ha a necessidade de uma mistura homogénea entre
0 microrganismo, os nutrientes e o ar. Para tanto, € preciso que haja uma agitacio
continua durante a incubagdo (DULMAGE, 1983).

Sendo o B. thuringiensis uma bactéria aerobica, o oxigénio é importante
para o desenvolvimento da mesma. IGNATENKO et al. (1984) observaram que
havia maior necessidade de aeragdo na fase vegetativa do que na esporulagéo, e
que a termorresisténcia dos esporos aumentava com o incremento da aeragdo até
20 mg O,/L/min; entre 20-60 mg O,/L/min ndo havia alteragdo significante; acima
de 60 mg O,/L/min, havia um decréscimo.

A influéncia da aeragfio no tamanho e na toxicidade dos cristais foi relatada
por SCHERRER et al. (1973), que observaram a diminui¢do do tamanho dos
cristais e aumento da toxicidade dos mesmos quando em altas taxas de aeragéo,
enquanto que um suprimento menor levava a formagao de cristais maiores com
menor toxicidade. FODA et al. (1985) observaram a diferenga de toxicidade e

rendimento em cultivos com diferentes taxas de aerag@o.
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2.3.7- Separacgio e formulacao

Ao final do cultivo, os esporos e cristais obtidos sio separados por
centrifugagdo ou filtragdo (COUCH & ROSS, 1980; DULMAGE, 1983), sendo
0 primeiro Processo o mais comum. A pasta obtida € entdo processada de forma
tal a dar origem a produtos comerciais, que normalmente se apresentam sob forma
de emulsdes ou de pés molhaveis (ERTOLA, 1988).

A formulago € o processo de conversio da pasta em um inseticida de uso
corrente (ROWE & MARGARITIS, 1987). Ela deve ser elaborada de forma a
melhorar o produto para o uso em campo (COUCH & IGNOFFO, 1981;
DULMAGE, 1983), a manter a viabilidade do patégeno preservando ou
aumentando as suas propriedades (COUCH & IGNOFFO, 1981) e a evitar a
degradag@o do produto durante o transporte ¢ armazenamento do mesmo (DIAS,
1992), entre outros fatores. Esta etapa ¢ de muita importancia, pois, na maioria
das vezes, a formulagdo ¢ que determina o sucesso ou néo do produto (COUCH
& ROSS, 1980).

ARCAS (1985) e ERTOLA (1988) citaram um processo para a formulagdo
liquida, proveniente de uma patente francesa, no qual o pH da pasta é levado a
3,5-4,5 e a ela sdo adicionados sais minerais e liquidos oleaginosos para a
manutengdo da estabilidade. Ja (COUCH & ROSS, 1980) relataram que as
preparagdes em po molhavel podem ser obtidas através da secagem por atomizagéo
(spray drying) da cultura total ou da pasta resultante da centrifugacdo, quando
entdo aditivos sdo adicionados.

DIAS (1992) enfatizou que os tipos de materiais a serem incorporados em
uma formulagdo dependem do ambiente em que a mesma ser4 aplicada. Assim,
nas formulagGes contra mosquitos é necessério que o principio ativo permanega
em suspensdo, de modo a aumentar a probabilidade de ingestdo das toxinas. Para

tanto, materiais de origem vegetal e mineral sdo usados como veiculo para o

bioinseticida.
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Na agricultura, é necessario que haja uma camada uniforme do produto nas
folhas e frutos a serem protegidos. Os produtos formulados para tal fim contém
varios aditivos, entre eles agentes molhantes, que promovem a dispersibilidade
dos pés molhaveis e agem como emulsificantes para suspensdes liquidas ;
dispersantes, que facilitam a dissolugdo do produto no momento da aplicagio;
adesivos, que formam um filme na superficie da planta e impedem que o produto
seja carregado pela chuva, vento e orvalho; espessantes, que evitam a evaporagio
total, expondo o principio ativo aos efeitos da temperatura e radiagdo; protetor
solar e aditivos vegetais, que estimulam a alimentagdo dos insetos (COUCH &
IGNOFFO, 1981; DIAS, 1992; ROWE & MARGARITIS, 1987).

E importante ressaltar que os materiais a serem adicionados as formulagdes
devem ser rigidamente selecionados, pois 0s mesmos nio devem interagir com o
patogeno, no caso do B. thuringiensis, reduzindo a viabilidade dos esporos e
produzindo efeitos desnaturantes sobre a delta-endotoxina (COUCH & IGNOFFO,
1981).

2.3.8- Padronizac¢ao

Inicialmente, a padronizagdo de inseticidas bioldgicos contendo B.
thuringiensis era confusa, pois houve o desenvolvimento de varias metodologias,
devido a exigéncias governamentais para a comercializagdo dos produtos
(HEIMPEL & ANGUS, 1963). O método mais utilizado era o da contagem de
esporos viaveis por unidade de peso do produto, o que era erréneo, ja que este
nio era necessariamente um indicador de toxicidade a insetos (HEIMPEL, 1967,
ROGOFF, 1966). Os bioensaios eram utilizados para estimar a dose letal 50%
(DL50), porém estes ndo seguiam um protocolo universal, o que dificultava a

comparagio entre as preparagdes (ROGOFF, 1966).
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A confirmagdo de que atividade biol6gica ndo poderia ser avaliada pela
contagem de esporos, ¢ sim pelo bioensaio, foi feita por DULMAGE (1970b),
que observou a influéncia do meio de cultura, sorotipo e isolado de B. thuringiensis
usados na toxicidade. Assim, DULMAGE et al. (1971) propuseram uma
metodologia de padronizagio dos produtos a base de B. thuringiensis, ainda
utilizada atualmente. Ela expressava a poténcia através de bioensaios,
comparando-se a DL50 do produto 4 DL50 de um padrdo internacional (preparado

no Instituto Pasteur de Paris), ao qual uma poténcia arbitraria foi designada (1000
Ul/mg).

2.4- Soro de leite

O soro de leite € a parte liquida do leite, obtida apés remogdo de caseina na
fabricag@o de queijo e da propria caseina.

A composig@o do soro de leite varia de acordo com o tipo de queijo, mas
usualmente contém 6,5-7,0% de solidos, sendo a lactose o principal componente
(4,5-5,2%), 0,7-1,0% de proteina e quantidades variadas de 4cido latico, gordura,
minerais e vitaminas (OURA, 1983).

Este subproduto pode ser visto sob varios aspectos: como uma fonte protéica
de alto valor bioldgico, como uma fonte de obtengdo de lactose e também como
um problema de poluigdo ambiental (WOLFSCHOON & FURTADO, 1977). O
descarte do soro em cursos d’agua pode provocar a destrui¢do da fauna e da
flora, devido, principalmente, ao elevado contetido de lactose, estando a demanda
bioquimica de oxigénio situada entre 40.000 e 50.000 ppm (AMIEVA, 1974). No
entanto, o tratamento do efluente é muito dispendioso, e, assim, processos para a

industrializaggo do soro de leite foram desenvolvidos (AMIEVA, 1974, BYLUND,
1975; OURA, 1983).
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O baixo contetido de proteinas do soro “in natura” impede a utilizagsio
deste como um alimento de alto grau nutritivo, ¢ 0 uso como bebida ndo é viavel
devido & ma absorg&io da lactose pelos adultos. Além disso, o uso como ragéo
para animais & restrito pelos efeitos laxativos que causa (OURA, 1983).

Apos a precipitagio da caseina, aproximadamente 20% das proteinas do
leite permanecem no soro. Estas possuem alto valor nutritivo, podendo ser
utilizadas em alimentos. Coagulam-se pelo calor (podendo-se também usar acidos
como precipitantes), e sdo constituidas de uma fragdo albumina e uma fragdo
globulina. Outros compostos nitrogenados, as proteoses € peptonas ndo sdo
coagulaveis pela acidez e calor (BYLUND, 1975).

As proteinas do soro, além do tratamento térmico, podem ser preparadas
por precipitagdo com polifosfatos, eletrodialise, filtragdo em gel, reversdo osmética
e ultrafiltragdo (BYLUND, 1975; CAL-VIDAL, 1979; WEISBERG & GOLD-
SMITH, 1969). A utiliza¢do das mesmas em alimentos é vasta (alimentos infantis,
bebidas, sopas, salsichas, cames, etc.), possuindo também fungdes diversas
(enriquecimento protéico, emulsificante, gelificante, estabilizante, etc.)
(LORENZEN, 1987). Desproteinizado ou ndo, o soro também pode ser usado na
produgdo de lactose (BYLUND, 1975).

Uma outra forma de aproveitamento do soro ¢ a utilizagdo da lactose como
meio de cultura para a produgdo de levedura comestivel (que da origem a um
alimento nutritivo e de alta qualidade), alcool,acido latico e antibi6ticos (BYLUND,
1975; OLIVEIRA, 1992).

2.5- AMINOFERTIL II
O 4cido glutdmico é um importante amino4cido componente de diversas

proteinas, que adquiriu importincia comercial a partir de seu sal sddico, o glutamato
monossodico (GMS). Este é um potente enaltecedor de sabor dos alimentos
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(YOKOYA, 1970) e é utilizado em diversos produtos alimenticios industrializados,
como biscoitos, sopas enlatadas e desidratadas, macarrdo, pastas de pescados e
carnes, entre outros (SAD[R, 1965).

O GMS possui duas formas ismeras, o D-glutamato e o L- glutamato, sendo
que apenas o 1ltimo apresenta a capacidade de realgar o sabor dos alimentos
(SADIR, 1965).

Existem trés processos de produgdo do GMS: a hidrélise 4cida de proteinas
vegetais, 0 quimico ¢ o microbiolégico. O primeiro foi o processo inicial, que
utilizava o ghiten de cereais tratado a quente com &cido cloridrico diluido para a
liberagdo do aminoécido, que era entsio separado, purificado e neutralizado com
hidréxido de sédio (SADIR, 1965). Devido o processo ser Oneroso, este ndo mais
apresenta importancia econdmica (YOKOYA, 1970).

O processo quimico permite a sintese do 4cido glutdmico a partir de diversos
produtos quimicos, entre eles alguns produtos da destilagiio do petréleo. No
entanto, o produto resulta na mistura das formas D e L, havendo a necessidade de
separagdo dos isdmeros (HUFFMAN & SKELLY, 1963; YOKOYA, 1970).

A produgdo do GMS por fermentagdo € o processo mais usual, € possui a
vantagem de se obter apenas a forma L- glutdmico. Diversas bactérias podem ser
usadas para este fim, e 0 meio de cultura deve ser composto de fonte de nitrogénio
(uréia, amdnio, peptona, entre outros) e carboidratos, sendo a glicose, resultante
da hidrélise do amido, e a sacarose do melago as mais usadas (SADIR, 1965;
YOKOYA, 1970).

A Ajinomoto Interamericana do Brasil produz GMS por fermentagéo
aerdbica, utilizando a bactéria Brevibacterium lactofermentum. O meio de
fermentaggo ¢ composto de melago de cana de agticar e aménia liquida. Ao final
da fermentagdo, ha a obtengdo do GMS e de um residuo muito semelhante ao

melago de cana de agucar, no que diz respeito a cor, odor e viscosidade
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(AJINOMOTO, 1980, citado por PEREIRA, 1982). Devido ao alto teor de
umidade, sais minerais e matéria orgénica, é considerado um residuo poluente
quando langado em 4guas de rios.

O processo de fabricagdo do GMS pela Ajinomoto do Brasil segue a
seqiiéncia mostrada na Fig. 1, de acordo com AJINOMOTO (1980), citado por
PEREIRA (1982). Uma ligeira modificagso foi realizada, pois, originalmente, o
residuo AMINOFERTIL II nio era citado. Na realidade, o AMINOFERTIL IT é o
residuo bruto da produggio de GMS, que & comercializado com este nome e utilizado
como fertilizante por plantadores de cana de agicar (usineiros). O AMINOFERM,
que também ¢ comercializado, é obtido a partir da concentragdo do
AMINOFERTIL II ¢ utilizado como suplemento em ra¢Ges de animais. Pesquisas
sobre a influéncia do AMINOFERTIL II no desenvolvimento de cultivos agricolas
ainda estdio sendo realizadas (AJINOMOTO, comunicago pessoal). Estudos
sobre a utilizagdo do residuo de fermentagdo glutimica em ragSes foram feitos
por ARIKI et al. (1981) e PEREIRA (1982).

2.6~ Culex saltanensis

A malaria é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa e de evolugéo crénica,
que acomete homens, macacos, roedores, aves e répteis. O agente etioldgico €
um protozodrio pertencente ao género Plasmodium (ALVARADO & FERREIRA,
1982). O ciclo de vida deste organismo envolve um hospedeiro intermedidrio
vertebrado, onde h4 uma multiplicaggo assexuada e surgimento de formas sexuais
imaturas (gametocitos) e um hospedeiro definitivo, 0 mosquito, onde ha a
maturagio dos gametas, fecundagdo e formagéo de esporozoitos. Estes ultimos
constituem a forma infectante, que penetra no hospedeiro intermediario através
da saliva infectada do mosquito, introduzida durante a picada (ALVARADO &
FERREIRA, 1982; LUND, 1972). Os mosquitos sdo, portanto, os vetores da
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Preparagdo
da cultura

Esterilizagdo
da cultura

Fermentagdo

Neutralizagio

Separagdo do Fragdo rica
acido glutdmico em proteina

Neutralizacgo AMINOFERTIL II

Descoloragio Concentragdo

Cristalizagdo Desmineralizagéo

Separagdo de Amiferm*
cristais

Secagem de
cristais

Glutamato
monossodico-GMS

Figura 1. Fluxograma do processo de fabricagdo de GMS pela Ajinomoto do
Brasil, citado por PEREIRA (1982).

* Nome comercial do residuo final de fermentagdo de GMS registrado no Ministério
da Agricultura como ingrediente para ragdo animal.
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doenga, sendo os anofelinos responséveis pela transmiss@o ao homem e os
culicineos as aves.

Varias espécies de Plasmodium causam a malaria aviaria. No entanto, a
espécie P. juxtanucleare, descrita por VERSIANI & GOMES (1941), é a unica
que parasita naturalmente as aves no Brasil ¢ Américas em geral (PARAENSE,
1949; LOURENCO-DE-OLIVEIRA & CASTRO, 1989). No entanto, o vetor
natural do referido Plasmodium na América Latina permaneceu desconhecido
por quase 50 anos, apesar de vérios estudos pioneiros terem sido realizados no
Brasil (PARAENSE, 1944; PARAENSE, 1949; VERSIANI & GOMES, 1943).
Porém, LOURENCO-DE-OLIVEIRA & CASTRO (1989;1991), consideraram
o C. saltanensis o vetor primario deste protozoario, por este mosquito ter
apresentado alta ornitofilia e densidade populacional suficiente para a manutengio

da transmiss@o. Além disso, esporozoitos foram encontrados nas glandulas
salivares deste inseto, e a transmissdo pela picada foi demonstrada

experimentalmente.

VERSIANI & GOMES (1943) descreveram a doenga ap6s inoculagéo ex-
perimental em galinhas. Eles observaram que, durante um periodo prolongado,
ndo havia sintomatologia caracteristica nos animais inoculados. No entanto,
repentinamente ocorria um emagrecimento progressivo € anemia intensa,
acompanhados quase sempre de diarréia. As aves mostraram-se tristes, abatidas
e com dificuldade de locomog¢#o, quando entdo sobrevinha a morte. MASSARD
(1982) também observou uma reducgo da postura, afetando a produtividade, o

que poderia representar perdas em criagdes avicolas com fins comerciais.




3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Microrganismo

Foi utilizada a bactéria Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (serovar
H3a3b), isolada a partir do produto comercial DIPEL suspenso concentrada,
produzido pela ABBOTT Laboratérios e distribuido pela ABBOTT Laboratérios
do Brasil LTDA - Divisdo Agroquimica. O isolamento foi feito por esgotamento

do produto em meio Agar Simples, ap6s incubagéo a 32° + 2°C por 18 h.

3.2- Manutenc¢io do microrganismo
A cultura bacteriana foi semeada em tubos de ensaio contendo Agar Extrato
de Solo (AES), de acordo com GORDON et al. (1973), e incubada a 32° +2°C
por cinco dias, tempo este necessario para a esporulagdo da cultura, quando entdo
foi mantida sob refrigeragdo a 6° + 1°C.
A transferéncia do microrganismo para novo meio de cultura foi feita a cada

seis meses.

3.3- Preparo do indculo
Um volume de 50 mL de meio Caldo Nutriente (Merck) contido em frasco

Erlenmeyer de 250 mL foi inoculado com uma algada da cultura estoque de Ba-

cillus thuringiensis subsp. kurstaki e, posteriormente, submetido a agitagdo de




31

180

o2 inéti
32 por 4,5 horas, de acordo com cinéticas de crescimento previamente
realizadas.

m em agi Srio (Bt :
Ip gitador rotatério (Etica Equipamentos Cientificos) a temperatura de

3.4- Subprodutos testados

3.4.1- Soro de leite

Foi utilizado soro de leite proveniente da Industria de Laticinios “Leite na
Vaca”, situada em Itaguai-RJ, sendo este derivado do processo de fabricagéio de
queijo Minas do tipo frescal. O soro de leite cedido foi obtido em uma tinica
produgdo, e, uma vez convenientemente acondicionado, foi conservado por
congelamento a -10°C. O processo de fabricagdo deste tipo de queijo resulta na
produg@o de 70-80% de soro “in natura”.

A composigdo aproximada do soro utilizado foi de 5,3% em lactose, 6,54%
em extrato seco, 0,54% em residuo mineral fixo, 0,75% em proteina e pH 5,7.

Para ser utilizado, o soro de leite foi submetido a tratamento prévio de
desproteinizag#o, no intuito de se evitar a coagulagdo de proteinas nos frascos
durante a esterilizagdo. A técnica utilizada consistiu na acidifica¢@o do soro a pH
4,5 com soluggo de 4cido fosférico concentrado a 85%, seguido de aquecimento
2 93°C durante 5 min e remog&o das proteinas precipitadas. Apds resfriamento, o
pH do soro foi ajustado a 6,0 com hidroxido de sddio 40%, e submetido a novo
aquecimento para a precipitagdo das proteinas restantes. A remogdo das proteinas

foi feita por decantagdo seguida de filtragdo a vacuo (CASTILLO & SANCHEZ,
1978; OLIVEIRA, 1992).
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3.4.2- AMINOFERTIL 1y

O‘ residuo da fermentagdo industrial de glutamato monossadico utilizado,
denominado comercialmente de AMINOFERTIL I, foi procedente da empresa
Ajinomoto Interamericana Indastria e Comércio LTDA, situada em Limeira, SP.
Este subproduto apresentou teor aproximado de 17% em proteina, 1% em 6xido
de potdssio, 0,00262 g% em fésforo, 30% em matéria orgdnica e pH 6,0.

O AMINOFERTIL II foi convenientemente acondicionado e mantido sob
refrigeracdo a 4°C.,

3.5- Cultivo do Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

Cinco meios de cultura diferentes foram testados para a producéo de

biomassas ativas de B. thuringiensis subsp kurstaki.

3.5.1- Meios de cultura

3.5.1.1- Caldo nutriente suplementado com sais e glicose (CNS)

Este meio, modificado por DHARMSTHITI ez al (1985), apresenta a seguinte
composigdo (g/L): Caldo Nutriente (Merck), 8; MnCl, . 4H,0, 0,05; CaCl, . 2H,0,
0,08; ZnSO,. 7H,0, 0,005; CuSO,. 5H,0, 0,005; glicose, 2. O mesmo foi
estudado visando a obtengdo de dados de referéncia, por ser nutricionalmente

adequado ao desenvolvimento da bactéria em estudo.

3.5.1.2- Soro de leite (SL)

O soro de leite desproteinizado foi utilizado como componente unico do

meio de cultura.

. ——— e ———— — e e e i e
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3.5.1.3- Soro de leite dilujde (SLD)

O soro de leite desproteinizado foi diluido na proporgdo 1:1 com 4gua filtrada.

3.5.1.4- AMINOFERTIL II (AMF)

O AMINOFERTIL II foi utilizado como meio de cultura diluido a 4% em

4gua filtrada, de acordo com DHARMSTHITI etal. (1985), embora sem qualquer
suplementagio.

3.5.1.5- Soro de leite + AMINOFERTIL II (SL + AMF)

Foi utilizado meio de cultura combinando os dois subprodutos, na
concentragio de 4% de AMINOFERTIL II em soro de leite. Os dois subprodutos
foram esterilizados em separado, e misturados no momento do uso.

Todos os meios de cultura, ap6s o preparo, tiveram o pH ajustado a 7,0 e
foram esterilizados a 121°C por 15 min.

Ap6s a esterilizagdo, aliquotas dos meios foram retiradas para a efetuagédo

de andlises quantitativas.

3.5.2- Produgdo de biomassa ativa

Para cada experimento foram utilizados seis frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 100 mL de meio teste.

Ap6s semeadura com 2% do inéculo, os frascos foram incubados a
temperatura de 32° + 2°C, sob agitaggo constante de 180 rpm em agitador rotatdrio
(Etica Equipamentos Cientificos), até a completa esporulagdo. O desenvolvimento

celular foi visualizado por microscopia optica de preparagdes a fresco do cultivo,

ao longo do processo.

U.FR.R.J. - BIELIOTECA CENTRAL
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Com a obtencio maxi :
o §40 maxima de esporos e cristais, o conteudo dos frascos foi
eri 1
trans (.) assepticamente para Erlenmeyer estéril de 2000 mL. Apés a
homo'genelzagaO, foram retiradas aliquotas para a contagem de células e esporos
viaveis, e determinagiio do PH final de cultivo.

Os resultados obtidos para cada meio teste foram expressos como a média
de trés experimentos,

3.5.3- Recuperagio de esporos e cristais

O cultivo final de cada meio de cultura teve o pH ajustado a 7,0 com 4cido
cloridrico a 20%, para evitar a dissolugdo dos cristais, pois o pH final é normalmente
alcalino. O cultivo foi entdo centrifugado a 4000 rpm por 20 min em centrifuga
refrigerada (Damon mod. IEC B-20 A) a 4°C. Ap6s a centrifugagdo, uma aliquota
do sobrenadante foi retirada, para determinagdes quantitativas posteriores.

O residuo obtido foi submetido a coprecipitagdo com lactose, de acordo
com DULMAGE et al. (1970). Resumidamente, esta técnica consiste na
ressuspensdo do residuo em soluggo 4-6% de lactose e posterior adigéo de acetona,
o que faz com que haja a precipitagdo da lactose, juntamente com o complexo
esporo-cristal. O resultado é uma preparagéo seca, estavel por longo periodo e
que pode ser facilmente ressuspensa na agua.

O produto resultante foi acondicionado em frasco de vidro vedado, € colocado
sob refrigeraggo (6° + 1°C). Posteriormente, quantificou-se o mimero de esporos

vidveis e realizaram-se testes para a determinagéo da atividade larvicida através

de bioensaios.
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3.5.4- Determinagdes quantitatiyas
3.5.4.1- Quantificacio celular

3.5.4.2- Contagem de células vidveis

As amostras foram submetidas a diluigdes decimais em salina fisiologica
estéril, e as células quantificadas pela contagem de col6nias em placas de Petri
contendo meio Agar Simples, tendo sido o plaqueamento (em triplicata), feito
pela técnica em superficie. A incubagio foi feita & temperatura de 32° + 2°C por
18 h, e 0 niimero de células viaveis expresso em unidades formadoras de colénia
por mL (ufc/mL).

Para constatar a possivel diferenga de concentragio celular entre os
meios, utilizou-se o delineamento estatistico inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e trés repetigdes, e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey,
de acordo com GOMES (1987). Os valores obtidos nos experimentos foram

submetidos a transformagdo vX para que pudessem ser analisados.
3.5.4.3- Contagem de esporos viaveis

- No cultivo

Foi realizado através da contagem de colonias em placas de Petri, apos
tratamento térmico, mediante aquecimento a 80°C por 10 min, para a eliminag¢do
das células vegetativas existentes, quando entdo foi feito o plaqueamento conforme
descrito anteriormente. Os resultados obtidos foram expressos em €sporos por

mililitro (esporos/mL), e tratados estatisticamente, conforme ja visto para células

viaveis.
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- No produto final obtidg

Um miligrama de cada produto final foi suspenso em 10 mL de agua
destilada contendo 0,02 m1, de solugzo a 1% de Tween 80, com a finalidade de se
evitar grumos, e submetido a tratamento térmico de 65°C por 15 min
(MUMMIGATTI & RAGHUNATHAN , 1990). Apds este tratamento, foi feito o

plaqueamento, sendo o resultado expresso em esporos por miligrama (sp/mg).

3.5.4.4- Determinaciio do pH

As medidas de pH foram realizadas em potenciémetro da marca Incibrs,
ao final de cada cultivo.

3.6- Estudo do consumo de nutrientes

3.6.1- Dosagem de lactose

Foi feita nos meios SL, SLD e AMF + SL e nos sobrenadantes, apos
centrifugacdo dos cultivos, de modo a determinar os teores inicial e final de lac-
tose, e, conseqiientemente, permitindo o calculo de consumo do dissacarideo.

O método utilizado foi o do acido picrico, conforme CARVALHO
(1978), que se baseia na oxidaggo da lactose pelo 4cido picrico em meio alcalino,
dando origem a uma reagdo corada, o que possibilita a dosagem
espectrofotométrica a 520 nm. Para a dosagem, empregou-se espectrofotometro

Bausch & Lomb, mod. Spectronic 20.

3.6.2- Dosagem de fosforo
Foi feita nos meios CNS, SL, SLD, AMF e SL + AMF ¢ nos

sobrenadantes apos centrifugagdo dos cultivos, de modo a determinar os teores

inicial e final de fosforo, e, conseqiientemente, permitindo o célculo de consumo

deste elemento.
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O mét ili :
d odo utilizado foj 0de ESTRIN & BOLAND (1970), que se baseia
na dosagem espectrofotométrica a 420 nm do complexo corado formado pela

reagdo do fosfato e o Teagente molibdato-vanadato de aménio. Para a dosagem,
empregou-se espectrofotémetro Bausch & Lomb, mod. Spectronic 20.

3.6.3- Dosagem de proteina

Foi feita nos meios CNS, SL, SLD, AMF e SL + AMF e nos
sobrenadantes, apds centrifugagéo dos cultivos, de modo a determinar os teores
inicial e final de proteina, permitindo o calculo do consumo da mesma.

O método usado foi o de microKjeldahl (AOAC, 1984), que se baseia
na mineralizagéo do nitrogénio, destilagsio e dosagem da aménia no destilado por
volumetria. Devido o método determinar a porcentagem de nitrogénio total, a
concentragdo de proteina foi obtida multiplicando-se o nitrogénio total por 6,38

para os meios contendo soro de leite, e por 6,25 para os meios que ndo o continham.

3.7- Determinacao da atividade bioldégica

~ Aatividade bioinseticida dos produtos obtidos através do cultivo de B.
thuringiensis subsp. kurstaki nos diversos meios de cultura foi avaliada através
de bioensaios. Como insetos- teste, foram utilizados o diptero Culex saltanensis

para o teste de toxicidade e o lepidéptero Anagasta kuehniella como controle

positivo de toxicidade.
3.7.1- Criagoes

3.7.1.1- Culex saltanensis
Nos bioensaios, foi utilizada a col6nia estabilizada proveniente do

Centro de Pesquisa de Caraguatatuba, SP, pertencente a Superintendéncia do
Controle de Endemias (SUCEN), da Secretaria de Saude do Estado de Sao Paulo.
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3.7.1.2- Anagasta kuehniejy,

A criagdo de 4. kuehniella foi feita no Centro Integrado de Manejo de
Pragas (CIMP), da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRYJ),
Seropédica - RJ, a partir de ovos provenientes do Departamento de Entomologia
da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), da Universidade de
S&o Paulo (USP), situada em Piracicaba - SP. Para se efetuar a criagdo, tomou-se
como base a metodologia proposta por PARRA et al. (1985), com modifica¢tes
para a melhor adaptagéo as condig¢des existentes no CIMP.

Para a obtenggo de larvas, 30-40 mg de ovos foram transferidos para
copos plasticos de 7,5 cm de didmetro por 10,5 cm de altura, contendo 100-150 g
de dieta, constando de farinha de trigo integral. Os copos foram cobertos com
telas de nylon, presas com elasticos e entdo colocados em estufa incubadora a
temperatura de 27° + 1°C, com 70 % 10% de umidade relativa e fotofase de 12 h.

Ap06s uma semana, tiras de papeldo corrugado foram cortadas, enroladas
e dispostas de forma a entrarem em contato com a farinha e ocuparem totalmente
0s copos, € novamente expostos as mesmas condi¢des anteriores. O papeldo
corrugado tem a fung¢do de servir como local de empupagdo.

Apbs a emergéncia dos adultos (35-45 dias), estes foram anestesiados
com éter etilico e transferidos para gaiolas feitas da parte superior de garrafas
plésticas, cujas aberturas maiores foram cobertas com telas de nylon presas por

elasticos, onde houve a oviposigdo. Os ovos foram coletados diariamente,

peneirados em peneira de malha fina, colocados em novos copos de plastico e

datados, dando continuidade a criagéo.
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3.7.2- Bioensaios

3.7.2.1- Culex saltanensis

Os bioensaios em C. saltanensis foram realizados no Centro de Pesquisa
de Caraguatatuba, da SUCEN - SP, de acordo com a metodologia proposta por de

BARJAC (1983). Esta constou no preparo de uma suspensdo-mée contendo 50
mg do produto em 10 mL de 4gua destilada, e, ap6s homogeneizago, uma solugio
estoque foi preparada, adicionando-se 0,1 mL da suspensdo-mae a 9,9 mL de
agua destilada (diluig&o 1:100). A partir desta, aliquotas de 120, 90, 60, 30, 24
15 pL foram adicionadas a copos plasticos contendo 150 mL de agua destilada e
25 larvas nos estagios L3/L4 por copo, de forma a se obter concentragdes de
0,04, 0,03, 0,02, 0,01, 0,008 e 0,005 mg/L, respectivamente, ¢ o controle foi feito
utilizando somente 4gua destilada. N#o houve adigZo de alimentos aos copos, €
tanto o controle quanto os testes foram feitos em triplicata. A leitura foi realizada
em 24 h, quando o niamero de larvas sobreviventes foram contadas.

A porcentagem de mortalidade foi corrigida de acordo com a férmula
de corregdo de Abbott, citada por HADDAD (1986).

3.7.2.2- Anagasta kuehniella

Para a realizagfio dos bioensaios com 4. kuehniella, utilizou-se como
referéncia a metodologia proposta por DULMAGE et al. (1971), para Trichoplusia
ni, adaptando-a de acordo com as necessidades exigidas no experimento.

Os bioensaios com A. kuehniella foram realizados no CIMP/UFRRJ -
RJ, utilizando-se tiras de papeléo corrugado de 21 cm de comprimento por 1 cm
de largura enroladas e amarradas com elasticos, tendo como base tampas plasticas
de 2,5 cm de didmetro. Estes conjuntos foram colocados em copos plasticos de 3

cm de didmetro por 4,5 cm de altura, e a cada um deles adicionaram-se 2 g da

—— i — - —— — — L A B il
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dilui¢@o a ser testada_ e 3 & Lo
> €30 larvas de 3° /40 instares, todas provenientes de ovos

tados n : —
cole 0 mesmo dia. O controle foi feito utilizando-se somente farinha de
igo inte o . N
- gral, € as condigdies de Incubag&o foram as mesmas usadas para a criagdo

das larvas. As lei . ; )
e1turas foram realizadas apos sete dias, contando-se o niimero de

larvas sobreviventes. Tanto o controle quanto os testes foram feitos em triplicata.

Bioensaios prévios foram realizados com a finalidade de se calcular as
dilui¢des a serem usadas nos bioensaios definitivos. Estas dilui¢des foram
preparadas utilizando-se o produto a ser testado (biomassa ativa) e a farinha de
trigo integral, homogeneizados. As concentragdes variaram, em uma razio de
dois, entre 8 e 0,0625 mg do produto por grama de dieta. Apés os resultados,
duas concentrages, uma minima e uma méxima, foram escolhidas, de forma que
a concentragao letal média (CL50) se encontrasse entre elas. As concentracgdes a
serem interpoladas foram calculadas de acordo com a férmula citada por HADDAD
(1986). Quando necessario, aproximagdes foram feitas, de forma a facilitar o
passo da pesagem dos produtos.

Desta forma, para os produtos obtidos a partir dos meios CNS, SLD,
AMF e SL + AMEF, as dilui¢des utilizadas foram 0,0665, 0,1, 0,165, 0,25, 0,4,
0,665 e 1,0 mg de produto por grama de dieta. Para o meio SL, as diluigdes
utilizadas foram 0,5, 0,7, 0,995, 1,415, 1,995, 2,83 e 4,0 mg do produto por
grama de dieta.

Os resultados dos bioensaios realizados em A. kuehniella foram
submetidos a analise de prébites, através do programa MICRO PROBIT 3,0,
para a obtengio da CL50 de cada biomassa toxica.

A porcentagem de mortalidade foi automaticamente corrigida com o

uso do referido programa.




4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Cinética do crescimento de B, thuringiensis subsp. kurstaki em Caldo
Nutriente

Inicialmente foi realizada a cinética do crescimento de Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki, pois sabe-se que o tempo de cultivo é influenciado
pela concentragdo inicial de células. Assim, o objetivo principal da realizaggo da
cinética de crescimento para o inoculo, foi o de se determinar o tempo no qual um
numero quantitativamente adequado de células vegetativas em fase exponencial
seria obtido.

NaFigura 2, pode-se observar o crescimento de B. thuringiensis subsp.
kurstaki em meio caldo nutriente, a temperatura de 32° +2°C e 180 rpm de
agitagéo.

O B. thuringiensis, por ser um microrganismo esporulado, normalmente
& assim conservado. Por esta razdo, é necessario uma ativag@o prévia, pois, a
inoculagdo dos esporos diretamente ao meio de produgdo resultaria num maior
tempo de cultivo, decorrente do tempo de germinagdo dos mesmos e pela
quantidade inferior de células inoculadas.

DULMAGE (1983) preconizou dois ou mais estégios de inoculagdo:
um para ativagéo e o(s) outro(s) para aumento da concentragéo de células
vegetativas, com o intuito de se obter maior reprodutibilidade na semeadura dos

meios de produgdo. No entanto, neste trabalho, apenas um estagio foi utilizado,
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Figura 2. Cinética do crescimento de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki em
meio Caldo Nutriente, & temperatura de 32° + 2°C e agitag@o de

180 rpm. Média de trés experimentos.
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devido a observacgs :
ciatih a]izao de homogeneidade dos resultados obtidos nas cinéticas de
crescimento re v
adas, e pela diminuig&o do tempo no processo de produgéo de

biomassas ativas do B, thuringiensis subsp. kurstaki
etapas a serem realizadas.

, pelo menor niimero de

Considerando os resultados obtidos, verifica-se que o tempo de 4,5h é
o mais adequado para a obtengdo de inéculo, pois proporciona uma quantidade
satisfatoria de células viaveis metabolicamente ativas, ou seja, em fase exponencial
de crescimento. Por isto, os experimentos posteriores foram realizados utilizando

como indculo, células de B, thuringiensis subsp. kurstalki cultivadas em caldo
nutriente por 4,5 h.

4.2- Cultivo do Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki nos meios de cultura
testados

As contagens de células viaveis (ufc/mL) e esporos vidveis (esporos/
mL), variaram de acordo com os meios de cultura utilizados nas condigGes
ensaiadas. Os resultados obtidos em relagéo ao cultivo do B. thuringiensis subsp.
kurstaki nos meios utilizados, podem ser observados na Tabela 1. Estes
assemelharam-se aos encontrados por DULMAGE et al. (1970a; 1971), que para
um mesmo isolado de B. thuringiensis cultivado em diferentes meios de cultura,
verificaram a obtencéo de concentragdes celulares diversificadas.

O tempo de cultivo é extremamente variavel, pois depende da velocidade
de desenvolvimento dos microrganismos, que, por sua vez, ¢ influenciada pela
temperatura, aeragdo, pH e meio de cultura. Nas condi¢des em que os experimentos
foram realizados, houve apenas a influéncia deste ultimo, havendo uma grande

heterogeneidade dos resultados em fungao de tal fator.
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Tabela 1. Tempo d '
ﬁnaF no igﬁli}i%‘éoagoﬂgge‘}lt;agﬁes celulares (ufc/mL e esporos/mL) e pH
diferentes mejos oA Culgu us thuringiensis subsp. kurstaki em cinco

a.
Meios* : i

c$f1$§?h C;i* Células vidveis  Esporos viaveis pH

= i (ufc/mL)** (esporos/mL)**  Final**
N 72-74 1,85x10% b 1,41x10% ab 8,73
5 - 1,13x107 ¢ 8,18x10° d 7,83
24-26 1,28x10% b 7,49x10"bc 7,90
AMF 40-42 3,53x10% a 2,81x10% a 8,12
SL + AMF 48-50 1,20x10% b 3.21x107 ¢ 8,34

* Meios: CNS (caldo nutriente suplementado com sais e glicose); SL (soro de

leite); SLD (soro de leite diluido): :
de leite + A(MIN OF].%{‘?HIIJ lﬁ‘)i_o)’ (AMINOFERTIL II); SL + (soro

** Média de trés experimentos.

Obs.: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferenciaram-se entre si pelo
Teste de Tukey com 95% de probabilidade.

O resultado obtido para a concentragdo de células vidveis em meio CNS, é
compativel com o obtido por DHARMSTHITI ef al (1985), apesar de algumas
diferencas nas condigdes de cultivo. Estes autores também utilizaram o CNS como
meio de referéncia, ¢ obtiveram uma concentragdo de células viaveis de
1,6 . 10° células/mL, no cultivo de B. thuringiensis subsp. israelensis, aps
48 h.

Observa-se que o meio SL propiciou a menor concentragéo de células
viaveis entre os meios testados, diferindo, estatisticamente, dos demais. Na tentativa
de explicar o ocorrido, foram analisados os pardmetros que poderiam ter influéncia
sobre os resultados obtidos, tais como agitagdo, temperatura, pH antes da
esterilizagéo e a forma de preparo do meio de cultura. Os pardmetros utilizados
durante os experimentos foram compativeis com aqueles usados pelos
pesquisadores ODHARMSTHITI et al., 1985; DULMAGE, 1970b; 1971; FALOCI
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, SAKHAR
OVA et al., 1986: SALAMA et al, 1983a; 1983b), que

egaram itacy
empregaram uma agitagio de 100 a 280 1pm, o pH antes da esterelizagfio de 7,0

- 7,4 e a temperatura de 26°
e 26° - 34°C. No ¢ntanto, 0 mesmo ndo ocorren quanto a

forma de preparo do meio de cultyrg SALAMA et al. (1983b) desproteinizaram

o soro de leite através da autoclavagdo a 121°C por 10 min, e retiraram as proteinas

coaguladas por centrifugago, enquanto a técnica utilizada nos experimentos com
o soro de leite, faz uso da acidificagdo com 4cido fosférico, seguida de
aquecimento, para a precipitagdo das proteinas, o que pode, de alguma forma, ter
dificultado o crescimento da cultura. No entanto, nada foi encontrado na literatura
que pudesse confirmar esta hipétese. OQutra possibilidade é a presenga, no soro de
leite, de substancias naturalmente inibidoras, ou que pudessem inibir o
desenvolvimento celular, quando em altas concentragdes.

A obtengdo de maior concentragdo de células no meio SLD, que foi
estatisticamente comparavel ao meio CNS, pode ser devido a diluigio do(s)
fator(es) mibitorio(s) presente(s) no soro de leite, propiciando o desenvolvimento
do microrganismo.

O meio SL + AMF apresentou maior concentra¢do de células em relagdo
ao meio SL, e foi estatisticamente equivalente ao meio SLD, mas néo ao meio de
referéncia (CNS). Isto indica a provavel adigdo de algum componente proveniente
do AMINOFERTIL II ao meio SL + AMF, que pode ter ocasionado a diminuigéo
dos efeitos de possivel(is) inibidor(es) presente(s) no soro de leite.

O meio AMF levou a obtengdo de concentragdo de células vidveis de
3.53 . 10° ufe/mL, que, estatisticamente, diferiu dos meios de cultura restantes,
sendo superior a0s mesmos.

DHARMSTHITI et al. (1985), obtiveram concentragdes de células
viaveis de 2,2 . 108 células/mL, apos 48 h de cultivo de B. thuringiensis subsp.
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israelensis em 49
7o de um subproduto hidrolisado da inddstria de GMS
suplementado com 0,5% ,

38 de fosfato de potassio. O resultado por eles relatado foi
0

Mﬁ:;iéti:::oz: :::;:lde.B. thuringiensijs‘ subsp. kurstaki err‘l .meio
2 clborago do meio do s acionada tar?to ao tlp'o de subproduto utilizado
‘ a quanto ao microrganismo cultivado.

Analisando a composigédo do AMIFERM, produto obtido apés a
concentragdo do AMINOFERTIL II, PEREIRA (1982) relatou a presenca de
glicidios (provenientes do melago de cana), sais minerais (célcio, ferro, sodio,
potassio, fosforo) e aminoacidos livres diversos, estando o 4cido glutdmico presente
em maior concentragdo. NICKERSON & BULLA Jr. (1974) demonstraram a
importéncia do acido glutdmico no cultivo de B. thuringiensis em meios minimos
de sais e glicose, pois, segundo estes autores, este aminoacido pode ser convertido
em citrato, que parece ser um elemento essencial para o crescimento do
microrganismo. Em proporgdes adequadas, aminoacidos livres podem contribuir
para o desenvolvimento do B. thuringiensis subsp. kurstaki (ARCAS, 1985), o
que pode estar relacionado com a obtengdo de melhores concentragdes celulares
no meio AMF, comparando-se com 0s outros meios testados.

A concentraggo de esporos viaveis obtida com a utilizagdo do meio SL
foi bem inferior as obtidas por SALAMA et al. (1983a; 1983b), que testaram a
viabilidade de produggo de biomassas ativas de duas diferentes linhagens de B.
thuringiensis subsp. kurstaki ¢ de uma linhagem de B. thuringiensis subsp.
entomocidus. Os autores utilizaram diferentes meios de cultura constituidos de
soro de leite de bufalo “in natura”, ou tratados, quer seja por desproteinizagdo

empregando autoclavagao, por diluigdo ou por suplementagao com outros nutrientes

(fontes de nitrogénio € sais minerais). As concentragdes de esporos por eles obtidas

- 10® esporos/mL, de acordo com o meio de culturaea

; ; 7
variaram na faixa de 10
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subespécie usados :
e refori » qU€ se aproxima da concentragdo de esporos obtida com o
me eréncia y
ilizad (CNS). Nao se sabe se ha diferenga entre os soros. Além do
soro utiizado ser de ;
outro animal, o processamento para a obtencZo do mesmo é

desconheci 2 :
' | do, podendo também haver diferenca devido a utilizagdo de
microrganismos distintos.

Sabe- x i g
S€que a concentrago de esporos vidveis & influenciada pelo meio

de cultura. SAKHAROVA et al. (1984) observaram que a limitagio de nutrientes,
como glicose, extrato de levedura, fosforo, magnésio e potassio exercia influéncia
na duragdo das fases de desenvolvimento da cultura, na concentragdo de esporos
e de cristais, e na qualidade de ambos (viabilidade e termorresisténcia dos esporos
e toxicidade dos cristais). Por outro lado, SAKHAROVA ez al. (1989), estudando
a influéncia do excesso de nutrientes no meio de cultura, relataram que o excesso
de glicose (30-100 g/L) e/ou extrato de levedura (20 g/L) nfo inibia a formagéo
de esporos, apesar de aumentar o tempo de formagio dos mesmos e de diminuir a
taxa de esporulacdo, em B. thuringiensis var. galleriae. Desta forma, a baixa
concentragdo de esporos vidveis obtida no meio SL pode estar relacionada a
deficiéncia de alguns nutrientes e/ou ao excesso de outros, causando a diminuig&o
da taxa de esporulacgo, e, talvez, da termorresisténcia dos esporos.

Analisando os resultados obtidos para o meio SLD, observou-se que
este ofereceu, estatisticamente, maior concentragao de esporos, em relaggo ao
meio SL, o que concorda com SALAMA et al. (1983b), que obtiveram
concentragdes de esporos maiores, na ordem de 10° esporos/mL no cultivo de B.
thuringiensis subsp. kurstaki, também em soro de leite diluido 1:1, e observaram
que a suplementag@o deste com fontes complexas de nitrogénio levava a obtengéo
de maiores rendimentos € atividade biolégica maior. Provavelmente, a explicacio

para tal fato se encontre na dilui¢do dos componentes em €XCesso, ou entao na

— — i — — o — A CDY P ol e
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::izz d;?;;;:::: Z‘:;::utss;m e:tar em~baixas éoncfentagée'as, e que sdo de
sugerem FALOCI ef g, (1986) : SH:DOmIaQaO o el protéicos, conforme
- AR et al. (1991).
‘ O meio SL + AMF Proporcionou uma diferenga estatistica em relago
a concentragdo de esporos, quando comparando-a ao meio SL. Como ja foi
discutido anteriormente, isto pode ser reflexo da diminui¢do de algum efeito
inibitério presente no soro de leite, como também da adi¢do de nutrientes que
favorecem o processo de esporulagdo, como sais minerais, presentes no
AMINOFERTIL II. Tsto concorda com SALAMA et al. (1983a; 1983c), que
suplementaram o soro de leite com sais minerais e fontes nitrogenadas complexas,
e obtiveram melhorias, tanto na concentragio de esporos quanto na toxicidade.

A concentragdo de esporos vidveis obtida no meio AMF foi
estatisticamente equivalente a do meio CNS, porém superior aos outros meios
testados, indicando que o meio AMF é nutricionalmente adequado para a formagado
de esporos.

O pH final de todos os cultivos estdo de acordo com os valores
encontrados por DHARMSTHITI et al., 1985; MUMMIGATTI &
RAGHUNATHAN, 1990; SALAMA et al., 1983a: 1983b; 1983c, sendo todos
alcalinos. Esta alcalinizagdo é tipica nas fases de formagdo de esporos e cristais,
conforme afirma SAKHAROVA e al. (1986), devido a liberagdo de substédncias
alcalinas pelo consumo de aminodcidos, ou para uma nova sintese protéica, ou
como fonte de energia e carbono, como defende ROWE & MARGARITIS (1987).

Fazendo-se uma andlise geral dos resultados de quantificagéo celular
(ufc/mL e esporos/mL), observa-se que todos os meios de cultura testados foram
capazes de promover 0 crescimento, esporulagdo e formagdo de cristais protéicos

de B. thuringiensis subsp. Jurstaki. Numericamente, apesar dos meios serem

e e T - ——— o T it i 0
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2

ode-se dizer .
z senvolvi 1S, entre os meios estudados, o AMF foi o mais adequado para o
e vimen B
e to do B. thuringiensis subsp. kurstaki. Em termos de células
viaveis, foi superi .
uperior ao CNS (meio de referéncia), nio havendo, entretanto,

diferenga estatistica em relagdo a concentragdo de esporos/mL.

. O meio que mais diferiu do CNS foi o SL, sendo este o pior entre os
mel10s testados para o cultivo de B, thuringiensis subsp. kurstaki. Os meios SLD
e SL + AMF sio idénticos entre si, porém este ultimo difere do CNS em
concentragdo de esporos, indicando que o SLD ¢é mais favoravel a esporulagéo.
Todavia, somente em conjunto com os resultados dos ensaios biolégicos, pode-se
avaliar qual (ou quais) destes meios sfo capazes de produzir cristais protéicos
com boa toxicidade, fazendo ou ndo dos subprodutos testados, uma opgéo de

elaborag@o dos meios de cultura para o microrganismo em questao.

4.3- Estudo do consumo de nutrientes

Os resultados referentes ao consumo de proteina, fosforo e lactose se
encontram na Tabela 2. Apenas estes nutrientes foram analisados, por serem
importantes para o metabolismo bacteriano como fontes de nitrogénio (podendo,
as vezes, suprir o requerimento de carbono e energia), fésforo e carbono,
respectivamente, €, em conseqiiéncia, utilizados na produgdo de células.

Pelo que se pode observar na referida Tabela, e como previsto, 0
B. thuringiensis subsp. kurstaki apresentou consumo diferenciado de proteina e
fosforo nos diferentes meios de cultura empregados.

O meio CNS apresentou 0 maior consumo de proteina, seguido do AMF,
que, entretanto, produziu maior concentragdo de células vidveis. O menor consumo,
observado no meio AMF, pode ser devido 4 presenga de aminodcidos livres no

meio, que s30 mais facilmente metabolizados do que as proteinas.

e et s S ——— —————
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Tabela 2. Consumo de

’ nutrientes o A . .
thuringiens; (protelpa, fésforo e lactose) pela bactéria Bacillus
glensis subsp. kur, Staki, cultivada em difer)er?tes meios de cultura.

Nutrientes CNS** AME AMFE
Proteina inicial (%0)* 1,39 SOL;: SIng;* 2 18** - +2 80 -

- final (:/o) 0,95 0,38 0.17 1.88 2,61
sumo (%) 0,44 0,26 0,15 0.30 0,19
Fésforo inicéal (mg/L)* 0,79 26,18 13,09 1,01 16,57
nal (mg/L) 0,45 21.97 11.72 0.62 7,92
consumo (mg/L) 0,34 4,27 421 0,39 8,65
Lactose inicial (g%)* = 56 2.8 “ 6,67
final (%) - 56 2.8 ’ 447
consumo (g%) - ) b - 2,20

* Média de trés experimentos.

** CNS (caldo nutriente com sais e glicose), SL (soro de leite); SLD (soro de

leite diluido); AMF (AMINOFERTIL II): SL + AMF o 4
AMINOFERTIL II). ( - (soro de leite

Embora a produgdo de células vidveis ter sido menor no meio SL,
verificou-se um maior consumo de proteina no mesmo, comparando-o aos meios
SLD e SL + AMF. O menor consumo no meio SL + AMF, em relagdo ao meio SL,
pode ser devido 4 adi¢do de aminoécidos adicionados ao soro de leite, provenientes
do AMINOFERTIL II.

Os meios SLD e SL + AMF foram semelhantes em relagdo ao consumo
de proteina, e também produziram concentragdo de células similar.

Todos os meios de cultura atenderam as necessidades de fosforo, pois,
em nenhum caso, a concentragéo do mesmo chegou a zero.

Embora as sinteses bacterianas sejam dependentes de energia, sendo o
fosforo (sob a forma de fosfato) necessario para a produgéo de ATP, houve um

consumo bastante diferenciado entre os meios que produziram concentragdes

celulares semelhantes, ou seja, os meios CNS, SLD e SL + AMF. Apesar do meio

e et e i B - — — ———
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ter fi i .
?olgizmelhoa:tzc;ion‘i::)czﬁlrg -Q:o celt,llar maior, em termos de consumo de fosforo
btida. houve S, N0 meio SL, onde a menor produgdo de células foi
obtida, um consumo comparsvel ao meio SLD. Desta forma, os resultados
para o consumo de fosforo foram discordantes, sendo dificil uma anélise conclusiva.

Na literatura, nada foi encontrado com relagfio ao requerimento de fosforo para
B. thuringiensis.

E importante ressaltar que, apesar da prova bioquimica de utilizagéo
dalactose ter fornecido um resultado fracamente positivo, ndo houve consumo do
referido carboidrato nos meios SL e SLD. Assim, esta observagdo faz com que
haja uma discordéncia com SALAMA et al. (1983b), que enfatizaram a utilizagdo
do soro de leite como meio de cultura para o cultivo de diversas subespécies de
B. thuringiensis, com fins de diminuig4o da alta taxa de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), produzida por este subproduto. No entanto, os autores nfo citaram
se as subespécies consomem ou nio a lactose, € um ponto importante a ser
observado € que ha diferentes subespécies de B. thuringiensis, e que talvez uma
delas possa se adequar melhor ao cultivo em meios contendo soro de leite, por
consumir lactose.

Como ndo houve o consumo de lactose (principal fator poluente do
soro de leite), o cultivo de B. thuringiensis subsp. kurstaki ndo seria de grande
valia como opgdo para tratamento do soro, com fins de minimizar a polui¢io
ambiental por ele causada. Se o microrganismo em questdo tivesse consumido o
carboidrato, o soro de leite seria uma excelente opgdo para estudos de elaboragdo
de meios de cultura para o cultivo do mesmo. Isto porque, associada a produgdo
do bioinseticida, haveria a possibilidade do aproveitamento das proteinas do soro,

precipitadas durante o processamento do meio, para consumo humano, além de

minimizar o efeito poluente sobre 0 meio-ambiente.
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O consumo
de lactose de 2,2 g% verificado quando se adicionou ao

soro de leite o : L o
< AMINOFERTIL II foi devido & presenca de agucares redutores na
composi¢do deste viltimo.

4.4- Determinaciio da atividade biologica

| | Néo foram encontradas na literatura pesquisas que abordassem a
influéncia do meio de cultura na toxicidade do B. thuringiensis subsp. kurstaki
a mosquitos, muito embora estudos comparativos de atividade biolégica desta
subespécie com a israelensis (ativa contra larvas de mosquitos e borrachudos),
ja terem sido realizados (IGNOFFO et al., 1981; TYRREL et al., 1979). Assim,
os resultados dos bioensaios com Culex saltanensis, utilizando as biomassas
ativas de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 obtidas em diferentes meios de
cultura, informam n#o s a toxicidade dos cristais protéicos do microrganismo ao
referido inseto, como também a influéncia do meio de cultura no grau de toxicidade
apresentado por estes cristais.

Como pode se observar através dos resultados obtidos nos bioensaios
em Culex saltanensis na Tabela 3, ndo houve coeréncia nas respostas de
mortalidade frente as diferentes concentragdes das biomassas ativas usadas nos
testes. Isto leva a crer que as larvas ndo foram afetadas pela proteina toxica do B.
thuringiensis subsp. kurstaki, pelo menos nas concentragoes preconizadas por
de BARJAC (1983), o que estd de acordo com TYRREL et al. (1979), que
obtiveram baixa mortalidade de larvas de mosquito em altas concentragdes das
preparagdes contendo cristais de B. thuringiensis subsp. kurstaki. Os autores
obtiveram apenas 30% de mortalidade de larvas de Culex pipiens em uma

concentragio de 100 mg/mL de cristais protéicos de B thuringiensts subsp.

kurstaki purificados, 50% em larvas de Aedes aegypti em uma concentragdo de




Tabela 3. Mortalida "
apos 24 h(?echrgosd% de larvas L3/14 do mosquito Culex saltanensis,

e Bacillus tlturingiae?v: 3 diferentes concentragdes de biomassas ativas

meios de culturg 1S subsp. kurstaki, produzidas em diferentes

[y) . 101 ES
Concentrago (mg/l) CNS** SLf)*MOgt;illl)d=!=a=Ifl = cﬁgi SL + AMF**
C(())Iz)t(r)osle 0 18,7 4,0 0 9.3

o 13,3 229 333 4,0 47,1

L 4,0 1,6 6,9 6,0 33,8
0,01 34,7 148 69 6,5 294
0,02 8,0 179 417 4,0 294
0,03 36,0 148 347 12,0 0,04
0,04 13,3 20,4 55 10,5 294

* Média de trés experimentos.

** CNS Ecaldo nutriente suplementado com sais e glicose); SL (soro de leit?;

SLD (soro de leitg diluido); AMF (AMINOFERTIL 4%); SL +
eite + AMINOFERTIL n))_ ( %), SL + AMF (soro de

10 mg/mL e 0% em larvas de Anopheles albimanus. Desta forma, consideraram
os cristais da subsp. kurstaki ineficientes contra as larvas dos mosquitos.
IGNOFFO et al. (1981), no entanto, consideraram o B. thuringiensis subsp.
kurstalki ativo, embora marginalmente, quando comparado com o B. thuringiensis
subsp. israelensis. Utilizando preparagdes contendo esporos e cristais da subsp.
kurstaki, eles obtiveram CL50 de 210 mg/L para Aedes aegypti e >2,2 mg/L para
Culex quinquefasciatus. Para preparagoes contendo esporos e cristais da subsp.
israelensis, obtiveram CL50 de 0,054 mg/L ¢ 0,11 mg/L para os mesmos
mosquitos, respectivamente.

Apesar da atividade toxica do B. thuringiensis subsp. kurstaki para
culicideos ter sido demonstrada, esta ¢ menor do que a da subsp. israelensis.
sto também acontece com relagdo ao C. saltanensis, ja que nas

Provavelmente, i

concentragdes utilizadas ndo houve uma resposta positiva, mesmo sendo as
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biomassas provenie ;
elevadas ndo foram z::a;;izo:od;;;ltu;a. diferentes Concentragc")e.s .mais
dos cristais da subsp. farrsgaks el ~0 ‘01 o de se observa.r se a tOX.lCldf.lde
chegaria em niveis tais que respc;stas satisia:' és farvas de m_osqmto’ HlimRDRsma
eresoriizadis pela Wi i a iDrlas fo'ssem obttdas nas concentragdes
o . os bioensaios, que é a recomendada pela
Orgamzagaio Mundial da Saude. Assim sendo, pode-se dizer que, nas concentragdes
testadas, ndo se observou a influéncia do meio de cultura na toxicidade dos cristais
da subsp. kurstaki em relagdo ao C. saltanensis. Se este fato ocorresse, talvez
esta subespécie pudesse ser mais uma opgao para o uso no combate aos culicideos
vetores de doengas a homens e animais. A analise de probites para a obtengdo da
CL50 das biomassas ativas de B. thuringiensis subsp. kurstaki para o culicideo
néo foi realizada, pois a grande diversidade da porcentagem de mortalidade
corrigida acarretaria uma grande margem de erro nos resultados.

Os resultados dos bioensaios com o lepidoptero Anagasta kuehniella
podem ser observados nas Tabelas 4 e 5, e apresentaram-se coerentes € positivos.
As CL50 de cada meio de cultura se encontram na Tabela 6.

Pelas respostas de CL50 obtidas, observa-se que, numericamente, o
meio de cultura de referéncia (CNS) produziu uma maior atividade téxica as larvas
de A. kuehniella, em comparagio aos outros meios. Porém, analisando-se 0s
intervalos de confianga, pode-se observar que os valores para os meios CNS,
SLD e AMF se sobrepdem em quase a totalidade, indicando que os mesmos sdo
equivalentes quanto 2 atividade toxica. Para o meio SL + AME, somente uma
pequena parte se sobrepde em relagdo aos meios ja citados, indicando que ha
uma diferenca significativa na toxicidade do mesmo. No caso do meio SL, em
nenhum momento os valores obtidos foram coincidentes, sendo o que mais diferiu

do conjunto. Resumidamente, €m termos de atividade téxica das biomassas,
pode-se dizer que: CNS ~ SLD ~ AMF > SL + AMEF > SL.
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Tabela 4. Mortalj -
kyelmell'glclli dgpggrgl%lida de larvas de 3°/4° instares de Anagasta
biomassa ativa de B acaz!;l ¢ fXPE)Sl&‘:ﬁO a diferentes concentragdes de
em diferentes me;og do cﬁf ull‘rt;lrmglens:s subsp. kurstaki, produzidas

= . —
Concentragdo (mg/g) CNS** Asl\fgr:211dade ﬁﬁgﬂda* SI, + AMFE**
%oggole 3,3 3,3 3,3 3,3
0,108(5) 17,2 20,7 10,3 13,8
5 31,0 24.1 24,1 13,8
0,1650 413 27.6 27.6 27,6
0,2500 65,5 552 65,5 379
0,4000 65,5 65,5 65,5 58,6
0,6650 75,9 86,2 86,2 65,5
1,000 86,2 89.6 86,2 89,6

* Média de trés experimentos.

*%* CNS (caldo nutriente suplementado com sais e glicose%; SLD (soro de leite

diluid(()))lé'E%l\I‘dﬂli ﬁ)WINOFERTIL 4%); SL + AMF (soro de leite +

Tabela 5. Mortalidade corrigida de larvas de 3°/4° instares de Anagasta
kuehniella, ap6s 7 dias de exposi¢do a diferentes concentragdes de
biomassa ativa de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, produzida
em meio soro de leite (SL).

% Mortalidade corrigida*
Concentragdo (mg/g) 8L
Controle 33
0,5000 27,6
0,7000 27,6
0,9950 44,8
1,4150 65,5
1,9950 86,2
2,8300 93,1
4,000 96,5

* Média de trés experimentos.
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Tabela 6. Concentragﬁo letal

probabilidade das >0% (CL50) e intervalos de confianga com 95% de

: biom ¢ : : -

Bacillus thurineionc: assas ativas produzidas a partir do cultivo de
ngy . = :

para larvas de 3go /i'gsi’g subsp. kurstalti, em diferentes meios de cultura,

stares de Anagasta kuehniella.

*
Meios de cultura** CL50 (mg/g)* Intervalo de confianga
com 95% de probabilidade
glljg 0,2093 0,1584- 02714
AME 0,2330 0,1846 - 0,2892
ST+ AME 0,2348 0,1906 - 0,2892
ST 0,3191 0,2567 - 0,3996
0,9864 0,8225 - 1,1493

* Média de trés experimentos.

** CNS (caldo nutriente suplementado com sais e glicose%; SLD (soro de leite

diluido); AMF (AMINOFERTIL 4%): SL & AM oro de leite
AMINOFERTIL II); SL (soro de leite). ¥ \sorg de leite

Os resultados obtidos com os meios SL e AMF sdo compativeis com
as observagdes feitas por DHARMSTHITI ez al. (1985) e SALAMA et al. (1983c¢),
isto €, ambos os meios deram origem a endotoxinas de B. thuringiensis subsp.
kurstaki eficientes.

Tudo isto corrobora o que foi observado por DULMAGE (1970b; 1971),
MUMMIGATTI & RAGHUNATHAN (1990), SALAMA et al. (1983a; 1983b;
1983c), entre outros, de que a toxicidade dos cristais paraesporais de Bacillus
thuringiensis variam de acordo com o meio de cultura utilizado, devido,
provavelmente, 2 mudanga na qualidade da proteina produzida, conforme o valor
nutritivo do meio de cultura.

A afirmagdo feita por DULMAGE (1970b), de que a contagem de
esporos ndo avalia a toxicidade, pode ser ratificada comparando-se os resultados
da Tabela 6 com os da Tabela7. Assim, fazendo-se uma analise conjunta,
observa-se que, apesar de possuirem atividades toxicas idénticas, os meios CNS,

SID e AMF diferiram em termos de nimero de esporos. O SLD possui,
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subsp. kurstaki, em diferentes meios de cultura.

M 10k
eios Concentragiio (sp/mg)*
CNS :
iz 4.87x10
4,29x10°
SLD :
2,20x10
AMF ’
A 1,10x10
AMF 1,09x10’

* Média de trés experimentos.

** CNS Ecaldo nuiriente  suplementado com sais e glicose); SL (soro de leit?;

SLD (soro de leite diluido): .
foite - AMING F% RTllli (I)I))’.AMF (AMINOFERTIL 4%); SL + AMF (soro de

aproximadamente, duas vezes menos esporos que o CNS e cinco vezes menos
que 0 AMF e o AMF possui duas vezes mais esporos que o CNS. Apesar do meio
SL + AMF ter originado quatro vezes menos esporos em relagdo ao CNS, esta
proporg¢éo ndo foi mantida na CL50. Esta desproporcionalidade também ocorreu
em relag@o ao meio SL.

Fazendo-se uma anélise conjunta dos resultados obtidos, observa-se
que todos os meios testados foram capazes de promover o crescimento € a
esporulagdo, com conseqiiente formagao de cristais, para o B. thuringiensis subsp.
kurstaki. No entanto, os meios que obtiveram os melhores resultados foram o
AMEF e o SLD, sendo que o primeiro foi superior ao segundo em concentragdes
celulares. Apesar de serem equivalentes quanto a atividade toxica, ha uma limitagdo
em relagiio ao meio SLD. Quando se pensa em relagio ao aproveitamento do soro
de leite para a diminuigdo do poder poluente do mesmo, o cultivo do B.
thuringiensis subsp. kurstaki no meio SLD ndo seria vantajoso, pois o
microrganismo ndo consome a lactose presente no Soro. Desta forma, o meio
AME se torna o meio mais promissor, sendo, no entanto, necessaria a otimizagao

do mesmo para o aumento das concentragdes celulares e da toxicidade. Os meios
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SL + AMF e SL n#o se destacaram em relagdo aos demais, niio sendo, portanto,

opgdes adequadas para a Produgéo de biomassas ativas de B. thuringiensis subsp.
kurstaki.

Um ponto a ser enfatizado ¢ que o estudo realizado pode ser estendido
para a produgdo de outras subespécies de B. thuringiensis, ja que, culturalmente,
o comportamento das mesmas é similar. Apenas deve-se proceder a adequagio

do meio a subespécie e 3 linhagem escolhida, pois, apesar da semelhanga cul-
tural, cada uma mantém sua caracteristica individual.




5- CONCLUSOES
Apbs a exposigdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- Os subprodutos testados (soro de leite ¢ AMINOFERTIL II)
mostraram ser vidveis para a elaboragfo de meios de cultura para o
cultivo de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki,

- Todos os meios de cultura promoveram o crescimento, esporulagéo
e formacgdo de cristais de B. thuringiensis subsp. kurstaki. No
entanto, o meio AMINOFERTIL II (AMF) se mostrou o mais
promissor para a produgdo massal, sendo indicado para estudos de
otimizag#o, de forma a se obter maiores concentragdes celulares e
de toxicidade dos cristais protéicos;

- O meio soro de leite diluido (SLD), apesar de originar biomassa de

B. thuringiensis subsp. kurstaki com boa atividade, néo se torna

uma opg¢do adequada para a produgdo do microrganismo, devido a0

no consumo da lactose (responsavel pelo poder poluente do soro
de leite) pelo mesmo;,

As diferengas nutricionais entre 0s meios de cultura ndo afetaram a

toxicidade da fragdo mosquitocida do cristal protéico de B.

thuringiensis subsp. kurstaki.
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< . alncia para a avaliaci :
concentragdes de cél ; 40 comparativa d
de cultura(.; células vidveis FUfC/ mL), entre os diferentes rgeig:
"Causa de variagdo | G.L S.Q
: avs Q.M. F cal
Tratarrnentos 4 2,38181x10° | 5.95452x10° ;:640‘;1;; .
Residuos 10 16336917 16336917 ’
Total 14 2,39815x10°
cv=133%

Apéndice 2. Quadro de analise de varidncia para a avaliagdo comparativa das
concentragdes de esporos vidveis (esporos/mL), entre os diferentes

meios de cultura.

Causa de variagdo | G.L. S.Q. QM. F calculado
Tratamentos 4 1,56409x10° | 3,91022x10° 173,72
Residuos 10 22508573 22503857,3
Total 14 1,5866x10°

cv=51,76%



