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RESUMO

Martins, Cristiane Darco Cruz. Desenvolvimento de Meios de Cultivo Alternativos
para Producdo de Bacillus sphaericus Toxicos Contra Larvas de Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). Rio de Janeiro, 2008. Dissertagdo (Mestrado
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

A utilizacdo de trés rejeitos industriais (trub, levedura residual cervejeira e
efluente de industria pesqueira) foi avaliada com o objetivo de reduzir os custos da
producao industrial de bioinseticidas a base de Bacillus sphaericus. Os meios de
producdo foram formulados a partir do teor de proteinas de modo a apresentarem
uma concentracdo inicial de 0,7 g/L. Trés linhagens isoladas de ecossistemas
brasileiros foram estudadas e comparadas com a cepa padrao 2362. Os rejeitos
industriais promoveram o crescimento e esporulacdo das trés linhagens de Bacillus
sphaericus isoladas de ambientes brasileiros (S1, S2 e S20) e da cepa padrao.
Entretanto, foram observados diferentes perfis de crescimento e esporulacdo de
acordo com as diferentes condicbes nutricionais testadas. Os resultados obtidos
foram semelhantes ou melhores do que aqueles observados no meio
convencionalmente usado para producdo de biomassa entomopatogénica de
Bacillus sphaericus. Os resultados referentes a toxicidade contra larvas de Culex
quinquefasciatus (CLsp) também variaram de acordo com a composi¢cdo do meio.
Embora tenha ocorrido consideravel reducdo na concentracdo de carbono organico
dos meios, os valores de carbono residual continuaram superiores ao considerado
adequado para o descarte de efluente. A andlise estatistica dos dados permitiu a

elaboracédo de superficies de resposta que podem ser utilizadas para determinacao

de um escalonamento futuro dos processos.



ABSTRACT

Martins, Cristiane Darco Cruz. Desenvolvimento de Meios de Cultivo Alternativos
para Producdo de Bacillus sphaericus Toxicos Contra Larvas de Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). Rio de Janeiro, 2008. Dissertacdo (Mestrado
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

The utilization of three industrial wastes (trub, brewery yeast and fish-water)
has been evaluated aiming to minimize the costs of the industrial production of
Bacillus sphaericus-based bioinsecticide. The production media were formulated on
the basis of its protein content, in order to present an initial concentration of 0,7 g/l.
Three strains isolated from brazilian ecosystems were studied and compared to a
standard strain 2362. The industrial wastes promoted growth and sporulation of the
three B. sphaericus strains that were isolated from Brazilian environments (S1, S2,
S20). However, distinct growth and sporulation behaviour was observed in relation to
the different nutritional conditions that were tested. The results obtained were equal
or superior to those determined in the media that are conventionally used for the
production of B. sphaericus entomopathogenic biomass. The data obtained through
toxicity (LCsp) study using Culex quinquefasciatus larvae also varied with the media’s
composition. Although a considerable reduction in the organic matter content
occurred, the residual values were still superior to that considered appropriate for
waste discharge. The statistic analysis permitted to elaborate some response surface

that could be used to determine a future scale up of the processes.
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1 INTRODUCAO

O controle de insetos vem sendo praticado desde a Antiglidade. Existem
evidéncias, como por exemplo, as que revelam o uso de extratos de plantas pelos
Romanos com este propdsito (BOFF & ALMEIDA, 1996). Os primeiros inseticidas
quimicos foram compostos inorganicos que continham como principio ativo:
antiménio, arsénico, mercurio, selénio, enxofre, zinco ou fluor, entre outros
(BROWN, 1951; EDWARDS, 1973). No século XVI, de acordo com Brown (1951), o
arsénico foi bastante empregado pelos chineses no combate a pragas em
plantacdes diversas.

Em 1664, John Evelyn, no seu livro Sylca, recomendou, pela primeira vez, o
uso de um macerado de lagartas (provavelmente atacadas por virus), para o
controle de uma praga florestal, antecipando em mais de trés séculos, o método
atualmente empregado para o controle desta praga. No inicio do século XIX, a flor
do piretro foi utilizada pelos persas no controle de insetos, e dada a sua eficacia, a
partir de 1828 passou a ser processada comercialmente (SILVA, GUIMARAES &
FERREIRA, 2001; VIEGAS-JUNIOR, 2003). O uso de produtos naturais, como a
piretrina, declinou em meados do século XX, em consequéncia dos avancos obtidos
na sintese de compostos quimicos de agao mais estavel e mais efetiva.

De fato, na Il Guerra Mundial, os inseticidas sofreram grande evolugdo. A
partir desta época, inseticidas quimicos potentes, de baixa especificidade, incluindo
hidrocarbonetos clorados, ésteres organofosforados, carbamatos e piretroides
sintéticos, passaram a ser amplamente empregados no combate a pragas em areas
agricolas (BROWN, 1951; EDWARDS, 1973; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994;

VIEGAS-JUNIOR, 2003). Como exemplo, o uso de DDT (dicloro-difenil-tricloroetano,
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CAS' 50-29-3) nas lavouras para a producgdo de alimentos, em fungdo da sua
eficacia e do baixo custo. Este produto foi muito utilizado em todo o mundo, inclusive
no Brasil, de modo indiscriminado e por tempo prolongado (EDWARDS, 1973;
HABIB & ANDRADE, 1998; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; SILVA, 1995; FEDERICI
1995; VIEGAS-JUNIOR, 2003). No entanto, a maioria dos inseticidas quimicos
persistentes, entdo comercializados, apresentava acdo neurotéxica inespecifica, o
que podia induzir o desenvolvimento de populagdes de insetos “alvo” resistentes aos
seus principios ativos, enquanto que espécies secundarias apresentavam o risco de
serem dizimadas (VIEGAS-JUNIOR, 2003).

Adicionalmente, estes produtos n&o sao degradados pelos microrganismos, o
que faz com que persistam no ambiente por longos periodos, quando podem ser
modificados, fisica ou biologicamente, em moléculas com toxicidade ainda maior do
que o composto original (LARINI, 1979). O acumulo destes compostos, tanto na sua
forma original ou como produtos resultantes de transformagdes, pode provocar
alteragdes no equilibrio ecolégico em fungdo da mortalidade de invertebrados
aquaticos e de peixes, como também de aves que se alimentam dos insetos ou
peixes contaminados (PERRY & STALEY, 1997). Esses produtos ainda podem
causar danos irreversiveis ao homem e animais (EDWARDS, 1973; HABIB &
ANDRADE, 1998; FEDERICI 1995).

O conhecimento publico sobre os maleficios causados pelos inseticidas
quimicos forgou a criagdo de legislagdbes ambientais, inicialmente em paises
desenvolvidos, que restringissem o0 uso desses produtos (EDWARDS, 1973;
VIEGAS-JUNIOR, 2003). Por isso, novas estratégias para o controle de insetos

praga vém sendo desenvolvidas, de modo a garantir o uso de produtos que, além de

' Base de dados da Sociedade Americana de Quimica que identifica substancias quimicas por um
numero de registro (CAS - Chemical Abstracts Service).
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economicamente viaveis, sejam seguros, biodegradaveis e seletivos, ou seja, de
baixo impacto para a saude humana e ao ambiente.

No mercado de defensivos agricolas, uma alternativa € o uso de produtos de
origem bioldgica, quer em substituicdo ou quer como coadjuvantes em programas
integrados de controle de insetos (HABIB & ANDRADE, 1998; CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994; FEDERICI 1995; VIEGAS-JUNIOR, 2003). O controle bioldgico
consiste na utilizagdo racional de inimigos naturais (patdgenos, competidores ou
antagonistas) ou de seus produtos, a fim de reduzir as populagdes de pragas ou
vetores a niveis inferiores aqueles que levam a prejuizos econdmicos (ALVES, 1998;
RIOS, 1998). Este processo nao visa a erradicagdo da espécie danosa, mas tem
como meta primordial o seu controle, com o intuito de manter o equilibrio ecoldgico.

Nas ultimas décadas o controle microbiano, dentre os ramos do controle
bioldgico de insetos, tem se destacado. Neste caso, sao usados agentes biolégicos,
como algumas espécies de fungos, bactérias, protozoarios, nematédeos ou virus,
que atuam sobre determinadas pragas, |hes provocando doencas que, em
consequéncia, ocasionam a sua morte (ALVES, 1998). A principal vantagem destes
agentes bioldgicos se atribui a sua inocuidade para plantas e animais ndo-alvo, em
funcdo da sua alta especificidade de acdo. Além disso, por serem produtos
bioldgicos, sao facilmente degradados no ambiente.

Em relagdo ao controle de insetos de importancia fitossanitaria, também
existe uma tendéncia cada vez maior para o emprego dos inseticidas bioldgicos.
Mundialmente, a cada ano, cerca de um bilhdo de pessoas sdo acometidas por
doengas graves causadas por organismos patogénicos veiculados por insetos
vetores (PETRY et al.,, 2004). No Brasil, por exemplo, alguns insetos da ordem

Diptera sao responsaveis por doengas de interesse para a saude publica, tais como
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a filariose, a malaria, a dengue, a febre amarela e a oncocercose (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994). Para controle dos insetos vetores de doengas sao indicados
especialmente os agentes bacterianos, Bacillus thuringiensis sorovar israelensis e
Bacillus sphaericus (MELO & AZEVEDO, 2000; RABINOVITCH et al., 2000).

No Brasil, o primeiro relato do uso de bioinseticidas foi em 1924 e,
atualmente, o pais possui importantes programas de controle biolégico e, existem
diferentes empresas que produzem insetos, virus, fungos e bactérias para esse fim.
(BELLAO, 2006). Dentre elas, a empresa Bthek Biotecnologia se destaca como
produtora de bactérias das espécies B. thuringiensis e B. sphaericus.

Dados de 1992 indicavam que o uso mundial de inseticidas atingia valores
anuais superiores a 30 bilhées de ddlares na tentativa de controlar insetos (DIAS,
1992). Deste montante, os produtos a base de bactérias entomopatogénicas
representam um percentual inferior a 1% (PRATISSOLI et al., 2006). Este resultado
€ consequéncia da especificidade do produto bioldgico e da sua baixa persisténcia
em campo, mas, sobretudo, do seu elevado custo de produgédo (YUDELMAN, 1999).
Isto demonstra que os consumidores de agrotéxicos ainda preferem usar produtos
baratos de amplo alcance, ndo se preocupando com os danos que serao causados a
saude de humanos e animais, e também ao ambiente. Porém, o consumo de
inseticidas bacterianos tende a aumentar, devido a tendéncia mundial em utilizar
produtos de melhor qualidade e de baixo impacto ambiental em substituicdo aos
inseticidas quimicos. Mas, para garantir a competitividade dos inseticidas
bacterianos no mercado, sera necessario reduzir o seu custo de producgao.

Varios autores ja demonstraram que o meio de cultura representa um énus
consideravel no custo final de diferentes bioprodutos (SALAMA et al., 1983;

CAPALBO & MORAES, 1991; SILVA, 1995; MARTINS et al, 2006) Por isso, em
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geral, sdo empregadas matérias-primas de baixo custo, ou ainda melhor, ¢é feita a
substituicdo parcial ou total de componentes do meio por efluentes ou subprodutos
agroindustriais regionais, na sua elaboragao.

A reintroducao de rejeitos na cadeia produtiva tem como vantagem nao sé a
redugdo do custo de produgdo, visto a sua grande disponibilidade e baixo preco,
mas, em especial, a redugdo do volume a ser descartado, que ira gerar graves
problemas ambientais, a médio prazo. Adicionalmente, o aproveitamento de
efluentes e rejeitos € um ponto importante para as industrias geradoras, ja que a
reducdo da quantidade a ser tratada reflete em minimizacdo dos custos necessarios
para adequar os efluentes as normas de descarte segundo a legislagao vigente.

Em muitos casos, um grande problema para uso de rejeitos industriais esta na
posterior recuperagao do produto gerado, uma vez que a presenga de inumeros
constituintes no meio de producdo normalmente dificulta e onera o processo de
separacao e purificagdo, quando necessario.

O uso de rejeitos pode ser uma opgao para a obtengdo de biomassas
entomopatogénicas de B. sphaericus. Dentro deste contexto, existem varios
subprodutos agricolas e industriais que podem ser usados. Porém, estes materiais
devem ser avaliados quanto a aplicagdo no processo fermentativo, de modo a
determinar se o rendimento e a produtividade dos cristais protéicos obtidos bem
como a sua toxicidade viabilizam o seu emprego.

Cabe ressaltar que apenas a toxicidade nado qualifica o produto
necessariamente como um inseticida (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Outros critérios
também sdo importantes na avaliagdo de um dado produto, dentre elas: eficacia
mesmo em baixas concentragcdes, auséncia de toxicidade frente a mamiferos e

animais superiores, auséncia de fitotoxicidade, facilidade de obteng¢ao, manipulagéo
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e aplicacdo. Por isso, ha necessidade da busca por novas linhagens autoctones, ou
seja, mais adaptadas as condigbes de uso, e mais potentes.

Deve-se ainda otimizar o processo de producio de cada bioinseticida, através
da avaliagdo de parametros tais como, pH, temperatura, aeragdo, agitagdo, e o
modo de conducdo. Assim, sera possivel alcancar produtividades elevadas de
células e toxinas, e consequentemente, garantir a viabilidade econdmica do

bioproduto gerado (BHUMIRATANA, 1990; DIAS, 1992).

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral estudar o aproveitamento de trés
diferentes rejeitos das industrias - cervejeira (levedura residual e trub) e unidade de
peixes enlatados - para a producdo de biomassa entomopatogénica de B.
sphaericus para o controle de Culex quinquefasciatus SAY 1823 (Diptera: Culicidae)
considerando que o custo da matéria-prima representa uma fracdo substancial do
custo total do processo fermentativo.

Com o objetivo de aplicar o bioinseticida no territério nacional foram utilizadas
trés diferentes linhagens, isoladas de ecossistemas brasileiros. Para fins
comparativos, a linhagem B. sphaericus 2362 foi adotada como linhagem de padrao.

Para cada uma das quatro linhagens foram testadas diferentes proporgdes
dos rejeitos industriais, de acordo com o planejamento experimental de misturas,
conforme o modelo de Scheffé (MONTGOMERY, 2001), a fim de estabelecer as
condicdes nutricionais mais favoraveis a sintese da entomotoxina.

Assim sendo, o presente trabalho, visou atender aos seguintes objetivos

especificos:
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¢ Avaliar o crescimento, esporulagdo e toxicidade das linhagens citadas nos
diferentes meios de producdo formulados a partir dos rejeitos industriais
acima especificados;

e Selecionar dentre as linhagens estudadas, a que apresenta maior toxicidade
contra larvas de C. quinquefasciatus;

e Construir e analisar as superficies de resposta geradas, para cada linhagem
e determinar quais as melhores condi¢gdes nutricionais;

e Estudar o reaproveitamento dos rejeitos industriais através da analise dos
teores residuais de proteina e carbono total, como forma de reduzir os custos

com o tratamento dos efluentes.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INSETICIDAS QUIMICOS

Os inseticidas sdo substancias quimicas empregadas para matar ou repelir
insetos, a fim de garantir o controle de pragas e vetores. Portanto, a sua aplicagéo é
fundamental na agricultura e para a saude publica, de modo a evitar perdas de
colheitas e o alastramento de doencas endémicas (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

Na atualidade, o desenvolvimento populacional esta associado ao uso destes
compostos xenobioticos. Mas, o emprego abusivo e descontrolado destas
substancias recalcitrantes implica no seu acumulo na natureza, que devido a
toxicidade causam graves problemas. Varios trabalhos ja comprovaram a existéncia
de residuos de pesticidas no ar, na agua (chuva, lengdis subterraneos, reservatorios,

rios, mares), em corpos de organismos invertebrados aquaticos e terrestres, em
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peixes, aves, animais mamiferos, e até mesmo, no homem (EDWARDS, 1973;
ROSE, 2001; BELLINATO, 2007). De fato, as maiores concentragdes de inseticidas
quimicos foram detectadas em tecidos de animais proximos ao topo da cadeia
alimentar, particularmente predadores e carnivoros. Além disso, como a maioria
destes compostos apresenta grupos lipofilicos em sua estrutura quimica, pode
ocorrer o seu acumulo no tecido adiposo de animais de sangue quente, o que por
sua vez pode interferir no metabolismo de sddio e de potassio (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994).

Alguns estudos também determinaram que a utilizacdo de inseticidas
quimicos pode provocar alteragdes genéticas nos insetos levando a criagao de
populagdes resistentes (ALVES, 1998; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; SILVA, 1995;
CAPALBO, 1995; FEDERICI, 1995; SUN et al., 1996). Segundo Consoli (1994), no
inicio da década de 1980 foram catalogadas varias populacbes de mosquitos,
incluindo importantes vetores de doencas com resisténcia a diferentes inseticidas,
sendo que algumas das populagdes apresentavam resisténcia simultdnea a
multiplos produtos.

O emprego de inseticidas quimicos no século XX ocorreu genericamente em
duas fases. Nos primeiros 50 anos, houve a predominancia dos produtos quimicos
naturais de origem organica (alcaléides como a nicotina e a anabasina; piretroides
como a piretrina e aletrina; rotenéides como a rotenona e a quasina) e inorganica
(arseniatos de calcio e chumbo; cupratos, enxofre em po; sulfatos; cal; fluorsilicato
de bario; 6leos minerais). Nas décadas de 50 a 70, quando ocorreu o intenso
desenvolvimento da sintese quimica, foram utilizados compostos como DDT, aldrin

(CAS 72-20-8), dieldrin (CAS 60-57-1) e clordano (57-74-9) (VIEGAS JR, 2003).
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O conhecimento publico sobre os maleficios causados pelos pesticidas criou
uma legislagdo restritiva para o uso desses produtos na maioria dos paises
desenvolvidos. No Brasil, foi a partir da década de 70 que as primeiras leis sobre o
uso dessas substancias forma criadas (TOMITA, 2005).

A classificacdo dos inseticidas é fundamentada no grau de similaridade
quimica dos compostos e nos efeitos fisiolégicos por eles produzidos (W.H.O, 1984).
Atualmente, os principais inseticidas utilizados nos programas de controle de vetores
estdo agrupados em quatro grandes classes: organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides (BELINATO, 2007). Todos tém como sitio alvo o sistema
nervoso central do inseto (BEATY & MARQUADT, 1996; W.H.O., 2006a). A seguir

cada classe sera descrita, em linhas gerais:

3.1.1 ORGANOCLORADOS

Esses compostos também denominados de hidrocarbonetos clorados,
compostos organicos clorados ou compostos clorados sintéticos, contém cloro em
sua estrutura quimica, além de atomos de carbono e hidrogénio (WARE &
WHITACRE, 2004). Os principais compostos desta classe sdo: DDT e analogos,
hexaclorohexano, e ciclodieno (WHO, 1997).

Estes compostos ja foram extensivamente usados, mas, atualmente, estdo
em desuso, devido a sua persisténcia na natureza e comprovado efeito

extremamente toxico (W.H.O., 1997).
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3.1.2 ORGANOFOSFORADOS

Os organofosforados (OPs) sao também denominados por fosfatos organicos
ou inseticidas fosforados, por apresentarem o elemento fosforo em sua estrutura. Os
OPs tém grande importancia no controle de vetores, tendo sido primeiramente
usados com o proposito de combater pragas agricolas, que adquiriam resisténcia
aos inseticidas organoclorados. Posteriormente, também foram empregados no
controle de vetores em Saude Publica (W.H.O., 1997).

Os primeiros compostos organofosforados comercializados como pragicida
foram scharadan (CAS 152-16-9) e tetraetil pirofosfato que, no entanto,
apresentavam grande toxicidade para mamiferos. Na década de 1950, foi
desenvolvido o malathion (CAS 121-75-5), primeiro organofosforado com grande
espectro de agdo e menor toxicidade para mamiferos. A seguir, muitos outros OPs
foram desenvolvidos e ainda estdo sendo utilizados em programas de controle de
mosquitos, como por exemplo, fenthion (CAS 55-38-9), temephos (CAS 53320-58-4)
e fenitrothion (CAS 94650-98-3) (W.H.O., 1997).

No Brasil, desde 1967 os OPs vém sendo usados no combate ao A. aegypti.
Entretanto, o uso intensivo e repetido de OPs, principalmente do larvicida temephos,
durante décadas, culminou com a geracado de populagdes resistentes do vetor em

varias regides do pais (LIMA et al., 2003; BRAGA et al., 2004).

3.1.3 CARBAMATOS

Os carbamatos sdo compostos derivados do acido carbamico, desenvolvido

na Suica em 1947 (W.H.O., 1997). O carbaril (CAS 63-25-2) foi o primeiro produto
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desta classe utilizado com sucesso no controle de insetos. Este inseticida tornou-se
0 mais popular dos carbamatos devido a sua baixa toxicidade para mamiferos e ao
amplo espectro de acdao (WARE & WHITACRE, 2004). Além do carbaril, outro
exemplo de representante desta classe, de comprovada importancia na Saude
Publica é o propoxur (CAS 114-26-1) amplamente utilizado em programas de
controle da malaria, particularmente em areas onde foi constatada a resisténcia do

vetor a compostos organofosforados (W.H.O., 1997), como por exemplo, na Africa.

3.1.4 PIRETROIDES

Os piretréides compreendem a mais antiga classe de inseticidas de origem
natural atualmente usada. Sdo também considerados os compostos mais seguros
para o ambiente (W.H.O., 1984). Os piretroides compreendem uma mistura de varios
ésteres chamados piretrinas, que sao substancias extraidas de flores pertencentes
ao género Chrysanthemum, particularmente, C. cineriaefolium (WARE &
WHITACRE, 2004). Embora as piretrinas naturais sejam bastante instaveis a luz e
ao calor, os piretroides sintéticos apresentam maior estabilidade frente a fatores
abidticos, e ainda maior atividade inseticida (W.H.O., 1984).

O primeiro produto comercial, allethrin (CAS 584-79-2), foi bastante utilizado
em programas de Saude Publica, especialmente no combate a mosquitos. A
primeira geragao de piretrdides sintéticos — phenothrin (CAS 73170-79-3) e
tetramethrin (CAS 66525-27-7) - era relativamente instavel a luz, similarmente as
piretrinas naturais. Durante a década de 1970, houve um grande avango no
desenvolvimento de piretréides estaveis a luz solar, como a permetrina (CAS 52645-

53-1) e a cipermetrina (CAS 52315-07-8) (W.H.O., 1997). Esses compostos sao
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satisfatoriamente eficientes no controle de insetos, mesmo em pequenas
concentragdes. Adicionalmente, comparativamente aos compostos organoclorados e
organofosforados, apresentam menor grau de toxicidade para o homem e os

animais (BEATY & MARQUADT, 1996).

3.2 INSETICIDAS BIOLOGICOS

De acordo com Alves (1998), o desenvolvimento de resisténcia pelos insetos,
a poluicdo ambiental e os danos causados a saude do homem e animais, devido a
aplicacao repetida de inseticidas quimicos persistentes, incentivaram a busca de
novas substancias para o efetivo controle de pragas e vetores de forma segura. Por
isso, no século passado, diferentes técnicas para o controle de insetos foram
desenvolvidas. Dentre as alternativas propostas, os produtos de origem bioldgica
foram os que apresentaram maior potencialidade e, devido as vantagens intrinsecas,
vém despertando o crescente interesse por parte de pesquisadores e empresarios
(HABIB & ANDRADE, 1998; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; FEDERICI, 1995;
VIEGAS JR, 2003).

A utilizagdo de agentes microbianos apresenta, comparativamente aos
inseticidas quimicos, caracteristicas vantajosas como:

e especificidade ao inseto alvo, posto que ndo atuam sobre parasitas,

predadores e polinizadores, ndo causando assim, alteragdes biologicas

significativas no ecossistema;

¢ capacidade de multiplicacao natural no ambiente e dispersao através dos

individuos, sobrevivendo em insetos vivos, cadaveres ou no solo;
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e provocar efeitos secundarios como reducdo da ovoposicédo e, também, da
viabilidade dos ovos, aumentando a susceptibilidade da populacdo alvo a
outros agentes biologicos, deste modo podendo afetar geragdes posteriores
aquelas diretamente atingidas pelo patdégeno;

¢ nao ser téxico ao homem e animais nao alvo;

e apresentar agao duradoura, isto €, se 0 patdbgeno conseguir se estabelecer

em uma determinada area, a populagdo do inseto praga permanecera

controlada abaixo do nivel considerado prejudicial.

Por outro lado, os bioinseticidas podem apresentar algumas limitagdes, visto
que sua producdo depende de condi¢gdes nutricionais favoraveis que influenciam
diretamente o custo final do produto. Assim, de modo a garantir a competitividade
dos inseticidas biolégicos no mercado, devera ser dada énfase a reducao do seu
custo de producao, levando em consideracdo o menor preco comercial dos

inseticidas quimicos.

3.3 AGENTES UTILIZADOS NO CONTROLE MICROBIOLOGICO DE INSETOS

A partir dos conhecimentos adquiridos com os estudos de microbiologia
basica e aplicada e de entomologia, principalmente aqueles relacionados as
patologias, varios organismos foram classificados como entomopatégenos. Deste
modo, foi possivel desenvolver produtos para o controle de insetos de interesse na
agricultura e saude (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

Existem diferentes microrganismos classificados como entomopatogénicos,

entre eles varias espécies de nematddeos, protozoarios, virus, fungos e bactérias,
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cujas principais vantagens e desvantagens e, alguns exemplos de aplicacdo estao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Inseticidas de origem microbiana

Inseticida Vantagens Desvantagens Exemplos
Microbiano
Nematddeos Elevada Impossibilidade do cultivo  Controle da vespa-da-
patogenicidade in vitro madeira (Sirex noctilio)
Resisténcia a Sensiveis a condi¢des em Pinus spp. com
agrotoxicos adversas Deladenus siricidicola
Alta eficiéncia Baixa estabilidade

Insetos desenvolvem
mecanismos de defesa

Protozoarios Elevada Necessidade de producdo Polydispyrenia simulii
patogenicidade in vivo para o controle de
Simulium

Nephiridiophaga
blattellae para o
controle de Blattella
germanica (barata)

Virus Mais econémico Necessidade de producdo Uso do baculovirus
que inseticidas in vivo anticarsia para o
quimicos controle da lagarta-da-
Alta viruléncia soja

Fungos Elevada Dificuldade de Uso de Metarhizium
patogenicidade caracterizagao flavoviride para o
Atinge vasta gama Baixa estabilidade controle de gafanhotos
de espécies Baixa persisténcia Uso de M. anisopliae
Facil cultivo Falta de seguranca em para o controle da
Facil formulacao campo cigarrinha da cana-de-
agucar
Bactérias  Especificidade Custo de producéo B. thuringiensis
Inocuidade sorovar. kurstaki para
Facil cultivo o controle de lagartas

Fonte: Ferraz, 1998; Fridlender,1998; Glazer, 1998; Castelo-Branco-Junior, 1998;
Melo & Azevedo, 2000; Federici, 1995; Becnel, 1998; Habib & Andrade, 1998.

3.3.1 BACTERIAS ENTOMOPATOGENICAS

Estudos para determinar a causa mortis de insetos de interesse econdmico,

tais como Apis mellifera (abelha) e Bombyx mori (bicho-da-seda), serviram de base
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para pesquisas sobre a patologia e utilizagdo de bactérias no controle de insetos
pragas e vetores de doencas.

Sao consideradas bactérias com potencialidade de uso no controle de
populacdes de insetos, aquelas que apresentam capacidade de se multiplicar na
hemolinfa do inseto levando a septicemia ou, entdo, de produzir entomotoxinas,
causando toxemias. Segundo os critérios de Falcon (1971), as bactérias
entomopatogénicas sao agrupadas em duas categorias: esporulantes e nao-
esporulantes. As espécies esporulantes sio tidas como as de maior interesse devido
a sua elevada persisténcia no ambiente, associada a facilidade de produgdo em
escala industrial e posterior comercializagdo. De acordo com Habib & Andrade
(1998), as esporulantes incluem todas as espécies aerdbias estritas e a maioria das
facultativas (cristaliferas e nao-cristaliferas). Dentro dessa categoria, estdo as
bactérias da familia Bacillaceae, ja amplamente estudada, e que compreende dois
géneros de grande importancia, Bacillus e Clostridium.

As bactérias do género Clostridium se apresentam como bastonetes imoveis,
com esporos que variam de esféricos a ovoides, que geralmente se formam num
esporangio alongado. Geralmente, sdo Gram-negativas, sacaroliticas e proteoliticas.

Sao estritamente anaerdbias, ndo reduzem sulfato e sao catalase negativa.

Heimpel & Angus (1960) denominaram de branquiose a doenga causada por
Clostridium brevifasciens e C. malacosomae em larvas de Malacosoma pluviale.
Estes autores também descreveram a sintomatologia, a patogenia e as infecgbes

artificiais causadas por estas espécies em outros insetos.

As espécies do género Bacillus sao representadas por células Gram-
positivas, em forma de bastonete, isoladas ou em cadeia. As espécies desse género

sdo aerdbicas estritas ou facultativas, com a capacidade de formar enddsporos em



25

ambas as condi¢des. Por isso, diferem das do género Clostridium, que apresentam
apenas a capacidade de esporular em anerobiose. As diferentes espécies do género
Bacillus sao dotadas de um complexo sistema enzimatico, o que lhes permite
metabolizar uma grande variedade de substratos. Este género compreende espécies
com caracteristicas bem diferenciadas. Mas, a capacidade de formar enddsporos e
de produzir toxinas e enzimas destacaram algumas espécies deste género como
agentes altamente promissores no controle de pragas e vetores (ALVES, 1998).
Para a saude publica, os agentes bacterianos considerados importantes para o
controle de mosquitos vetores de doengas sao as espécies B. thuringiensis sorovar.
israelensis (Bti) e B. sphaericus (Bs) (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

Varias formulacdes de Bti vém sendo comercializadas, porém apresentam
limitacbes na sua utilizacdo. A principal delas € a pequena atividade residual,
especialmente em aguas com muita matéria organica, e a baixa persisténcia no
ambiente. Por outro lado, produtos a base de Bs apresentam alto nivel de atividade
em ambientes poluidos, elevada persisténcia e capacidade de reciclagem, inclusive
em cadaveres de larvas, 0 que concorre para aumento de sua atividade residual
(HABIB & ANDRADE, 1998; VILARINHOS et al., 1997). A bactéria Bs também
apresenta maior atividade larvicida contra varias espécies de Culex, Mansonia e
Anopheles, embora ao contrario de B. thuringiensis sorovar. israelensis seja ativa
contra menor nimero de espécies de mosquitos. E importante ressaltar que ambas
as espécies nao apresentam toxicidade contra mamiferos e invertebrados n&o alvos
(BOISVERT & BOISVERT, 2000).

Na literatura, existem também estudos preliminares referentes a producao de
biomassa entomopatogénica a partir de outras espécies bacterianas esporulantes,

como por exemplo, Brevibacillus laterosporus (OLIVEIRA et al., 2004), Paenibacillus
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larvae, P. popilliae, P. lentimorbus, Clostridium brevifasciens e C. malacosomae
(ALVES, 1998).

A Tabela 2 lista alguns inseticidas bacterianos comerciais e os respectivos
microrganismos produtores. E notavel o nimero de empresas bem como o de
paises envolvidos com a producgao de bioinseticidas. Na Tabela 2 também pode ser
evidenciada a existéncia de produtos obtidos a partir das modernas técnicas de
manipulagdo genética, a fim de colocar no mercado bioinseticidas mais estaveis,
eficientes e com amplo espectro de acdo. O bioinseticida MVP® (Mycogen, San
Diego, CA), recomendado para o controle de lepidopteros, foi um dos primeiros
produtos geneticamente modificado a base de Bti aprovado para o uso agricola nos
EUA (SOARES & QUICK, 1989).

Apesar da existéncia de quantidade apreciavel de produtos comerciais a base
de bactérias, € ainda baixo o seu emprego. De fato, a comercializagdo de
bioinseticidas a base de bactérias representa menos de 1% do montante de
inseticidas anualmente distribuido no mundo, o que representa mais de US$ 30
bilhdes (PRATISSOLI et al., 2006; YUDELMAN, RATTA & NYGAARD, 1998). A
pequena participagado dos bioinseticidas bacterianos no mercado mundial pode ser
atribuida ao elevado custo quando comparados aos dos inseticidas quimicos. Estes
altos pregos envolvem tanto o preco intrinseco do produto, bem maior
comparativamente aos inseticidas quimicos, quanto a necessidade, na maioria das
vezes, do emprego simultaneo de outros inseticidas, devido a alta especificidade dos
bioinseticidas. Porém, a especificidade € um dos requisitos necessarios ao equilibrio

ecologico (PINHEIRO-ROBERG, 2000).



27

Tabela 2: Principais inseticidas bacterianos comercializados

Bactéria Inseto alvo Nome Comercial Empresa/Pais
Mosquitos Sphaerimos Solvay/Belgica
Bacillus sphaericus Sphaerimos Duphar/P. Baixos
Vectolex CG Abbot/EUA
Sphaerimos Nova Nordisk/Dinamarca
Spherico SC Geratec/Brasil
Griselesf 2362 Labiofam/Cuba
Biolar Spherix Biotech International
Limited/India
Spicbiomoss Turicorin Alkali Chemicals and
Fertilisers Ltd/India
Sphericide Biotech International Ltd/Russia
Sphaerus SC Bthek/Brasil
Bacillus thuringiensis Mosquitos e Mosquito Dunks Summit Chemical Co./EUA
sorovar. israelensis simulideos Bactimos Briquets Summit Chemical Co./EUA

Aquabac 200 G
Bactimos Granules
Teknar
Vectobac G e CG
Bactimos Pellets

Becker Microbials/EUA
Novo Nordisk/Dinamarca
Zoecon/EUA
Abbot Lab./EUA
Novo Nordisk/EUA

Bactimos WP Novo Nordisk/Dinamarca
Bactisand Summit Chemical Co./EUA
Bactulicid I.M. Pushkin/Leningrado
Biocul Bactoculicide Biotech International
Vectobac WP Limited/india
Aquabac XT Abbot Lab./EUA
Aquabac 200G Becker Microbials/EUA
Bactivec Labiofam/Cuba
Skeetal FC Microbial Resources/EUA
Tekmar HP-D Sandoz Zoecon/EUA
Teknar Zeneca/Brasil
Vectobac 12 AS e AS Abbot Lab./Brasil
Bt-horus SC Bthek/Brasil
Bacillus thuringiensis | varias especiés de Bac-Control Agricontrol/Brasil
sorovar. kurstaki lagartas, besouro, e Bactucide Comp. Di R. Chimica/ Italia
insetos para produtos Bactukal Serum Zavod Kalinovica
armazenados /luguslavia
Bactur Gratec/Brasil
Bactur Thompson Hayward/EUA
Bathurin Chemopol/Rep. Checa
Biospor Hoechst/Alemanha
Condor Ecogen/EUA
Crystaline NPO Vector/Russia
Cut lass Ecogen/EUA
Delfin Sandoz/EUA
Dipel Abbot/EUA
Bactec Bernan BT Bactec Co/EUA
Entobacterin Glavmikro-biopron/Russia
Foil Ecogen/EUA
Javelin Sandoz/EUA
Larvo BT Knoll Bioproducts/EUA
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Bactéria Inseto alvo Nome Comercial Empresa/Pais
Bacillus thuringiensis lagartas Foray 48B Calliope/Franca
sorovar. Gomelin NPO Vector/Russia
thuringiensis
Bacillus thuringiensis | pernilongos e Lavillus M Sumitomo/Japao
sorovar. moritai moscas
Bacillus thuringiensis | varias especiés MVP Mycogen/EUA
sorovar. kurstaki de lagartas, Novo Biotic Novo Nordisk/Eire
besouro, e Novo Foray Apply to Novo/EUA
insetos para Plantbac Procida/Franga
produtos Sporeine LIBEC/Franga
armazenados Thuricide Sandoz/EUA
Toxobacterin Glavmikro-biopron/Russia
Lepidocide NPO Vector/Russia
Bacillus thuringiensis | Galleria melonella Cetan Sandoz/EUA
sorovar. aizawai Spodoptera sp. M/C Mycogen/EUA
Bacillus thuringiensis colépteros Di-Terra Abbot/EUA
sorovar. morrisoni M-One Mycogen
Trident Sandoz/Suica
Novodor Novo Nordisk/Dinamarca

Bactec Berman BT Il

Bactec Co./EUA

Bacillus thuringiensis | besouro colorado Novodor Novo Nordick/Eire
sorovar. tenebrionis
Bacillus thuringiensis | escarabeideos M — Press Mycogen/EUA
sorovar. japonensis
Bacillus thuringiensis colépteros e M-One Plus Mycogen/EUA
sandiego (- besouros M-Tak Mycogen/EUA
endotoxina
encapsulada)
Mistura de toxinas Spodoptera sp. Mattch Mycogen/EUA
CryAC + CrylC
Bacillus popilliae besouro japonés Grub Attack P. Valley/EUA
Doom Fairfax/EU
Milk Spore Mellingers/EUA
Japidemic Necessary T./EUA

Fonte: Alves, 1998; Pinheiro-Roberg, 2000; Rabinovitch et al., 2000.

No Brasil, o mercado de inseticidas bacterianos é dominado por produtos

importados e sdo poucas as empresas nacionais que possuem registro para

producdo de bactérias entomopatogénicas. Isso pode ser explicado pela enorme

burocracia existente no pais para a concessédo de registro de novos produtos e
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também pela auséncia de incentivos governamentais para a abertura de novos

empreendimentos.

3.4 HISTORICO DOS INSETICIDAS BACTERIANOS

A utilizacdo de bactérias do género Bacillus, como agente de controle
bioldgico, teve inicio no século XX. O primeiro registro sobre a agao letal de bacilos
em inseto foi feito por Ishiwata, no Japao, em 1902, que atribuiu a bactéria a causa
da morte do bicho-da-seda (Bombyx mori) (Habib & Andrade, 1998). Em 1911, na
regiao da Thuringia, na Alemanha, Berliner registrou a morte do inseto Anagasta
kuehniella (traca de farinha), causada também por uma bactéria esporulante, a qual
foi posteriormente denominada por B. thuringiensis (BERLINER, 1915).

Com o potencial téxico de B. thuringiensis reconhecido contra lepiddpteros,
em 1938, a Franca comegou a produzir comercialmente, embora de forma
rudimentar, um produto a base do bacilo. Este produto, denominado Sporeine, era
efetivo contra diversas lagartas de hortalicas e pomares (DIAS, 1992). No Brasil as
primeiras aplicagdes do produto importado, a base de B. thuringiensis, foram feitas
na década de 1960.

A primeira descoberta importante em relagcdo a utilizagdo de bactérias no
controle biolégico, na area de saude publica, aconteceu em 1977, quando Goldberg
& Margalit isolaram, em lIsrael, uma cepa de B. thuringiensis altamente tdxica para
culicideos e simulideos, a qual chamaram de B. thuringiensis sorovar. israelensis (de
BARJAC, 1978).

Com relacao a bactéria B. sphaericus, embora isolada pela primeira vez em

1904 por Neide, apenas em 1965 foi reconhecida a sua atividade contra larvas de
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culicideos (DIAS, 1992). Em 1984, Weiser isolou a cepa B. sphaericus 2362, de um
adulto de Simulium damnosum, na Nigéria, com alto poder larvicida contra dipteros
(WEISER, 1984).

Esses acontecimentos impulsionaram a producao industrial desses bacilos. A
utilizagcado dos produtos a base de B. thuringiensis sorovar. israelensis foi aprovada
pela US Environmental Protection Agency (EPA) por volta de 1981. Em 1990, foi
concedido o registro para produtos a base de B. sphaericus nos EUA e em alguns

paises da Europa (SILVA, 1997).

3.5 DESCRICAO DA ESPECIE Bacillus sphaericus

A bactéria B. sphaericus apresenta células Gram-positivas, embora
eventualmente também se apresentem como células Gram-variaveis, sob a forma de
bastonetes, de bordas arredondas ou pontiagudas, que ocorrem isolados ou em
pequenas cadeias. As células vegetativas medem de 0,6 a 1,0 um de largura por 1,5
a 7,0 um de comprimento e apresentam mobilidade por meio de um unico flagelo
apolar. Em determinadas condi¢cdes, podem formar endosporos esféricos com 0,7 a
1,2 um de didmetro, na posigao subterminal ou terminal, ocasionando a deformacéao
do esporéangio que, em consequéncia, adquire o formato de raquete (CLAUS &
BERKELEY, 1974; HABIB & ANDRADE, 1998).

Este bacilo, que é aerdbico estrito, estd amplamente distribuido na natureza,
em solos e aguas, podendo ser facilmente cultivado por fermentagdo submersa ou
semi-sdlida (BEEGLE et al., 1991). Contudo, esta bactéria ndo é capaz de
metabolizar glicose ou qualquer outro agucar, devido a auséncia de enzimas como

glucoquinase ou hexoquinase, importantes para a fosforilagdo da glicose nas vias de
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Embden-Meyerhof-Parnas, Etner-Doudoroff e Hexosemonofosfato (RUSSEL et al.,
1989; BAUMANN et al., 1991; RIOS, 1998). A capacidade deste microrganismo em
metabolizar glicerol, acetato e gluconato sugere a presenga de outras enzimas
destas vias metabdlicas (RIOS, 1998).

B. sphaericus pode utilizar como fonte de carbono e energia acetato, lactato,
piruvato, acidos graxos, intermediarios do ciclo de Krebs e aminoacidos. Esta
bactéria ndo €& capaz de reduzir nitrato a nitrito, nem sintetizar enzimas
extracelulares como amilase, quitinase e lecitinase (BEEGLE et al.,, 1991;
BAUMANN et al.,, 1991; DAVIDSON, 1995). Oliveira e colaboradores (1998)
estudaram a hidrélise da gelatina em 75 cepas de B. sphaericus e observaram a
positividade da reacdao para a espécie, estabelecendo uma nova caracteristica
fenotipica dessa bactéria.

De acordo com os resultados obtidos em estudos bioquimicos e genéticos, a
espécie B. sphaericus agrupa linhagens altamente heterogéneas (CHARLES et al.,
1996). A espécie pode ser dividida em cinco grupos, com base na homologia do
DNA: I, II, IIl, IV, e V; sendo o grupo Il é subdividido em II-A (79% de homologia) e II-
B. As linhagens tdéxicas a mosquitos, utilizadas em controle bioldgico, sao
classificadas no grupo II-A (de BARJAC, 1990; BAUMANN et al., 1991; CHARLES et
al., 1996).

Essa bactéria também vem sendo classificada através da reacdo de
aglutinagao flagelar (antigeno H), podendo ser separada em 48 sorotipos, dos quais,
apenas os sorotipos H1a, H2a2b, H3a, H5a5b, H6, H9a9c, H25, H26a26b e H48
agrupam linhagens com atividade larvicida (LECADET et al., 1996).

Para classificagdo, podem ainda ser utilizadas: tipagem através de

bacteriéfagos, analise numérica baseada na taxonomia fenotipica e analise da
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composicao celular em relacao aos acidos graxos (de BARJAC, 1990; FRACHON et
al., 1991; CHARLES et al., 1996).

Existe ainda a classificagdo baseada na composicado de aminoacidos das
toxinas binarias (Bin). De acordo com Silva-Filha (2004), os genes responsaveis pela
codificacdo das toxinas Bin sdo altamente conservados entre as diferentes estirpes
de B. sphaericus, mas existem pequenas diferengas nas cadeias de aminoacidos de
cada estirpe que podem servir como critério para a classificagdo. De acordo com
esse principio, Priest e colaboradores (1997) dividiram as estirpes de B. sphaericus
em quatro grandes grupos: Bin1, Bin2, Bin3 e Bin4.

O Instituto Pasteur classificou, até 1997, mais de 350 linhagens de B.
sphaericus com atividade toxica para mosquito (SILVA, 1997). No Brasil, varias
linhagens desta espécie vém sendo isoladas de amostras de solo, agua, vegetagao
e insetos. Segundo o levantamento bibliografico realizado, a linhagem B. sphaericus
S2, isolada de solo de pastagem, procedente do Distrito Federal, foi a primeira
linhagem entomotdxica brasileira relatada (SCHENKEL et al., 1992; VILARINHOS et
al., 1997). Os principais laboratérios que vem atuando no programa de selecao de
novas linhagens de B. sphaericus sdao os do EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN/EMBRAPA-DF) e do |Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ-RJ), os quais apresentam, em conjunto, mais de 3000 linhagens de
B. sphaericus e B. thuringiensis, isoladas de amostras variadas oriundas de

diferentes localidades brasileiras.
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3.6 ATIVIDADE ENTOMOTOXICA DE Bacillus sphaericus

3.6.1 SUSCEPTIBILIDADE DOS INSETOS A Bacillus sphaericus

De um modo geral, pode-se dizer que as larvas de espécies do género Culex
(vetor da filarose e arboviroses) sdo as mais susceptiveis a B. sphaericus, enquanto
as do género Aedes (espécies desse género sado vetores da dengue e febre
amarela) sdo as de menor susceptibilidade; as do género Anopheles (género que
contém espécies vetores da malaria) ocupam uma categoria intermediaria
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; HABIB & ANDRADE, 1998).

Em comparagdo com B. thuringiensis sorovar. israelensis, a bactéria B.
sphaericus € ativa contra um menor numero de espécies de mosquitos, embora
possua maior atividade larvicida que a primeira contra espécies de Mansonia (vetor
da filariose brugiana) e anofelinos e, sobretudo, contra espécies de Culex e
Psorophora (vetor de arboviroses) (Alves, 1998). Portanto, a aplicacdo de B.
sphaericus é particularmente destinada ao controle de C. quinquefasciatus SAY
1823 (Diptera: Culicidae), principal vetor do nematédeo Wuchereria bancroft,
responsavel por 90% dos casos de filariose linfatica (MELO, 2006).

Esse mosquito é considerado tropico-cosmopolita, visto que esta amplamente
difundido nas regides de clima tropical e subtropical (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).
Por isso, a sua ocorréncia se da, basicamente, nas regides meridionais da Asia,
Africa, Américas (do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina) e Oceania. Em
todas essas areas, a presenca do inseto pode ser diretamente relacionada com a
incidéncia da filariose linfatica (WHO, 2006b). Essa doenga é a segunda maior

doenca parasitaria, em numero de casos no mundo, somente sendo superada pela
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malaria. De acordo com a Organizagao Mundial da Saude, a filariose linfatica é
endémica em 80 paises, onde vivem, em areas de risco, aproximadamente 1,1
bilhdo de pessoas. Inclusive, foi estabelecido que insetos da espécie C.
quinquefasciatus estdo muito bem adaptados aos ambientes urbanos, o que lhes
confere a capacidade de carrear o nematédeo causador da doenga para os grandes
aglomerados populacionais. Recentemente, foi estimado que 120 milhdes de
pessoas sao acometidas por essa doenga no mundo (MELO, 2006). Medeiros e
colaboradores (2003), indicam que no Brasil, em torno de 49 mil pessoas estéao
infectadas por W. bancrofti e que trés milhdes de individuos residem em areas
consideradas de risco. Sendo assim, o controle de C. quinquefasciatus tem sido uma
das premissas nos programas de saude publica em varios paises (MELO, 2006).
Entretanto, niveis consideraveis de resisténcia foram obtidos apds tratamento
de populagdes de C. quinquefasciatus com B. sphaericus, em laboratério. Segundo
Rabinovitch e colaboradores (2000), a resisténcia a bactéria pode ser desenvolvida,
também em campo, quando ela é usada intensivamente. Dentre os trabalhos
publicados pode-se citar o estudo de Rao e colaboradores (1995) que determinou
diferentes niveis de resisténcia em populagado de C. quinquefasciatus apés dois anos
de exposicdo a cepa 1593, na cidade de Kochi, india. Contudo, ao contrario do que
se verifica com os inseticidas quimicos, a resisténcia a B. sphaericus rapidamente
desaparece apos interrupg¢ao do tratamento. Isto pode ser atribuido ao cruzamento
de populagdes de areas tratadas com as de areas ndo tratadas, gerando,
novamente, individuos susceptiveis a bactéria. Esses fatos indicam o carater
recessivo da resisténcia, conforme sugerido por Nielsen-Leroux, (1998) e Adak e
colaboradores (1995), e, mais recentemente, corroborado por trabalhos realizados

por Silva-Filha e colaboradores (2004) e Oliveira e colaboradores (2003). Zahiri &
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Mulla (2003) desenvolveram uma técnica alternativa de tratamento que evita o
aparecimento de populagdes de C. quinquefasciatus resistentes a B. sphaericus por
36 geragdes. Essa técnica consiste na utilizagdo de uma mistura de B. sphaericus
com B. thuringiensis sorovar. israelensis. E ainda, Wirth e colaboradores (2005)
desenvolveram uma eficiente estratégia para evitar o aparecimento de altos niveis
de resisténcia em populag¢des de C. quinquefasciatus. Neste procedimento as larvas
do mosquito foram tratadas com uma mistura de B. sphaericus 2362 com a toxina
purificada de B. thuringiensis sorovar. israelensis, Cyt1A, resultando em niveis de
resisténcia mais de mil vezes menores do que os obtidos pelo tratamento padréo,

isto é, exposicao das larvas apenas a B. sphaericus 2362.

3.6.2 TOXINAS DE Bacillus sphaericus

A atividade entomotdxica de B. sphaericus se deve, principalmente, a dois
tipos de toxinas: cristal (binaria) e de membrana, também chamada de toxina
mosquitocida (Mtx). As diferencas entre os dois tipos séo devidas a composigao
quimica, localizacdo na célula e etapa na qual ocorre sua sintese. A alta toxicidade
de linhagens entomopatogénicas, como B. sphaericus 2362 esta relacionada a
presencga da toxina cristal (CHARLES et al., 1996; SILVA, 1997). Existe ainda uma
nova toxina descrita por Nishiwaki e colaboradores (2007), denominada

sphaeriolisina.
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3.6.1 TOXINA CRISTAL

A toxina cristal é constituida por duas proteinas com massa molecular 41,9 e
51,4 kDa, denominadas P42 (ou BinA) e P51 (ou BinB), respectivamente. Essas
proteinas também podem ser classificadas como Cry48Aal e Cry49Aal, de acordo
com a classificagdo taxonémica das proteinas Cry que € baseada na identidade da
sequéncia dos aminoacidos (CRICKMORE et al., 1998; JONES et al. 2007). Estas
proteinas sao sintetizadas em quantidades equimolares durante a esporogénese e,
geralmente, se mantém agregadas ao esporo através do exosporium, formando o
complexo esporo-cristal (YOUSTEN & DAVIDSON, 1982; CHARLES et al., 1996). A
atividade larvicida ja é evidenciada quando ha formacgao do forespore (BROADWELL
& BAUMANN, 1986 e 1987; BAUMANN et al., 1991; DAVIDSON, 1995).

Os genes que codificam as proteinas da toxina binaria estdo localizados no
cromossoma, na mesma unidade transcricional, dentro de um fragmento de 3,5 kb
(BAUMANN, BROADWELL & BAUMANN, 1988; BAUMANN et al., 1991; PRIEST,
1992; CHARLES et al., 1996; YOUSTEN, 1996). Estudo realizado por Charles e
colaboradores (1996) indica que esses genes estdo organizados em um operon com
174-176 pares de base.

As sequéncias de nucleotideos nas regides codificantes sao idénticas nas
cepas de B. sphaericus 1593, 2317 e 2362, pertencentes aos sorotipos 5a, 5b. No
entanto, a cepa 2297 (sorotipo 25) diverge em 25 nucleotideos comparativamente as
anteriormente citadas (PORTER et al., 1993; BAUMANN et al., 1991; YOUSTEN,
1996).

Davidson e colaboradores (1990) mostraram que as proteinas P51 e P42,

isoladamente, ndao apresentam atividade larvicida contra C. quinquefasciatus, porém,



37

a toxicidade da mistura das duas proteinas foi influenciada pela quantidade relativa
de cada uma delas. O maior efeito téxico foi obtido pelo emprego da mistura
constituida de quantidades estequiométricas das proteinas (BROADWELL et al.,
1990; BAUMANN & BAUMANN,1991; NICOLAS et al., 1993).

Varios estudos foram feitos a fim de estabelecer qual a fungdo
desempenhada pelos componentes da toxina binaria, na atividade larvicida contra
espécies do género Culex (OEIl et al, 1992; DAVIDSON, 1995; CHARLES et al.,
1996; NIELSEN-LEROUX, 1996; RABINOVITCH et al., 2000). Com base nos
resultados, foi estabelecido que a proteina P51 atua como o componente de ligagao
da toxina binaria, dirigindo a ligagcdo da proteina P42, o componente ativo da toxina
binaria, aos sitios de citopatogenicidade do intestino das larvas, isto €, ao intestino
médio posterior e ao ceco gastrico.

As proteinas de P51 e P42 compartiham uma baixa, porém significante,
sequéncia de similaridades, aproximadamente 25%, havendo quatro regides, onde a
sequéncia de aminoacidos é altamente conservada, que foram designadas como a,
b, c, e d. A andlise do gréafico de hidropatia mostra que duas destas regides -
segmento b e ¢ - sdo hidrofébicas e, consequentemente, podem estar envolvidas em
interacbes com a membrana celular. As regides a e d sdo predominantemente
hidrofilicas. Cada proteina contém trés residuos de cisteina os quais reside na
regido de homologia b entre as proteinas P51 e P42, e estudos tém sugerido a
importancia de pontes dissulfeto para a atividade téxica (BAUMANN et al., 1988;
BAUMANN et al., 1991; DAVIDSON, 1995; YOUSTEN, 1996; CHARLES et al., 1996;
PORTER, 1996).

Comparando-se a sequéncia de aminoacidos de P51 e P42, com as proteinas

do cristal de sorotipos de B. thuringiensis ativos contra insetos das Ordens Diptera,
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Lepidéptera ou Coledptera, verifica-se a inexisténcia de significante sequéncia de
similaridade, o que indica que as proteinas P51 e P42 de B. sphaericus constituem
uma familia distinta de toxinas inseticidas (BAUMANN, BROADWELL & BAUMANN,
1988; BAUMANN et al., 1991).

Adicionalmente, a toxicidade é dependente do sorotipo e da espécie do
mosquito (Berry et al., 1993). Segundo estes autores, a especificidade da toxina
binaria de B. sphaericus esta relacionada aos aminoacidos centrados em torno da
posicao 100, na toxina protéica P42. Estas diferencas é que definem a diferenca de
toxicidade para larvas de A. aegypti entre as linhagens de B. sphaericus 2362 e
2297.

A acéao da toxina cristal ocorre através da ingestdo do complexo esporo-cristal
pela larva do inseto alvo. No trato digestivo, onde o pH é altamente alcalino, os
cristais se dissolvem rapidamente. Subsequentemente, a toxina cristal é ativada
através de clivagem pela agao de proteases do intestino do inseto (BROADWELL &
BAUMANN, 1986 e 1987; BAUMANN et al., 1991; DAVIDSON, 1995). As proteinas
ativadas atravessam a membrana peritrofica, e se ligam a sitios especificos das
células dos cecos gastricos e do intestino médio posterior. Esses sitios séo
formados por receptores, chamados de Cpm1, que sao a-glucosidases de 60 kDa
que estdo ligados a membrana celular por ancoras de glicosil-fosfatidil-inositol
(SILVA-FILHA et al., 1997; DARBOUX et al., 2001).

A toxicidade se da por um mecanismo desconhecido, que induz o
aparecimento de areas de baixa densidade eletronica, devido ao surgimento de
grandes citolisossomos ou vacuolos nas células epiteliais do intestino, havendo
expansao mitocondrial e, posterior lise celular (CHARLES et al., 1996; NIELSEN-

LEROUX, 1996; DAVIDSON, 1995). Verifica-se o aparecimento de grandes vacuolos
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decorrentes da autodigestao das células, além da desregulacdo da bomba de sddio
e potassio e da entrada de agua na célula. Estas alteragdes citoldgicas,
caracteristicas da acdo da toxina cristal, causam disturbios nas larvas infectadas
como regurgitacdes, diarréias, paralisia intestinal e, posteriormente, morte. Também
pode ocorrer a germinagao dos esporos na hemolinfa, exacerbando a sintomatologia
(HABIB & ANDRADE, 1998; BAUMANN et al., 1991; DAVIDSON, 1995).

Uma vez que a toxina cristal apresenta sitio de acdo altamente especifico,
sua toxicidade se verifica exclusivamente para larvas de insetos. O grau de
toxicidade das linhagens entomopatogénicas de B. sphaericus parece estar
relacionado com a presenga e a quantidade de receptores especificos nas
membranas das células dos cecos gastricos e do intestino médio posterior, o que é
variavel entre as espécies de mosquito. Portanto, um mesmo género de mosquito
pode apresentar espécies com diferentes susceptibilidades as toxinas produzidas

(CHARLES et al., 1996).

3.6.2 TOXINA MOSQUITOCIDA

As toxinas de membrana compreendem trés tipos: Mtx, Mix2 e Mitx3, com
pesos moleculares respectivos de 100; 30,5 e 35,7 kDa, nao apresentando
homologia com a toxina cristal. As toxinas de membrana, Mtx, M{x2 e Mtx3,
codificadas pelos genes, Mtx, Mtx2 e Mitx3, sdo sintetizadas durante a fase de
crescimento vegetativo, ndo se acumulam como cristais e se encontram associadas
a membrana celular de B. sphaericus. Estas proteinas sao responsaveis pela

toxicidade da maioria das linhagens de B. sphaericus com baixa atividade
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entomopatogénica, como por exemplo, B. sphaericus SS Il (CHARLES et al., 1996;
SILVA, 1997; VILARINHOS et al., 1997).

A toxina Mtx (100 kDa) compartilha significantes sequéncias de homologia
regional com as subunidades cataliticas de varias toxinas ADP-ribosilantes, tais
como a subunidade S1 da toxina da coqueluche e a subunidade A (ativa) da cdlera,
e toxinas termo-labeis de E. coli; assim como uma outra regido com homologia a
exotoxina de Pseudomonas aeruginosa, e com a subunidade A, da toxina diftérica. A
homologia com essas toxinas bacterianas sugere, fortemente, que a toxina de 100
kDa atua por ADP-ribosilagdo de proteinas celulares, inativando-as (THANABALU et
al., 1993; PORTER et al., 1993; BERRY, 1994; DAVIDSON, 1995).

Estudos tém mostrado que a toxina purificada de 97 kDa, derivada da
proteina mosquitocida de 100 kDa, pela delecdo de uma suposta sequéncia-sinal na
fracdo N-terminal — ao ser tratada com extrato do intestino larval de mosquitos
susceptiveis e nao-susceptiveis - & clivada em dois peptideos com massas
moleculares de 27 e 70 kDa. O peptideo de 27 kDa, derivado da regido N-terminal,
possui todas as regides de homologia com as toxinas com atividade ADP-
ribosiltransferase, além de conter uma pequena regido que corresponde a um
dominio transmembrana. O fragmento de 70 kDa, derivado da regido C-terminal,
possui trés regides repetidas de aproximadamente 90 aminoacidos, cuja fungao é
desconhecida (THANABALU et al.,, 1993; PORTER et al., 1993; BERRY, 1994;
CHARLES et al., 1996; REINERT et al., 2006). Dessa forma, foi sugerido que essa
proteina possui, no minimo, dois dominios funcionais distintos: um dominio C-
terminal, o qual provoca drasticas modificagbes morfolégicas em certas células
cultivadas de mosquitos, tais como de C. quinquefasciatus e A. aegypti; e um

dominio N-terminal, capaz de promover a ADP-ribosilacdo (THANABALU et al.,
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1993). Reinert e colaboradores (2006) estudaram a estrutura da toxina Mtx**3% e

propds uma subdivisdo dessa proteina em cinco dominios: uma regidao N-terminal
apresentando alto grau de variabilidade, compreendida entre os residuos 33 e 92;
um dominio catalitico altamente conservado entre os residuos 93 e 231; uma regido
com 30 residuos, altamente variavel (homodloga a proteina pierisina de Pieris rapae);
um loop de ativagdo entre os residuos 262 e 269, e um sitio de inibicdo ligado a
quatro dominios “ricin B-like”.

As toxinas de 30,5 (Mtx2) e 35,7 kDa (Mtx3) exibem limitada, porém
significativa homologia com a enterotoxina (e-toxina) de Clostridium perfringens e,
em menor extensao, com a citotoxina de 31,69 kDa de P. aeruginosa, as quais tém
atuagao especifica em células de mamiferos (THANABALU & PORTER, 1996;
PORTER, 1993; LIU et al., 1996). De acordo com Liu e colaboradores (1996), as
toxinas Mtx2 (30,5 kDa) e Mtx3 (35,7 kDa) parecem estar associadas com um

aumento na permeabilidade da membrana celular.

3.6.2.3 SPHAERICOLISINA

A sphaericolisina foi descrita, inicialmente, por Matsuda e colaboradores
(1995) em larvas de formigas gigantes (Myrmeleon bore). Posteriormente, descobriu-
se que essa proteina €, na verdade, produzida por uma bactéria, denominada A3-2
contida no trato intestinal dessas larvas. Essa bactéria foi caracterizada como B.
sphaericus e agrupada no subgrupo |I-A, embora ndo apresente atividade inseticida
contra larvas de C. pipiens, devido a auséncia do gene que codifica a proteina

binaria. Entretanto, B. sphaericus A3-2 é altamente efetiva contra Blattela germanica
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e apresenta uma relativa toxicidade contra lagartas da espécie Spodoptera litura
(NISHIWAKI et al., 2007).

Blattela germanica, quando em contato com a sphaericolisina, rapidamente
paralisa, o que parece estar associado a acdo da proteina sobre o sistema de
mobilidade do inseto (NISHIWAKI et al., 2007).

A analise da sequéncia de aminoacidos da sphaericolisina revela que essa
proteina de 53 kDa apresenta 478 residuos de aminoacidos, nao existindo relacao
significativa entre esta proteina e as outras toxinas conhecidas de B. sphaericus
(binaria e de membrana). Entretanto, ela apresenta uma similaridade consideravel
com a toxina perfringolisina O de Clostridium perfringens, que possui agao
hemolitica (NISHIWAKI et al., 2007).

Adicionalmente, a sphaericolisina isolada de culturas de B. sphaericus A3-2
apresenta atividade na formacao de poros na membrana celular de eritrocitos de

camundongos, levando a hemdlise (NISHIWAKI et al., 2007).

3.7 PRODUCAO DE BIOMASSA ENTOMOPATOGENICA DE Bacillus sphaericus

A producdo de um bioinseticida bacteriano compreende quatro etapas
principais: preparo do indculo, fermentagao, recuperagcéo da biomassa e formulagao
do produto. De acordo com Arcas (1996), o procedimento tradicional para obtencao
do in6culo consiste na propagacédo do microrganismo, através de cultivos
consecutivos, de modo a obter uma quantidade suficiente de células ativas para
inoculagdo do meio de produgédo em biorreator. Entretanto, Sanches e colaboradores
(1995) obtiveram rendimentos celulares apreciaveis utilizando, como inéculo, células

da cultura estoque de B. sphaericus, previamente cultivadas em placas de Petri
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contendo meio a base de farinha de soja, a 30°C por 24 horas, suspensas em soro
fisiologico.

O processo fermentativo para obtencédo do bioinseticida bacteriano tem como
propdsito atingir uma grande quantidade do principio ativo do biocida, isto €, do
complexo esporo-cristal. Em geral, o cultivo de B. sphaericus é bastante simples,
podendo ser conduzido em escala industrial, por fermentacdo semi-solida ou
submersa (BEEGLE et al., 1991; Arcas, 1996).

A fermentacdo semi-sdlida €& um processo muito antigo, com
aproximadamente 2500 anos, e que devido a sua simplicidade, ainda vem sendo
empregado para a producédo de biomassas e seus produtos, sobretudo, quando & do
interesse empregar residuos solidos (BEEGLE et al., 1991). Por isso, a fermentagao
semi-solida s6 é utilizada em locais onde é grande a quantidade de rejeitos ou
subprodutos soélidos gerados (ARCAS, 1996).

Alguns autores ja realizaram estudos para obtengdo de bioinseticidas
bacterianos por fermentagdo semi-sélida usando residuos agroindustriais
(CAPALBO et al., 2001; ADAMS et al., 2002; EL-BENDARY, 2006). Neste caso, as
condi¢cdes nutricionais, bem como as condicdes operacionais, representam uma
reducao consideravel nos custos de producao.

A fermentacdo em submerso também é simples e, comparada a fermentagao
semi-solida, oferece vantagens como rendimento e produtividade superiores. Isto se
deve ao emprego de sistemas de aeracdo e agitagdo que, ao promover maior
homogeneidade do meio reacional, aumentam a disponibilidade de nutrientes e
oxigénio dissolvido para os microrganismos. No entanto, as condi¢gbes de cultivo
devem ser otimizadas de modo a maximizar o crescimento bacteriano, esporulagao

e producédo de toxina (DIAS, 1992; ARCAS, 1996).
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Ao final do processo fermentativo é interessante separar a biomassa do meio
de producdo, a fim de obter um produto mais concentrado como também para
reduzir a carga organica do produto a ser aplicado no ambiente. Varios métodos sao
sugeridos, tais como: centrifugagdo, sedimentacdo, filtracdo tangencial e
ultrafiltracdo. Os processos a jusantes fornecem um concentrado cremoso que,
posteriormente, devera ser formulado de forma a garantir a eficacia e a persisténcia
do produto no ambiente (BEEGLE et al., 1991; DIAS, 1992; ARCAS, 1996; MELO-
SANTOS et al., 2001). Antes da formulagao do bioproduto, é aconselhavel ajustar o
pH do concentrado para valores de 4 a 5, considerando que a presenca de meio
residual pode levar a contaminagdo do produto durante a estocagem (ARCAS,
1996). Além disso, a diminuicdo do pH é necessaria para evitar a inativagao da
toxina que ocorre em faixa alcalina de pH.

A literatura apresenta varias informagdes sobre formulacdo de inseticidas
microbianos (LACEY, 1984 e 1990; BEEGLE et al., 1991; BHUMIRATANA, 1990;
DESAI & SHETHNA, 1991; ARCAS, 1996; FIOCRUZ, 2005; ZAHIRI, 2002 2003 e
2004). No preparo das formulagdes, os concentrados podem ser adicionados de
estabilizantes, protetores UV, espessantes, agentes de molhabilidade, tensoativos,
secantes, Oleo mineral, entre outros. Finalmente, para sua aplicagdo, os
bioinseticidas podem ser comercializados na forma de pasta, liquido concentrado,

po, granulos, pellets, drageas ou briquetes (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

3.7.1 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE ENTOMOTOXINA

POR Bacillus sphaericus

A otimizagdo das condi¢gbes nutricionais e ambientais € fundamental para

proporcionar maximos de crescimento, esporulacdo e sintese da toxina, além de
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representar uma redugdo apreciavel dos custos de produgcdo do bioinseticida

(PINHEIRO-ROBERG, 2000).

3.7.1.1 COMPOSIGAO DO MEIO DE CULTURA

A espécie B. sphaericus é descrita como uma bactéria quimioheterotréfica
nao exigente, dada a sua capacidade de crescer a partir dos elementos basicos
constituintes de meios minimos, ou seja, independentemente da presenca de fatores
de crescimento (vitaminas, aminoacidos, bases purinicas e pirimidinicas (PELCZAR,
1993). Contudo, o custo da produgdo industrial de um bioinseticida é,
principalmente, limitado pela fonte de carbono.

Em geral, pesquisas sobre o cultivo experimental de B. sphaericus sao feitas
utilizando como meios de produgcdo meio NYSM (Nutrient Yeast Extract Salt
Médium) sem glicose ou BHI (Brain and Heart Infusion) (VILARINHOS et al., 1988
apud DIAS, 1992). Obviamente, € economicamente inviavel o emprego desses
meios na producdo industrial de entomotoxinas. Por isso, similarmente ao que
ocorre em outros bioprocessos, varios trabalhos tém sido desenvolvidos na busca
por matérias-primas de baixo custo e elevada disponibilidade, para tornar os
bioinseticidas competitivos com os inseticidas de ultima geragédo, como por exemplo,
os piretroides, que apresentam menores pregos (MELO, 2006). Para a produgéo
industrial de entomotoxinas, as melhores opgcdes de matérias-primas sido os
efluentes e/ou subprodutos da agroindustria (BEEGLE et al.,, 1991; DIAS, 1992;
ARCAS, 1996; MARTINS et al., 2006; POOPATHI, 2007; PRABAKARAN et al.,

2007).
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Existem varios subprodutos que podem ser utilizados na preparagao de meios
para producdo de biomassa entomopatogénica de B. sphaericus, como: proteina
animal, esterco, agua de dejetos e restos agricolas (HERTLEIN et al., 1981); sangue
bovino, sais minerais e sementes (soja, feijao, feijao-de-corda e nozes) (OBETA &
OKAFOR, 1983); farinha de semente de algodao e farinha de gergelim (FODA et al.,
2003); batata (POOPATHI & KUMAR, 2003; POOPATHI et al., 2002); farelo branco
de soja (MELO, 2006); residuo de abatedouro industrial resultante do
processamento das penas de aves (POOPATHI, 2007); e farinhas de soja e de
amendoim (PRABAKARAN et al., 2007).

As matérias-primas utilizadas para o cultivo de B. sphaericus e as respectivas
toxicidades obtidas pelos autores de alguns dos trabalhos acima referenciados estéao
apresentados na Tabela 3.

O extrato ou autolisado de leveduras é recomendado como fonte de
nitrogénio, além de conter fatores de crescimento para a atividade metabdlica do
microrganismo. A adigdo de extrato de levedura aos meios é realizada com o intuito
de permitir ou estimular o crescimento microbiano, pois contém vitaminas,
principalmente do complexo B, além de aminoacidos e outras substancias
estimulantes (PELCZAR et al., 1993). Segundo Lacey (1984) e Baumann (1991), B.
sphaericus requer biotina e tiamina para crescimento, vitaminas presentes no extrato

de levedura (FEIN et al., 1983).
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Tabela 3: Concentragéo Letal Média (CLso) determinada para diferentes cepas de B.

spharicus cultivadas em meios a base de matérias-primas alternativas

CLso determinada Tempo
contra larvas de C. de
Matérias-Primas Utilizadas Cepa guinquefasciatus Processo Autores
(ng/L)
Batata 12,01
Batata + glicose IAB-59 10,41 72 h Poopathi et al.
Batata + gréo-de-bico 6,08 (2002)
Sangue + amendoim + sais 4,344
Sangue + feijdo-de-corda + sais 1593 4,639 70-80 h  Obeta & Okafor
Sangue + feijao + soja + sais 5,348 (1983)
Sangue + feijdo + sais 5,284
Farinha de soja VCRC 14,6 24 h Prabakaran et
Farinha de amendoim B42 32,2 al. (2007)
Pena de galinha IAB-59 0,46 72 h Poopathi (2007)

O cultivo de B. sphaericus em meio contendo agua de levedura mostrou

resultados muito promissores, visto que a atividade entomotodxica foi semelhante as
determinadas pelo crescimento da bactéria nos meios nutritivos: extrato de levedura
e sais (NYSM) e infusdo de cérebro de boi (BHI) (VILARINHOS et al., 1988 apud
DIAS, 1992).

Cabe ressaltar que qualquer que seja o meio empregado para o cultivo de B.
sphaericus, ndo € necessaria a presenga de agucar como fonte de carbono, devido a
incapacidade desta bactéria em metabolizar carboidratos (RUSSEL et al., 1989). As
fontes de carbono e nitrogénio mais indicadas para o cultivo de B. sphaericus sdo os
efluentes protéicos ou constituidos de aminoacidos. Entretanto, outros substratos
como piruvato, acetato, lactato, alguns intermediarios do ciclo de Krebs e acidos

graxos, podem ser considerados como fontes alternativas de carbono. Alguns outros
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substratos como acidos organicos e alcoois também ja foram estudados (DIAS,
1992).

Para o crescimento de espécies do género Bacillus, cinco ions metalicos sao
considerados importantes: Mg?*, Fe?*, Mn?*, Zn?* e Ca®* (ARCAS, 1996). A presenca
de calcio é essencial no processo de esporulagao, visto ser integrante da parede do
esporo e responsavel pela resisténcia ao calor e raios ultravioleta (BELTRAN et al.,
1998). De acordo com Lacey (1984) e Baumann e colaboradores (1991), a presenga
de manganés também é necessaria para a esporogénese. Normalmente, estes
cations estdo presentes como contaminantes das fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas.

Deve-se, quando necessario, submeter as matérias-primas a um pré-
tratamento para tornar facilmente disponiveis os nutrientes essenciais ao
crescimento microbiano (DIAS, 1992). Mas, apesar do custo insignificante do rejeito
agroindustrial, é relevante considerar o custo do tratamento para nao elevar o prego
da entomotoxina, um impeditivo a sua comercializagdo. De acordo com os
experimentos de Klein e colaboradores (1989) a utilizacdo de rejeitos industriais
protéicos parcialmente digeridos, apresentando pequenas cadeias peptidicas,
resultou em maiores producdes de toxinas, comparativamente aos processos
fermentativos realizados com os materiais protéicos constituidos de longas cadeias.

A produgao comercial de bioinseticida a base de B. sphaericus ja é feita com
sucesso em alguns paises, embora as formulagdes que vém sendo empregadas

para o cultivo da bactéria, obviamente, ndo sejam do dominio publico.
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3.7.1.2 TEMPERATURA

Uma ampla faixa de temperatura, 25 a 40°C, ¢é indicada para o crescimento
de B. sphaericus (LACEY, 1984; ARCAS, 1996). Porém, Beegle e colaboradores
(1991) e Dias (1992) consideram a faixa ideal entre 28 e 32°C. No entanto, a
temperatura 6tima vai depender da linhagem empregada e, nem sempre, os valores
maximos de crescimento celular, esporulagdo e produgéo de toxina serdo atingidos
no mesmo valor de temperatura (ARCAS, 1996).

Estudo realizado com B. sphaericus B64, em diferentes temperaturas,
determinou os melhores resultados para o cultivo incubado a 25°C: 16,8 g de
biomassa/L e 79,5% de mortalidade contra larvas de C. quinquefasciatus (HOTI &
BALARAMAN, 1986). A temperatura de 37°C, foi evidenciado consideravel
decréscimo na atividade larvicida, ocorrendo apenas 5,3% de mortalidade, embora a
producao de biomassa (11,0 g/L) ndo tenha sido igualmente afetada.

Outro estudo com a linhagem B. sphaericus 1593 também comprovou uma
forte inibicdo da esporulacado e da sintese da toxina binaria a 35°C, embora tenha
sido evidenciado crescimento entre 25 e 40°C (YOUSTEN, 1984 apud ARCAS,
1996). Distintamente, a linhagem B. sphaericus 2362 foi capaz de produzir toxinas,
mesmo em altas temperaturas, até cerca de 40°C, o que, em alguns casos, pode ser

considerado uma vantagem (ARCAS, 1996).

3.7.1.3 pH

O valor de pH ideal para crescimento da bactéria B. sphaericus esta

compreendido entre 6,0 e 8,5 (PINHEIRO-ROBERG, 2000). Contudo, alguns autores
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ressaltam que o meio de cultura, para o cultivo desta espécie bacteriana, deve ter
seu valor de pH ajustado préximo a neutralidade (6,8 a 7,2) (LACEY, 1984; BEEGLE
et al., 1991; DIAS, 1992; ARCAS, 1996).

Segundo Arcas (1996), durante o processo, o pH se eleva lentamente,
finalizando entre valores de 8,0 e 9,0, devido ao consumo de maior quantidade de
carbono do que nitrogénio para a sintese de metabdlitos. Como estes elementos
estdo presentes no mesmo material protéico, parte da fonte de nitrogénio é liberada
como amdnia, o que promove a alcalinizagao do meio de cultura.

Hoti & Balaraman (1986) estudaram o cultivo de B. sphaericus B64 em meio
NYSM em diferentes valores de pH, variando de 5,5 a 10,0. Nesta faixa, as
concentragdes celulares apresentaram variagao entre 10,6 e 13,8 g/L. Entretanto, os
maiores percentuais de mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus foram
evidenciados para as biomassas produzidas na faixa de pH entre 5,5 e 8,0.

A necessidade de controlar o pH durante o processo fermentativo, parece
estar relacionada a linhagem de B. sphaericus empregada. Yousten (1984), apud
Arcas (1996) relata que o processo conduzido com controle de pH resulta em
valores maximos de crescimento e esporulagdo, para linhagem de B. sphaericus
1593. Fato confirmado, em trabalho posterior, quando os autores Yousten & Wallis
(1987), apud Arcas (1996) nao observaram diferengas significativas nos resultados
obtidos de concentragdo de esporos e atividade entomotodxica, para B. sphaericus

2362, quando o pH foi controlado entre 7,2 e 7,3.
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3.7.1.4 OXIGENIO DISSOLVIDO

B. sphaericus é uma bactéria aerdbia estrita, e como tal, necessita de
suprimento adequado de oxigénio dissolvido no meio de cultura para seu
crescimento, esporulagdo e, provavelmente, para sintese da toxina larvicida
(BHUMIRATANA, 1991). Um dos primeiros trabalhos para determinar o efeito do
oxigénio no crescimento, esporulagdo e sintese de toxina por B. sphaericus foi
desenvolvido para a linhagem 1593 por Yousten e colaboradores (1984). Os cultivos
realizados com vazdo de aeragdo de 0,8 L/min, quer seja empregando ar ou
oxigénio puro, apresentaram perfis cinéticos semelhantes e concentragbes de
células e toxina equivalentes. Entretanto, um alto teor de oxigénio dissolvido no meio
de cultura ocasionou inibicdo da esporogénese. Por outro lado, estudo posterior
realizado com a linhagem B. sphaericus 2362, nas mesmas condi¢des, evidenciou
uma reducgdo significativa da sintese de toxina, sem qualquer alteracdo no
crescimento e na esporulagdo (YOUSTEN & WALLIS, 1987 apud ARCAS, 1996).

Estudo realizado por Karim e colaboradores (1993) demonstra a existéncia de
uma correlagdo direta entre a concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) e a
velocidade de esporulagado para B. sphaericus 2362. No entanto, altos teores de OD
propiciaram decréscimo acentuado da toxicidade, corroborando com os resultados
de Yousten & Wallis (1987), apud Arcas (1996). Similarmente, Arcas (1996)
demonstrou que a limitagdo do oxigénio pode reduzir tanto a esporogénese quanto a

sintese de toxina.
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3.7.2 POTENCIALIDADE DO USO DE REJEITOS INDUSTRIAIS

O uso de matérias-primas renovaveis, disponiveis e de baixo custo, é
essencial para reduzir as despesas para produgdo de bioprodutos, como ja
mencionado, além de baratear o tratamento de rejeitos com vistas a adequa-los as
normas de descarte, segundo a legislagéo vigente.

No Estado do Rio de Janeiro existem varias unidades industriais que geram
efluentes com potencialidade de uso como matéria-prima para producdo de
biomassa entomopatogénica de B. sphaericus. Foram escolhidos trés rejeitos
levando em consideragao as premissas: volume gerado, custo infimo e garantia de

disponibilidade desde ja e por muitos anos futuro afora.

3.7.2.1 SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA CERVEJEIRA

No mercado de cerveja, o Brasil apresentou um consumo de 8,5 bilhdes de
litros em 2004, s6 perdendo em volume para a China (27 bilhdes L/ano), Estados
Unidos (23,6 bilhdes L/ano) e Alemanha (9 bilhdes L/ano) (SINDCERYV, 2006). Por
isso, a produgéo de cerveja no pais coverge para a geragao de grandes volumes de

subprodutos como, por exemplo, levedura residual cervejeira e trub.

3.7.2.1.1 LEVEDURA RESIDUAL

A cerveja nacional € produzida por fermentagao alcodlica utilizando linhagens
de Saccharomyces uvarum. Neste processo, ao término da fermentagao, as células
sao reaproveitadas para inoculacdo de novo mosto. Normalmente, a reutilizacdo das

células ocorre por trés a cinco ciclos, ou seja, enquanto ndo houver reducdo da
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viabilidade celular em niveis que levem a baixa rentabilidade do processo
fermentativo, neste ponto as células sdo descartadas (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

Destaca-se que a cada hectolitro de cerveja produzida, acumulam-se 2,8 litros
de biomassa. Assim, considerando uma producdo industrial média de 700 mil
hectolitros mensais, pode-se dimensionar o problema enfrentado pela industria para
descartar esse rejeito segundo as regras estabelecidas pela legislagao.

Essa biomassa, rica em nutrientes, pode ser comercializada como racao
animal. Para tanto, deveria ser primeiramente concentrada de modo a facilitar seu
transporte. Entretanto, o processo para secagem representa um custo adicional. A
saber, para evitar qualquer 6nus, a companhia cervejeira deveria comercializar o
rejeito a pelo menos R$ 0,50 a tonelada (PINHEIRO-ROBERG, 2000). Por outro
lado, nem sempre a procura atende a quantidade de rejeito gerado, o que acarreta
em grande acumulo. Logo, devido ao seu alto valor nutritivo, principalmente em
proteinas e vitaminas do complexo B, essa biomassa residual cervejeira € uma
matéria-prima que apresenta os requisitos necessarios para o cultivo da bactéria em
estudo.

Em geral, o uso de levedura residual cervejeira tem sido testado em conjunto
com outras fontes de carbono, isto é, mais como aditivo. No entanto, ja foi
demonstrada a possibilidade de sua aplicacdo como unica fonte de carbono e

energia para producgao de bioinseticida de B. sphaericus (MARTINS et al., 2006).

3.7.2.1.2 TRUB

O trub, outro rejeito da industria cervejeira, € proveniente do aquecimento a

100°C do mosto, apds sacarificagdo, com o lupulo para obtengdo do mosto amargo.
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Este procedimento é realizado principalmente para conferir a cerveja seu aroma e
sabor caracteristicos. Durante esse processo, algumas proteinas que nao foram
hidrolisadas durante a sacarificagdo, reagem com compostos fendlicos constituintes
do ldpulo, formando o trub. Em seguida, o mosto é resfriado para favorecer a
precipitacao do trub e, apos filtracdo, o mosto é fermentado. Caso nao ocorra essa
decantacgéao, essas proteinas podem causar a turvagao do produto final (cerveja).

Em geral, para cada 1500 litros de cerveja produzida, acumulam-se cerca de
30 a 40 litros de trub, ou seja, 2 a 3% do volume total produzido. E, levando-se em
consideragdao, uma producdo média mensal de 700 mil hectolitros de cerveja,
estima-se um acumulo mensal de cerca de 2 milhdes de litros de trub, ou seja, a
empresa, novamente, apresenta um grave problema para realizar o descarte

adequado desse rejeito.

3.7.2.2 EFLUENTE DA INDUSTRIA PESQUEIRA

O Brasil possui ao redor de 8,5 mil quildbmetros de litoral, e suas aguas
territoriais delimitam uma area que, entre zonas de extrativismo e reservas marinhas,
abrange 3,5 milhdes de quildmetros quadrados (CASTELLO, 2007), o que é uma
garantia de progresso da atividade industrial pesqueira.

A partir de 1967, por conta dos incentivos fiscais a produgdo pesqueira,
ocorreu um aumento no numero de plantas industriais em todo territério nacional
(GIULIETTI & ASSUMPCAO, 1995). Dados recentes indicam que o parque industrial
brasileiro na pesca extrativa conta com mais de 300 empresas, englobando captura

e processamento (SCHROEDER, SCHROEDER & COSTA, 2004). Segundo o
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IBAMA, em 2002, a produgao pesqueira nacional chegou a um milhdo e seis mil
toneladas de pescado (IBAMA, 2003).

A industria pesqueira no Brasil, tanto o segmento voltado para exportagéo
como o que atua no mercado interno, tem feito muito pouco para aproveitar de forma
racional a pesca capturada (GIULIETTI & ASSUMPCAO, 1995; RODRIGUES &
TOBINAGA, 2001). O manuseio inadequado, além de provocar perdas expressivas
da matéria-prima destinada a industrializacdo, tanto em qualidade como em
quantidade, € uma das causas da poluicdo dos recursos hidricos, ja que
tradicionalmente, a atividade pesqueira gera um significativo volume de efluente rico
em matéria organica, que na maioria das vezes, € diretamente langado ao mar
(SPILLERE & BEAUMORD, 2006).

Os residuos gerados pelo processo de beneficiamento de pescado, devido ao
seu conteudo de proteina de alta qualidade, apresentam potencial para emprego em
diferentes aplicagées (RODRIGUES & TOBINAGA, 2001). Um exemplo € o uso de
residuo de pescado triturado e seco na fertilizagao de solos (GOLOMBIESKI, 2006).
Também ¢é utilizado na formulagdo de ragdes animais (SILVA, 2003). Outra
possibilidade € o seu emprego como matéria-prima protéica na produgao por via
microbiana de produtos de alto valor agregado. Contudo, qualquer estratégia que
tenha como proposta minimizar o descarte de efluente contribuira para a insercédo da
industria pesqueira em programa de sustentabilidade e responsabilidade socio-
econdmica.

Neste trabalho sera avaliado o uso do efluente da industria Coqueiro S.A.,
que produz pescado enlatado no estado do Rio de Janeiro. Nesta unidade industrial
sao gerados, mensalmente, em torno de 22 mil m®> de efluente, que requer

tratamento para seu descarte. Especificamente para esta industria, o tratamento
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necessario representa um 6nus mensal de R$ 10 mil, conforme dados fornecidos

pela propria empresa.

4 MATERIAL E METODO

4.1 MICRORGANISMO

Foram utilizadas as linhagens de Bacillus sphaericus S1, S2 e S20,
pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogénicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN/EMBRAPA). Estas
linhagens, isoladas respectivamente de arroio poluido (Vitéria/ES), de solo de
pastagem (Brasilia/DF) e de solo umido do pantanal (Corumba/MS) e caracterizadas

por Schenkel e colaboradores (1992 e 1993), pertencem ao sorotipo H5.

Com fins comparativos, o estudo também foi realizado com a linhagem B.
sphaericus 2362, que é utilizada mundialmente como linhagem de referéncia. Todas
as linhagens foram gentilmente cedidas pela Dra. Rose Gomes Monnerat Solon de

Pontes (CENARGEN/EMBRAPA).

4.2 REJEITOS TESTADOS

Foram avaliados trés diferentes rejeitos, dois provenientes de industria
cervejeira (levedura residual e trub) e um de industria pesqueira.
Antes do seu uso, a levedura residual sofreu um tratamento prévio, que

consistiu da incubacdo a 60°C por 12 horas, a fim de favorecer a autdlise das
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células. A seguir, este material foi filtrado em papel de filtro qualitativo nimero 4
(Whatman plc, UK), homogeneizado, distribuido em varios frascos plasticos de 500
mL de capacidade e, por fim congelado a -20°C. A distribuicdo do material foi feita
em varios frascos de forma que o volume fosse utilizado em cada descongelamento,
visto que seguidos congelamentos e descongelamentos poderiam interferir na sua
composicao.

Todo o material utilizado na elaboragdo dos meios de cultura empregados no
decorrer do estudo foram procedentes de uma unica partida. Esse procedimento foi
adotado com o intuito de garantir a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.
A Tabela 3 apresenta os valores médios de algumas analises quimicas feitas em
diferentes amostragens desse rejeito.

O trub também foi proveniente de uma unica batelada, tendo sido apenas
filtrado em papel de filtro qualitativo numero 4 (Whatman plc, UK). Apds adequada
distribui¢cdo, o trub foi mantido congelado a -20°C, até o momento de uso. Na Tabela
3 estdo apresentados os valores médios de algumas analises quimicas feitas para
amostras desse rejeito coletadas nos varios recipientes de estocagem.

O efluente da industria pesqueira utilizado neste trabalho foi procedente da
Industria Coqueiro S.A., localizada em S&o Gongalo (Rio de Janeiro), gentiimente
cedida pelo engenheiro José Mauro Costa. Esse material liquido, resultante de
varias etapas de produgdao de peixes enlatados, foi coletado no momento de
chegada a estagdo de tratamento da industria para o seu descarte. Este material
nao sofreu qualquer tratamento, sendo apenas congelado a -20°C. Como os demais
rejeitos, todo o material utilizado foi proveniente de uma unica batelada. A sua

composi¢ao quimica, em valores medios, esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3: Composi¢cao quimica dos rejeitos testados

Constituintes (g/L)

Rejeito Proteina Lipideo Carbono Orgéanico Total
Levedura Residual 7,6 0,7 36,9
Trub 18,2 2,3 32,2
Efluente pesqueiro 7,0 3.1 3,5

4.3 MEIOS DE CULTURA

4.3.1 MEIO DE INOCULO

O meio de cultura utilizado para ativagado e preparo do inéculo foi sugerido
pela Dra. Rose Gomes Monnerat Solon de Pontes, responsavel pelo Banco de
Germoplasma Microbiano do CENARGEN/EMBRAPA (Tabela 4) e, que doravante
sera referendado como meio padrdo (P), de acordo com trabalho anteriormente
desenvolvido (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

Apos ajuste do pH em 7,0 com NaOH 1M, o meio de cultura foi esterilizado a

121°C por 15 minutos.
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Tabela 4: Composicao quimica do meio padrao (P)

Componentes Concentragao (g/L)
Peptona de Carne 5,00
Extrato de Carne 3,00
Extrato de Levedura 1,00
KH,PO4 1,00
CaCl, 0,15
MgS0O,.7 H,O 0,10
FeS0,4.7 H,O 0,01
MnSO4.H,0 0,01
ZnS04.7 H,0 0,01

Fonte: Pinheiro-Roberg, 2000.

4.3.2 MEIOS DE PRODUGCAO

Para a produgdo de biomassa entomopatogénica de B. sphaericus foram
testados os rejeitos da industria cervejeira e pesqueira, em diferentes proporgoes.
Os meios alternativos? foram formulados de modo a apresentar uma concentragdo
inicial de proteinas de 0,7 g/L, de acordo com estudos previamente realizados por
Pinheiro-Roberg (2000). Para tal, foi utilizado o planejamento experimental de
misturas, conforme o modelo de Scheffé (MONTGOMERY, 2001) que estabeleceu o
conteudo protéico dos meios de producdo alternativos de acordo com a

concentragao de proteinas nos rejeitos testados (Tabela 3).

2 0 termo “meio alternativo” refere-se aos meios de cultivo cujos constituintes sdo na sua maior parte
subprodutos, residuos ou rejeitos industriais. Outros autores também utilizaram essa terminologia
para se referir a esse tipo de meio de cultura para microrganismos (NOBRE, 2005).
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As formulagdes dos diferentes meios alternativos de producédo, constituidos
de distintas proporgdes dos trés rejeitos estdo representadas na Tabela 5.
Todos os meios de cultura utilizados foram previamente esterilizados a 121°C

por 15 minutos, apos ajuste do pH em 7,0.

Tabela 5: Composi¢cao dos meios alternativos de produgao

Efluentes %(v/v)

Meio
de — Levedura Residual Trub Industria Pesqueira
Producao B
(B) (T) Q)
T - 38,5 -
92,0 - -
Q - - 100,0
BT 46,0 19,2 -
BQ 46,0 - 50,0
QT - 19,2 50,0
BTQ 30,4 12,7 33,3
p) _ _ _

) Meio P- composigdo quimica apresentada na Tabela 4.

4.4 MANUTENCAO DAS CULTURAS MICROBIANAS

As linhagens de B. sphaericus foram mantidas na forma de esporos,
impregnados em tiras de papel de filtro e acondicionadas em frascos, a temperatura
ambiente. A ativagdo das culturas foi realizada através da incubac&o de uma tira de

papel de filtro impregnada com esporos em meio padrao (Tabela 4) a 29 + 1°C, por
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24 h. A partir desse cultivo foram feitos repiques em tubos de ensaio contendo meio
agar nutriente inclinado (Merck 1.05450.0500). Apds incubacgéo a temperatura de 29
+ 1°C por 24 horas, as culturas bacterianas (culturas estoque) foram mantidas sob
refrigeragdo a aproximadamente 4°C. Os repiques foram realizados com

periodicidade mensal.

4.5 PREPARO DO INOCULO

A cultura foi ativada através do repique de duas algcadas da cultura estoque
(item 4.2) para 100 mL do meio padréo (Tabela 4), contidos em frasco Erlenmeyer
de 500 mL de capacidade. O frasco foi incubado em agitador rotatério (Controlled
Enviromental Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co, EUA), sob agitacédo de
250 rpm a 29 + 1°C. Apos periodo de 15 horas, as células foram quantificadas
através da determinacdo do peso de matéria seca, como descrito em Reis e
colaboradores. (2004). Um volume deste cultivo foi utilizado como inéculo de modo a
estabelecer concentragao inicial de 0,15 g/L de células metabolicamente ativas nos
diferentes meios de produgéo (Tabela 5). Em todos os experimentos, o volume do
in6culo foi inferior a 10% do volume total de meio de producédo contido nos frascos
Erlenmeyers.

O controle da pureza dos cultivos foi realizado através de periddicas
observagbes microscopicas de preparagdes coradas pelo método de Gram

(PELCZAR et al., 1993).
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4.6 PRODUGCAO DAS BIOMASSAS ENTOMOPATOGENICAS

As quatro linhagens de B. sphaericus foram ensaiadas em diferentes meios
de producao, constituidos de diferentes quantidades dos subprodutos industriais das
industrias cervejeira e pesqueira, para analise do crescimento celular e da taxa de
esporulacdo. Adicionalmente, foram determinados os teores residuais de carbono e
proteinas no mosto fermentado e livre de células a fim de permitir o despejo desses

efluentes no ambiente, de forma apropriada.

4.6.1 CONDICOES OPERACIONAIS

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL de
capacidade contendo 100 mL de meio (alternativo ou padrao). Apoés inoculagao, os
frascos foram incubados a temperatura de 29 + 1°C, sob agitacdo de 250 rpm em
agitador rotatorio (Controlled Environmental Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific Co, EUA) por 48 horas.

Ao final do processo fermentativo, aliquotas dos mostos fermentados foram
assepticamente retiradas para determinagcdo da concentracdo de células viaveis
totais e de esporos. O restante dos mostos foi centrifugado a 13.000 x g a
temperatura de 4°C (Sorvall RC 26 Plus, Thermo Electron Corporation) para
separacdo das biomassas. Os sobrenadantes obtidos foram analisados
quimicamente quanto ao seu teor de proteinas e carbono orgéanico total. As
biomassas foram liofilizadas (Freeze Dry Syistem — Labconco) e conservadas a —

20°C até a realizagao dos bioensaios.
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De modo a garantir a confiabilidade dos resultados, foram realizados, no
minimo, trés experimentos de tal modo que o desvio padrdo do valor médio
calculado fosse inferior a 10%. Todos os resultados foram expressos em valores

médios.

4.6.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para a producéo de biomassa entomopatogénica foram testados os efluentes
da industria cervejeira e da industria pesqueira, individualmente ou em diferentes
associacgdes, de acordo com o planejamento experimental de misturas, seguindo o
modelo de Scheffé (MONTGOMERY, 2001).

Este tipo de planejamento é utilizado quando o planejamento fatorial ndo se
aplica, ou seja, em situagdes nas quais a soma da fragdo molar dos componentes
avaliados é igual a 1. Por exemplo, Feneuille e colaboradores (1983) aplicaram esse
tipo de otimizacdo para desenvolver uma mistura ideal de trés variedades de uva:
cabernet (C), syrha (S) e grenache (G), na produgao de vinho. Na Figura 1 esta

representado, fisicamente, o modelo para mistura das trés variedades de uva.
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Figura 1: Representacédo fisica do dominio onde o experimento de mistura das

variedades de uva é possivel.

Esse tipo de desenho de misturas simples foi proposto, inicialmente por
Scheffé (1958). O modelo original foi chamado de “Simplex lattice” e na Figura 2
estao representados os pontos dos experimentos nesse tipo de modelo, desde o
mais simples até o mais complexo.

No presente estudo, a otimizacdo da composicdo das misturas se fez
necessaria para entender o quanto cada uma das linhagens demanda de cada
residuo e, em quais propor¢cées. Na Tabela 6, temos a matriz do planejamento

adotada, utilizando o modelo cubico reduzido (Figura 2C).
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Figura 2: Desenho do modelo “Simplex lattice” utilizado para analise do efeito de
cada um de trés componentes: (A) modelo de primeira ordem; (B) modelo de

segunda ordem; (C) modelo cubico reduzido; (D) modelo cubico completo.
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Tabela 6: Matriz do planejamento experimental para trés componentes de acordo

com o modelo cubico reduzido

Experimento B (%) T (%) Q (%) Resposta
1(B) 1 0 0 Y2
2(T) 0 1 0 Y1
3(Q) 0 0 1 &

4 (BT) 0,5 0,5 0 Ye2
5 (BQ) 0,5 0 0,5 Y23
6 (QT) 0 0,5 0,5 Y18
7 (BQT) 0,33 0,33 0,33 Ye7

B — levedura residual cervejeira; T — trub; Q — efluente pesqueiro; BT —Be T

(1:1); BQ-BeQ(1:1);QT-Qe T (1:1); e BQT -B,Qe T (1:1:1).

Desse modo, ao final dos ensaios foi estabelecida uma superficie de resposta
para cada parametro analisado (CLsp, crescimento, esporulagdo, consumo de
carbono e consumo de proteinas) de todas as de linhagens (S1, S2, S20 e 2362).
Para tanto, através dos diferentes valores de resposta obtidos foi realizada uma
modelagem matematica, utilizando-se Regressdo Linear Matematica (RLM) de

acordo com o seguinte modelo (equagéo 1):

y= b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 + b123 X1XoX3 (equagéo 1),

Onde:

b representa o coeficiente do modelo;

X3 representa a levedura residual cervejeira (em trago molar);
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Xo representa o trub (em tragco molar);

X3 representa o efluente da industria pesqueira (em traco molar).

A partir das superficies de respostas obtidas sera possivel determinar uma as

melhores condi¢des de produgao para B. sphaericus S1, S2, S20 e 2362.

4.7 DETERMINACOES QUANTITATIVAS

4.7.1 CONCENTRACAO CELULAR

4.7.1.1 CELULAS VIAVEIS TOTAIS

A concentracdo de células viaveis totais foi determinada pela técnica de
contagem em placa, de acordo com a indicagao de Moraes & Alves (1998). Segundo
essa técnica, as amostras dos cultivos foram submetidas a diluigdes decimais
sucessivas, em solucao salina (NaCl 0,9%) e, posteriormente, semeadas em
superficie, em placas de Petri contendo Agar nutriente (Merck 1.05450). As
contagens das colénias foram feitas com 24 horas de incubagao a 29 + 1°C, sendo

os resultados expressos em unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL).

4.7.1.2 ESPOROS

Para a determinacdo de esporos foi também utilizada a técnica de
plagueamento em superficie, conforme anteriormente descrito, entretanto, as

amostras foram previamente submetidas a tratamento térmico (80°C por 12 minutos)
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para eliminacdo das células vegetativas existentes e, posteriormente, em ultrassom
(Transsonic 310 — Geprufte Sicherheir) por 30 segundos para separagao dos

esporos (VILARINHOS et al., 1996).

4.7.1.3 CELULAS TOTAIS

A concentracdo celular dos cultivos utilizados para inoculagédo dos meios de
producao, foi determinada por peso seco. Com este propdsito, aliquotas de 5 mL
dos cultivos foram primeiramente filtradas em membrana de 0,2 ym de porosidade
(Sartorius), previamente pesada. A seguir, as células na membrana foram
submetidas a trés lavagens consecutivas com agua destilada, volumes de 10 mL
cada. E, apd6s secagem em microondas, na poténcia alta, até peso constante (2
minutos) (REIS et al., 2004), a membrana com as células foi pesada em balanga
analitica e calculado o valor correspondente ao peso seco das células.

Essa determinacéao s6 foi utilizada para os cultivos realizados em meio padréo
(Tabela 6). Nos meios a base de efluentes, a presenga de grande quantidade de

material particulado fatalmente acarretaria em erros nas quantificagoes celulares.

4.7.2 CARBONO ORGANICO

Amostras dos efluentes, previamente filtradas em membrana Sartorius de 0,5
Mm de porosidade, foram analisadas através do aparelho TOC 5000 A (Shimatzu),
no Laboratério de Controle de Poluigdo das Aguas do Programa de Engenharia
Quimica da COPPE/UFRJ, sob coordenacédo da Dra. Marcia Dezzoti. Embora este

procedimento determine o conteudo de carbono total, os resultados foram expressos
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em carbono organico, visto que a analise de carbono inorganico nos efluentes nao
revelou a sua presencga. As concentragcdoes de carbono foram determinadas tanto em

amostras dos efluentes in natura quanto nos mostos fermentados centrifugados.

4.7.3 NITROGENIO TOTAL

A determinagdo da concentragdo de nitrogénio total presente em amostras
dos efluentes in natura e nos mostos fermentados centrifugados foi realizada pelo
método de microkjeldahl (A.O.A.C., 1984). A concentracdo de nitrogénio total
permite calcular o teor protéico dos materiais. Estas analises foram realizadas no
Departamento de Bromatologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal

Fluminense (UFF), sob coordenagdo da Dra. Katia Gomes de Lima.

4.7.4 LIPIDEOS

As dosagens de lipideos foram realizadas através do método de Blighi & Dyer
(1959), também no Departamento de Bromatologia da UFF. As concentracdes

lipidicas foram determinadas nos efluentes in natura.

4.7.5 pH

As medi¢des de pH foram feitas através de potencidmetro modelo DMPH-1

DA Digimed.
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4.7.6 ATIVIDADE ENTOMOTOXICA

A sintese de entomotoxina pode variar de acordo com as condi¢cdes de cultivo
do microrganismo. Assim sendo, um produto biolarvicida a base B. sphaericus néao
deve ser avaliado simplesmente pela quantificacdo de esporos; € essencial a
realizacao de bioensaios (RIOS, 1998).

Desse modo, as amostras das biomassas obtidas apds centrifugacdo dos
mostos fermentados a 13000 x g a temperatura de 4°C (Sorvall RC 26 Plus, Thermo
Electron Corporation) e liofilizagdo (Freeze Dry Syistem — Labconco) foram testadas
em bioensaios contra larvas de terceiro estadio jovens de C. quinquefasciatus SAY,
1823 (Diptera: Culicidae) para determinagdo da CLsy. Esse parédmetro determina a
atividade de um produto expressa na concentragcdo deste, necessaria para matar
50% dos individuos de uma populacéo teste (ALVES, 1998).

A metodologia dos bioensaios seguiu o0s procedimentos especificos
preconizados pela Organizagdo Mundial da Saude (W.H.O., 1987). Para tanto, foram
utilizadas larvas de C. quinquefasciatus obtidas a partir de colénias experimentais
controladas. Esses testes foram realizados no Centro Nacional de Pesquisa de
Recursos Genéticos e Biotecnologia — CENARGEN/EMBRAPA, sob superviséo da
Dra. Rose Gomes Monnerat Solon de Pontes e no Laboratorio de Fisiologia e
Controle de Artrépodes Vetores (LAFICAVE) da FIOCRUZ, sob supervisdo do Dr.
José Bento Pereira Lima.

Desse modo, aliquotas de 50 mg das biomassas obtidas, centrifugadas e
liofilizadas, foram suspensas em 10 mL de agua desclorada, autoclavada e
homogeneizadas em agitador (Vortex, modelo 305, EletroLab) por 1 minuto. Essas

suspensdes foram denominadas de suspensdes-mée e, a partir delas, foram feitas
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diluicdes decimais seriadas (MONNERAT et al., 2001). A susceptibilidade das larvas
as biomassas obtidas foi determinada a partir de aliquotas de 2000, 1900, 1800,
1700, 1600, 1500, 1400, 1300, 1200, 1100 e 1000 puL (para os produtos a base da
linhagem 2362) ou de 10, 20, 40, 80, 120, 160 e 200 uL (para os produtos a base
das linhagens S1, S2 e S20) das diluicdes decimais seriadas. As aliquotas foram
colocadas em copos descartaveis de 200 mL de capacidade contendo 100 mL de
agua destilada, contendo 25 larvas do referido inseto. Os bioensaios foram
realizados em triplicata e, para cada condicao foi realizada uma série de trés copos
sem adicao da bactéria, como testemunho. O controle positivo constituiu-se de uma
série de trés copos adicionados de 1 mL de uma suspensao de B. sphaericus 2362
produzida no meio NYSM padronizada para uma densidade 6tica (D.O.g00nm) de 0,1.
Foram adicionados aos copos 0,005 g de ragao para alimentagado de gatos (Purina,
Paulinea, SP) para evitar que as larvas morressem de inani¢ao durante os testes.
Os bioensaios foram executados em pelo menos trés oportunidades distintas, e em
semanas diferentes. Os testes foram conduzidos em estufa (BOD PRECISION
SCIENTIFIC, modelo 815) a 25 + 1°C em fotoperiodos de 12 h. A leitura dos
resultados foi feita apds 48 h de incubagdo através da contagem do numero de
larvas vivas remanescentes em cada copo.

A determinagdo das concentragdes letais para 50% das larvas (CLso) de cada
produto foi determinada por analise de regressdo linear em escala Log-Probit
(FINNEY, 1971). Foi estabelecida, como aceitavel, uma mortalidade de até 5% no
experimento controle negativo (larvas sem adicdo de bactéria). Quando esse
numero variou entre 5% e 10% aplicou-se a férmula proposta por Abbot (1925), para
a corregcdo da mortalidade e efetiva aferigdo do agente testado na causa-morte das

larvas estudadas. Os bioensaios foram descartados quando o experimento controle
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negativo apresentou mortalidade larval superior a 10%. No caso dos testes em que
um numero de larvas inferior a 10% atingiu o estado de pupa, esses individuos
foram excluidos da contagem e, quando a ocorréncia de pupacao foi superior a 10%

o teste foi invalidado.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CRESCIMENTO CELULAR E ESPORULACAO

Na Figura 3 sédo apresentadas as concentragbes de células viaveis totais e
esporos, expressas em valores médios, apdés 48 h de cultivo das linhagens de B.
sphaericus - S1, S2, S20 e 2362 - nos meios de produgéo alternativos e padrdo. A
analise da Figura revela que os trés rejeitos industriais — levedura residual (B) e trub
(T), ambos da industria cervejeira, e um da industria pesqueira (Q) — de forma unica
ou combinada, favoreceram o crescimento e a esporogénese dos isolados de B.
sphaericus (S1, S2 e S20), bem como da linhagem de referéncia (B. sphaericus
2362). No entanto, os resultados variaram em funcdo da linhagem bacteriana

empregada e da composi¢ao do meio de cultura.

Em geral, os meios alternativos de produgdao mostraram resultados de
crescimento e esporulagao semelhantes ou superiores aqueles observados no meio
padrdao (P). Este meio é normalmente utilizado como meio de referéncia, pois
apresenta os constituintes minimos necessarios, em quantidades apropriadas, para
favorecer a obtengao de biomassa entomopatogénica de B. sphaericus (PINHEIRO-

ROBERG, 2000). Logo, o uso dos efluentes industriais testados & tecnicamente
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viavel, desde que atendidos os requisitos nutricionais de cada linhagem visando a

producao do bioinseticida.

Isoladamente, o trub foi o residuo industrial que mais estimulou o crescimento
celular. Ademais, quando o trub foi adicionado em conjunto com o efluente da
industria pesqueira (meio QT), houve um estimulo do crescimento das linhagens
isoladas em comparagao ao meio Q. Comportamento distinto foi determinado
quando o trub foi usado junto com a levedura residual cervejeira (meio BT). Neste
caso, praticamente nao houve variagao dos resultados comparativamente ao meio B.
Na auséncia de B, a influencia positiva do trub no metabolismo de B. sphaericus
pode ser atribuida ao seu conteudo de polifendis (11-26%) e de fatores de
crescimento (BARCHET, 1994).

De acordo com Pelczar (1993), extrato ou autolisado de leveduras é
recomendado como fonte de nitrogénio, pelo seu valor nutricional como fonte de
vitaminas e fatores de crescimento, os quais sdo nutrientes essenciais para a
atividade metabdlica dos microrganismos. Alguns microrganismos ditos fastidiosos,
ou seja, nutricionalmente exigentes, nao sao capazes de sintetizar esses nutrientes
especificos a partir dos elementos basicos presentes em meios de cultura sintéticos,

por isso, dependem da sua incorporagao neles.
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Dias (1992) também utilizou agua de levedura como fonte de carbono e
nitrogénio para producdo de B. sphaericus. Esta matéria-prima, por ser um
subproduto das industrias de etanol (combustivel e bebidas alcodlicas), tem algumas
vantagens como: baixo custo e facilidade de aquisicdo em diversas regides do pais.

Com base no exposto, a influéncia positiva do trub em meios carentes de B
no metabolismo de B. sphaericus, evidenciada neste trabalho, pode ser atribuida ao
seu conteudo de fatores de crescimento e, inclusive a presenca de polifendis (11-
26%) (BARCHET, 1994).

No entanto, a mistura de B e Q, em igual conteudo de proteinas, apenas
favoreceu a atividade metabdlica da linhagem S2 (Figura 3B). Para as demais
linhagens néo foi verificada alteracdo expressiva do crescimento celular em relagéo
ao uso desses rejeitos em separado (Figuras 3A, 3C e 3D). Porém, o emprego dos
trés efluentes industriais de forma combinada (meio BQT), provocou um sinergismo
do crescimento das linhagens isoladas de ecossistemas brasileiros, elevando em
uma ordem de grandeza as concentracfes de células viaveis totais, principalmente
da linhagem S1. Tal resultado reforca a importancia de um estudo detalhado para
definir, quali e quantitativamente, os nutrientes dos meios de producédo de
bioinseticidas em funcdo da linhagem a ser empregada, sobretudo se produtos

naturais serao utilizados como fontes de carbono e nitrogénio.

As linhagens isoladas apresentaram maior numero de células totais nos
meios alternativos comparativamente ao meio P. Inclusive a linhagem de referéncia
foi capaz de crescer nos meios constituidos dos efluentes industriais. A analise
comparativa dos resultados permite estabelecer que a linhagem B. sphaericus S1 foi
a que melhor respondeu ao cultivo nos meios alternativos (Figura 3A). Esta cultura

bacteriana apresentou 6timo desempenho na maioria dos meios alternativos de
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producao utilizados, alcancando nos meios B, T, BT e BQT os valores maximos de
6,0 x 10® células/mL, 2,5 x 10° células/mL, 6,3 x 10° células/mL e 2,17 x 10°
células/mL, respectivamente. Pode-se, ainda, constatar que ndo houve correlacao
entre o crescimento e a esporogénese, isto €, as condicbes mais adequadas a
propagacdo das células vegetativas ndo foram iguais as de formacdo de esporos.
Tal fato era previsivel visto que o crescimento pode ser acelerado ou intensificado
pela presenca, qualitativa e quantitativa, de substancias estimulantes, enquanto a
esporulacdo ocorre quando as condicfes se tornam adversas para a atividade da

bactéria.

As concentracfes de células viaveis e esporos, determinadas para a linhagem
S2 nos meios de producdo alternativos e padrdo, sdo mostradas na Figura 3B.
Analogamente ao constatado para a linhagem S1, o seu crescimento foi mais
favorecido nos meios alternativos e, novamente, ndo houve correlacdo entre o
crescimento e a esporogénese. Os meios contendo levedura residual de cervejaria -
BQ, QT e BQT - despontaram como o0s mais indicados para 0 crescimento e
esporogénese da linhagem S2. Contudo, dentre os meios constituidos de somente
um dos efluentes, a composicdo do meio T foi a mais indicada para o crescimento

celular, mas néo para a esporulacéo.

Comparando-se o crescimento da linhagem S20 nas diferentes condicdes
nutricionais, pode-se estabelecer que, a excecdo dos meios Q e BQ, os demais
meios alternativos foram igualmente ou ainda melhores do que o meio P (Figura 3C).
No entanto, em relacdo as outras linhagens isoladas, a producdo maxima de
biomassa foi menor, de 1,7 x 10° células/mL e 1,4 x 10° células/mL, respectivamente

nos meios QT e BQT.

Pode-se também observar que a linhagem de referéncia (2362) foi capaz de
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crescer a partir de todas as fontes protéicas testadas (Figura 3D). Mas, ao contrario
do constatado para as outras trés linhagens, os efluentes industriais foram apenas
capazes de sustentar crescimento igual ao obtido no meio P, na maioria das
condicfes nutricionais testadas. As excecdes foram os meios B e T, cujos cultivos
resultaram em 1,2 x 10° e 3,5 x 10° células/mL, respectivamente, ou seja,
crescimento bem superior aquele evidenciado no meio P, que foi de 9,4 x 10°
células/mL. Em contrapartida, a producéo de esporos no meio P foi de 7,9 x 10°
esporos/mL; valor que nao foi superado em nenhum dos meios alternativos testados.

Na Figura 4 estdo representados o0s percentuais de esporulacao
determinados para cada linhagem nos meios de producéo alternativos e padréo.
Pode-se observar que a esporogénese foi diferenciada em funcao da linhagem e da
composicao quimica do meio utilizado para seu cultivo. Os valores de percentual de
esporulacdo apresentaram variagcdo bem ampla, de 8 a 92% (Figura 4).

A analise da Figura 4A indica que os meios contendo os efluentes em
separado (meios B, T e Q) foram, em geral, os mais adequados a esporulacao da
linhagem S1. Nestes meios foram verificados percentuais de esporulacdo de 60% a
68%; valores semelhantes ao determinado no meio P. Pode-se ainda observar que,
dentre os meios contendo a combinacdo de dois ou dos trés efluentes, aqueles
formulados com a levedura residual cervejeira (meios BT, BQ e BQT) foram os que
mais estimularam a esporogénese em cultivos de 48 h. Cabe destacar que para esta
linhagem, as misturas de B ou Q com T resultaram em efeito negativo da

esporulacdo, quando comparadas ao emprego dos efluentes em separado.



~ 100 100
‘Oﬁ 80
lg" 60 7 g o
E g
20 o ]
uUJ) =3 20
0 - w0
P B T Q BT BQ QT BQT P B T Q BT BQ QT BQT
Meios de Producéo )
Meios de Producao
C D
100 100
S w0 S
5’8 80 % 30
S 601 'S, 60
o s
= 40 - S 40 -
o o
8_ 20 - % 20 -
w g W

P B T Q BT BQ QT BQT

P B T Q BT BQ QT BQT
Meios de Producao

Meios de Producéao

Figura 4: Percentual de esporulacdo a partir do cultivo de 48 h da linhagem: (A) B. sphaericus S1; (B) B. sphaericus S2; (C) B.
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100% trub; Q — 100% efluente pesqueiro; BT — 50% levedura cervejeira + 50% trub (1:1); BQ — 50% levedura cervejeira + 50% efluente

pesqueiro (1:1); QT — 50% efluente pesqueiro + 50% trub (1:1) e BQT — 33% levedura cervejeira + 33% efluente pesqueiro + 33% trub
(1:1:1).
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Para a linhagem S20, s6 foi determinada esporulagdao = 60% nos meios B e
BT (Figura 4C). Em particular, o meio B proporcionou o maior percentual de
esporulacdo (92%); até mesmo superior aquele determinado no meio
convencionalmente usado para produgdo de biomassa entomopatogénica de B.
sphaericus (meio P). No entanto, nem sempre o maior percentual de esporulagao foi
acompanhado do maior numero de esporos. Por exemplo, para S20, se considerada
a concentragcado de esporos alcangada em cada condigédo nutricional (Figura 3A), os
meios QT e BQT, foram os mais adequados, ja que foram atingidos os valores de
6,9 x 10 e 58 x 10® esporos/mL, respectivamente. Como nestes meios foi
favorecido o crescimento celular, ou seja, as condi¢gdes nutricionais foram as mais
adequadas para a atividade metabdlica desta bactéria, é possivel que estendendo o

tempo de incubacgao fosse alcancado maior percentual de esporulacéo.

Os percentuais de esporulagdo da linhagem S2 nos diferentes meios foram,
em sua maioria, inferiores aos calculados para a linhagem S1 e S20 (Figura 4B). Os
valores maximos de 64%, 43% e 41% foram obtidos pelo cultivo da bactéria nos
meios BT, Q e BQT, respectivamente. Em valores absolutos, as maiores
concentragbes de esporos foram obtidas nos meios BQT e BQ (Figura 3B). De
modo que, mais uma vez destaca-se o emprego da levedura residual cervejeira e a
necessidade do processo ser conduzido por mais tempo. Nas condi¢gdes ensaiadas,
o meio BQT foi o mais indicado para o crescimento e a esporulagdo da linhagem S2

(Figuras 3B e 4B).

Na Figura 4D estdo representados os percentuais de esporulagido
determinados para a linhagem 2362 nos diferentes meios. O cultivo no meio P foi a
melhor condi¢ao nutricional, propiciando o valor percentual maximo de esporulacao

de 84%; valor muito superior aos obtidos nos meios alternativos. Porém, dentre os
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meios alternativos, € evidente a importadncia do efluente B na esporulagdo da
linhagem de referéncia, o que corrobora os resultados obtidos por Klein e
colaboradores (1989). Segundo estes autores, para obter crescimento satisfatorio de
B. sphaericus 2363 em meios constituidos de subprodutos protéicos industriais é
necessario suplementa-los com extrato de levedura; a adigdo de glicerol propicia

alcancar quantidades de células ainda maiores.

Vilarinhos e colaboradores (1988), segundo relato de Dias (1992), estudou o
comportamento de B. sphaericus 2362 em agua de levedura e em outros dois meios:
um a base de caldo nutritivo e extrato de levedura (NYSM), e outro a base de
infusdo de cérebro e coragao (BHI). O autor observou que a concentragao celular e
o percentual de esporulagdo no meio alternativo foram respectivamente de 3,5x10’
células/mL e 70%, ou seja, inferiores aos valores de 1,7x10® células/mL e 82,4%

obtidos em NYSM e aos valores de 9,1x10"° células/mL e 84,7% obtidos em BHI.

Outros pesquisadores investigaram a possibilidade do emprego de fontes
alternativas de carbono, nitrogénio e energia na preparagao de meios para produgao
de B. sphaericus; a maioria dessas publicagdes data de 1980 a 1990. Entretanto,
durante alguns anos, o numero de estudos com B. sphaericus reduziu, devido aos
relatos do aparecimento de populagdes de insetos resistentes a esse agente

(SINEGRE et al., 1994; RODCHAROEN & MULLA, 1994).

Em 1983, Obeta & Okafor desenvolveram cinco meios de cultura para
producao de biomassa de B. sphaericus 1593, associando sangue bovino a farinhas
de quatro diferentes tipos de sementes (amendoim, feijado-de-corda, feijdo-bambara
e soja). Segundo os autores, ao final de 70-80 h de processo, o0 meio composto por
farinha de amendoim, sangue bovino e sais minerais foi que levou aos melhores

resultados, obtendo percentual de esporulagdo, numero de células viaveis totais e
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namero de esporos de 80%, 1,4 x 10® células/mL e 6,2 x 10° esporos/mL,

respectivamente.

Posteriormente, Dharmsthiti e colaboradores (1985) evidenciaram aumento do
rendimento celular apos 48 h de cultivo de B. sphaericus 1593, tanto em meio NBSY
(meio de referéncia) quanto em meio constituido de subproduto da industria de
glutamato monossddico. O cultivo no meio alternativo apresentou maximo de
concentracdo celular de 1,4 x 10° células/mL; este valor foi ligeiramente superior ao
alcangado em NBSY (6,4 x 10° células/mL). O crescimento desta linhagem também
foi testado em outros meios alternativos por Desai & Shethna (1991). Em meios
formulados com residuo da extragao de 6leo de noz em combinagdo com outra fonte
de nitrogénio (farinha de sementes ou leite em pd) foram obtidas concentragdes de

células similares aos encontrados por Dharmsthiti e colaboradores (1985).

Kuppusamy & Balaraman (1991) compararam os comportamentos de duas
linhagens de B. sphaericus (1593 e VCRC B42) em meio JPYM (Jaggery Peptone
and Yeast Medium), utilizado por eles como meio padrao, e em um meio alternativo
a base de agua de milho (milhocina) em substituicdo a peptona e extrato de
levedura, referendado como JCSLM (Jaggery Corn Steep Liquor Medium). Apés 40
h de processo, foram verificados maiores valores de rendimento celular de ambas as

linhagens no meio alternativo.

Do mesmo modo, Rios (1998) observou maior numero de esporos de B.
sphaericus 2362 para cultivos de 48 h em dois meios alternativos (leite em pé
desnatado, milhocina e sais, e farinha de soja, glicerina e milhocina) em comparagéao
ao meio MBS (5 x 108 UFC/mL), prosposto por Kalfon (1983) como meio padrio
para B. sphaericus. O autor obteve concentracdes de esporos de 1,9 x 10°

esporos/mL em ambos os meios alternativos e de 5 x 10® esporos/mL no meio MBS.
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Broadwell & Baumann (1986), cultivando B. sphaericus 2362 em meio MBS
por 70 h, obtiveram na 292 hora de cultivo: 2,9 x 10° UFC/mL e 1,95 x 10° UFC/mL,
respectivamente de células totais viaveis e esporos, correspondendo a uma

esporulagao de 67%.

Silva (1997) cultivou B. sphaericus 2362 por 24 h em fermentador de 14 L,
contendo 6 L de meio de cultura a base de farinha de soja texturizada e extrato de
levedura. Neste ensaio, o nimero de esporos 7,55 x 102 UFC/mL, correspondente a

um percentual de esporulacéo de 61,5%.

Vilarinhos e colaboradores (1996) cultivaram B. sphaericus 2362 e S2 em
meio MBS por apenas 24 h e observaram resultados semelhantes para ambas as
linhagens, obtendo valores de 1,20 x 10° esporos/mL e 1,17 x 10° esporos/mL,

respectivamente

Em estudos realizados por Schenkel e colaboradores (1992) com quatro
linhagens de B. sphaericus isoladas de solos brasileiros e a linhagem padrao 2362,
todas cultivadas em meio MBS, foi constatado que a contagem de células totais para
as cinco linhagens variou de 7,0 x 10® UFC/mL a 1,2 x 10° UFC/mL. Entretanto, as
linhagens isoladas apresentaram concentragdo de esporos entre 1,4 x 10° UFC/mL e
2,6 x 10 UFC/mL, tendo sido alcancado o valor maximo de 7,1 x 10® esporos/mL

para a linhagem B. sphaericus 2362.

Pinheiro-Roberg (2000) cultivou B. sphaericus 2362 e S20 por 48 h em meio
composto por levedura residual cervejeira e observou, para a linhagem 2362,
contagem de células viaveis totais de 7,9 x 10" UFC/mL com percentual de
esporulacédo de 76,5% enquanto no meio padrdo os respectivos valores foram 9,6 x
10" UFC/mL e 75,5%. Ja o cultivo da linhagem B. sphaericus S20 resultou numa

contagem de células viaveis totais de 5,9 x 10" UFC/mL com percentual de
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esporulagéo de 86,7% embora no meio padrao tenham sido obtidos os valores 4,8 x

10" UFC/mL e 75%, respectivamente.

Recentemente, Prabakaran e colaboradores (2007) utilizaram dois meios, um
a base de 2% de farinha de soja (FS) e outro de 2% farinha de amendoim (FA), para
o cultivo de B. sphaericus VCRC B42 por 24 h. Nao houve variagao significativa do
crescimento celular nos dois meios (4,6 g/L e 4,4 g/L, expressos em peso seco),
embora a concentragdo de biomassa tenha sido cerca 50% superior a obtida no
meio NYSM (sem adicdo de glicose). Contudo, o numero de esporos apresentou
variacdo consideravel em funcdo da composicdo quimica do meio: 3,7 x 10°

esporos/mL (FS); 2,9 x 10® esporos/mL (FA) e 3,1 x 10° esporos/mL (NYSM).

A similaridade dos resultados levantados na literatura disponivel com os
obtidos no presente trabalho demonstra a potencialidade da aplicacao dos efluentes
das industrias cervejeira e pesqueira para a produgdo de biomassa de B.
sphaericus, particularmente das linhagens isoladas de solo brasileiro. Porém, como
explicitado no capitulo de Revisdo Bibliografica, altos percentuais de esporulagéo
nao preconizam uma atividade entomotdxica efetiva da biomassa produzida
(PINHEIRO-ROBERG, 2000). Por isso, a toxicidade dos produtos obtidos foi testada
através de bioensaios contra larvas jovens de terceiro estadio de C.

quinquefasciatus.

5.2 ATIVIDADE ENTOMOTOXICA

A Figura 5 apresenta os valores médios correspondentes a atividade
entomotodxica, expressa em CLsg, determinados para as biomassas obtidas nos

diferentes meios de produgao a partir dos cultivos de B. sphaericus: (A) S1, (B) S2,
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(C) S20 e (D) 2362. E notério o perfil diferenciado entre as linhagens. Conforme era
de se prever, os resultados variaram de acordo com a linhagem bacteriana utilizada,
mas a composi¢ao do meio teve um efeito ainda mais marcante. Em muitos casos,
0os meios alternativos de producdao foram capazes de promover a sintese de
biomassas de maior toxicidade do que aquelas obtidas através dos cultivos no meio P.

De acordo com a literatura, um produto microbiano para atender as
exigéncias do mercado deve apresentar atividade larvicida correspondente a valores
de CLsg proximos ou inferiores a 1,0 ng/mL (GUILLAUMOT, 2005 ).

De um modo geral, os cultivos da linhagem S1 nos meios alternativos, nao
foram capazes de induzir uma produgdo expressiva de toxina contra larvas de C.
quinquefasciatus (Figura 5A). De fato, somente o meio alternativo BQT possibilitou a
obtencdo de atividade larvicida, correspondendo a CL50 de 1,1 ng/mL. Este
resultado foi ainda melhor ao obtido pelo cultivo desta linhagem no meio P,
mostrando a possibilidade da substituicdo de um meio caro por um de custo minimo.

Analisando a Figura 5B, que apresenta os valores de CLs, determinados para
as biomassas de B. sphaericus S2, é patente que esta linhagem, nas condi¢des
ensaiadas, nao apresenta potencial para aplicagdo como bioinseticida. Nota-se uma
pequena variagao da atividade larvicida nos diferentes meios alternativos, apesar da
composi¢cao dos meios ter influenciado sobremodo o crescimento e a esporogénese.
O meio BQT nao foi tdo promissor, embora tenha sido o mais adequado para
crescimento e esporulagdo desta linhagem. Os melhores valores de CLsy, foram
determinados para as biomassas procedentes dos cultivos nos meios QT (22 ng/mL)
e P (26 ng/mL).

No que concerne as distintas biomassas da linhagem S20 (Figura 5C), é

notavel a atividade larvicida da maioria, independentemente do meio empregado
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para seu cultivo. Dentre as linhagens estudadas, esta apresentou as melhores
atividades larvicidas, levando a valores de CLsy de 8, 10 e 24 ng/mL nos meios B,
BT e BQT, respectivamente. E fato também que, exceto pelo meio BQ, que também
pouco favoreceu o crescimento e esporulagdo desta linhagem, os demais meios
alternativos permitiram obter biomassas com toxicidade larvicida igual ou inferior a
determinada no meio P. Deve ser enfatizado que os meios QT e BQT também foram
mais indicados para crescimento da cultura microbiana, propiciando a formacao de
maior quantidade de esporos em 48 horas de processo.

Na Figura 5D estdo apresentados os valores correspondentes a ClLsg
determinados para as biomassas de B. sphaericus 2362. A toxicidade maxima de
5,2 ng/mL foi determinada no meio P, onde foi também determinado o maior
percentual de esporulagao (84%). Contudo, nos meios alternativos, a quantidade de
toxina produzida foi inferior e ndo houve correspondéncia entre a atividade larvicida
e o percentual de esporulacdo. Dentre os meios alternativos testados, os meios Q e
BT foram os mais favoraveis a esporulagao, mas os valores de CLs, foram de pouco

interessantes.
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Figura 5: Atividade entomotodxica (CLsp) determinada para as biomassas produzidas pelas trés linhagens apés 48 h de
cultivo nos meios de producéo padrao (P) e alternativos: B — 100% levedura cervejeira; T — 100% trub; Q — 100% efluente
pesqueiro; BT — 50% levedura cervejeira + 50% trub (1:1); BQ — 50% levedura cervejeira + 50% efluente pesqueiro (1:1);
QT — 50% efluente pesqueiro + 50% trub (1:1) e BQT — 33% levedura cervejeira + 33% efluente pesqueiro + 33% trub
(1:1:1): (A) B. sphaericus S1; (B) B. sphaericus S2; (C) B. sphaericus S20 e (D) B. sphaericus 2362.
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Vilarinhos e colaboradores (1988), apud Dias (1992), comparou O
comportamento da linhagem B. sphaericus S2 em diferentes cultivos. Apds 48 h, em
fermentador de 14 L, as biomassas provenientes do crescimento nos meios NYSM,
BHI, e em um a base de agua de levedura apresentaram valores de CLso de 10; 5 e
5 ng/mL, respectivamente. Resultados mais promissores foram obtidos por Sun e
colaboradores (1996), avaliando a toxicidade de quatro linhagens de B. sphaericus
isoladas de amostras de solos da China apds crescimento em meio PM (Peptone
Medium) por periodo de 45 a 55 h. As biomassas, separadas dos mostos
fermentados por centrifugacdo, apresentaram valores de ClLso entre 0,5 e 1,47
ng/mL em bioensaios realizados com larvas de segundo estadio de C.
quinquefasciatus. Estes resultados foram muito melhores em comparacdo aos
obtidos para uma linhagem de referéncia (1593) crescida no mesmo meio de cultura,

cujo valor de CLso foi de 3ng/mL.

Kuppusamy & Balaraman (1991) compararam os comportamentos de duas
linhagens de B. sphaericus (1593 e VCRC B42) em meio padrdao (JPYM) e em meio
a base de agua de milho (milhocina) em substituicdo a peptona e extrato de levedura
(meio JCSLM). Apos 40 h de processo no meio JCSLM, a biomassa da linhagem
1593 apresentou valor de CLsp inferior a da outra. No meio padrdo, a maior

toxicidade também foi determinada para linhagem 1593 com apenas 20 h

Pinheiro-Roberg (2000) realizou os cultivos de duas linhagens de B.
sphaericus por 48 h em meio composto por levedura residual cervejeira. Foram
obtidos valores de CLso contra larvas de terceiro estadio de C. quinquefasciatus de

10 ng/mL e de 0,7 ng/mL para as linhagens 2362 e S20, respectivamente.

Poopathi & Kumar (2003) também utilizaram matérias-primas de baixo custo

(batata e gréo de bico) para formulacéo de trés meios alternativos para producédo de
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bioinseticidas a base de B. thuringiensis sorovar. israelensis HD 567, que foram
comparados com um meio padrdao (LB) a base de peptona, extrato de levedura e
cloreto de sodio. As biomassas obtidas foram testadas em bioensaios contra larvas
de C. quinquefasciatus, A. stephensi e A. aegypti e resultaram em valores de ClLsg

variando entre 0,72 e 2,28 ng/mL.

Poopathi (2007) avaliou o cultivo de B. sphaericus IAB-59 em meio a base de
penas de aves (CFWM) e no meio NYSM, como referéncia. A partir de bioensaios
contra larvas de terceiro estadio jovens de C. quinquefasciatus foram determinados
valores de CLso de 0,46 ng/mL e 0,45 ng/mL para as biomassas cultivadas nos

meios CFWM e NYSM, respectivamente.

Prabakaran e colaboradores (2007) utilizaram farinha de soja e de amendoim
para formular dois meios: meio A (2% de farinha de soja) e meio B (2% farinha de
amendoim) para o cultivo de B. sphaericus VCRC B42 em larga escala (60 L de
meio de cultura). Apds 24 horas de cultivo, foram determinadas as ClLsy para as
biomassas obtidas que foram 14,6 ng/mL, 23,2 ng/mL e 14,6 ng/mL nos meios A, B

e NYSM (sem glicose), respectivamente.

Deste modo, a analise dos resultados dos bioensaios permite concluir que
dentre as trés linhagens isoladas de ecossistemas brasileiros apenas S1 apresenta
potencial para uso como biomassa entomopatogénica a partir do emprego dos trés
efluentes industriais testados em combinacéo, apesar deles terem favorecido tanto o
crescimento quanto a esporulacdo de todas as linhagens. Também ndo houve
correspondéncia entre a toxicidade e a concentracdo de esporos. Esses resultados
enfatizam a dependéncia dos componentes do meio de acordo com a linhagem

empregada na producédo de biomassa entomopatogénica.
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5.3 VARIACAO DO pH

De uma maneira geral, houve aumento do valor do pH ao final do processo
fermentativo (Figura 6). O aumento do pH pode ser decorrente do metabolismo
oxidativo das bactérias do género Bacillus que ocorre pela via Embden-Meyerhoff-
Parnas e/ou Entner Doudoroff com geracdo de piruvato, o qual em seguida, é
metabolizado via ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) (RUSSEL et al.,, 1989;
BAUMANN et al., 1991; RIOS, 1998), que resulta na geracdo de acidos organicos,
como acido citrico e acido oxalico, que podem ser liberados para o meio. De acordo
com Russel e colaboradores (1989), durante o crescimento vegetativo, o pH
decresce visto que o consumo de glicose resulta no acumulo de acetato, até que
haja depresséo das enzimas do TCA e, entédo, o acetato possa ser metabolizado por
esse caminho, como € evidenciado para B. cereus. No final da fase exponencial de
crescimento, que coincide com a transicdo da célula da forma vegetativa para a
esporulada, verifica-se uma elevacdo do pH como consequéncia da oxidacdo dos

acidos organicos, intermediarios desta via metabdlica.

Entretanto, devido a incapacidade de B. sphaericus assimilar carboidratos,
este requer fontes alternativas de carbono para seu metabolismo, como por
exemplo, um material protéico (YOUSTEN et al.,, 1984; RUSSEL et al., 1989). A
presenca de materiais protéicos no meio de cultura, como unica fonte de carbono e
nitrogénio, resulta em maior assimilacdo de carbono, em comparacdo com 0 outro
elemento, gerando um acumulo de ions amdnio e, consequientemente, elevando o

pH.
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Segundo Rios (1998), ocorre decréscimo de pH durante a fase exponencial
de crescimento da bactéria, com tempo de duracdo de 6 h. Em seguida, o pH
aumenta gradativamente em virtude da lise das células em funcédo da esporulacao.
Portanto, em associacdo com a liberacdo dos esporos ha dissolugcdo de constituintes

citoplasmaticos no meio, que pode estar relacionado ao aumento de pH.

A analise da Figura 6 indica que a linhagem bacteriana também pode
influenciar a variacdo do pH no decorrer da fermentacéo, visto que dependendo da
linhagem e das condi¢cBes nutricionais sdo formadas diferentes concentracdes de
metabolitos. Mas, obviamente, em propor¢cdes que nao resultam em alteracdes
extremas no valor de pH. Até porque, muitas vezes, as materias-primas podem
conter substancias de carater tamponante.

Conforme pode ser constatado na Figura 6A, o crescimento da linhagem S1
nas diferentes condi¢cdes nutricionais resultou em variacdo no valor do pH nos
mostos fermentados. Ao final do processo fermentativo, 0 meio de referéncia (meio
P) apresentou o valor mais alto de pH. Da mesma forma, o emprego dos meios
constituidos de levedura residual cervejeira e/ou efluente da indlstria pesqueira
(meios B, Q e BQ) resultaram em elevacdo do pH. Ja nos meios T, BT e BQT, ou
seja, meios contendo trub, ocorreu reducdo no valor do pH. Contudo, a associacéo
do trub com efluente da industria pesqueira (meio QT) levou a um comportamento
distinto da linhagem S1, sugerindo que a combinacdo de algun(s) constituinte(s)
destes efluentes possa ter induzido a formacdo de produtos, qualitativa e/ou
quantitativamente diferenciada. De qualquer modo, conforme anteriormente
apresentado (item 3.7.1.3), valores finais de pH na faixa de 6,0 a 8,5 néo interferiram
no crescimento e esporulacdo da linhagem (Figuras 3A e 4A), conforme demonstrado

anteriormente por alguns autores (LACEY, 1984; BEEGLE et al., 1991; DIAS, 1992;
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ARCAS, 1996). A variacdo do pH também nao teve efeito direto na sintese de toxina
pela linhagem S1. Porém, ndo se pode descartar a influéncia da associacdo de
diferentes condi¢cfes culturais. Logo, aparentemente, o emprego dos efluentes ndo
demandaria um controle do pH durante o processo fermentativo, o que evitaria custo
adicional com agente neutralizante e instalacdo de sistemas operacionais com tal
propésito, como eletrodos, bombas dosadoras, etc.

Na Figura 6B foram plotados os valores de pH determinados nos mostos
fermentados pela linhagem S2. Similarmente ao evidenciado para a linhagem S1, o
pH variou conforme a composicdo do meio, embora a maioria dos mostos
fermentados tenha apresentado valores finais entre 7,5 e 8,0.

A Figura 6C mostra como variou o pH nos diferentes meios de producdo em
consequéncia do crescimento da linhagem S20. No meio P ocorreu elevacéo do pH,
similarmente ao evidenciado para as outras linhagens. E, com excecdo do meio Q,
0S meios alternativos também apresentaram aumento de pH apés a fermentacao.
Isto confirma o fato de que a producédo de metabdlitos varia em funcdo da linhagem
utiizada e, especialmente, em funcdo da composicdo quimica do meio. Vale
ressaltar a complexidade dos compostos presentes nos efluentes, que podem atuar
estimulando ou inibindo a atividade celular. Por outro lado, a associacdo de
efluentes pode resultar em sinergismo ou antagonismo de compostos presentes nos

mesmos, favorecendo ou ndo o crescimento, esporulacéo e sintese da toxina.
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Figura 6: pH final dos mostos fermentados apés 48 h de cultivo das trés linhagens de B. sphaericus nos diferentes meios de
producdo padréo (P) e alternativos: B — 100% levedura cervejeira; T — 100% trub; Q — 100% efluente pesqueiro; BT — 50%
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50% trub (1:1) e BQT — 33% levedura cervejeira + 33% efluente pesqueiro + 33% trub (1:1:1): (A) B. sphaericus S1; (B) B.
sphaericus S2; (C) B. sphaericus S20 e (D) B. sphaericus 2362; pHinicial = 7,0.
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Conforme pode ser constatado na Figura 6D, o crescimento da linhagem 2362
nas diferentes condi¢cdes nutricionais também resultou em variagdo no valor do pH
final dos cultivos. Igualmente ao evidenciado para as demais linhagens estudadas, o
pH variou conforme a composi¢cdo do meio. O meio BQ apresentou, apos 48 h de
processo, o valor maximo de pH de 8,5 e os meios T e BQT os menores, em torno
de 6,0. Observando as Figuras 3D, 4D e 5D, pode-se concluir, mais uma vez, que o

pH ndo teve efeito direto no crescimento, esporulacdo e na sintese de toxina.

Alguns dos meios alternativos de producao apresentaram, apos fermentacéo,
decréscimo no valor de pH. Provavelmente, nestes casos, a presenca de
determinados compostos nos efluentes tenha estimulado uma maior producdo de
acidos organicos. Mas na maioria dos cultivos foi observado um aumento nos

valores finais de pH.

Obeta & Okafor (1983) também observaram o aumento do pH em cultivos de
B. sphaericus 1593 realizados em meios formulados a partir de sangue bovino e
sementes. O pH inicial de 7,5 atingiu valores entre 8,6 e 9,0 apds 70-80 h de cultivo,
conforme constituicdo do meio. Do mesmo modo, o crescimento desta mesma
linhagem em meio a base de residuo de noz em combinagcdo com outras fontes de
nitrogénio, resultou em elevacdo do pH, atingindo valores finais entre 8,3 e 8,5

(DESAI & SHETHNA, 1991).

Estudando a influéncia do pH inicial do meio de cultura em cultivos de B.
sphaericus B64, Hoti & Balaraman (1986) observaram valores de pH final variando
entre 8,3 e 8,5 para meios com valor de pH inicialmente ajustado na faixa de 5,5 a

10,0.

Em cultivo de B. sphaericus 1593 onde a aeracédo foi interrompida apos 8

horas de processo, mantendo apenas a agitacao de 300 rpm, foi observada variacao
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diferenciada do pH. Este parametro, sendo inicialmente 6,6 subiu até 7,9 com 8
horas de cultivo e apresentou decréscimo nas horas seguintes, finalizando apds 24 h

em 7,0 (YOUSTEN et al., 1984 apud ARCAS, 1996).

5.4 CONSUMO DE PROTEINAS

A Figura 7 apresenta os dados, em valores meédios, referentes as
concentracdes de proteinas e respectivas reducdes percentuais, determinadas nos
mostos apos fermentacdo para as quatro linhagens de B. sphaericus. Houve
reducdo do teor de proteina em todos os meios testados. Entretanto, 0 consumo
variou conforme a linhagem e as condi¢des nutricionais empregadas.

Apesar da concentracéo inicial de proteinas ter sido a mesma nas diferentes
formulacdes, 7 g/L, houve uma variacéo consideravel no teor final de proteinas para
cada meio e, por conseguinte, no percentual consumido dependendo da linhagem
empregada. Obviamente, esses resultados estdo diretamente relacionados com os
demais constituintes do meio, o que comprova a influéncia da composicédo de cada
meio formulado no crescimento, na esporulacdo e na sintese de toxinas,

anteriormente observada.

A Figura 7A apresenta o consumo de proteina pela linhagem S1. Ao contrario
do previsto, o consumo de proteinas foi menor no meio P, cuja composicdo €&
adequada para permitir a maxima atividade metabolica desta espécie bacteriana. E
bem verdade que no meio P o crescimento de S1 foi menor do que o evidenciado
nos meios alternativos de producdo. Ademais, conforme indicado por Rios (1998),

com a liberacdo de esporos ocorre a liberacdo de constituintes celulares para o meio
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como, por exemplo, proteinas. No meio T foi verificado o percentual maximo de

consumo da fonte protéica e, conseqientemente, 0 menor valor de proteina residual.

Esse resultado estd em consonancia com os resultados observados na Figura
3A, uma vez que o meio T foi 0 que mais favoreceu o crescimento e esporulacédo da
linhagem B. sphaericus S1. O meio BQT que, dentre os meios formulados com
associacdo dos efluentes, foi o mais favoravel a producdo de biomassa
entomopatogénica (Figuras 3A e 5A), também apresentou expressiva reducao do
seu teor protéico apés fermentacdo. De qualquer modo, ha que se estudar
minuciosamente a composicdo do meio mais indicado para cada efluente para
obtencdo do maximo de biomassa com atividade larvicida, ja que em nenhum dos
meios alternativos testados houve reducdo substancial da fonte protéica. Ademais,
considerando a afirmativa de Rios (1998) o teor protéico residual ndo indica
necessariamente o crescimento; mas, seu valor serve para avaliar o grau de
reducao de material organico no meio apos fermentacao.

A Figura 7B apresenta os dados, em valores médios, referentes as
concentracdes de proteinas nos diferentes mostos fermentados para a linhagem S2.
De um modo geral, o consumo das fontes protéicas variou de 25 a 55%; as maiores
reducdoes foram determinadas para os meios T (57%), QT (44%) e BQT (52%).
Pode-se observar que os maiores consumos de proteinas ocorreram especialmente
nos meios contendo trub, apesar da presenca deste efluente ndo ter favorecido a
esporulacdo da linhagem S2 (Figura 4B). De modo analogo ao evidenciado para a
linhagem S1, o decréscimo do conteudo de proteinas no meio P foi pequeno. Mas,
no caso da linhagem S2, esse consumo foi ainda menor no meio B, o que pode ser

devida a liberacéo de constituintes citoplasmaticos por causa da esporulacao.
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O consumo de proteina pela linhagem S20 esta representado na Figura 7C.
Note-se que a linhagem S20 foi a que menos consumiu proteinas nos meios
alternativos de producédo. Nos meios contendo Q foram detectadas as maiores
reducdes nos teores de proteinas, ocorrendo no meio BQT o0 consumo maximo de
proteinas, correspondente a 51% de reducdo. De fato, as fermentacbes das trés
linhagens isoladas de solo brasileiro nos meios contendo Q resultaram em
consumos percentuais de proteinas semelhantes.

A Figura 7D representa o consumo de proteinas pela linhagem 2362. Mais
uma vez a composicdo do meio influenciou no consumo de proteinas e na
quantidade de proteina residual no mosto fermentado. Também nédo houve
correlagcdo entre o consumo de proteinas e o0 crescimento, a esporulacdo e a
toxicidade das biomassas obtidas em cada condicdo cultural. Assim como
observado para as outras linhagens, o consumo de proteinas no meio P foi muito
baixo, aproximadamente 14%. Dentre as linhagens estudadas, essa foi a que menos
consumiu as proteinas contidas na maioria dos meios, 0 que pode ser devido ao
tempo de fermentacdo que pode ter sido insuficiente para essa linhagem ou a
liberacdo de compostos citoplasmaticos. No meio T foi evidenciado o maior consumo
de proteinas pela linhagem 2362, equivalente a o teor residual de proteina de 285

mg/L.

Os isolados de B. sphaericus sdo geneticamente distintos, variando quanto as
necessidades nutricionais e as atividades larvicidas (WHITE & LOTAY, 1980;
LACEY, 1984). Na literatura existem poucas informacdes a este respeito; a maioria
faz referéncia a espécie B. thuringiensis. Em estudo realizado a partir do cultivo
desta bactéria em meios de cultura contendo diferentes relacdes de nitrogénio

organico (No) e nitrogénio inorganico (N;) foram determinados consumos na faixa de
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16 a 25% (BELTRAN et al., 1998). Do mesmo modo, ndo houve correlacdo entre o
crescimento, a esporogénese e o consumo de nitrogénio, visto que 0s maiores
valores de biomassa (5,9 mg/mL), esporos (3,9 x 10® esporos/mL) e consumo de
nitrogénio (23%) foram determinados respectivamente para as relacées de No/N; de
1; 2 e 4 g/g. De acordo com os autores, 0s altos niveis de nitrogénio encontrados no
meio fermentado podem estar relacionados a presenca de restos celulares devido a

lise, 0 que poderia estar mascarando os resultados.

Silva (1995) avaliando a utilizacdo de rejeitos industriais (soro de leite e
aminofértil) para producdo de biomassas de B. thuringiensis sorovar. kurstaki,
também verificaram percentual de consumo de material proté€ico diferenciado, de 6,8
a 46,9%, em cultivos que promoveram concentracdes semelhantes de células e
toxina. O meio constituido de soro de leite resultou em menor crescimento celular e

esporogénese, embora tenha sido estimado um consumo de cerca 41%.

5.5 CONSUMO DE CARBONO

Na Figura 8 estdo representadas as concentracdes de carbono organico
inicial e residual assim como os percentuais de carbono consumidos pelas linhagens
de B. sphaericus nos diferentes meios de producdo. A analise da figura permite
constatar que houve reducéo da carga organica dos meios formulados a partir das
diferentes combinacdes dos residuos industriais apos cultivo das quatro linhagens
estudadas. Pdde-se observar também que o consumo de carbono organico foi
dependente tanto da linhagem de B. sphaericus empregada quanto da composi¢cao
do meio, 0 que esta diretamente relacionado ao efluente e sua concentragdo no

meio.
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As concentracdes de carbono orgéanico inicial e residual, bem como o
percentual de consumo determinados nos meios P e alternativos em decorréncia da
atividade metabdlica de B. sphaericus S1 podem ser observados na Figura 8A. Em
todos os meios de producdo foram verificados decréscimos da quantidade de
carbono, embora poucos tenham apresentado reducdes superiores a 40%. Uma
possivel explicacdo para esse fato pode ser a auséncia de uma etapa de
aclimatacdo das culturas microbianas aos meios contendo rejeitos industriais,
preliminar a etapa de produc&o propriamente dita.

E interessante notar que no meio P tenha sido detectado consideravel
consumo de carbono, embora ndo tenha sido notada baixa proporcional na
quantidade de proteinas. Dentre os meios de producdo alternativos, BQ e BQT
foram os que apresentaram maior reducdo de carbono organico. No meio T, o baixo
consumo de carbono em comparacéo ao elevado consumo de proteinas (Figura 7A)
demonstra a grande quantidade de matéria organica nao protéica presente no trub e,
portanto, ndo assimilavel pela bactéria. Mas, alguns constituintes do trub parecem
ser promissores para O processo, uma vez que a sua combinagdo com 0S outros
efluentes (meios BT, QT e BQT) resulta em maior consumo de carbono. O mesmo
comportamento pode ser evidenciado para os outros dois efluentes testados.

A Figura 8B apresenta a reducdo na carga organica dos meios apos
crescimento de B. sphaericus S2. Todos os meios alternativos apresentaram ainda
uma quantidade razoavel de carbono né&o utilizado. Isto demonstra nao ter sido
estabelecido um balanceamento adequado das exigéncias nutricionais do
microrganismo em questdo. Estes resultados demonstram a necessidade de um
estudo mais detalhado com relagcdo a composicdo quimica do meio quando sdo

usados efluentes industriais. Ademais, com excecdo do meio Q, os teores finais de
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carbono organico ficaram muito acima do valor permitido para descarte pela
legislacao vigente no Estado do Rio de Janeiro, que determina como limite maximo
da DQO para um efluente a ser lancado num corpo d'agua de 250 mg/L.

O consumo de carbono organico total pela linhagem S20 esta representado
na Figura 8C. A partir do cultivo dessa linhagem foi verificado comportamento bem
distinto ao das outras duas linhagens isoladas. O percentual maximo de consumo de
carbono foi determinado no meio P (70%), valor bem superior ao observado para as
linhagens S1 (40%) e S2 (53%), nesta mesma condicdo nutricional. Em geral, o
consumo de carbono organico foi baixo nos meios alternativos, resultando em altos
indices de carbono orgéanico residual.

A Figura 8D apresenta a reducdo da carga organica nos meios apos
crescimento da linhagem de referéncia. Mais uma vez, a composicdo do meio
influenciou o consumo de carbono pela linhagem estudada. E ainda, o consumo de
carbono variou em fungcdo da composicédo dos meios (Figura 8). De um modo geral,
dentre as linhagens estudadas, esta foi a que consumiu mais carbono, obtendo
consumos maximos de 81 e 85% nos meios BQ e B, respectivamente. Novamente,
nao foi verificada correlacdo entre o consumo, pela linhagem 2362, de carbono
organico (Figura 8D) e de proteinas (Figura 7D) ao final do processo fermentativo.

Em todos os meios de producéao foram verificados decréscimos da quantidade
de carbono. Assim, pode-se concluir que a utilizacdo dos efluentes para producao de
biomassa entomopatogénica de B. sphaericus contribuiu na depuragéo dos rejeitos,
evitando danos maiores ao ambiente. Entretanto, todos os mostos fermentados
ainda apresentaram indices acima do permissivel para descarte em corpos d’agua
pela atual legislacéo vigente.

Contudo, em nenhuma das condicbes avaliadas houve consumo total de
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carbono. Este fato pode estar relacionado a auséncia de um balanceamento
adequado das exigéncias nutricionais das linhagens estudadas. Desse modo, existe
a necessidade de um estudo mais detalhado com relacdo a composicao quimica do
meio quando sdo usados efluentes industriais. Ou ainda, pode ser que exista uma

necessidade de aclimatacdo da bactéria aos meios contendo rejeitos industriais.

5.6 ESTATISTICA

A andlise das superficies de resposta permite definir os rejeitos e respectivas
quantidades necessarias para maximizar a producdo de bioinseticida para cada
linhagem, de modo a escalonar o processo de forma segura. Tem-se como exemplo
os experimentos de Ooijkaas e colaboradores (1998) que fizeram uso de um
planejamento experimental fatorial para otimizar o meio para producao de biomassa
do fungo Coniothyrium minitans, que € utilizado no controle de Sclerotinia

sclerotiorum, um fungo fitopatogénico.

Neste trabalho foi utilizado o planejamento de misturas de trés componentes,
de acordo com o modelo de Scheffé. Nesses tipos de modelo as proporcdes dos
diversos componentes de uma mistura ndo sdo independentes, sdo ndo negativas e
se forem expressas como fragdes da mistura, tém soma igual a 1 (GOMES & DINIZ,

2002).

Neste trabalho, os componentes da mistura (levedura residual, trub e residuo
da industria pesqueira) foram avaliados, um a um, dois a dois e os trés em conjunto,

para se ter a otimizacao da producéo de B. sphaericus.

Ao final dos experimentos as seguintes respostas foram avaliadas:

crescimento, esporulacdo e atividade entomotoxica. Entdo, foram construidas as



103

superficies de cada uma dessas respostas para todas as quatro linhagens

estudadas.

5.6.1 CRESCIMENTO E ESPORULACAO

Na Figura 9 sdo apresentadas as superficies de resposta geradas a partir dos
dados referentes ao numero de células viaveis totais (UFC/mL) para cada uma das
linhagens de B. sphaericus, nos meios de producdo constituidos de rejeitos
industriais em diferentes proporcgdes.

A Figura 9A indica a relevancia do trub para o crescimento da linhagem S1.
Nos meios onde a quantidade de trub é muito pequena ou nenhuma o numero de
células tende a diminuir. Destaca-se também a necessidade de maior quantidade de
trub quando em mistura com o efluente da industria pesqueira (meio QT) do que
guando em combinacdo com a levedura residual cervejeira (meio BT).

Para a linhagem S2, o trub apresenta um efeito inverso, isto €, quanto menor
a sua concentracdo no meio, maior a producdo de biomassa (Figura 9B). Nesta
figura existe uma area muito bem delimitada para alcancar valores maximos de
crescimento (=10° UFC/mL), que corresponde a regido azul, onde ocorre a mistura
dos rejeitos em quantidades proporcionais ou quando a quantidade de trub tende a
zero.

A linhagem S20 apresenta comportamento diferenciado (Figura 9C). Pode-se
observar pela andlise da superficie de resposta que o crescimento é maior quando o
meio é formulado com a mistura dos trés rejeitos, contendo maiores quantidades de
trub e do efluente pesqueiro. Para esta linhagem, a levedura cervejeira apresenta

um efeito inibitdrio para o crescimento.
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A analise da Figura 9D mostra que o crescimento da linhagem 2362 a partir
dos efluentes industriais € muito diferenciado em comparacdo ao das linhagens
isoladas. Pode ser observada uma area bem delimitada proxima ao veértice do
triangulo onde a quantidade de trub € bem superior & quantidade dos outros dois
residuos. Existe ainda um ponto isolado correspondente ao meio B, no qual o

nimero de células viaveis totais foi maior que 10° UFC/mL.

Na Figura 10 estdo apresentadas as superficies de resposta geradas a partir
dos dados de percentuais de esporulagéo. Conforme observado para o crescimento
(Figura 9), a formagdo de esporos nos meios constituidos pelos rejeitos industriais
foi bem diferenciada entre as linhagens, nao existindo nem mesmo correlagédo com o

respectivo crescimento.

Para a linhagem S1, os pontos préximos aos vértices do triangulo sdo os que
levaram aos maiores percentuais de esporulacdo, enquanto que 0S pontos nas
laterais, referentes a mistura de Q com T, resultaram em menores percentuais de
esporulacdo. Portanto, para esta linhagem, o uso da biomassa cervejeira é

indispensavel de modo a favorecer a esporulacao das células.

A superficie de resposta para a linhagem S2 mostra apenas uma pequena
area, onde as condi¢des nutricionais propiciam a esporulagdo (Figura 10B). Esta
area corresponde a mistura dos rejeitos de T e B. O uso do rejeito pesqueiro
isoladamente ou em combinagdo aos demais rejeitos, area vermelha, resulta em

baixo percentual de esporulacéo.

A esporulacdo da linhagem S20 é maximizada pela adicdo de biomassa
cervejeira, quer individualmente ou em combinacdo com T, e até mesmo com Q,

desde que este seja adicionado em pequena propor¢ao (Figura 10C).
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Analisando a Figura 10D evidencia-se uma grande area, onde 0s pontos
correspondem as misturas dos trés componentes em quantidades semelhantes, ou
ainda, as misturas de B e T (lado direito) e de T e Q (lado esquerdo).

Os resultados permitem concluir que todos os rejeitos favorecem o
crescimento e a esporulacdo das diferentes linhagens, até mesmo a de referéncia.
No entanto, a formulacdo do meio é dependente da linhagem e do escopo, visto que
a composicao do meio que favorece o crescimento ndo € mesma para esporulacao.
Uma possibilidade seria realizar o crescimento e a esporulacdo em duas etapas
distintas, isto €, cada uma em um reator.

Comparando as Figuras 9 e 10, nota-se que a linhagem S1 € que apresenta
regides coincidentes de maximos de crescimento e esporulacao, e inclusive, que o

meio constituido exclusivamente de trub poderia alcancar ambos os propdsitos.
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Il > 10° UFC/mL 7,5x10°>9,9x 10 UFC/mL M < 7,5 x 10 UFC/mL

Figura 9: Superficie de resposta gerada a partir dos valores de células viaveis totais
nos meios de producgdo alternativos das linhagens: (A) B. sphaericus S1, (B) B.
sphaericus S2, (C) B. sphaericus S20 e (D) B. sphaericus 2362 (B — 100% levedura
cervejeira; T — 100% trub; Q — 100% efluente pesqueiro).
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100

B >50% [140% > 49% B < 40%

Figura 10: Superficie de resposta gerada a partir dos percentuais de esporulagédo
alcancados, nos meios de producao alternativos pelas linhagens: (A) B. sphaericus
S1, (B) B. sphaericus S2, (C) B. sphaericus S20 e (D) B. sphaericus 2362 (B — 100%
levedura cervejeira; T — 100% trub; Q — 100% efluente pesqueiro).
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5.6.2 ATIVIDADE ENTOMOTOXICA

Na Figura 11 foram dispostas as superficies de resposta geradas a partir dos
dados de concentracdo letal média (CLsg) obtidos com as biomassas de B.
sphaericus resultantes das fermentacdes em meios formulados com rejeitos

industriais.

Para as linhagens isoladas (S1, S2 e S20) é evidente a importancia dos trés
rejeitos para maximizar a atividade larvicida (Figuras 10A, 10B e 10C). No entanto,
cada linhagem requer proporc¢des variadas dos rejeitos. Logo, seria necessario um
estudo mais detalhado de modo a apontar quais sdo o0s constituintes de cada
efluente responsaveis por potencializar a sintese da toxina, bem como se existe
sinergismo entre estas substancias. Assim, seria possivel empregar apenas um dos
rejeitos realizando a sua adequada suplementacdo, desde que fosse

economicamente vantajoso.

A linhagem S1 apresentou os menores valores de ClLsy, Ou seja, maior
atividade contra larvas de C. quinquefasciatus na regido central, onde os trés
residuos estdo em quantidades semelhantes (Figura 10A). Existem ainda, dois
pontos na lateral esquerda (mistura entre T e Q) que provavelmente extrapolaram do
modelo, ndo devendo ser considerados. No entanto, para S2, o aumento da
atividade larvicida corresponde a regido proxima ao veértice esquerdo do triangulo,
indicando que o meio deve ser formulado com maior quantidade de trub e pequenas
quantidades de um ou dos dois outros rejeitos (Figura 10B). Por fim, para
incrementar a toxicidade da toxina sintetizada pela linhagem S20, o meio também
deve apresentar alto conteudo de trub, mas como visto para S1, a presenca dos

outros dois rejeitos é imprescindivel (Figura 10C). Neste caso, embora tanto B
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guanto Q seja requerido em menor quantidade do que T, também se deve salientar
que suas proporcdes sao diferenciadas; isto significa que um deve ser adicionado
em quantidade ainda menor do que o outro. Existem ainda, cinco pontos na lateral
inferior, que corresponde a mistura T e B, de baixo valor da CLsp, mas por nao
delimitar uma area é indicativa da extrapolacdo do modelo, e que portanto, hdo pode

ser validada.

Diferentemente do ocorrido com as linhagens S1, S2 e S20, a superficie de
resposta para B. sphaericus 2362 demonstra que as biomassas geradas a partir do
crescimento desta cultura nos diferentes meios alternativos ndo apresentaram
toxicidade efetiva (Figura 10D). E interessante notar que ha uma faixa de pontos
correspondentes a diferentes misturas entre B e T, e um ponto isolado
correspondente ao meio Q, para os quais os valores de CLso variam entre 10 e 100

ng/mL.



B < 10 ng/mL 110 >100 ng/mL B >100 ng/mL

Figura 11: Superficie de resposta gerada a partir dos valores de CLso determinados
para as biomassas de: (A) B. sphaericus S1, (B) B. sphaericus S2, (C) B. sphaericus
S20 e (D) B. sphaericus 2362, fermentadas nos meios de producéo alternativos (B —
100% levedura cervejeira; T — 100% trub; Q — 100% efluente pesqueiro).
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6 CONCLUSOES

¢ Os dois efluentes da industria cervejeira — levedura residual (B) e trub (T) - e um da
industria pesqueira (Q), quer individualmente ou quer em mistura, apresentaram
potencial de uso na producéo de biomassa entomopatogénica de linhagens de B.

sphaericus;

e Comparativamente, os meios formulados com os efluentes industriais favoreceram
0 crescimento e a esporogénese das linhagens isoladas de solo do territério nacional

(S1, S2 e S20) de modo analogo ou superior aos determinados no meio padréo;

¢ O crescimento e a esporulacdo variaram de acordo com a linhagem e as condi¢des

nutricionais utilizadas;

e Dos meios alternativos (T, B, Q, BT, QT, BQ e BQT), aqueles contendo trub foram

0S mais promissores para o crescimento das linhagens isoladas;

e Dentre as linhagens isoladas, a linhagem B. sphaericus S1 foi a que apresentou
valor maximo de células viaveis ( 2,5 x 10° UFC/mL) quando cultivada em meio a
base de trub por 48 h, enquanto no meio padrao a concentracdo celular foi de 2 x

108 UFC/mL;

e A linhagem B. sphaericus 2362, usada como referéncia, também teve seu
crescimento estimulado quando crescida em trub, atingindo o valor de 3,5 x 10°

UFC/mL, superior ao determinado no meio padrdo em 1 ordem de grandeza;

¢ O meio constituido da mistura dos trés efluentes industriais (meio BQT), em iguais

proporcdes, foi 0 que mais estimulou a esporogénese das linhagens isoladas;
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¢ O percentual maximo de esporulacdo de 82% foi determinado para a linhagem S20
no meio B, embora a maior quantidade de esporos (2,2 x 10° esporos/mL) tenha sido

detectada no cultivo da linhagem S1 no meio BQT,;

e Nao houve correlacdo entre o crescimento e a esporogénese para nenhuma das

condicOes estudadas;

e As biomassas obtidas a partir da linhagem S20 apresentaram, de modo geral, as
maiores toxicidades (8 < CLsg < 6543 ng/mL), entretanto, o menor valor de CLso (1,1
ng/mL) foi obtido para a biomassa seca da linhagem S1 proveniente da fermentagéo

no meio BQT por 48h;

¢ A maioria dos meios alternativos apresentou aumento do pH no final do processo

fermentativo;

e O consumo de proteinas variou de acordo com a linhagem e as condicbes
nutricionais utilizadas, sendo que os maiores percentuais de consumo de proteinas
de 60% e 57% foram determinados nos meios T apdés cultivo das linhagens S1 e S2,

respectivamente;

e Os percentuais maximos de consumo de carbono, superiores a 50%, foram

observados para as relacfes linhagens/meio: S1/ BQ, 2362/B e 2362/BQ;

¢ Nao houve correlacéo entre os consumos de proteina e de carbono organico pelas

linhagens de B. sphaericus estudadas nos meios alternativos de producgao;

e A reducado da carga organica dos meios fermentados demonstra que o uso dos
efluentes industriais representa ndo s6 uma vantagem econémica, mas também
propicoa a reducdo dos custos de tratamento para descarte de acordo com o0s

critérios estabelecido pelos érgdos ambientais;
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¢ A metodologia estatistica dos dados foi uma ferramenta Gtil para a elaboracao das
superficies de resposta, que por sua vez permitiram obter informacfes sobre a
formulacdo do meio a partir dos efluentes industriais visando o méaximo de
crescimento, esporulacdo e, principalmente, atividade entomotoxica, o que servira
para desenvolver no futuro um processo fermentativo tecnicamente e

economicamente viavel.

7 RECOMENDACOES

¢ Inicialmente, devera ser realizado um estudo mais completo da composicdo dos
residuos utilizados para subsequente scale up do processo para as linhagens e

condic@es nutricionais selecionadas;

e Estudo dos processos a jusantes para reducdo dos custos de recuperacdo do
binbmio esporo/cristal do mosto fermentado sem comprometimento da atividade

da toxina entomopatogéncia produzida;
e Desenvolvimento de formulacao para aplicacao do bioinseticida em campo;

e Avaliacdo do bioproduto em campo, com relacdo na estabilidade e atividade

entomotoxica.

e Realizacdo de um estudo mais aprofundado do processo de inoculagéo visando
uma melhor aclimatacdo do microrganismo aos meios contendo rejeitos

industriais.
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