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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento € a otimizagio da produgio de
bioinseticida bacteriano a partir do isolamento e selecio de uma linhagem de Bacillus thuringiensis
que apresentasse uma diferenciada e alta atvidade inseticida contra larvas de mosquitos de
importancia na sagde publica. A partir de amostras de solo, isolou-se uma bacténa
entomopatogénica, denominada SP-36. Este isolado apresenton uma atividade de 30.767 ITU/mg,
contra larvas de dedes aegypti quase duas vezes mais alta que a hnhagem padrio B. thuringiensis
israelensis IPS-82, e foi classificado taxonomicamente como sendo um Bacillus thuringiensis. Na
sorotipagem do isolado, este foi classtficado como uma cepa autoglutinante de B.i.. Q perfil
electroforético das proteinas que compdem os cristais do isolado (110, 68, 38 e 25 kDa)} apresentou
significativa diferencas com os polipeptideos produzidos pela linhagem padrio. A otimizagio das
condigGes fermentativas foram planejadas através da Metodologia por Superficies de Resposta
(MSR) com um delineamento experimental 3° Os resultados experimentais demonstraram uma
resposta de 1,37 x 10® para contagem de esporos, completa lise celular ¢ atividade de 35.000
ITU/mg, utilizando-se meio basal em condigbes de 30°C, 350 rpm, 5§ % de indeunlo e 7,2 de pH
inicial. Para selecdo dos componentes de meio de cultura 2 base de sub-produtos agro-industriais,
foram utilizados fatoriais fraccionarios, permitindo a selegdo das fontes de carbono, nitrogénio ¢
suplementos minerais, assim como o ajuste preliminar das concentragdes dos componentes. Foram
selecionados os seguintes componentes; melago, agua de maceragio de milho, 4gua de levedura ¢
fosfato de potassio. Para a otimizagdo da concentrago dos componentes selecionados utilizou-se de
delineamento central composto 5* da metodologia por superficies de resposta, obtendo-se contagem
de 1,28 x 10® esporos/ml, em 24 horas com um meio otimizado: 3,5g/1 de melago, 7,0g/1 de 4gua de
maceracio de mitho, 16g/1 de agua de levedura e 6,0g/ de fosfato de potéssio. Foram realizados
testes de escalamento, com 30 e 50 % de oxigénio dissolvido, obtendo-se velocidades especificas de

crescimento de 0,25 ¢ 0,51 b, e contagem de esporos de 1,76 e 1,96 x 107 esp/ml respectivamente,

em 24 ¢ 18 horas.



SUMMARY

The purpose of this work was to develop and improve the production of bacterial bioinsecticide from a
microbiological screening and selection of a Bacillus thuringiensis strain which presents a high and
differentiated insecticide activity against mosquitoes larvae of public heath importance. The
entomopathogenic bacteria 8.2 stram SP-36, has been isolated from soil samples, according to
serotyping it as an auto-agglutinated 8.1 strain. This isolate presented an activity of 30.767 ITU/mg
against Aedes aegypti larvae, almost twice as high as the B. thuringiensis israelensis TPS8-82 standard
strain. The electrophoretic pattern of the proteins, which constitute the isolate crystals { 110, 68, 38 and
25 kDaj}, has presented significant differences as to the polypeptides produced by the standard strain.
The improvement of the fermentative conditions has been planned through the Response Surfaces
Methodology (MSR) with an experimental design 3°. The experimental results have shown a response of
1,37 x 10° for the spore count, complete cellular lysis and an activity of 35.000 ITU/mg, using a basal
medium at 30°C, 350 rpm, 5% inoculum and initial pH 7.2. In order to select the culture medium based
on agroindustrial by-products, fractional fatorials have been used, so that the sources of carbon, nitrogen
and mineral suplements could be selected, as well as the preliminary setting of the components
concentration. The following components have been selected: sugarcane molasses, comn-steep liguor,
yeast liquor and potassium phosphate. In order to improve the selected components concentration a
central composite design 5* of the response surfaces methodology was used, obtaining a count of 1,28 x
10® spores/ml, in 24 hours, in an optimized medium: 3,5g/1 of molasses, 7,0g/1 of com-steep liquor, 16g/1
of yeast liquor and 6,0g/1 of potassium phosphate. Scale-up tests have been performed, with 30 and 50%
dissolved oxygen, obtaining specific growth rate of 0,25 and 0,51 b, and spores count of 1,76 and
1.96 x 10° spores/ml, in 24 hours, respectively

it



1. INTRODUCAO

Os dipteros de importincia na sagde piblica, como s#o algumas espécies das familias
Culicidae {Anopheles, Aedes, Culex e mansonia), Simulidae (borrachudos}, assim como Moscidae,
que atuam na transmissiio e disseminacfo de doengas endémicas no Brasil e no mundo, causadas por
virus (febre amarela, dengue, encefalites), protozoarios (malaria e leishmaniose), filarias (filarioses
como a elefantiase) e nematdides (oncocercoses) WORLD HEALTH ORGANIZATION/ WHO
{1993).

Os programas tanto de controle como de erradicagiio de tais espécies sdo baseados quase que
exclusivamente na utilizagio de larvicidas organo-sintéticos e piretréides nos criadouros destes
insetos. Além destes compostos serem toxicos ao homem e animais e causar problemas de poluigo
ambiental e desequilibrio nas populacdes de insetos em geral, as espécies-alvo destes pesticidas
estio apresemtando populacOes resistentes a estes produtos (RUAS NETO & SILVEIRA, 1989,
WHO, 1993; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

A procura de métodos alternativos para o controle de populagdo de insetos prejudiciais, levou
2 busca de agentes biologicos que causam toxemias em insetos, como € o caso das bactérias
entomopatogénicas, especialmente da familia Bacillaceae, ¢ em particular algumas espécies do
género Bacillus. Estas bactérias apresentam as caracteristicas de esporular e formar corpos
paraesporais ou "cristais” toxicos, além da vantagem de inocuidade a vertebrados e acio bastante
especifica com alguns insetos (NORRIS, 1973, DULMAGE, 1981, HABIB & ANDRADE, 19806).

Formulacdes de inseticidas 2 base de inseticidas biologicos como o Bacillus thuringiensis
vém sendo utilizadas bé mais de trés décadas no controle de pragas agricolas, e mais recentemente
no controle de insetos vetores de doencas humanas e animais (DULMAGE, 1989, RAWLINS,

1989; PRIEST, 1992; FEITELSON ef al., 1992, KOZIEL et al., 1993).

Entre as diferentes espécies de bactérias entomopatogénicas, apenas duas mostraram-se
Promissoras ¢omo agentes de controle para larvas aquéticas de dipteros: o Bacillus thuringiensis
subespecie israelensis (B.ti,) sorotipo H-14 ¢ o Bacillus sphaericus (B.s) {SUTHERLAND &
KHOO, 1987, NICOLAS, 1992, PRIEST, 1992; BARJAC, 1989). No mercado mternacional
existem diversas formulagOes comerciais com estas espécies de bactérias, as quais vém sendo
utilizadas de forma crescente nos programas de controle integrado de mosquitos ¢ simulideos
(RIGBY, 1991; LAMBERT & PEFEROEN, 1992; PHILIPPE, 1995).



Até pouco tempo atras, nfo haviam evidéncias observadas guanto i resisténcia do inseto alvo
ac bicinseticida. Porém, pesquisas recentes mndicam resisténcia de lepidopteros e dipteros a
bioinseticidas a base de B. thuringiensis (MARRONE & MACINTOSH, 1993}

Dessa maneira pesquisadores e instituigdes como a WORLD HEALTH ORGANIZATION
{WHO}, nos programas de controle de vetores, recomendam 4 procura de novos ¢ mais eficientes
microrganismos para eventual resisténcia dos insetos aos produtos comercigis & base de 5.
thuringiensis (MULLA, 1990; PRIEST, 1992; WHO, 1992; DOBROKHOTOYV, 1953).

Alem disso, diversos pesquisadores ressaltam a importdncia de se realizar isolamento €
selegdo, nos respectivos paises dos programas de controle, no esforgo de procurar novos
microrganismos com alto potencial larvicida e mais adaptados as condigdes de utilizagio, isolados
do habitat natural (solo, lama, etc.) e com menor risco de alterar 0 meio ambiente. Esses autores
ressaltam o potencial de biodiversidade do territorio brasileiro (BARJAC, 1989, DULMAGE, 1989,
GUAYCURUS et ol, 1989; FRIDLENDER ef al., 1989, ZAHNER er. al, 1990; DIAS, 1994,
CHARUNDATTAN, 1995).

A WHO (1993) no seu programa de Controle de Vetores, incentiva o desenvolvimento de
tecnologia propria nos paises em desenvolvimento, para a producio de bioinseticidas, a base de
isolados autoctones de areas endémicas, utilizando-se meios de cultura & base de produtos regionais,
recomendando realizar experimentos até escala piloto.

As previsdes sdo que a utilizagdo de bioinseticidas bacterianos para ¢ controle de mosquitos
deve expandir nesta década tanto no Brasil como no mundo. Assim em paises com sétios problemas
de endemias deve haver o maximo interesse em incentivar o uso destes produtos, principalmente em
regides urbanas e peri-urbanas, para evitar ou diminuir a utilizagio dos pesticidas quimicos junto as
populagdes (COUTINHO, 1990; EMBRAPA, 1994).

O Brasil apresenta-se como um excelente campo para o desenvolvimento e aplicagdo dos
inseticidas bacterianos, devido a demanda e vantagens de um produto biologico ¢ & existéneia de
matérias-primas de baixo custo com composigio adequada para a formulagdo dos substratos
fermentativos a custo reduzido. Assim, é importante a disponibilidade de residuos de diversas
indistrias, especialmente alimenticias, que sdo sub-produtos ricos em carboidratos ¢ proteinas, que
viabilizariam economicamente os processos indusiriais de producgio de imseticidas bacterianos
(CAPALBO et al , 1990, DIAS ez ol , 1990; SILVA et al,, 1991, SANCHES et al., 1994).

Na atualidade ha um interesse das inddstrias no investimento em inseticidas biologicos,
devido & pressiio da sociedade e dos ecologistas pela diminuigiio do uso dos agroquimicos ¢ pelos



baixos custos do desenvolvimento de pesticidas biologicos em comparagdo aos guinicos
{(EMBRAPA, 1995).

Ha uma grande necessidade de pesquisas a nivel nacional nas areas de produgho,
principalmente da fermentagio e de formulagio de entomopatogenos, visando langar no mercado
brastleiro, produtos no minimo com as qualidades dos atualmente importados (CAPALBO &
MORAES, 1987, ZAHNER ef al, 1990, SILVA ef al, 1991; DIAS ef al, 1992, EMBRAPA,
1995},

Este trabatho teve por objetivo a obtenclio e caracterizagio de novos isolados
entomopatogénicos, assim como a otimizagio da produgio do complexo esporo-cristal, visando
contribuir para o desenvolvimento de novos bioinseticidas bacterianos, com as seguintes atividades

especificas:

- Isolamento e seleciio de bactérias esporuladoras que apresentem altas atividade contra
larvas de vetores;

- Determinagiic da  atividade larvicida e classificagio  taxondmica dos isolados
selecionados;

- Estudos de caracterizacio das delta-endotoxinas dos cristais protéicos;

~ Otimizagio das condigtes da fermentagio em meio sintético, em fungio de uma mixima
produgio do complexo esporo-cristal;

- Selegio e otimizaglio de substrato 2 base de subprodutos economicamente viaveis, em
funciic de uma méxima produgio do complexo esporo-cristal ; '

- Testes de ampliagdo de escala em fermentador pilofo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Vetores de importincia na saade publica

Segundo dados da WHO (1993), as doengas transmitidas por vetores afetam mais de 3
bilbdes de pessoas em paises tropicais ¢ subtropicais. A incidéncia anual da maldria no mundo ¢ de
270 mithtes de casos, causando a morte de mais de 2,8 milhdes de criangas s6 na Africa. As
estimativas de pessoas com filariose no mundo é de 90 milhdes. Também se estima no mundo
17.5 milhdes de casos de oncocercose e 12 mithdes de pessoas contaminadas pela Leishmania,
com 1,5 mithGes de novos casos por ano.

O uso de inseticidas sintéticos continua sendo o principal suporte dos programas de combate e
controle de insetos vetores de doengas no mundo. No Brasil, o DDT ¢ ainda o inseticida mais
largamente empregado para o controle de vetores, por ser barato e ter elevado poder residual, mas
por outro lado niio € biodegradével, sendo acumulativo nas gorduras de animais de sangue quente,
mostrando-se carcinogénico. A resisténcia dos mosquitos ao DDT foi observada na década dos 50.
Na década de 1980, ja havia populagdes resistentes de 84 espécies de culicideos (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994).

No Rio Grande do Sul foi constatado que larvicidas organofosforados apos 10 anos de uso
mostravam-se ineficientes contra os simulideos, levando & necessidade da troca constante de
produtos ¢ sobredosagem, reduzindo-se desta forma a sua eficiéncia (RUAS NETO ¢/ al., 1984;
RIJAS NETO & SILVEIRA, 1989). A relacfio entre algumas doengas, parasitas e vetores, bem
como resisténeia dos vetores a produtos gquimicos estd indicada na Tabela 1. Na atualidade a
Superintedéncia de Controle de Endemias-SUCEN do Estado de Sao Paulo realiza o controle destes
vetores utilizando gquase exclusivamente organo-fosforados e piretrdides (SUCEN, 1995).

Tabela 1. Vetores de doencas humanas ¢ sua resisténcia_a inseticidas quimicos

doenca parasita vetor resisténcis
malana Plasmodium Anopheles DDT,0Ps.Cs,Ct
fabre amarela ¢ dengue virus Aedes DDT,0Ps.Cs
encefalite virus Aedes ¢ Culex DDT.OPs, Cs
filariase Wuchereria bancrofii Aedes, Culex ¢ Mansonia DDT,0P;5,Cs
CNCOCBTCose nematoide Simulium OPs
Leishmantose L.braziliensis Phlebotomus papatasi DDT
Numerosas doengas Musca domestica PDT, OPs,Cs

DDT: pp'dicloro difenil triclorostano, OPs: organofosforados ¢ Cs: carbamatos, Cl: organoclorados
Fonte: modificade de Rawling (1989)



No Brasil a febre amarela e a dengue continuam sendo grave ameaga para o homem, tanto nas
florestas como nas cidades. Assim, o Brasil ¢ considerado como o pais detentor de maior area
enzootica para febre amarela no Mundo. Os registros de casos de maléria no Brasil vém crescendo
continuamente até 1992, (Tabela 2). Na regifio da AmazOnia legal a malaria é considerada endémica
com ocorréncia de cerca de 99 % dos casos de maléria no pats. O fluxo migratério da Amazonia e
Mato Grosso para o sul do pais fez ressurgir o problema destas epidemias (MINISTERIO DA
SAUDE, 1995).

Tabela 2. Casos de maldria ¢ dengue oficialmente registrados no Brasil,

AND MALARIA DENGUE
1982 221.939 12,000
1987 308.864 89394
15%0 560.396 40.462
1992 577.098 3213
1994 368311 36.621
1995 111.586%

Fonte: Ministério da Sadde/Fundacio Nacional da Satde - FNS / SUCEN (1995);
* dados incompletos

O género Anopheles encerra todos os vetores conhecidos da malaria humana ou paludismo.
Além dessa parasitose, algumas espécies podem desempenhar papel na veiculagio de outras
moléstias como a filariose e certas viroses. Dentre as espécies parasitdrias frequentemente
associadas a surtos de malaria destacam-se: Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae.
Apresentando mais de 568,000 casos por ano, a maioria concentrados em Rondonia, no sul do Para
e norte de Mato Grosso, o agente causador € o protozodrio Plasmodium falciparum considerado o
mais perigoso, provoca uma morte a cada 10 pessoas infetadas, sende preocupante o fato de que
ainda nfio hi vacina de segurancga comprovada (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

No Brasil sio encontradas mais de 50 espécies de mosquitos anofelinos vetores da malana,
destacando-se principalmente o Anopheles darlingi, A. aqualasis, A. albitarsis, como vetores
primarios ¢ sendo considerados como vetores potenciais o 4. muneztovari, A. oswaldoi, A.
riannulatus, A. strodei e A. evanse, todos do subgénero Nyssorfynchus. Também € conhecido o
papel de transmissor de paludismo dos anophelinos do subgénero Kertezia: A. cruzii, A. homunculus
(DEANE, 1984 citado por CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

As espécies dos géneros Aedes sdo importantes por serem transmissores das arboviroses que
sio enfermidades infecciosas causadas por virns que se multiplicam nos tecidos dos artropodes
hematofagos, sendo transmitidas através de picadas para vertebrados suceptiveis. No Brasil temos
quatro arbovirus de importdncia epidemiologica, por causarem doengas como: febre amarela,



dengue, oropuche e mayaro, acrescentando-se os arbovirus que causam encefalites (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994),

No Brasil o 4. aegypti € o unico vetor conhecido da febre amarela urbana e é também o Gnico
transmissor da dengue em nossos dias. A febre amarela silvestre é veiculada por mosquitos
silvestres. O A. albopicius é o vetor natural em areas rurais, sub-urbanas, e é considerado como
vetor potencial "ponte" entre os ciclos silvestre ¢ urbano de arbovirus no Brasil. O subgénero
Haemagogus € o principal transmissor da forma silvestre de febre amarela em nosso pais ¢ em
paises hmitrofes (Peri e Bolivia). A febre amarela urbana teve um declinio de casos, gragas a
medidas adotadas pelo governo no controle do vetor urbano (4. aegypri) e a vacinagio da
populagdo, A transmissdo da dengue tem como vetor primario o 4. gegpyei, e secundarios o A.
albopictus, A. scutellares polynesiensis e A. shebridens. Esta doenga pode ser ocasionada por
quatro tipos antigénicos do virus Flavivirus, sendo que a2 forma de febre hemorragica tem causado
maior indice de mortalidade infantil em muitos paises do sudeste asidtico (CONSOLI & OLIVEIRA,
19943},

Entre os insetos do subgénero Culex, o (. quinguefasciatus ¢ o vetor principal da filariose
bancroftiana no Brasil (0 homem ¢ o tnico hospedeiro da Wuchereria bancrofti). No continente
americano o principal veiculador desta filaria é o C. pipiens fatigans. Assim também, este mosquito
fot relacionadoe com o arbovirus Oropuche, doenga que em 1991 atingiu cerca de 58000 pessoas em
Ronddnia, Além desse papel, a grande proliferagio de algumas espécies como o C. pipiens pode
constituir-se em problema para a populagio humana local pelo desconforto e inconveniéncias dai
resultantes (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994),

Com comprovada especificidade e poténcia, o Bacillus thuringiensis var. israelensis (B.LT) €
considerado privilegiado entre os agentes altamente promissores de aplicacio no controle de larvas
de dipteros dos géneros Anopheles ¢ Aedes, e também dos simulideos (HABBIB, 1986; PRIEST,
1992). O Bacillus sphaericus, de introduglo mais recente, tem também demonstrado ser bastante
promissor ao combate a dipteros, principalmente Culex (SUTHERLAND & KHOO, 1987,

FRIDLENDER, 1989).

O uso de produtos biologicos é recomendado para o controle de mosquitos em centros
urbanos ou em cursos d'agua, onde a aplicag@o de inseticidas quimicos nfo € recomendada, Além da
transmissdo de doencas de saude piblica, esses insetos sfio os responsaveis pelas irritagbes
decorrentes de picadas. Os dipteros também podem causar danos indiretos ao homem, como € o
caso das pragas nas dreas agricola e veterinaria, como ¢ o case da mosca-dos-chifres (Haematobia
irritams), grande problema da pecuaria brasileira (DIAS ef al , 1994).



2.2. Controle microbiane de insetos

Os msetos apresentam importante desempenho na natureza permitindo o reflorestamento do
planeta através da polinizagiio. Considerando esse aspecto, seria ideal controlar apenas os insetos
trasmissores de doengas ou nocivos & agricultura. O combate aos insetos tem sido feito com
aplicagiio de pesticidas, como os organofosforados (OPs), carbamatos (Cs), e também o DDT e seus
analogos, ciclodienos, etc. Estes produtos quimicos apresentam largo espectro de agio, acarretando
toxicidade ao homem e a0 meio ambiente, podendo comprometer ¢ equilibrio do balango bioldgico
da natureza {ANDRADE, 1989).

Os insetos desenvolveram resisténeia a esses produtos quimicos, havendo na atualidade 200
espécies de artropodes resistentes aos pesticidas contemporineos. Assim, as industrias quimicas
desenvolvem mais inseticidas por sua vez mais potentes ¢ mais caros. Como resultado o controle
de vetores estd sendo muito caro para os paises em desenvolvimente (RAWLINS, 1989,
DOBROKHOTOV, 1993; CHARUNDANTAN, 19935)

A resisténeia simultdnea a varios inseticidas, apresentada por espécies de mosquitos vetores,
tem dado crescente importincia s pesquisas de métodos alternativos de controle de vetores.
Assim se reportam diversos trabathos com técnicas alternativas como o uso de extratos de vegetais,
uso de horménios, inibidores da formagio de quitina das larvas, entre outres. O uso de agentes
biologicos se apresenta como o mais promissor (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Embora se saiba da existéncia de diversos microrganismos entomopatogénicos, poucos
apresentamt visbilidade para o uso como agente de controle biologico. Os virus s8o os que
apresentam maior variedade com mais de 650 tipos. No Brasil o Baculovirus anticarsia tornou-se
um sucesso no controle da lagarta da soja (DIAS, 1994). Quanto ao uso de virus no controle de
mosquitos, nenhum tem demonstrado potencial promissor como agente de controle biologico de
culicineos (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Alguns protozoarios testados, Nosema algerae, N. locustae, N. pyrausta, Vavraia culicis,
culispora magna e Matlessi trogodermae, apresentam propriedades inseticidas, mas ndo ha
perspectivas de sua utilizaglo pratica até o presente (RAWLINS, 1989; CONSOLI & OLIVEIRA,
1994).

Os fungos e bactérias sio comercialmente mais promissores como agentes de controle
biologico de insetos pela sua habilidade de produzir inseticidas por via fermentativa ¢ pelo modo de
atuagio nos insetos alve, Os fungos atuam por infecgfio ¢ as bactérias através de toxinas. Os fungos
Metarhyzium anisoplice, Hirsutella thompsoni e Bauveria bassiana apresentam amplo espectro de



patogenicidade aos insetos, porém tem demonstrado baixa atividade em relagdo a outros agentes e
baixa especificidade (DIAS, 1994).

Os fungos tém sido pesquisados quanto a seu potencial como controladores biolégicos de
mosquitos. Dentre os fungos imperfeitos tém sido considerados principalmente o Culicinomyces
clavosporus, Metarhyzium anisopliae e Tolypocladium cylindrosporum; enite 0s zygomicetos
destacamos Oomycete fungi, Leptolegnia sp e Lagenidium giganteum, além de numerosas espécies
de Coelomomyces. Os problemas encontrados tém sido, a baixa especificidade, 2 alta dosagem
necessiria e as dificuldades de cultivo "in vitro”. Amalmente pesquisa-se a capacidade
entomopatogénica de novos fungos isolados de mosquitos brasileiros (COSTA et al,, 1991 apud
CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Entre os nematoides a familia AMermithidae tem apresentado resultados positivos em
experimentos visando o controle de larvas de mosquitos, inclusive em condigbes de campo. A
dificuldade do cultivo in vitro tem limitado muito a produgiio em massa destes agentes. A espécie
Romanomermis culicivorax ¢ a mais estudada. S3o reportados numerosos invertebrados predadores,
como z larva do género Joxorhynchites, com sucesso no controle de vetores da filariose
bancroftiana no sudeste da Asia. Também sdo estudados alguns peixes predadores, como possiveis
agentes de controle (RAWLINS, 1989; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

() interesse na uiilizagdo de bactérias entomopatogénicas para o controle de insetos, fevou os
pesquisadores a estudar as bactérias que formam esporos, pois € uma caracteristica de persisténcia ¢
um pré-requisito para que um agente possa ser produzido em escala comercial. Existem poucas
especies com alto potencial de uso, como a familia Bacillaceae envolvendo dois géneros, Bacillus e
Clostridium (HABBIB, 1986).

As espécies do género Bacillus por suas caracteristicas bioquimicas e fisiologicas, geralmente
aerobias ou facultativas e capacidade de usar diversos substratos, devido ao amplo complexo
enzimatico que possuem, assim como a formagdo de esporos e toxinas, fazem estes microrganismos
privilegiados entre os agentes de controle biologico, além da vantagem de inocuidade a vertebrados
€ agdo Dbastante especifica com alguns insetos. Entre os prineipais agentes tem-se o Bacillus
cerens, Bacillus thuringiensis (B.1), B. larvae, B. sphaericus, B. lentimorbus e B. popilliae. Entre
os entomopatogénicos do génerc Clostridium, temos o C. brevifasciens ¢ C. malacosamae

(HABBIB, 1986).

As prncipais vantagens do uso de bactérias no controle de insetos sfio; alta seguranga
ambiental, alta especificidade e toxicidade para as pragas alvo, compatibilidade com métodos de
controle quimico (exceto alguns) ¢ bioldgicos (outros patdgenos, parasitoides e predadores),



possibilidade de utilizagio em manejo integrado de pragas, assim como o dificil desenvolvimento de
resisténcia dos insetos (DIAS, 1994),

As diferentes linhagens de Bacillus thuringiensis B.t. produzem mais de 25 tipos de cristais
protéicos téxicos, sendo atualmente o agente de maior sucesso para o controle bioldgico de certos
lepidopteros (mais de 182 espécies), coledpteros, dipteros e mais recentemente nematéides. O
mercado mundial de produtos biolégicos em 1990, estava em torno de 120 milhdes de déblares,
sendo que 80 % era de produtos a base de B. thuringiensis (LAMBERT & PEFEROEN, 1992).

Nos tltimos anos o sucesso das pesquisas de clonagem de genes de proteinas do cristal, e da
expressdo destes em microrganismos endéfitos associados a plantas de tnteresse, assim como em
plantas transgénicas, estimulou o uso do Bz como altermativa contra insetos na agricultura
{FRANKENHUYZEN, 1993; FEITELSON e al, 1992, KOZIEL, 1993} .

Trabathos recentes com as técnicas de DNA recombinante e de engenharia genética estio
possibilitando a obtengfio de novas linhangens de B. rhuringiensis que apresentam amplificado
espectro de agio, mutantes cristaliferos que nfio produzem esporos, e mutantes de B.thuringiensis
que produzem cristal encapsulado (BOSH ef al, 1994; PORTER et al, 1993; LERECLUS ef af,
1995). Assim numerosas patentes destes produtos estdo sendo constantemente relatadas.

O Bacillus sphaericus 2362 tem uma agfio toxigénica para larvas de Aedes aproximadamente
dez vezes maior em relagio a linhagem parental, com a introduciio do gene da delta toxina de
B.thuringiensis (PORTER ez al,, 1993),

Estic sendo constantemente lancados no mercado produtos mais eficientes, como Rhizobium
contendo toxinas de B.thuringiensis subsp. tenebrionis, contra coledpteros; toxina empacotada em
células de Pseudomonas fluorescens, conhecida como “Cell Cap technology”, originando 0 MVP
® da Mycogem contra Plutella xylostella, efc. ( RIGBI, 1991).

RIGRY, 1991 faz uma revisdo completa sobre a situagfo dos produtos comercials no mundo.
Dentre os produtos geneticamente muanipulados, com maior espectro de agfo, o FOIL® que
combina o B. thuringiensis kurstaki e B. thuringiensis subsp. san diego da Ecogen, além de
muitos outros produtos de diversas empresas. Assim, também temos as algas azul esverdeadas
transgénicas ¢ vegetais como o tomate ¢ o tabaco transgénicos, da Zéneca.

Até pouco tempo atrds, nio haviam evidéncias observadas da resisténcia do inseto alvo ao
bioinseticida, Porém, trabathos de McGAUGHEY em 1979 apud MARRONE & MACINTOSH
{1993) reportaram © primeiro caso de resisténcia ao Dipel® a base de B.Lk em laboratério.



TABASHNIK (1990} reportou o primeiro caso de resisténeia de lepidopteros a produtos a base de
B.t. no campo nos EUA. Tem se notado também, a resisténcia de C. quinguefasciatus ao Bacillus
sphaericus 2363 (SCHROEDER, et al., 1989).

CHARUNDATAN (1995) ressalta a importdncia de se trabalhar com organismos isolados da
regiio onde o bioinseticida seri utlizado, por apresentar menor risco a0 meio ambiente; também
comenta gue nos Estados Unidos hoje em dia € possivel registrar um novo tipo de B.4 em apenas 3
a 6 meses, pois {4 existem muitos dados sobre o produto,

O mercado mundial de inseticidas é estimado em 4 bilhdes de dolares, onde os produtos a base
de B. thuringiensis ocupam a modesta faixa de 1,5 a 2 % do total, devido principalmente aos
elevados custos de producfio, a sua especificidade, assim como a sua baixa persisténcia no campo.
Mas diversos estudos prospectivos apontam gque novos produtos estdo em desenvolvimento,
combinando espécies mais potentes com melhores formulages para obtenglio de produtos mais
eficientes e estaveis (BERNHARD & UTZ, 1993; NICOLAS, 1992).

Os menores custos (USS 1 a 2 milhdes) em menor tempo (3 a 5 anos) no desenvolvimento
dos insecticidas biologicos, em comparacio ao desenvolvimento de novas moléculas quimicas, (US$
15-30 mithdes em 7-9 anos), estio tomnando economicamente afrativos a producdo destes
inseticidas. O crescimento da produgio de B.z. aumentou em guase cinco vezes nestes ultimos nove
anos, no entanto, esta produgdo ¢ ainda muito pequena (U$ 10 mithdes/ano} em relaciio aos
produtos quimicos (U$ 13 bilhdes) LAMBERT & PEFEROEN (1992).

2.2.1 Uso de agentes biolégicos para controle de vetores

O Bacillus thuringiensis, espécie que foi considerada durante muito tempo como especifica
apenas para larvas de lepidopteros apresenta a subespécie israelensis (B.1.1.) que produz uma toxing
especialmente ativa contra larvas de dipteros, principalmente larvas de Culicidae e Simulidae
{GOLDBERG & MARGALIT, 1977). Assim, o B.ti H-14 sorotipado por Barac ¢
colaboradores apresenta-se na atualidade como o patdgeno mais usado para o controle de Jarvas
aquaticas de dipteros (BARJAC, 1990; BECKER & MARGALIT, 1993).

Trabalhos mostrando a atividade larvicida deste bacilo em Aedes aegypti, Culex pipiens,
Anopheles albimanus, Aedes albopictus e outros insetos como Choristoneura fumiferana,
Spodoptera frugiperda e Trichoplusia ni (lepidopteras), foram publicados por alguns pesquisadores
{THOMAS & ELLAR, 1983; PEARSON & WARD, 1985}
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O Bacillus sphaericus, tem também demonstrado ser bastante promissor para o combate de
dipteros (SUTHERLAND & KHOO, 1987). Na sua fase parasitica, as células vegetativas do
Bacillus sphaericus 2362 liberam toxinas capazes de afetar os tecidos e desencadear a bacteriose em
larvas de dipteros. Este bacilo apresenta uma elevada atividade residual devido 4 sua alta capaci-
dade de reciclagem, e alta persisténcia no ambiente aquético mesmo com alto teor de poluentes
{(SUTHERLAND & KHOQ, 1987, BARJAC, 1989; NICOLAS, 1992).

Os larvicidas biolégicos obtidos a partir do B.1.7. apresentam algumas limitagGes como sua
baixa atividade residual, especialmente em aguas poluidas. Entretanto os produtos a base do
Bacillus sphaericus, além da alta atividade residual agem sobre as diferentes espécies de Culex, ¢
nfo t€m aglo contra o Aedes aegypti. Deste modo, através do uso da engenharia genética, estdo
sendo realizados trabalhos para amplificar 0 espectro de agfio dos bicinseticidas, onde o B.
sphaericus seria recombinado expressando a toxina do B.£i (SUTHERLAND, 1987, NICOLAS,
1992, PORTER, 1993).

Qutro problema no uso destes agentes ¢ a sedimentacio dos produtos em ambientes aguiticos,
saindo da zona de alimentagio dos insetos filtradores, como sdo as larvas dos dipteros. Nos esforgos
de superar os problemas de sedimentagiio, estio sendo testadas outras bactérias héspedes para a
expressdo destas toxinas, como as espécies Caulobacter ¢ Cianobacterias, que mostraram relativo
éxito devido as baixas toxicidades obtidas (FEITELSON, 1992; LERECLUS et af, 1993;
PORTER e al., 1993).

Entre os programas de sucesso no controle de vetores usando-se produtos a base de B.ti,
temos © da Alemanha no vale do Reno em 1978, diversos programas piloto e grande escala nos
E.ULA ¢ varios paises europeus. Na China a partir de 1987, implantou-se um amplo programa ao
longo do rio Yang-Tsé, para controle da malaria.  Assim também na Africa a WHO tem virios
programas implantados com €xito para controle de mosquitos principalmente transmissores da
oncocercose { SALAMA & MORRIS, 1993; WH(,1993),

No Brasil, alguns produtos a base de B.£.7. sdo importados e utilizados eventualmente, O Gmco
programa que esta sendo mantido com regularidade € o de controle de mosquitos ¢ simulideos no
litoral norte do Estado de S#o Paulo (Ubatuba, Caraguatatuba ¢ Hhabela). O programa mantido
pela SUCEN ha 3 anos tem resultados satisfatorios em relagfio ao controle dos simulideos SUCEN
(1995). Em Recife e Olinda (PE)} duas cidades brasileiras com maior indice de filarioses, o Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhiies da FIOCRUZ esté realizando trabathos de controle integrado de
mosquitos, usando o produto SPHAERIMOS® da Novo-Nordisk a base de B. sphaericus
(EMBRAPA, 1994).
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No Estado de Santa Catarina a EPAGRI-Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa
Catarina esta implantando um programa de controle de borrachudos em diversos mumicipios, com
produtos 2 base de B.25 (GLOBO RURAL, 1995).

As limitagBes do uso dos bicinseticidas bacterianos se devem principalmente aos altos custos
de produgiio, a pequena disponibilidade dos produtos no mercado, a estreita faixa de hospedeiros,
bem como a baixa persisténeia (ou atividade residual no ambiente) ¢ também a sensibifidade destes
produtos a fatores fisicos {radiagdo solar, temperatura, umidade, pH (EMBRAPA, 1994). Somam-
se ainda a estes fatores, o fato de que no Brasil estes produtos ainda nfio poderem ser patenteados,
embora estejam sendo realizados esforgos para legislagdc do uso de agentes microbianos
(EMBRAPA, 1995).

2.3. Bacillus thuringiensis

O Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria meséfila com crescimento 6timoi entre 28 e 35°C,
anaerdbla facultativa, Gram-positiva, podendo usar diversos substratos devido ao complexo
enzimatico produzido pelas células. Suas principais caracteristicas sfo; producio de um ou mais
cristais paraesporais durante o ciclo da esporulagio, e a patogenicidade s larvas de insetos (BULLA
et al., 1980). O mesmo autor cita NICKERSON (1974), que estudando a esporulaciio do Bacillus
thuringiensis demonstrou a existéncia do ciclo do 4cido tricarboxilico, TCA, no crescimento desta

bactéria .

Trabalhos de ARONSON ef of,1984 ¢ BULLA ef af, 1980 descreverm em detalhes as
mudangas morfologicas e fisiologicas associadas a formagfio do  cristal, ocorrendo
concomitantemente com a esporulagio, sendo estas mudancas similares a as observadas nas outras
bactérias formadoras de esporos.

De acorde com NORRIS (1973} o primeiro isolado de Bacillus thuringiensis, posteriormente
denominado B. thuringiensis var. soffo, fot obtido por Ishiwata no Japio, em 1902, de uma lagarta
de bicho-da-seda (Bombix mori). Em 1915, na Alemanha, a partir de Anagasia kuehniella -traga
de farinhas, Berliner isolou uma bactéria que denominou Bacillus thuringiensis. Entretanto, apenas
em 1953 foi demonstrada a presenca de um corpo paraesporal na célula esporulada desta bactéria,
o qual foi associado & sua atividade larvicida (NORRIS, 1973; NICKERSON & BULLA, 1974).

Logo apés o inicio da I Guerra Mundial fot comercializado na Franga o primeiro inseticida 4
base de B.r. (Sporeine), visando o combate a um pequeno numero de espécies de lepidopteros.
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Posteriormente, foram descritas linhagens de B.thuringiensis com toxicidade mais abrangente, como
as subespécies kursiaki, finitimus, thompsoni e indiana, com atividade para diversas espécies de
lepidopterps (NORRIS, 1973).

Assim, Dulmage em 1971, isola a potente estirpe HD-1 da subespécie kurstaki, tornando
economicamente factivel a producfio destes produtos (DULMAGE,1981). O B.thuringiensis
israelensis (B.11) foi isolado em 1976, de uma lagoa de alta salinidade, tornando-se rapidamente
importante do ponto de vista ecoldgico e tecnologico, sendo o mais eficiente contra as espécies de
Aedes (MARGALIT & DEAN, 1985).

Varias subespécies sfo relatadas a partir da década de 80. A subespécie tenebrionis 1solada em
1983 e a san diego, tém revelado atividade larvicida em coledpteros (HERSNSTADT er al,
1986). Foram relatadas linhagens de B. £ como as subespécies ostrineae, indiana, colmeri,
tohokuensis, kumamotoensis, tochigiensis e neolgonensis, com cristais de composigio e toxicidade
desconhecida. Assim também, se relataram linhagens com atividade com fitonematdides como o
Heterodera glycines (LAMBERT & PEFEROEN, 1992).

2.3.1. Taxonomia

O Bacillus thuringiensis ¢ um bastonete, anaerobio facultativo, com capacidade de produgio
de endosporos com forma elipsdide e que cataboliza poucos aglucares; a principal caracteristica do
B. thuringiensis € a presenca de inclusbes cristalinas responsaveis pela toxicidade a larvas de

insetos.

Heimpel em 1967 {apud BARJAC, 1980), fazendo uma revisio sobre o B.7, apresentou a
taxonomia e discutiu os estudos desenvolvidos por diversos pesquisadores, que estabeleceram
chaves de identificacio dos microrganismos pertencentes ao grupo do Bacillus cereus entre os quais
figura o B. thuringiensis. O Manual de Bacteriologia de BERGEY (1975), apresenta o B.
thuringiensis distinguindo-o do B. cereus a cujo grupo pertence, pela patogenicidade a larvas de
lepiddpteros e produgdo de cristal protéico toxico durante a fase de esporulagio.

BARJAC & BONNEFOI, 1972 desenvolveram a metodologia de analise dos sorotipos

baseados em analises sorologicas dos antigenos flagelares H.  Assim, propostas foram feitas no
sentide de se dar aos sorotipos o carater de variedade, e diversos microorganismos foram divididos

em variedades conforme as propriedades bioquimicas e/ou patogenicidade.
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Porém estes testes apresentam algumas contradigbes de correspondéncia sorologica e
atividade patogénica, e assim algumas subespécies do mesmo sorotipo apresentam delta-endotoxinas
diferentes (BARJAC & FRANCHON, 1990).

Qutro critério proposto de classificagio do B. thuringiensis ¢ através dos perfis de plasmidios.
Este tipo de andlise apresenta a mesma deficiéncia que a sorologia do antigeno flagelar H com
respeito 4 atividade larvicida, devido ao fato de que a maioria dos genes dos cristais protéicos &
codificada nos plasmideos e estes podem ser transferidos a outras linhagens por conjugacio,
gerando um novo tipo de toxina, o que pode causar a falia de correlagio entre sorotipo e o tipo de
toxina previamente existente em umna dada linhagem (GONZALES et ol 1982). A tendéncia atual é
classificar os B. thuringiensis com base na estrutura dos genes e no perfil de patogenicidade
(DEBABOV ef al., 1984, HOFTE & WHITELEY, 1989; KAJI, 1993),

2.3.2. Principais toxinas do B. thuringiensis e seu modo de agio

As diferentes espécies de B. thuringiensis podem sintetizar varios tipos de toxinas; entre as
principais exotoxinas temos a o, § e vy, destacando-se as S-endotoxinas por sua alta atividade
inseticida (HOFTE & WHITELY, 1989). A atividade toxica do B.z. se deve principalmente a
inclusdo paraesporal ou cristal, descoberto por Hannay em 1953, que consiste em um agregado
de moléculas protéicas, cujas proteinas conhecidas come 8-endotoxinas, nome sugerido por Heimpel
em 1967, apresenta alta atividade inseticida. Algumas espécies de B. fhuringiensis sintetizam uma
exotoxina termoresistente denominada f-exotoxina ou thuringiensina com atividade contra dipteros,
que apresentou atividade teratogénica para vertebrados, o qual levou nos EUA a proibigio do uso
de linhagens que produzem essa toxina (DULMAGE, 1981).

HABIB (1986) relatou quem em 1933 Toumananoff descobriu uma toxina solivel em dgua,
termolabil ¢ tOxica para insetos que foi denominada g-exotoxina. Citou também a Gingrich ef ol
que em 1974 reporitaram uma toxina que iinha atividade contra piolhos de mamiferos, que foi

denominando fator piotho "louse factor”.

Foireportada a .presenga da fosfolipase e a protease chamada intbidor imuno A (InA), toxica a
larvas de lepiddpteros e dipteros LOVGREN ef al,, 1990 apud KAJ (1993).

O cristal ¢ formado durante a segunda fase da esporulagio. As caracteristicas guimicas,
sorologicas e patogénicas das proteinas do cristal s#o idénticas as proteinas da parede do esporo,
entretanto a quantidade de proteina nas paredes ¢ bem menor gue no cristal (BULLA ef af,, 1989;
ARONSON er al, 1984). Os genes da proteina do cristal do B. thuringiensis encontram-se
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distribuidos em um ou mais plasmideos de tamanho entre 45 2 225 Kb e no cromossomo de
algumas linhagens (DEBABOV ez al., 1984).

As diferentes subespécies de Bacillus thuringiensis produzem cristais diferentes tanto em
numero como em forma (bipiramidal, cubdide, ovdide, amorfa etc.), como na composiclo protéica
das d-endotoxinas, 0 que proporciona os diferentes espectros inseticidas. Assim, os genes dos
cristais de varias espécies de B. thuringiensis podem ter sido recombinados acarretando toxinas com
estruturas e propriedades funcionais diferentes (HOFTE & WHITELEY, 1989},

Baseado na atividade biologica e caracteristicas moleculares as $-endotoxinas se classificam
em 3 tipos prineipais: Cry L, toxica a lepidopteros; Cry 11, a dipteros; Cry I, a coledpteros, Cry IV
, & dipteros ¢ lepidopteros ¢ Cry V a lepidopteros e coledpteros e, ultimamente, foi reportada a
CryB, com atividade contra nematéides, além da Cyt (Cytolisina)} de especificidade citolitica ndo
especifica (LERECLUS er al,, 1993).

A maioria dos cristais proteicos ¢ denominada de protoxina por apresentar toxicidade a larvas
dos insetos apenas quando convertida em polipeptideos pequenos, através da protedlise no intestino
do inseto. A sintese da protoxina corresponde de 33 a 43 % do total da sintese de proteiina e
comprende aproximadamente 20 - 30 % do peso das células esporuladas (ARONSON et al., 1984,
AGAISSE & LERECLUS, 199%),

A diferenga do B.1i. em relagio a outras subespécies ¢ que o cristal, de 0,7a 1,2 um de
didmetro, apresenta 3 inclusdes cristalinas de diferentes formas e tamanhos, rodeada por um
envelope protéico de composigio desconhecida (FEDERICI ef af,, 1990). Os genes associados com
a produgdo da toxina do cristal do B. . israelensis residem no plasmideo 72-mD e plasmideo 112
Kb (ARONSON er al , 1984).

O cristal do Bacillus thuringiensis israelensis consiste de vérias proteinas de 135 (cry IVA),
128 (CrylV), 65 (CryD) e 27 KDa (CytA}) atuando sinergisticamente para uma efetiva aclio toxica
contra dipteros, sendo observada que nenhuma das proteinas apresenta alta toxicidade isoladamente
em refacfio ao complexo total do cristal (PEARSON & WARD, 1985; FEDERICI et al., 1990},

FEDERICI ef al. {1991) relatou que os cristais com propriedades mosquiticidas estavam
compostos de proteinas de 28, 68, 125 e 135 kDa. Inclusive para distintas sub-espécies aos do B.11.
como a linhagem PG-14 da sub-espécie morrissoni e kurstaki,

Na atualidade se conhecem diferentes cepas e sorotipos de B. thuringiensis com
propriedades mosquiticidas.  S&o classificadas de acordo com sua atividade larvicida e
composigdo dos polipeptideos do cristal Grupo I; microganismos com cristais compostos de
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proteinas de 28, 68, 125 e 135 kDa, similares aos do B.1. israelensis, inclusive para distintas sub-
especies como a sub-espécie morrissoni PG-14 (H8a8b), canadensis 1152-1 (H5a5¢), thomsoni
{(H-12), maiaysiensis (H-36) e dots isolados autoaglutinantes K6 e BS1; Grupo II; apresenta
cristais com diferentes polipeptideos como as subespécies medellin (H30) com polipeptideos de
100 a 30 kDal, jegathesan (H28a 28c) com proteinas de 77 a 23 kDa; e o Grupo ITI, com
baixa atividade, como as subespécies kyushuensis com proteinas de 140 a 25 Kdal e
Aukuokaensis que apresenta cristais com polipeptideos de 90 a 27 kDa. Todos estes isolados
apresentam a toxina citolitica com peso molecular de 25 a 30 kDa, (DELECLUSE e af [1993).

GILL et al, 1992 ¢ KHAWALED ef al, 1992 reportaram o5 mecanismos de aclo das
endotoxinas, causando a morte das larvas por intoxicagiio ou septicemia apos a ingestiio dos ESPOros
e dos cristais. A eficiéncia de uma toxina em particular ¢ dependente da solubilidade do cristal,
atuacdo proteolitica na protoxina e a afinidade deste com os receptores disponiveis no intestino das
larvas.  Estas toxinas imteragem com as células do epitehio do intestino das larvas de insetos
suceptiveis;, estudos indicam que as toxinas induzem formaglio de pequenos poros na membrana
das células provocando um desbalango osmético e, consequentemente, as celulas do tecido epitelial
do intestino incham até a lise e a larva péara de se alimentar e morre.

CHILCOTT et al.,1990 e KHAWALED et al, 1992 reportaram os mecanismos da agio das
toxinas do Bfi em larvas de Aedes aegypti. O esporo também atua no controle de insetos quando
penetra a parede do tubo digestivo destes e pode reproduzir-se em seu interior. Neste €aso, o inseto
morTera com caracteristicas de septicemia e ndo de toxemia como no caso de morte pelo eristal
{(HABBIB & ANDRADE, 1986).

Varios fatores, em conjunto, podem proporcionar o grau de espectficidade inseticida. A
eficiéncia da solubilizag3o do cristal e ativagio proteolitica das proteinas do cristal no intestino das
larvas codeterminam a especificidade destas pela alta afinidade pelos sitios de ligagiio das células do
epitélio intestinal. O nivel de toxicidade parece estar correlacionado com 2 concentracdo € ou
afimidade de tais sitios de ligagio (HOFMANN et al., 1988 apud KAJL 1993).

GUILL ef al. (1992) sugerem que embora a aglio toxica seja devida a parte terminal -N da
proteina do cristal do B.z, a parte -C terminal determina as ligagbes especificas com os receptores
das membranas do intestino das larvas. A regifio -N terminal ¢ hidrofébica enquanto que a regido do

- terpnnal € hidrofilica.

Em geral, as toxinas do B. thuringiensis sio instiveis no meio ambiente e podem ser
degradadas apds 48 horas; assim a aplicagio do produto deve ser repetida regularmente
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encarecendo o combate aos vetores. No entanto, a carcaca de larvas de 4. aegpyti mortas pelo
B.ii. pode propiciar o reciclo de bactérias e multiplicagdo dos esporos (ALY er al, 1985;
KHAWALED et al., 1992 ¢ PANTUWATANA & STTABONGKOT, 19903,

2.3.3 Isolamento de novas Enhagens

O descobrimento de novas linhagens de B. thuringiensis com diferentes atividades mseticidas,
além de lepidopteros, tais como a do B.1i. contra dipteros por GOLDBERG & MARGALIT em
1977, impulsionou enormemente o mercado dos bioinseticidas, tornando de grande importancia 0s
programas de "screening" & procura de novas linhagens de B. thuringiensis, com agiio contra
insetos economicamente importantes (LAMBERT & PEFEROEN, 1992: PORTER, 1993,
KOZIEL, 1993; PHILIPPE, 1995).

A partir desses esforgos, principalmenie de empresas comerciais, foram encontradas
linhagens com atividade contra coledpteros (HERRSNSTADT ef af,1986). Recentemente foi
relatada patente de linhagen de B.#. com atividade contra nematéides; também sio relatadas varias
linhagens com atividade desconhecida (LAMBERT & PEFEROEN, 1992),

Assim, observa-se numerosas patentes de organismos modificados geneticamente,
apresentado espectro de agfio amplificado, assim como de plantas transgénicas protegidas com
genes de B.£. Dessa modo, na atualidade hé um grande esfor¢o & procura de microrganismos com
atividade contra insetos domésticos, de jardins, pragas de interesse agropecuario de todos os
possiveis insetos a serem controlados.

Até ha pouco tempo nfio haviam evidéncias da resisténcia do inseto alvo ao bioinseticida,
Porém, pesquisas recentes indicam resisténcia de lepidopteros e dipteros a bioinseticidas a base de
B. thuringiensis (McGAUGHEY,1985; TABASHNIK ef al,,1950; DAVIDSON, 1990; MARRONE

& MACINTOSH, 1993).

Também foi observada a resisténeia de Culex guinquefasciatus ao Bacillus sphaericus 2362
(SCHROEDER er af,, 1989). Embora a resisténcia a produtos comerciais de B.r. nfio sejs
frequente, este fato se tornou importante para as empresas comerciais i procura de novas linhagens
com diferentes espectros de agfio inseticida para posterior substituicio do produto.

Embora na atualidade existam dois agentes (B.£i. e B.s) de alta atividade ¢ largamente
utilizados contra vetores, assim como duas espécies promissoras em estudos (Clostridium
bifermentans var malaysia e B. 1. medellin), ¢ importante continuar a procura de novos isolados,
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que se diferenciem significativamente na sua poténcia, modo de agio e toxinas em caso de ocorrer
resisténeia aos produtos usados,

Existem programas de isolamento e de formagdo de bancos e germoplasma de Bacilos
entomopatogénicos em diversas instituicdes em todo o mundo; ¢ catdlogo da Unité des Bacteries
Entomopathogenes do /nstituto Pasteur (Paris, Franga) é recomendado como referéncia pela WHO,
No Brasil, 0 CENARGEN/EMBRAPA e FIOCRUZ incentivam os programas de “screening”,
recomendando  aos pesquisadores o depdsito das linhagens nos bancos de germoplasma,
especialmente os organismos que apresentem atividades de interesse econdémico ou académico.

Dessa maneira, renomados pesquisadores recomendam o levantamento de cepas brasileiras de
B.1i. e B.s. enfatizando a grande biodiversidade brasileira em ambientes aquaticos e criadouros de
pernilongos e borrachudos (BARJAC, 1989, HABBIB, 1989; ZAHNER ef o/, 1990, DIAS, 1994),

O B. thuringiensis ¢ um microrganismo de ampla distribuigio no mundo sendo encontrado em
quase todas as partes onde foi procurado (DE LUCCA & SIMONSON, 1981; OHBA, 1986;
MARTIN et al,, 1989; ORDUZ et al., 1992; CHILCOTT ef al,, 1993, KAWALEK ¢ ol 1995

RABINOVITCH, et al., 1995).

ORDUZ et al,, 1992 mencionam que isolaram na Coldmbia uma nova subespécie de Bz,
denominada sorotipo H-30 (B. «. medellin} com atividade larvicida para mosquitos. KAWALEK et
al., 1995 relatam a subespécie jegathesam na Malasia, com atividade mosquiticida e sorotipo H-
28a28¢c. RABINOVITCH er al. {1995) relataram as subsp. oswaldocruzi e braziliensis com
sorotipos H-38 e H-39,

MARTIN & TRAVERS et al 1987 recomendam o uso de meios de cultura seletivos con-
tendo altas concentragdes de acetato, para o isolamento de Bacillus thuringiensis do solo, sendo
esta uma metodologia de “screening™ altamente seletiva.

A procura de novas toxinas deve ser constante ¢ nfio ser confinada s6 aos bacilos, ja que
recentemente fot reportada uma hinhagem de Clostridium bifermentans var. malaysia (C.b.m.) com
alta atividade contra Anofelinos (PORTER, 1993). Assim, a WHO (1993) recomenda a procura de
MICTOTZansmos que apresentem altas atividades e amplos espectros de aglo, especialmente contra
moscas ¢ usando-se de técnicas que possibilitem encontrar microrganismos n3o esporuladores;

recomendam também o “screening” de fungos.
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2.4. Produciio de bioinseticidas por fermentacio submersa.

A producio do B. thuringiensis por fermentagio submersa nio envolve técnicas diferentes
daquelas utilizadas tradicionalmente para a producio de enzimas e antibidticos ou outros produtos
fermentados. A produgio comercial de inseticidas microbianos requer uma hinhagem selecionada
com alta atividade larvicida e bem adaptada ac processo fermentativo, as condighes de cultive
devem ser estabelecidas em fungio da maxima produgio de esporos associados 20 cristal téxico,
porém o que mais interessa é sua poténcia toxica final a0 inseto de interdsse. Os produtos a base
deste bacilo geralmente contém duas fragdes ativas: o €sporo e o cristal proteico, também chamados
compiexo esporo-cristal. (DULMAGE & RHODES, 1971; DULMAGE er al,, 1990; BEEGLE ef
al, 1991),

VAN BRUNT (1986} menciona que os processos fermentativos sio dispendiosos, devido
principalmente a: equipamentos caros; os altos custos de energia para as operagdes de esterilizagdo,
agitaglo e aeragio do meio; e por Gitimo as operagGes de recuperacio, que encarecem ainda mais
estes processos. A viabilidade técnico-economica dos processos fermentativos ¢ obtida mediante a
otimizaciio das suas condigdes, e formulagiio adequada do meio, de modo que resultem em taxas
elevadas de conversdio dos nutrientes em biomassa.

Segundo WINKLER, 1988 os fatores econdmicos a serem considerados nas indastrias de
biotecnologia sio: a obtengdo de altos rendimentos do produto final, altas produtividades e altas
taxas de conversdc do substrato. O mesmo autor reporta que os custos do meio de cultura na
produciio comercial de produtos biotecnoldgicos podem ser de até % do total dos custos do
processo de fermentacio. Assim sendo, os principais objetivos dos processos fermentativos sio
uma maximizaciio da concentragio do produto em um minimo tempo.

Um fator muito importante para a diminuigdo dos custos de produgio dos bioinseticidas
bacterianos ¢ através da utilizagio de matérias primas de baixo custe na formulagdo dos meios de
cultura. E o caso de residuos, especialmente da indistria de alimentos, que sdo sub-produtos
complexos e ricos em carboidratos e proteinas, que podem viabilizar economicamente os Processos
industriais de produgdo de inseticidas bacterianos (WINKLER, 1988; MORAES ez al., 1990; DIAS,
1992; SANCHES ef af., 1994).
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Em geral, o meio de cultura consiste de fontes de carbono e nitrogénio, além de alguns sais
minerais. Como regra geral pode-se estipular que a temperatura varia entre 28 ¢ 30°C, visto que o
B. thuringiensis € bactéria mesdfila. O pH inicial costuma ser ajustado ao redor de 7,0 ¢ a aeragiio ¢
agitagdo sdo indispensaveis Ac final do processo, que geralmente dura de 20 a 60 horas, sio
obtidas cerca de 10'- 10° esporos/ml de meio fermentado. Este entdo é filtrado e centrifugado ou
concentrado por evaporagio, e finalmente secado geralmente por liofiizagio (VANDEKAR &
DULMAGE, 1982, DULMAGE et al, 1990, BEEGLE et al, 1991}

A formulagdo do produto final envolve o ajuste da concentragio a um nivel adequado de
Unidades Internacionais UTVmg, a adigio de coadjuvantes, fotoprotetores, espalhantes ¢ adesivos,
de forma a garantir uma boa cobertura das superficies (COUCH & IGNOFFO, 1981; DULMAGE,
1981; MULLA, 1990},

2.4.1. Selegdo da linhagem

As variedades de B. thuringiensis, também denominadas linhagens ou cepas, utilizadas em
formulagdes comerciais variam de uma a outra empresa, ¢ sio substituidas quando novas variedades
com maiores atividades sdo obtidas. Segundo o processo de fermentagio utilizado e produto final
desejado, se deverd optar pela linhagem mais adequada (COUCH & ROSS, 1980; CAPALBO &
MORAES, 1987; LERECLUS ef o/, 1993).

2.4.2. Varidveis do Processe

a} Substrato

A escotha do meio, depende principalmente de trés fatores: disponibilidade local. custo e
exigéneias do microrganismo. Assim, meios simples (minimizando o mimerc de componentes) sio
desejados. Assim também, ha que ter presente as etapas finais de recuperagio ou “downstreant” do
processo, onde geralmente s3o usados filtros, assim, € recomendavel selecionar meios gue nio
interfiram nestas operagdes, sendo preferivel usar produtos com particulas finas, inferiores a 200

mesh (DULMAGE, 1989).

Uma vez que a atividade inseticida estd relacionada principalmente com o cristal e com o
esporo bacteriano, o que se deseja a0 final da fermentacio € um alto rendimento destes elementos.
A producio de metabolitos microbianos pode ser controlada pela escolha correta das condigGes de
cultura utilizadas, bem como pela escolha da variedade do microrganismo (COUCH & ROSS,
1980; DULMAGE et al, 1981; BEEGLE ef al, 1991).
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A natureza das fontes de carbono e nitrogénio é determinante na formagio do esporangio, e
o balango carbono:nitrogénio (CN) pode determinar quando ocorrera a formagio do £SpPOro
(FALOCI et al., 1990, AVIGNONE-ROSSA et al., 1990).

SMITH (1982) trabalhando com B. thuringiensis israelensis observou também variagio na
esporulagiio e atividade bioldgica decorrentes da variagio de composigio do meio. O mesmo autor,
observou gue o glicerol se mostrou a fonte de carbono mais indicada para a obtengdc de um pro-
duto com alto poder toxico. Do mesmo modo, FALOCI ¢7 al. 1990 reportaram os mesmos efeitos
na producio da endotoxina com o B.1. israelensis.

SCHERRER & LUTHY, 1973 estudaram a influéncia da concentragdo de glicose sobre a
endotoxina do B. thuringiensis ¢ um meio definido acrescido com extrato de levedura. Os autores
determinaram que a concentragio Otima de glicose estava entre 6 e 8 g/l, e verificaram uma correla-
¢do direta entre a concentragiio de glicose e o tamanho de cristal, além da alteraciio da poténcia

tGxica.

Foi verificado que altas concentragdes de nutrientes organicos (acima de 25 g/l) podem
retardar a formaglo do esporo e reduzir a porcentagem de células em estado de esporulacio
(ARCAS & YANTORNO, 1987). FODA et al, 1985 realizaram estudos fisiolagicos com
B.thuringiensis var. entomocidus, confirmando a importincia da taxa de oxigenacio na presenca de
altas concentragdes de glicose (até 25 g/l ), nos niveis de crescimento, esporulagio e poténcia do
cristal. Do mesmo modo, ARCAS ef af., 1987 ressaltam a importincia de estudar os efeitos de
altas concentracGes de nutrientes {(até 56 g/l) no rendimento das fermentagbes em batelada
alimentada (“fed-batch™).

A presenca de nitrogémio no meio de cultura para a produglio de B. thuringiensis €
considerada importante na biossintese do cristal toxico (SALAMA ef of, 1983; PEARSON &

WARD, 1988).

AVIGNONE et al, 1990 ressaltam a importdncia do estudo da relagBo entre nitrogénio
organico e inorginico, afirmando que as combinagbes dessas fontes afetam mais a produgio das
endotoxinas do B.17. do que as relagdes CN, recomendando estudar as interagSes da concentragio

do (NH,),SO, com fontes orginicas.

DHARMISTHITI & PANTUWATANA (1985) estudando a produgio do B.irfi e B
sphaericus observaram que o licor hidrolisado proveniente da indistria de glutamato monosédico
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{rico em écido glutdmico ¢ L-tirosina) quando adicionado de fosfato de potassio, era suficiente para
promover o crescimento e esporulagio das duas bactérias, e produciio de cristal toxico.

A presenga de ions mangangs, célcio, zinco e ferro tem sido recomendada com frequéncia,
para a esporulacio de diferentes bactérias, salientando-se a importincia do calcio na esporulagio e
termo-gstabilidade das mesmas (NICKERSON & BULLA, 1974; ARCAS ef al, 1984). O
potdssio também ¢é importante no crescimento, esporulagio e formaciio da endotoxina do B2
conforme salientado por FODA ¢1 al,, 1985 ¢ WASISAKA ef al, 1982

Alguns trabathos reportam a utilizagio de matérias primas nativas e residuos da agricultura,
como meios de cultura, com excelentes resultados e a custos reduzidos (OBETA & OKAFOR,
1984; EJIFOR & OKAFOR, 1989; ABDEL-HAMED ef al., 1990b e 1991; SALAMA & MORRIS,
1993).

Concluindo que a produciio de toxina pode variar entre isolados de um mesmo sorotipo de 5.
thuringiensis, e que nfo hi um substrato Gnico recomendado, este deve ser selecionado para cada
isolado (DULMAGE & RHODES, 1971; SMITH, 1982; SALAMA ef af,, 1983, FALOCI ef al,
1990).

b} Temperatura

Alguns autores (IGNATENKO, 1983; NICKERSON & BULLA, 1974) observaram que a
redugio da temperatura de meubacio poderia promover a formagio de células e esporos anormais,
bem como a termoestabilidade dos esporos poderia ser afetada; esporos formados a temperaturas
elevadas, da ordem de 35-40°C, sdio mais termo-resistentes. IGNATENKO (1983) sugere que se
mantenha a temperatura de 30°C durante o crescimento do B. thuringiensis até o estagio
estacionario e, a seguir a femperatura seja elevada até 35°C {estagio de esporulagio); agindo desta
forma os autores afirmam que se obtém um maior rendimento em esporos termoestaveis vidveis,
BEEGLE et al, 1993 citam trabathos que recomendam 30°C antes da fase log, 28°C durante g fase

Tog, e 32°C apos esta fase.
c} pH

Varios pesquisadores trabalhando com B. thuringiensis observaram que o pH do meio de
cultura inicialmente ajustado para 7,0 dimimn nas primeiras duas a trés horas do processo
fermentativo. Essa queda no valor de pH foi explicada pela utilizagiio da glicose do meio, com
formaclo dos acidos acético e pirlivico. Nos estagios seguintes estes acidos sfo metabolizados,
provocando um retorno do pH a neutralidade, chegando a atingir valores ao redor de 8,0 nas fases
de esporulagiio ¢ lise (YOUSTEN & ROGOFF, 1969, BULLA ef al,, 1980).
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Observacdes de CAPALBO & MORAES, 1988 indicaram que o controle do pH do meio de
cultura durante a fermentacio do B. thuringiensis nio promove o aumento da esporulagio,
chegando em alguns casos a reduzir o nimero de esporos formados. Deste modo, os autores suge-
rem que o acompanhamento de uma fermentagiio submersa com B.thuringiensis pode ser realizado
de forma simples e rapida , através da evolugiio do pH do meio de cultura. Desta forma, o pH do
meio de cultura ¢ monitorado, mas nfo cormnigido, nas fermentages de B. thuringiensis.

d} Aeracio ¢ Agitacio

Dentre 0s eclementos gue constituem o meio de cultura, o oxigénio mostra-se como um
componente necessario, pois ocupa um Jugar de destaque na respiragio dos microrganismos
acrébios e facultativos. As finalidades de aeragio e agitagio nas fermentagbes sfo de suprir
oxigénio aos microrganismos e homogeneizar o meio de cultura, de forma a permitir uniformidade
na suspensio dos microrganismos e acelerar a velocidade de transferéncia de massa (HARRINSON,
1973},

O B. thuringiensis sendo uma bactéria anaerébia facultativa, o oxigénio é importante no seu
desenvolvimento, auxiliando também na utilizag3o efetiva dos nutrientes. Porém essa necessidade €
menor nos estagios de esporulagio do que durante as etapas de germinagio e crescimento (BULLA
et al., 1983).

SCHERRER. ef al, 1973 tentaram relacionar a taxa de aeracio do processo de produgiic do
B. thuringiensis com a toxicidade do produto final obtido, e notaram que taxas maiores geravam
cristais menores, porém com alta atividade toxica. Quando o suprimento de O, era reduzido, 0s
cristais formados eram de maior tamanho, porem de baixa toxidez. A explicagio encontrada foi que
o cristal proteico ndo seria constituido por um unico tipo de proteina e deste modo as carateristicas
do processo fermentativo afetavam de maneira diversa a formagio das diferentes proteinas que com-
punham o cristal.

As necessidades de altas taxas de aeraciio na esporulagdo ¢ sintese da delta-endotoxina por 5.
thuringiensis foram reportadas por varios pesquisadores (FODA ef al., 1985, PEARSON &
WARD, 1988; AVIGNONE-ROSSA et al., 1992).

Especificamente em relagio & influéncia do oxigénio dissolvido (% OD) na sintese da delta-
toxina por B. thuringiensis, as informagbes s30 escassas e mostram-se contraditonas. Deste modo
temos que SANTANA (1980) relata os efeitos do oxigénio dissolvido no crescimento do B.
thuringiensis, encontrando que a maxima velocidade especifica de 0.61 h™ de crescimento foi
atingida com 10 % O.D.
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KARIN et al., 1993 reportaram os efeitos da % OD na esporulagiio ¢ toxicidade do Bacillus
sphaericus, relatando que entre 20 a 50 % OD o substrato era consumido em & horas de
fermentagdo obtendo-se toxicidade semelhantes. Entretanto acima de 50 % OD elevava-se a
velocidade de crescimento ¢ reduzia-se a atividade das toxinas.

AVIGNONE-ROSSA ef al., 1992 reporta que concentragdes elevadas de 50 % de OD deve
continuamente ser suprida aos fermentadores para alcangar altas concentragdes da delta-endotoxina,
relatando também que taxas acima de 60 % OD inibem 2 produgio da toxina.

Fica bastante evidente que o potencial tdxico do produto final é grandemente afetado pelas
condicBes de cultura, a selegio do meio e da escolha da linhagem adequada. Assim para a
producio em escala comercial deve-se observar ndo apenas o alto rendimento em esporos de B.
thuringiensis, mas ao mesmo tempo deve-se certificar que os componentes do meio de cultura
estejam bem balanceados para que se atinja a maior atividade téxica por volume de fermentado
(DULMAGE ef al., 1990; MORAES & CAPALBO, 1988; BEEGLE, 1991).

2.5, Aplicaciio de métodos de planejamento e ofimizaciio de experimentos

Geralmente, os processos fermentativos envolvem muitas vanaveis. Quando o nimero destas
¢ muito grande, torna-se praticamente invidvel realizar todos os experimentos necessarios para
estudar a influéneia de todas as vaniaveis pelos métodos tradicionais. Entretanto, escolhendo um
método de planejamento adequado € possivel programar os experimentos para estudar um grande
nimero de variaveis de maneira compacta, e entfio selecionar aquelas que realmente sdo imporiantes
para estudos mais detathados. E importante ressaltar, entretanto, que por mais sofisticadas que
sejam as teorias matematicas ou estatisticas envolvidas num método expenimental, estas nfo podem
substituir medidas experimentais precisas e exatas, exigem o bom senso e o conhecimento do pro-

blema.

BARROS NETOQ et al (1995} comentam que a decisio de adotar um método de
planejamento experiméntal para a realizagio de um estudo envolvendo muitas varidveis, possibilita o
planejamentc e execugio de forma organizada de um nimero de ensaios reduzidos ao minimo
necessario. Permite ainda a verificacio dos efeitos individuais e interagio de todas as variaveis sobre
a resposta, a definigiio das varidveis mais importantes para o processo, ¢ a avaliagdo dos erros

experimentais

Varios trabalhos reportam revisGes sobre as diferentes estratégias na otimizagio de processos
fermentativos, recomendando o uso de técnicas estatisticas para a simplificago da otimizacdo,

24



devido ao grande nimmero de varidveis a serem avaliadas, assim como as interacBes a serem
consideradas na otimizacio destes processos (WINKLER, 1988; DAVIES 1993; KENNEDY ef al.,
1994).

Numerosos trabathos utilizando técnicas de otimizagio para 0 estudo das condigdes da
fermentagdo de diferentes processos, sdo constamente publicados (MORESSI & SEBASTIANI,
1979, BOWMAN & GEIGER, 1984; SARRA ef al, 1993; WOSIACKI e al., 1995).

Observando-se o uso das técnicas de planejamentos por fatoriais fracionarios na formulaciio
de melos, os quais possibilitariam em poucos ensaios, a triagem de varidveis usando um ntimero
minimo de ensaios (CHRISTEN & RAIMBAULT, 1991, MARTINEZ ef al., 1993; LU & LIAO,
1994).  Estas técnicas permitem a avaliagio dos efeitos principais de até 7 parimetros, em dois
niveis, em apenas 8 ensaios (BOX e al., 1973).

O método de planejamento experimental por anlise de superficie de resposta tem como
base o método de planejamento fatorial. Consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo
empirico das relagbes entre uma ou mais respostas medidas analiticamente {como rendimento,
produtividade) ¢ um nimero de varidveis de entrada que possam ser controladas (temperatura,
concentragdo, pH, etc). Para realizar um estudo pelo método de anilise de superficie de resposta,
mcia-se programando os ensaios que devem ser feitos através de um plangjamento fatorial, que
consiste em selecionar um nimero fixo de variaveis de entrada e entdio executar experimentos com
todas as possiveis combinagdes (COCHRAN & COX, 1957, BOX ef al., 1978; BARROS NETQ er
al., 1995).

Como se deseja reduzir o nlmero de enssios ao minimo possivel, um planejamento fatorial
com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1) para cada vaniédvel é especialmente eficiente. Se "n" varigveis
estio envolvidas no estudo de um determinado sistema, o nimero de experimentos que deverio ser
realizados seria 20, Acrecentam-se ainda ensaios em triplicatas realizados nas condigdes
correspondentes 30s niveis intermedidrios para cada varavel {(nivel zero ou ponto central de
planejamento), com o objetivo de estimar o erro experimental associado aos ensaios. Com os dados
obtidos apds a execuglio dos ensaios, é possivel caleular os efeitos simples e de interagdo das
varidveis sobre as respostas e determinar quais s3o os efeitos mais significativos (BOX ef al,, 1978,

BARROS NETO et al., 1995).

O uso de planejamentos centrais compostos tém a vantagem, em muitos casos, exigir menor
numero de tratamentos do que os fatoriais completos correspondentes. Assim, delineamentos com
trés niveis de BOX & BEHNKEN (1960} e os planejamentos de configuraco estrela com 5 niveis
(BOX & DRAPER, 1987), sdo também bastantes utilizados nos estudos de otimizagio de Processos
fermentativos WINKLER (1988),
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3. MATERIAL E METODOS

O diagrama de fluxo (figura 1) apresenta as etapas envolvidas neste trabalho no
desenvolvimento de bioinseticida bacteriano a partir do isolamento e selegfo de nova linhagem de

Bacillus thuringiensis.

Isolamento

U
Seleciio do microganisme

{LCse e ITW)

U
Caracterizacio e ¢lassificacio
{Testes morfoldgicos, bioquimicos e fisiologicos)
U
Purificacfio ¢ caracterizacio da S-endotoxina
(Fletroforese SDS-PAGE)

§

Otimizacio das condicdes fermentativas
(Meic Basal: temperatura, agitagdo, indculo e pH)
Y
Seleciio de fontes de C, N e minerais
(Subprodutos agroindustriais, K, Ca, P04, 504 e micronutrientes)
U
Otimizacio do meio

Y

Teste de “Scale-up”

Figura 1. Diagrama de fluxo das etapas de desenvolvimento de bioinseticida bacteriano

a partir de rovos isolados.
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3.1. Isolamento de microrganismos esporuladores

A primeira fase do trabalho visa a obtencio de um microrganismo esporulado e cristalogénico,
com alta atividade larvicida contra Aedes aegypti. O material para o isolamento do microrganismo

sdo amostras de solo coletadas nos territorios brasileiro e peruano.

3.1.1. Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de solo de setenta e cinco diferentes localidades do sul e sudeste do
Brasil assim como da regifio central do Pern. A principal area de coleta compreende o Estado de
S8o Paulo, a regifio norte do Parand, a regifio costeira de Santa Catarina e regifio central do Mato
Grosso do Sul. A maioria das 41 amostras de solo brasileiro sfic provenientes de zonas
geograficamente classificadas como regides de floresta nativa sub-tropical; as 10 amostras do Mato
Grosso do Sul sfio  classificadas como provenientes de regifio de mata nativa tipica do cerrado
{(EMBRAPA, 1994). Do territdrio do Perd foram coletadas 24 amostras, a maioria provenientes de
florestas de tropico fimido da vertente oriental dos Andes, zona onde se registrou um surto de
dengue em 1993, As amostras abrangeram solos agricolas de zonas urbanas; amostras de solo e

barro de locais infestados de mosquitos foram prefendos.

A coleta de solo foi realizada segundo as recomendagdes do "(uia para o isolamento de
bactérias esporuladas com potencial larvicida”, do Instituto Pastenr. Foram coletadas de 10 a 20 g
de material em sacos de plastico posteriormente os solos foram secados a temperatura ambiente,
por 4 dias e armazenados até o isolamento (INSTITUTE PASTEUR, 1981).

3.1.2. Tsolamento seletive das bactérias

Os isolados fafam obtidos segundo os procedimentos recomendados pelo INSTITUTE
PASTEUR (1981), modificados mediante o uso de meio seletivo com acetato de sodio recomendado
por TRAVERS (1987), Uma quantidade de 0,5 g de solo foi homogeneizado em 10 ml de caldo-L
{triptona 10 g/l, extrato de levedura 5 g/l, NaCl 5 g/l) tamponado com acetato de s6dio 0,25 M.
Esta mistura foi agitada por 4 horas a 250 rpm e 30°C. Ao final deste tempo 2 amostra foi submetida
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a tratamento térmico a 80°C por 15 min, e em seguida deixada no gelo por 5 minutos. Finalmente

diversas dituigdes foram plagueadas em 4gar-L. ¢ incubadas a 37°C por 48 horas.

As coldnias que cresceram foram selecionadas de acordo com sua forma, borda, elevagio e
textura, conforme recomendagdes para a classificagiio de coldnias de Bacillus entomopatogénicos de

PRIEST & YOUSTEN (1991) e DIAS ez al (1994).

A purificagiio dos isolados foi obtida por esgotamento em estrias, em agar nutriente a 30°C. A
presenga dos cristais (mesmo ndo distintamente reconhecidos) e caracteristicas morfologicas dos
isolados foram observadas a fresco por microscopia com contraste de fase e aumento de 1000 x

para sele¢lo dos isolados nesta fase.

Os isolados foram mantidos no freezer a -20°C, em tubos com caldo nutriente com gheerol
20% . Para ativagio, foram riscados em placa com agar triptona, e incubados overnigth a 30°C

verificando-se as coldnias ao microscopio para observar a presenca de esporos e cristais.

3.2. Selecdio de bactérias entomopatogénas

Os procedimentos de selegio tiveram por objetivo selecionar um microrganismo com alo
potencial larvicida, para o desenvolvimento das etapas seguintes de produgfio bioinseticida

bacteriano.

- Criagio dos mosquitos

Os ensaios biologicos para avaliagio da entomopatogenicidade ou atividade larvicida dos
isolados, foram realizados com larvas de Aedes aegypti, mantido em laboratério, fornecido pela

Secretaria de Satde do Estado de Sdo Paulo.

Os mosquitos no estadio adulto eram mantidos em gaiola telada (40x35x35 cm) contendo
recipiente com soluglio aquosa de aghcar para 2 alimentagiio dos mosquitos machos. Foi também
colocado na gaiola um funil com papel de filtro imerso em um recipiente de plastico com Agua, de

forma a manté-lo sempre tmido para deposigio dos ovos. Os ovos eram transferidos para recipientes
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de plastico de 10 x 20 cm com uma profundidade de 4 cm, contendo agua potavel filtrada. Os
diferentes estadios de desenvolvimento larval eram mantidos em recipientes separados. Como as
larvas de Aedes se desenvolvem preferencialmente em agua limpa, esta foi renovada periodicamente
{3 vezes por semana) a fim de evitar o desenvolvimento de microrganismos € protozoérios
indesejavels. As larvas de mosquito eram alimentadas com racio de peixe e os mosquitos fémeas
hematofagos alimentavam-se com sangue de camundongo 3 vezes por semana ou de acordo com a
quantidade de larva requerida. A criagio dos mosquitos foi realizada segundo recomendacdes da

American Mosquito Control Association - AMCA (1970).

3.2.1. Bioensaios

A atividade ou potencia da S-endotoxina produzido pelo B, thuringiensis sio quantificadas
principalmente por sua atividade blologica, através de bioensaios. O bioensaio consiste em se expor
um determinado inseto teste 2 um determinado patégeno ¢ observar o efeito produzido em certo
tempo em condiches padronizadas. A avaliago dos resultados geralmente consiste em verificar o
ntimero de individuos afetados no bioensaio (geralmente o criterio € morte), os dados sdo avaliados
¢ expressos sob a forma de Concentragio Letal CLso para determmaclo da poténeia, sendo esta a
concentragio media letal que produz 50 % de mortalidade na populagio-alve (HABIB, 1986).
Estes parimetros s#o calculados pelo método de probites ou calculo por regressdo linear de probits

das percentagens de mortalidade versus logaritmo das doses HADDAD (1986).

Para se atribuir certa poténcia a um produto € necessario compard-lo 2 um padriio; assim as
comparagtes da atividade larvicida do complexo esporo-cristal de novos isolados sfio comparados
gom as preparagdes padrio. A ITU € expressa em ITU/mg e representa a atividade téxica em

Unidades Téxicas Internacionais por mg de produto; essa poténcia em ITU fot calculada segundo a

seguinte formula;

CL,, padriio x Poténcia padrdo

Poténcia da amostra (ITU/mg) =
CLMJ amostra
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- Bioensaio preliminar de seleciio

Para os bioensaios preliminares ou bioensaios seletivos, se usam menor nimere de insetos
teste e suspensio concentrada de bactérias (sem diluigio). Assim, os isolados selecionados segundo
o ftem 312, foram testados quanto & sua atividade larvicida em Aedes aegypti segundo
recomendagdes do INSTITUTE PASTEUR (1981). Os isolados foram cultivados em agar a 30°C
por 7 dias, e foi retirada uma algada que foi homogeineizada em 10 ml de agua destilada. A seguir
eram colocadas 10 larvas de 2° ou 3° estadio na suspensdo de células. A contagem de larvas mortas e
vivas era realizada apos 24 horas; os isolados que causaram mais de 70% de mortalidade das larvas

foram selecionados € repicados para testes posteriores.

3.2.1.1. Bioensaio para determinacfio do Clsy e ITU

Os bioensatos para a determinagfio da atividade larvicada expressa em Cls, {concentragio
letal péra 50 % da populagio) e ITU (Unidades Toxicas Internacionais) dos isolados selecionados,
foram realizados a partir da biomassa microbiana obtida pelo processo fermentativo descrito em
sub-item a seguir. A recuperaciio e secagem da biomassa contendo a toxina foi realizada pela co-
precipitacioc com acetona e lactose, segundo metodologia proposta por DULMAGE et af. {1970};
este material foi utilizado para o preparo das suspensfes bacterianas, e a metodologia € descrita em

outro sub-item {b) a seguir.

() padriio para produtos biolGgicos para controle de larvas aquaticas de dipteros ¢ constituido
por uma preparacdo & base da linhagem IPS-82 de B. thuringiensis israelensis sorptipo H-14,
fornecida pelo Instituto Pasteur, cuja poténcia arbitrada ¢ de 15.000 ITU/mg para larvas de Aedes
aegypti. E utilizada para os calculos de comparagio da atividades larvicida, de novos isolados

(PRIEST & YOUSTEN, 1991).

A CLs neste trabalho, foram expressas em mg/l ¢ representa a concentragio média letal do
produto que provocou 50 Y% de mortalidade em larvas de Adedes aegpyti. Os céleulos da CL,,
foram realizados através da analise de Probitos, utilizando-se o programa POLO PC, cedido pelo

CENARGEN/EMBRAPA.
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Os bioensaios foram realizados de acordo com o protocolo da WHO {1987). A determinacio
da CLy, foi realizada com larvas de Aedes aegypti de 3° estadio colocadas em frascos com dgua
destilada e deionizada, com diferentes concentragbes da suspensiio bacteriana. Apéds 24 horas foi
quantificada a mortalidade das larvas, Foram conduzidos trés bioensaios para cada isolado, em
periodos diferentes; cada bioensaio era preparado com diluigdes em duplicata da suspensio

bacteriana, e mantidos controles.

a} Processo fermentativo

As condigbes do processo fermentativo para a multiplicacio dos isolados, foram os
recomendados pela literatura para a produgiio de bactérias entomopatogénicas (DULMAGE er al,
1990; PRIEST & YOUSTEN, 1991; PORTUGAL e ol 1993). Os isolados foram produzidos em
agitador rotativo a 30°C, 250 rpm e 48 horas (até lise total das células) em Meio Basal (MB) com a
seguinte composigdo (g/l): K,HPO, 6,0; MgSO,.7TH,0 0,12; ZnS0, 7TH,0 0,014; MnSQO, 4H,0
0,002, FeSO, 0,02; CaCl, 4H,0 0,183; peptona 7,5; glicose 1,0. O pH foi ajustadc a 7.2 ¢ a
autoclavagem foi realizada a 121°C por 15 min. Foram utilizados 100 m! de meio em frascos

erlemeyer de 500 ml,
b} Recuperaciio ¢ secagem da biomassa microbiana

A recuperagdo e secagem do complexo esporo-cristal foi realizada segundo recomendagdes de
DULMAGE et al. (1970) seguindo a sequéncia;
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Cultura fermentada (48 k)
Ajuste dj pH=70
Centrifugar IOA()\L()O 1pm x 15 min.
Ressuspender precipitado com selugfo lactose 5%
Agitar 50 r%n x 30 min,

Adicionar 4 volumes de acetona
iB
Agitar 30 rpm x 30 min

i
Centrifugar 10.000 rpm x 15 min.

Ressuspender em acetona

4
Centrifugar 10.000 rpm x 15 min,

Liofilizar
(-40°C x 70 mbar x 6 h)

3.3. Caracterizaciio do microrganismo

Para a caracterizaglo, identificacfio e classificagdo dos isolados, foram utilizados testes

merfoldgicos, bioguimicos e fistoldgicos.

3.3.1. Testes morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos

As coldnias bacilares foram caracterizadas de acordo com sua forma, borda, elevagio e
textura, conforme recomendagdes para a classificacdo de coldnias de Bacillus entomopatogénicos; a
caracterizagdo morfoldgica dos isolados por microscopia, foi realizada segundo as mesmas
recomendacdes (PRIEST & YOUSTEEN, 1991; EMBRAPA, 1994),

As observaches microscopicas dos cristais foram também realizadas apds coloragiio, segundo
técnica recomenda por CHILCOT & WIGLEY (1989), com algumas modificages; utilizou-se o
Amido Black 10-B (Sigma) ¢ Giemsa stain (Sigma) em substituigiio ao Naftaleno Black e Gurr's
R66-Giemsa. As observagdes microscopicas foram realizadas em microscopio Baush & Lomb com

aumento de 1000 vezes. Os testes bioguimicos para a caracterizagio do Bacillus cristalogénico
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foram os recomendados por MARTIN ef al, 1985; BARJAC & FRANCHON, 1990 ¢ PRIEST &
YOUSTEEN, 1991. As técnicas bioguimicas foram realizadas segundo GATTI er al,, 1992, A
classificagic taxonbmica foi segundo BUCHANAN & GIBBONS, 1974 e BARJAC &
FRANCHON, 1990.

As observagBes, metos de cultivo € os reagentes utilizados para a caracterizagdo do isolado
encontram-se sumarizados na Tabela 3 ou descritos no apéndice. As observaciies realizadas foram:
morfologia das coldnias, células, esporos e cristal; reagiio de Gram; testes de catalase,
oxidativo/fermentativo e Voges-Proskauer, produgiio de dcido a partir de glicose, arabinose,
celobiose, galactose, manose, sacarose, salicina, xilose e manitol;, hidrolise de amido e tween;
produgio de lecitinase, urease, B-galactosidase e H,S; utilizacBo de citrato, esculina e desaminagfio
da fenilalanina,

Tabela 3. Testes realizados para a caracterizaciio do isolado SP-36

Festes Meio de cultura Solucies / reagentes
morfoldgico agar nuiriente
SPOrOs verde malaguita e safranina
cristais amido black ¢ Giemsa
reagdo de Gram KOHa3%
catalase dgna oxigenada 3 %
producio de deidos meio de fermentacio glicose, arabinose celobiose,

£alactose MATOSE, S3CAT0se,
salicing xilose ¢ manitol

{concentracio de agiicar final §,5%)
oxitativo/formentativo meio OfF
Voges Proskauer caldo de glicose a-nafto] 15% em etanol e NaOH 40%
hidrdtise de amido 4gar nutriente com amido 1 % solugdio de iodo lugol
hidrolise de tween meio tween-80
prodagio da lecitinase dgar nutriente com Leciting
HIease #gar uréia de Christensen
p-gatactosidase meio ONFG
producio de H,S maeio complenc 0,03 % de citrato de Fe | cifrato férrico 8,05 %
wiilizacfio do citrate meso citrato de simmons cloveter frrico 2 %.
utilizagio da esculing dgar esculing 0.1 %
Fenilalaning ' Agar fenilalanina

3.3.2. Testes sorologicos

Os testes sorolégicos do isolado foram realizados no CENARGEN/EMBRAPA através do

teste de aglutinagfio com antisoros cedidos pelo Instituto Pasteur e de acordo com a as técnicas de
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BARJAC, 1981. O isolado foi também enviado ao Instituto Pasteur (Paris, Franga) para

caracterizaco do sorotipo.

3.3.3. Eletroforese (SDS-PAGE) do cristal

O ecristal protéico do B. Thuringiensis purificado por particio em sistema de duas fases
aquosas foi analisado por eletroforese em SDS-PAGE. Para a multiplicaciio do microganismo  foi

utilizado o meio basal descrito em 3.2.1.1.

a) Isclamento ¢ Purificaciic de cristal

O caldo fermentado (10ml) foi inicialmente submetido a um processo de isolamento e
purificagiio do cristal por particio em sistema de duas fases aquosas {SDFA) de acordo a técnica
desenvolvida por FRANCO ef al. (1995), utilizando polietiteno-glicol, sais de fosfato de sédio e
potassio e agua, na seguinte proporgio (m/m): 15% de PEG-4000 ¢ 15% de sais de fosfato, sendo o

pH final 7,0. Na técnica de SDFA a interface entre as fases ¢ enriquecida com os cristais,

meto de cultivo fermentado
15 % PEG-4000 / 15 % Fosfato, pH 7,0
Cenirifugacio 5%}0 mpmx 10 seg
Separac;ﬁj das fases
R@cuperaqﬁ(‘f da interface
15 % PEG-4000/ ii % Fosfato, ptt 7,0
Centrifugacio f‘f()o mpm x 10 seg
Separa(;a?%’ das fases

Recuperacdo da interface

Figura 2. Fluxograma do processo de purificacdo e isolamento dos cristais protéicos de
B.thuringiensis em Sistema de Duas Fases Aquosas.
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b} Eletroforese (SDS-PAGE)

O perfil electroforético do corpo paraesporal do isolado foi determinado por eletroforese
{SDS-PAGE), de acordo com LAEMMLI (1970), em um equipamento BIO-RAD®Y modelo 3000XI

programavel .

- Prepare das amostras

A interface do sistema SDFA (rica em cristais), foi resuspendida em tampiio de lise {Tris-
HCL 0,0625M, pH 6.,8; SDS 2 % (p/v), 2- mercaptoetanol 5% e glicerol 10 %), na proporco 1:4;
seguido de aquecimento a 98°C por 10 minutos. Apds resfriiamento da suspensiio das células a
temperatura ambiente, estas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes

foram armazenados a ~20°C.

- Prepare dos géis

As solugles, reagentes e preparo do gel de separagio SDS-PAGE 12 % e do gel de
empacotamento SDS-PAGE 4 %, de 1,5 mm de espessura, estdo indicados na Tabela 4, conforme
recomendagdes do fabricante (BIO-RAD, 1990).

TABELA 4. Prepare dos géis SDS-PAGE

Solugdo estoque gel de separagdo gel de empacotamento

Acrilamida/bis (30%) 40 0 mi 1L3ml
Agua destilada 33.5 ml 6,1 ml
L5M tris-HCL, pH 8.8 (D) 250 ml -

0,5M-HCL, pH 6.8 (1) — 2,5 ml
SDS 10% (p/v) 1,0 mi 100 ul
Persuifato de amdnio 10% 500 ul 5Gul
TEMED 50 ul 10 ul

Volume calculado pama o prepars de 2 géis de separagiio ¢ 2 de empacotamerto. Todas as solugies foram
estocadas a 4°C, excete o persulfsto de smbnio que deve ser recém preparado; o SDS foi mantida a
temperaturd ambiente.

Primeiramente foi preparado o gel de separagio SDS-PAGE 12 % com a adiglio das solugBes
na sequéncia indicada na Tabela 4. As solugBes de acrilamida, tampio I e agua foram colocadas em
kitassato e homogeneizadas sob vacuo com a finalidade de exaurir o oxigénio inibidor da
polimenzacio. Posteriormente, foi acrescentadou solugiio de SDS, o iniciador ({persulfato de

amdnio) ¢ o catalizador da reaglio (TEMED). Imediatamente foi transferida para as placas de vidro.
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O gel de empacotamento “Stacking gel” foi preparado da mesma maneira descrita para o
outro gel. A mistura liquida do gel foi despejada sobre o gel de separagio e sobre esta uma barra de
teflon com 15 canaletas para a formagio de espagos vazios para subsequente aplicacio das

amostras. A polimerizacio foi feita 4 temperatura ambiente por 30 minutos.

Apés a aplicagio das amostras os géis foram transferidos para a cubz de eletroforese
contendo solugio tampio de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 1 % SDS, pH 8,3) recomendada
pelo fabricante. A eletroforese foi realizada sob 60 V x 110 mA por 14 horas. Os padries de
proteinas de peso molecular conhecido foram adquiridos da Pharmacia, Biotech LMW electraoforesis
calibration kit MW-SDS, contendo fosforilase b (94 kD), albumina (67 kD), ovoalbumina (43 kD),
anidrase carbdnica (30 kD), inibidor de tripsina (20,1 kD) e lactoalbumina (14,4 kD).

A coloragiio das proteinas foi realizada segundo recomendagdes de ANDREWS (1988),
utilizando-se uma solugo de metanol: acido acético: agua (5:1:4) com Coomasie blue R-250 0,1 %.

Para a descoloragiio utilizou-se a mesma solugdo sem o corante.

3.4. Otimizacio das condicdes da fermentaciio com meio sintético

O microrganismo isolado ¢ selecionado segundo o item 3.1. e 3.2. foi submetido a estudos
com o intuito de otimizar 2 sua multiplicagiio em condigbes que visam maximizar o crescimento, a

esporulagio e produgdo da toxina com meio sintético.

3.4.1 Processo fermentativo

Os estudos das 'condig:ﬁes de fermentagio foram realizados em agitador rotativo em frascos
erlenmeyer de 500 ml, com 100 m! de meio basal, segundo condicdes ¢ procedimentos relatadas
no ftem 3.2.1.1. A ativagdo da cepa do isolado, mantido na geladeira em tubo com glicerol, for
realizada riscando uma algada em placa de #gar nutriente, incubado a 30°C por 24 horas; as
colonias foram verificadas ao microscopio para observar a presenca de esporos, cristais ¢

possiveis contaminantes. O indculo foi entdio preparado através de algada da cultura em 100 ml
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de Meio Triptona-MT (composi¢io em g/l triptona, 10; NaCl, 5,0; pH 7,0); o frasco foi mantido
em agitador rotativo a 30°C e 250 rpm por 14 horas.

Na otimizagfio das condigBes fermentativas foram consideradas as varidveis de processo
como temperatura de incubagfio, agitagio, indculo e pH inicial, segundo as recomendagGes da
literatura, para a producfio de bactérias entomopatogénicas (VANDEKAR & DULMAGE, 1982,
DULMAGE ef al, 1990). As combinages e faixas das varidveis estudadas sio apresentadas no

delineamento experimental.

3.4.1.1. Avaliacio das fermentacdes

O controle e avaliagio das fermentagdes nos diversos ensaios realizados compreenderam:

a) Contagem do nimero de esporos (esp/ml): Apos 24 horas de fermentaglo, foram
determinados os esporos vidveis, considerados aqueles capazes de crescer em agar nutriente apos
tratamento térmico (80°C por 15 min). Para contagem de niimero de células foram feitos diluigSes
¢ plagueamento em superficie em agar nutriente, incubado a 30°C e a leitura apos 18 horas apos

plaqueamento. Para efeito de analise estatistica, os dados foram transformados em Logio

b} Grau de formacio de cristal (GFC): O grau de formagio do cristal foi avaliado através de
contagens microscopicas & 24 horas de fermentagio, atribuindo-se um valor conforme as
caracteristicas morfologicas e % das células em cada ensaio. As células eram contadas em trés

campos visualizados no microscdpio. As observagdes microscopicas foram realizadas segundo item
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Tabeiz 5. Equivalencia entre morfologia celular ¢
grau de formacio de cristal (GFC)

Morfologia celular Valor
100 8% coéhnlas vegetativas 0
G -25 % coélulas apresentando esporo/cristal 1
25- 50 %o idem 2
50-75 % " 3
15-100 % " 4
80100 % células lisadas 8
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¢} Atividade da toxina : Para a realizagio dos bicensaios a biomassa microbiana foi
recuperada através da co-precipitagio com acetona e lactose, de acordo com DULMAGE et al,
{1970} segundo diagrama no ftem 3.2.1.1. Os bioensaios foram realizados apenas para produtos
obtidos em condighes otimizadas. Os biocensaios foram realizados segundo o iftem 3.2.1.1.

determinando-se a CLsg e ITU.

3.4.2. Delineamento esperimental e tratamento estatistico

O estudo dos efeitos e otimizagio das condicBes fermentativas, na produgiio do complexo
esporo-cristal pelo isolado, foi realizado mediante a Metodologia de Superficies de Resposta (MSR).
Fot empregado um delineamento fatorial 3* incompleto, com 4 varidveis em 3 niveis equidistantes
(BOX & BEHNKEN, 1961). O planejamento foi constituido de 24 tratamentos ¢ 3 repeticbes no

ponto central para se medir a variabilidade dos experimentos (Tabéia 6).

Os niveis do delineamento foram determinados com auxilio da literatura (DULMAGE et al,
1900; PRIEST & YOUSTEEN, 1991). Foi estabelecido um tempo méaximo de 24 horas de
fermentaclio, através de testes preliminares. Os fatores estudados, ou varaveis independentes,
foram; temperatura (X)) 23, 30, e 37 °C; agitagho (X2): 150, 250, ¢ 350 tpm; concentragio de
indculo (Xz): 1, 3 e 5 %; pH inicial (Xu) 6,2; 7,2 ¢ 8,2. As respostas ou variaveis dependentes,
foram’ nimero de esporos Y, (esp/ml) e grau de formagfio do cristal (Y), 4 24 horas do processo

fermentativo.

Os niveis das variaveis foram codificadas em -1, 0, e +1, conforme a equacio abaixo:

_Xi-X
q

P‘I -

onde;
x; = namero codificado
Xi = wvalor real dos niveis
média dos niveis
q = diferenca entre niveis sucessivos das variaveis.

S
t
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O processamento dos dados foi realizado com o programa "Statistical Analysis System" no

modulo RSreg (SAS, 1985).  As respostas foram modeladas pela seguinte equagio polinomial

quadratica :
. k & k=t K
F=por 3 axe S 5 e 5 S sk, e
i=1 i=1 =l g
(<)
onde;

-
¥ = resposta ou varidvel dependente
X, = variaveis independiente

Po = coeficiente do efeito de ordem zero
Bi = coeficiente dos efeitos de primeira ordem

B = coeficiente dos efeitos de segunda ordem

Bij = coeficiente dos efeitos de interagdo
£ = residuo que mede o erTo experimental.
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TABELA 6. Delincaments experimental 3° pela metodologia MSR dos ensaios de stimizacio
das condicdes fermentativas, do isolado SP-36 fermentativis

varidveis codificadas varidveis descodificadus
Ensaio X.1 X X;c, X oc rpm % pH
imdculo | inicial

) -1 -1 0 0 23 150 3 7.2
Z 1 - G ] 37 150 3 7.2
3 -1 i { O 23 350 3 7.2
4 i H 0 ] 37 350 3 7.2
3 ] & -1 ~1 30 230 i 6,2
6 it 0 i -1 30 250 5 6,2
7 4] 0 -1 1 30 250 1 8.2
8 0 0 1 1 30 250 5 82
L & 0 O 0 30 250 3 7.2
10 -1 ¢ 0 -1 23 250 3 6,2
11 i 0 #] -} 37 250 3 6,2
12 -1 0 ) 1 23 250 3 8.2
13 1 ] ] ] 37 250 1 8,2
14 0 . ~1 0 30 150 1 7.2
i5 0 1 -1 { 30 350 5 7.2
16 H ~1 1 0 30 158 5 7.2
17 13 1 1 0 30 350 3 7.2
18 { 0 0 g 30 250 3 7.2
19 ] -1 0 -] 30 150 3 5,2
20 { 1 4; -1 30 350 3 6,2
21 0 -1 i i 0 150 3 8.2
22 6 1 0 1 30 350 3 8.2
23 -1 0 -1 0 23 250 1 7.2
24 i 0 -1 1] 37 250 1 7,2
25 -1 0 1 ] 23 250 5 72
26 1 0 1 0 37 250 5 7.2
27 4] { 0 ] 30 256 3 7.2

3.4.3. Localizagfio das condicdes 6timas

A localizagho das condigbes otimas pela metodologia MSR, representa uma solugfio de
COmMPpromisso entre as respostas em estudo. Uma forma simples de se identificar tais condigbes seria
através da sobreposi¢io dos graficos de superficie de resposta das respostas em estudo, permitindo
a identificagiio da regido de interesse, onde as méximas respostas seriam obtidas simultaneamente
{(BOX etal, 1987, BARROS NETO et al , 1995),
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3.5. Selecdo de fontes de carbono, nitrogénio e suplementacfio mineral

A seleciio dos constituintes do meio de cultura foi realizada em trés etapas. Na primeira, foram
selecionadas as fontes de carbono e nitrogénio; na segunda, foram testados os efeitos de
suplementos de minerais; e por ultimo, foi realizado um ajuste preliminar da concentragiio dos

componentes selecionados,

Como fontes de carbono ¢ nitrogénio foram testados os seguintes subprodutos agro-industriais
de composicdo complexa: melago de cana-de-aglicar, agua de levedura, dgua de maceracio de mitho
(milhocina) ou “corn-steep”, hidrolizado liquido da produglic de glutamato monosédico “Hidrolized
Liquor™ (HDL), farelo de soja, e as fontes de carbono glicerol ¢ amido. Também foram testados os
efeitos do (NH;),. S04, K:HPO,, CaCly e uma mistura de sais minerais.

3.5.1, Substratos testados e prétratamentos

Os materiais utilizados foram os seguintes, e foram sempre usados do mesmo lote para
conduglo dos experimentos, Vérios subprodutos e residuos agroindustriais apresentam composigio

que permite sua utiizagio como fonte carbono nitrogénio e de nutrientes a baixo custo:

- Melago ¢ utilizado principaimente como fonte de carbono. O melago foi proveniente da
Usina Cruz Alta, Olimpia (SP). Os componentes de imeresse que caraterizam o material
utilizado sdo: sacarose 17-25%, glicose 30-40 % e frutuose 4-9 %, acucares redutores 10-25
% outros carboidratos 2-5 %, nitrogénio 0,8-2,0 % na forma de aminoécidos e proteinas.
Também € fonte de diversos minerais como X, Ca, mg, Na ¢ outros, o melaco utilizado

apresentou 84° bx com 7,12g/1 de ac¢ucares redutores totais.

O melago foi diluido 1:1 (m/m); a clarificagdo foi realizada pela adigio de Na,HPO, (1,5 g/l)
seguido de autoclavagem por 30 min, repouso por uma noite para decantacio e retirada do

sobrenadante. O melago clarificado apresentou 42 °Brix e foi estocado em “freezer”.

- A igua de maceracfo de milho ou milhocina € utilizada principalmente como fonte de

nitrogémoe ¢ de carbono. A milhocina foi proveniente das Refinages Miltho, Brasil Lida.,
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Mogi Guaga (SP). A milhocina é um produto obtido da maceracio dos grios de milho para a
producio de amido, mediante refluxo de uma solucio diluida de SO, , Essa extragio dissolve
substancias ricas em nitrogénio e sals munerais. A massa em maceracdo € filtrada e
concentrada, até atingir aproximadamente 50% (p/v) em solidos. A milhocina contém em sua
composi¢io guimica os principals arminoacidos, vitarninas e minerais como Ca, P, Mn, Fe, Mg,
K, etc. A composicdo aproximada segundo a Refinagdes Mitho, Brasil Ltda., € bastante
variada assim a composigio aproximada & agua 55 %, a sua composigic em base seca € acido
Iatico 10 %, proteina 22 %, dleo 1 % , cinzas 4,5 % , agiicares redutores 4 %, diversos

sohivels 43 % e carboidratos 7%.

- A 4gus de levedura utilizada principalmente como fonte de substincias nitrogenadas tem
algumas vantagens como matéria prima industrial uma vez que a levedura pode ser obtida a
partir de fermento de panificaciio ou como subproduto das destilarias de etanol, da producio
de cachaca e cervejarias. Este material foi prepararado a partir de células de levedura
Saccharomyces cereviceae, de fermento Fleischman, por razbes praticas de limpeza e
homogeneidade do produto. O procedimento foi segundo recomendagdes de DIAS ef al.
{1991). O preparo partiu de 100 g de fermento prensado comercial imido, dissolvido em
dgua potavel e elevando-se o volume para 1 (um) litro. Autoclava-se a suspensdio a 121°C

por 30 min, deixa-se em repouso por uma noite para decantagio e sifona-se o sobrenadante.

- 0 HDL ou Hidrolizado liquido da produgic de glutamato monosddico foram provenientes
do (2° licor mae), da Ajinomoto Interamericana, de Limeira (SP) € utilizado principalmente
como fonte nitrogénio, rico em &cido glutdmico e L-tirosina. Este subprodute tem uma
composicio aproximada de: solidos totais de 39,47 %, sendo este composto principalmente de

actdo glutamico 9 %, nitrogénio total 10,83 % e K, Ca, Mge 65,5 % de umidade.

- O farelo de soja testado como fonte de nitrogénio vegetal, foi obtido do Moinho da Lapa
§.A. da divisio de raghes balanceadas, Campinas (SP). Este foi peneirado com tamiz tyler de
200 mesh. A obtengio do sobrenadante foi segundo EHOFOR & OKAFOR {1989), assim
pesou-se 100 gr do farelo moido e colocado em 1 litro de agua, seguido de autoclavagem a
121°C por 15 min, e finalmente filtrado.

42



- O amido foi testado como fonte carbono, utilizando-se amido de milho, fornecido pela
Refinagdes Milho do Brasi, Ltda. conhecido como Maizena.

- Glicerol, também foi testado como fonte de carbono alternativo, segundo recomendacdes de
SMITH (1982}, o glicerol usado foi proveniente da MERK,

3.5.2. Seleciio das fontes de carbone e nifrogénio

Os procedimentos de selegio dos componentes e formulagdo de meios por fatoriais
fracionarios foram realizados de acordo com a metodologias relatadas por CRISTEN &
RAIMBAULT (1991) e MARTINEZ ef al. (1993).

- Procedimentos fermentativos

(s ensaios foram realizados em agitador rotativo (New Brunswick G-27), com erlenmeyers de
500 mi contendo 100 mi de meio, segundo condigdes otimizadas das varidvers descritas no ftem 3.4.;
300C, agitagfio de 300 rpm, 5 % de indculo e pH inicial de 7,2, com incubag@o de 24 horas. Foram

utilizados os procedimentos e técnicas de controle e avaliaglio citados no item 3.4.1.
- Delineamento experimental

Nas duas primeiras etapas, de selegfio das fontes de carbono e nitrogénio e de suplementagio
de minerais, foram utilizados planejamentos fraciondnos saturados 274 conforme Tabela 7. Os
sinais (+) & (-) representam os dois niveis de concentragdio de cada fonte testada. Este delineamento
¢ recomendado para triagem de varidveis, permitindo calcular os contrastes de 7 variaveis, em

apenas 8 ensaios (BOX etal, 1987}
As respostas avaliadas foram: namero de esporos ¢ grau de formagdo do cristal. Cada analise

foi realizada em duplicata e as médias foram utilizadas para os calculos. A seleclo foi realizada a

partir dos contrastes ou efeitos, produzidos pelos substratos testados.
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Tabela 7. Planejamento fatorial fraciondrio saturade 274
V. ariagveis

Ensaio A B C D E F G
i - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - -
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

Variaveis: fontes de C e N e suplementagio mineral; (+) e () concentracio das fontes

Os niveis dos substratos testados, foram determinados a apartir de informagdes da literatura e
atraves de ensaios previos, para adequagio das concentragbes dos substratos para a aplicagio do

delineamento experimental.

Subtratos Concentragio (%)
(varidveis ) - +

A) Farclode soja............. 0.1 0,6

B) Agna de levedura. ... 0.1 0.5
CyMilhocing................, 0.1 0.5
DYHDL oo 0,2 0.8

Ey Amido............oo.... 0,2 0.8

Yy Melago.....oooooevien. 9,1 0.5

Gy Glicerol........cveeen. 0,2 0.8

Foram determinados os contrastes para cada pardmetro, calculados de acordo com a seguinte

formula;

onde:
!, = contraste dos componentes

A; = niveis dos componentes (+/-)
¥; = respostas
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3.5.3. Selecio dos supiementos minerais

Na segunda etapa foi determinado o efeito de nutrientes minerais segundo recomendacdes da
literatura (FODA ef al., 1985, NICKERSON & BULLA, 1984; SIKDAR, 1991), os minerais
testados foram: (NH,»S0. K HPO, ¢ sais minerais (FeSO; 0,02; MnSO.4H, O 0,002 e
ZnS04.7H,0 0,010 g/}, Também se procedeu ao ajuste da concentragio das fontes de C e N
selecionadas na etapa anterior. Foi utilizado o mesmo delineamento experimental (Tabela 7).

Os niveis dos substratos selecionados foram programados em fungio dos resultados da etapa

anteror

Componenies Conceniragio
{variiveis) - +

A} Melago (%) ... 0,2 4.8
B) Aguade levadnra (%) 0,2 08
C) Mithocina (363 ..ol 0,2 0,6
D} KHPOAED oo 0,1 0,3
E} (NHHSO, (@D 0.2 0,3
F) CaCly {8/ oo 0.2 0.8
3) Mistora de sais ... guséncia presenga

3.5.4. Ajuste preliminar das concentra¢des dos componentes dos meios

A terceira etapa que visou o ajuste preliminar da concentragio de fontes de C e N e

suplementagiio de minerais selecionados, utilizou o delineamento fatorial fraciondrio 2° (Tabela 8).
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Tabela & Planejamento fatorial fraciondrio 2 5-2

VARIAVEIS
A B C D E
Ensaio
1 - - - ¥ .
2 + - - + +
3 - + - - +
4 + + - - -
5 - “ + - +
6 4 . + - -
7 - + + -+ -
8 + + + + +
Varniaveis: fontes de C e N, e suplementacio mineral ; (+ } e {-) concentragfio dos
componentes testados

03 niveis programados em fungiio dos resultados da etapa anterior;

Componentes Concentragio
{vartdveis) - +
Ay Melago (%) 0.2 0,4
By Mithocma (%0)....oveeieines 0.2 0,8
C) Agua de levedura (%)........ 0,3 1,0
D EKHPO (/) .. 0,2 0.6
E) Sais mingrais............... - +

Em relagiio a concentracio dos sais minerais o nivel {-) equivale a concentragdes relatadas no

sem anterior 3.5.3 e o nivel (+) é igual a trés vezes esta concentragio.

3.6. Otimizacéio do meio de cultura

Estes ensaios visam a otimizacio da concentragio dos componentes do meto de cultura a partir
dos componentes selecionados, no item 4.5, A otimizagfio da concentragio dos componentes

selecionados foi planejada mediante a aplicagio de delineamento composto central com cinco nivets

de variacio.

Os procedimentos e técnicas de controle e avaliagio das fermentacbes foram os mesmos

relatados no Hem 3.4.1. Foram realizados bicensaios para determmnagiio da CLf,o, segundo
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EMBRAPA (1994), o método usado foi das diluigBes seriadas do cultivo final. A atividade expressa
em (Ls da diluigio do caldo de cultivo final, é aquela necessaria para matar 50 % da populacio

alvo.

3.6.1. Delineamento estatistice

Foi empregado um delineamento central composto rotacional da metodologia de superficie de
resposta (MSR) com quatro variaveis em cinco niveis. O delincamento compreende um total de 29
ensaios, os ensaios de planejamento fatorial inicial 2 referem-se aos 16 experimentos iniciais e 3 no
ponto ceniral; os ensaios para o plangiamento central composto “configuracio estrela” foram

realizados em 8 ensaios (2} e mais duplicata no ponto central (BOX ef al, 1987).

Os niveis do delineamento da Tabela 9 foram determinados pelos ensaios prévios do ajuste
preliminar dos componentes selecionados no item 4.5, asgim como pela literatura (SALAMA et ol ,
1983; FODA er of, 1985, DHARMISTHITI & PANTUWATANA, 1985, ARCAS &
YANTORNO, 1987, FALOCCI er af., 1990, DULMAGE ef ol., 1990).

Foi adotado um tempo maximo de 24 horas de fermentaciic. As respostas ou variavels
dependentes foram: numero de esporos/mi (vi} e grau de formagdo do cnistal (y»), a 24 horas do

processo fermentativo.

Os fatores, ou varidveis independentes, foram: melago de cana-de agiicar (X;): 0,02 - 0,20 -
0,5-0,8-1,0 %; de milhocina (X;) 0,16 - 0,40 - 0,80 - 1,20 - 1,44 %; dgua de levedura (X3): 0,2
-0,5-1,0-1,5-1,8%; K;HPO4 (X,): 0,18 - 0,30 - 0,50 - 0,70 - 0,82 %. O caloulo dos niveis dos

ensaios ¢ as analises estatisticas pela metodologia MSR foram realizados tal como no item 3.4.2.
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Tabelas 9. Niveis das varidveis do delineamento central composto

Niveis (%)
Compostos -1,6 -1 ] +1 +1,6
Melago X0 0,02 0,20 0,50 0,80 1,00
Mithocina  (X) 0,16 0,40 0,80 1,20 1,44
Levedura X3} 0,20 0,50 1,00 1,50 1,88
KHPO, Xy 0,18 0,30 0,50 0,70 0,82

A tabela seguinte (Tabela 10) do delineamento experimental apresenta as variavets codificadas
¢ as decodificadas que foram utilizadas na otimizagdo das concentragdes do meio de cultura para a

produgiio do complexo esporo-cristal pelo microrganismo isolado.
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TABELA 10, Delineamento experimental 5° dos ensaios de timizacdo da concentraciio dos
componentes em (%) wtilizados na otimizacio do meio de cultura,

] varidveis codificadas variaveis decodificadas (%)
Engaip X, X, Xx X melaco | mithecing | levedura K HPO,

i) (X2) Xs) (X4}
1 -1 -1 -1 -1 0,2 0.4 0.5 0.3
2 +1 -1 -1 -1 0.8 0.4 0.5 0.3
3 .1 +1 -1 -1 0,2 12 9,3 0,3
4 +1 +] ~1 -3 {8 1.2 0.3 0.3
5 -1 -1 +1 -1 02 0.4 1.5 2.3
6 +1 -1 +1 -1 0.8 04 15 0.3
7 -1 +1 +1 -1 0,2 1,2 1.3 0,3
] +1 +1 +1 -1 0.8 1.2 1,3 0.3
G -1 -~} -} +1 0,2 04 9.5 0.7
J£(] +1 -] -1 +1 0.8 0.4 0.5 0.7
11 -1 +1 -1 +1 0,2 1.2 0,5 0.7
12 +1 + -] +1 0.8 1.2 05 0.7
13 -1 -1 +1 +1 0.2 0,4 1.5 0.7
14 +1 -1 +1 +1 8 .4 1,3 0.7
15 -1 +1 +1 +1 0.2 1,2 1.5 0.7
16 +1 +1 +1 +1 0.8 1.2 1,5 8,7
i7 0 U] 1] U] 0.5 1. 1,3 .5
18 { & 0 0 05 0.8 1,5 0,3
19 ] 0 0 0 65 0,8 1,8 0.5
20 -1.6 4] 4] f 3,02 0,8 1,5 0,5
21 +1.6 ] 0 0 1.3 0.8 1,5 0.5
22 0 -1.6 G i 0.5 0,16 1.5 9.3
23 ( +1.6 0 0 0.5 1.44 1,5 0,3
24 D O -1.6 0 0,3 0.8 0,2 0.3
25 0 0 +1.6 0 0,3 0.8 1.8 0,5
26 { { 0 ~1.6 0,5 0.8 1,5 .18
27 (0] { 0 +1.6 0.5 0,8 1.5 0,82
28 0 0 0 0 0.5 0.8 1.5 0,5
29 1§ 0 {} 0 0,5 0.8 1.5 0.5

3.6.2. Localizacio das condi¢cbes dtimas

A localizagio das concentraghes Otimas, foi realizada segundo ftem 3.4.3,

3.7. Testes em Fermentador Piloto {“ Scale-up”)

Os testes de scale-up em fermentador piloto consistiram de dois ensaios para observagio do

comportamento da fermentacio, pelo isolado B. thuringiensis SP-36, em duas condi¢hes de aeraciio,
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na produgiic do complexo esporo-cristal. Os testes foram: a) fermentagio com controle de oxigenio
dissolvido em 50 % ¢ b) fermentagiio com controle de oxigénio dissolvido em 30 %. Estes niveis
de oxigénio dissolvido sfio relatados na literatura, adequados para a produgiio da 8-endotoxina para
B. thuringiensis israelensis segundo AVIGNONE-ROSSA, et al. (1992).

3.7.1. Caracteristicas do Fermentador

Os testes de “Scale-up” foram realizados em fermentador New Brunswick MICROS® de 30
litros de capacidade, equipado com sistema de controle "Multiloop ML-4100" para pH, oxigénio
dissolvido (OD), temperatura, agitagiio, alimentagiio ¢ esterilizagio. Todas as partes em contato

com ¢ meio de cultura sfio de aco inoxidavel 316L.

- Tanque: 28 em de diimetro x 53 cm de altura.

- Estenilizaglo: sistemna de esterilizagBo a vapor “in sife”, inclue o tangue, valvulas

de recuperagio e de coleta de amostras.

- Temperatura: termémetro de resisténcia de platina com sistema controlador PID com faixa

de operagiio de 5 2 80 £ 0,1°C ¢ 121°C durante a esterilizag8o.
- Agitaclio: o sistema de agitagio € constituido de um eixo com 3 turbinas de 6 pas cada um
e quatro deflectores {ou chicanas) junto a parede. Os agitadores sio acionados por um

motor de 11/2 HP. Agitac8o de 50 a 1000 rpm £ 2 rpm.

- Aeragio: fiuxo de 0 a 50 vvm atraves de orificios. A medida da concentragio do oxigénio

dissolvido no fermentador é realizada através de sensor tipo polarografico, Ingold.

- Controle de pH: o sensor ¢ um eletrodo de pH Ingold, esterilizavel.
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3.7.2. Procedimentos fermentativos

Os testes de scale-up foram conduzidos nas condicSes otimizadas em agitador rotativo, ou
seja, 30°C, 5% de indculo, pH inicial de 7,2 +1 e meio de cultura formulado com melago 3,5 gfl;
mithocina 7,0 g/1; 4gua de levedura 16 g/l; e KHPO, 6,0 g/l, conforme ftens 4.4.3 ¢ 4.6.3.

- Prepare do indculo

A partir de indculo obtido conforme o item 3.4.1., foi preparado 750 ml de indculo para o
fermentador, utilizando o mesmo meio de cultura formulado. O processo foi realizado em frasco
erlenmeyer de 2000 ml, esse frasco era com tampa perfurada para passagem de tubos de aeragfio,
respiro e coleta de amostra; o frasco, juntamente com o meio, foi esterilizado 2 121°C por 20 min.
Esse frasco era com tampa perfurada para passagem de tubos de aeracdo, respiro e coleta de
amostras. Apds resfriamento foi semeado com 5% (v/v) de caldo fermentado obtido conforme item
3.4.. A aeraglo do meio foi realizada mediante fluxo de ar comprimido estéril. A fermentagio foi de
aproximadamente 14 horas (final da fase exponencial). Este processo foi realizado a temperatura
amonte € foi avaliado mediant: as técnicas citadas po ftems 3.4.1.1. . contagens de células

obtidas, foram, em média de 3,0 1 0° ufe/ml.

- Esterilizacio

O volume de 14,250 | de meio de cultura foi colocado no tanque de fermentagiio, o
aquecimento foi por circulag8o de vapor através de camisa, até 121°C. Essa temperatura foi ms -a
por 30 minutos com agitaglo continua de 150 rpm, sendo posteriormente resfriado pela cire:. o

de agua fria através da camisa do tanque, até atingir a temperatura de 30°C £ 2°C,

A moculagio do fermentador contendo o meio de cultura estéril foi realizada asseticas . e
transferindo os 750 ml do mosto (5,0 % v/v) com 14 horas de fermentagio, completando-se assim os

14 fitros de volume de trabatho,
- Técnicas de avaliacfo

O controle analitico foi realizado segundo as técnicas citadas no item 3.4.1.1. O melago ¢

agua de levedura foram obtidos segundo ftem 3.5.1.
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Durante a fermentacio foram monitorados o comportamento de pH e oxigénio dissolvido,
mediante amplificadores “in-line” e determinada a concentragio celular.  As amostras para
determinacdo do crescimento celular foram retiradas em intervalos de uma hora, e realizadas através
de medigdes da absorbincia em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 650 nm, usando-se 0
meio de cultura como branco. Foi determinada a velocidade especifica de crescimento (i) pelo
método de Moror, no qual as velocidades especificas sio calculadas ajustando uma relagéo linear do
tempo e crescimento, na fase logaritmica de crescimento, pelo método dos minimos quadrados.

Fetuaram-se também observagdes microscopicas da morfologia das células.

Foram determinados os aglicares totais iniciais € finais do processo; estas anabises foram
realizadas com o método fenol-sulfirico de WHISTLER (1962). Ao final da fermentacio foi

determinado o nimero dos esporos (esp/ml) e o grau de formagfo do cristal.

3.7.3, Testes de avaliacio dos efeitos do oxigénio dissolvido

O fermentador foi usado com um volume til de 15 litros, dos quais 750 mi (5% v/v) eram de
indculo. As fermentages foram realizadas & temperatura de 30 £ 0,1°C. O pH ndo foi controlado

durante 0 processo.

a) fermentacio com 50 % de oxigénio dissolvido : Este processo foi realizado nas
seguintes condigdes, 30°C , agitagio de 210 rpm ¢ aeragdo inicial de 7,5 Vmin, sendo
monitorados o pH ¢ % OD durante a fermentagdo. As contagens celulares iniciais foram de

2.00 x 10° ufc/ml e o pH inicial foi de 7,13.

b) fermentaciio com 30 % de oxigénio disselvido: as condicBes foram de 30°C, pH sem
controle, agitag:ﬁb 2211 rpm e aeracio inicial de 6 Vmin, com sistema de controle do oxigenio
dissolvido constante em 30 % de OD, sendo monitorados automaticamente o pH ¢ % OD. As

contagens celulares iniciais foram 1,55 x 10° ufe/ml e o pH inicial foi de 7,31.
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4. RESULTADOS & DISCUSAQ

4.1. Isoclamento de Bacillus esporuladores

Os Bacillus entomopatogénicos foram isolados a partir de solos de diferentes regides ¢
ecossistemas brasileiros e pernanos, Foram coletados 51 amostras de solo do territério brasileiro
{regides de florestas sub-tropicais € cerrado) e 24 do territorio peruano (regides de florestas de

tropico tmido).

As 75 amostras de solo {item 3.1.1.) foram submetidas a uma pre-selecio dos bacilos
esporuladores, mediante o uso de meio seletivo contendo alta concentragio de acetato ¢
tratamento térmico a 80°C por 20 min, segundo as recomendagdes de TRAVERS ef af. (1987).
Esta téenica é recomendada pelos otimos resultados no isolamento de Bacillus thuringiensis a

partir de amostras de solo.

Afravés desta metodologia foram obtidas varias centenas de colbnias isoladas dos
diferentes solos. Destas, através de seleclio de coldnias de Bacillus (item 3.1.2) foram
selecionados cerca de 40 isolados. Estas colonias foram submetidas a selegfio com bioensaios
preliminares (item 3.2.), obtendo-se oito isolados. Destes oito isolados, seis deles perderam sua
capacidade de formar cristal e portanto sua capacidade larvicida, sendo que esta perda ocorreu na
etapa de armazenamento. Os isolados foram mantidos em tubos com agar nutriente, em
condigtes de refrigeragio. Este fendmeno também foi observado por KAJ (1993), Esta perda
da capacidade de formar cristais provavelmente ocorreu devido & perda de plasmideos que

codificam a produgdo destas toxinas, neste periodo (GONZALES ef al, 1982).

Os dois isolados restantes, denominados como SP-36 ¢ PR-38 que se apresentaram
altamente toxicos as larvas de Aedes aegypti, foram coletados de florestas sub-tropicais, na
regido de S3o José de Rio Preto - Estado de S#o Paulo e regido de Londrina - Estado do Parana,

respectivamente.
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Nas amostras de solo peruano, ndc foram encontrados bacillus cristaliferos, estes dados
confirmam que solos de florestas tropicais Gmidas nfio sfo ricas em Bacillus thuringiensis
MARTIN & TRAVERS (1989).

Ainda foi observada a presenga de inGmeras colnias com caracteristicas similares aos do
Bacillus sphaericus (B.s) com coldnias circulares, convexas, borda lisa, superficie lisa, imida,
opaca amarelada, as quais a0 serem observadas ao microscopio apresentavam células com
esporos esféricos ¢ esporiingio entumescido. Estes resultados também foram encontrados no
trabatho desenvolvido por LOPES er al. (1993).

Estas coldnias, com caracteristicas de B.s. foram submetidas a bioensaios contra larvas
de Aedes aegypti, ndio mostrando atividade larvicida. Mas, tendo em conta que o B.s. ndo
apresenta atividade contra esta espécie de mosquito, estes isolados foram preservados com o

intuito de serem testados posteriormente contra larvas de Culex.

4.2. Seleciic de bacilos entomopatogénicos

Com a finalidade de selecionar um isolado que apresentasse a maior poténcia larvicida, ¢
ainda poder comparar com a linhagem padrio para controle de vetores, os dois isolados
selecionados foram multiplicados em meio de cultura e recuperados segundo metodologia de

DULMAGE et al. (1970), citados no ftem 3.2.1.1.

Os resultados dos bigensaios estiio apresentados na Tabela 11, onde pode-se observar as
excelentes atividades apresentadas por ambos isolados, em comparaglio & preparagio fornecida
pelo Instituto Pastewr da linhagem de referéncia de Bacillus thuringiensis var. israelensis IPS-
82. O isolado SP-36 apresentou a mais alta atividade 30.767 1TU/mg, mais de duas vezes mais
alta que a preparacdo da linhagem padrio IPS-82 com 15.000 ITU/mg, o isolado PR-38,

apresentou 20.043 ITU/mg. Assim, foi selecionado o isolado denominado SP-36.

Outro fato importante de ressaltar é aquele referente & estabilidade apresentada pelo
isolado selecionado (SP-36), pois em mais de um ano de estocagem e de sucessivas repicagens,

ndo apresentou perda da atividade larvicida.
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Tabela 11. Atividade larvicida com Aedes aegypti (CLs, ¢ ITY)

Linhagem Clso ITU/mg
{mg/l)

IPS-82 7,22 (5,13 -10,1%) 15.000°

SP-36 3,52 (1,23-4.81) 30.767

PR-38 4,50 (4,02 - 5,03) 20.043

' ITU padréio da linhagem IPS-82 (Institute Pasteur)

4. 3. Caracterizacio do isolado SP-36

Os resultados dos testes morfologicos, bioquimicos ¢ fisiologicos obtidos para a linhagem

selecionada neste estudo est3o indicados na Tabela 12,

4.3.1. Carateristicas morfolégicas

As colOnias de Bacillus podem apresentar aspecto e tamanho bastante variado,
principalmente em fungfo de fatores ambientais, putrientes, assim como quantidade de col6nias
presentes na placa. Os isolados selecionados niio apresentaram grandes diferengas na morfologia
das colonias em relagio as colbnias de B.1.7.  Os isolados apresentaram coldmias de 3 a Smm de
didmetro, forma circular ¢ elevada, borda ondulada, superficie granulosa, opaca, branca ¢ de

consisténcia Umida ver na figura 3.
Ao microscopio as células se apresentaram isoladas, em pares ou em cadeias

relativamente longas (ver figura 4). Os dois isolados (SP-36 ¢ PR-38) apresentaram forma de

bastonete, com esporos ¢ inclusfo cristalina.
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Bti-IPS

Bt - 38 Bt - 36

Figura 3. Morfologia das coldnias dos isolados e do B. thuringiensis israelensis

Entre os métodos tradicionais de taxonomia, o tamanho do espordngio, morfologia e
localiza¢do dos esporos sdo bastante significativos na classificagdo dos bacilos. As caracteristicas
dos isolados, como esporo elipsoide de posi¢do sub-terminal, assim como a presenga de cristais
que apresentavam forma arredondada e irregular, sdo bastante semelhantes as caracteristicas do

B. thuringiensis var. israelensis (PRIEST & YOUSTEN, 1991).
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Figura 4: Micrografias com contraste de Fase (1000 x) de cultura do isolado SP-36 com

24 h, apresentando células com esporos e cristal
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4.3.2. Caracteristicas bioguimicas e fisiologicas

Os testes bioquimicos e fisiologicos, em geral, apontam grande similaridade entre ¢
Bacillus thuringiensis e o B. cereus. Estas espécies apresentam reagdes simnilares como hidrohse
do amido, utilizagio do citrato, reagiio de oxidase; fermentagio de aglicares como celobiose ¢

glicose, ¢ nfio possuem urease, além de outras similaridades.

Ha uma grande controvérsia no que diz respeito & classificacfio e diferenciagiio entre
estes, sendo que inclusive técnicas mais sofisticadas de taxonomia, como homologia de DNA ¢
zimogramas, ainda ndo esclareceram estas controvérsias (ZAHNER et ol 1989). Alguns
pesquisadores consideram o Bacillus thuringiensis como linhagens de B. cereus, que adquiriram
a capacidade de formar cristais, através de plasmideos transmissiveis, segundo trabatho reportado
por GONZALES ef al. em 1982,

Para a classificagio do isolado foram wutilizados os testes recomendados por
BUCHANAN & GIBONS (1974), MARTIN ef al., 1985, BARJAC & FRANCHON {1990) ¢
PRIEST & YOUSTEN (1991).

BARJAC & FRANCHON (1990) em sua revisio sobre a classificaciio das cepas de B.
thuringiensis recomenda alguns testes bioquimicos como uma tentativa de diferenciagio entre as
diferentes subespécies B.r., salientando as limitagOes destas técnicas nessa diferenciagdo. As
caracteristicas para diferenciar do B.r. € uso de tween, tesie da manose negativo, € sacarose e

salicina com probabilidade de 10 - 49 % positivo (+/-), urease negativo e lecitinase positivo.

Na Tabela 12 pode-se notar a grande similaridade entre o isolado SP-36 e B.ti,
podendo-se observar algumas diferencas em relagiio ao uso do tween € citrato ambas utilizadas
pelo B.ti., e ndo pelo isolado, assim como uso da manose por este e ndo pelo B.2i. Desta
forma nota-se a dificuldade na identificagiio da subespécie. Dentre os B.t. foi escothido 0 B. &

israelensis para comparagio por apresentar mais similaridades com o isolado SP-36.

De acordo com os resultados observados na Tabela 12, o isolado foi taxonomicamente
classificado como sendo um Bacillus thuringiensis, pela presenga de cristal incluso de cor
amarelada nas células observadas ao microscopio com contraste de fase (figura 4). Deste modo

o microrganismo isolado passa a ser referido como Bacilius thuringiensis SP-36.
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Tabela 12 - Caracteristicas fenotipicas do isolado SP-36

caracteristicas B. thuringiensis B. thuringiensis SP-36
................... israclensis’ —
tamanho da colénia 3-8 mm 3 -5 mm
aspecto da colbnia circular, elevada, borda circular, elecvada, borda
ondulada superficie ondulada, superficie
granulosa, Gmida, opaca granwlosa, dmida, opaca e
¢ branca branca.
coloragio Gram + +
forma do esporo clipsbide elipsoide
gspordngio entumescido - -
presenca de cristal + +
anaerdbio facultativo + +
catalase + +
Oxidative/ fermentativo + +
Vages Proskauer + +
Produgio de dcido:
 celobiose t +
galactose + +
gliOCiSﬂ + +
celobiose o+ o+
o ogalictea R R F R Lo
- SACATOSE R ERERSITE T b B A
arabinose - -
xilose - -
manitol - -
hidedlise de + +
amido
 Tween A -
utilizacio de: ¢ B
o itrato o )
gsculing - .
produgio de
lecitinase + +
Brease - -
st - -

TFonte: Martin ef af., 1985: Banjac & Franchon (1990); Priest & Yousten (1991)

4.3.3. Caracterizacio da subespécie do B. thuringiensis SP-36

O isolado SP-36 foi enviado ao Instituto Pasteur para identificagdo da sub-espécie

mediante reagio com antissoros dos flagelos produzidos pelas diferentes sub-espécies de B.
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thuringiensis conhecidas. O resultado notificado pelo Instituto foi que a linhagem nfo mostrou
reaglo de aglutinaciio para nenhum antisoro testado. Segundo LECADET {1995}, este resultado
¢ atribuido ao fato da bactéria nfio produzir flagelos necessarios para a realizagio dos testes de
sorotipagem. Desta forma, esta linhagem ¢ denominada como uma cepa auto-aglutinante de

Bacillus thuringiensis.

Pesquisadores da FIOCRUZ vém estudando estes tipos de Bacillus, reportando a
ocorréncia de cepas auto-aglutinantes de Bacillus thuringiensis ¢ recomendam posteriores
estudos como a andlise do perfil protéico dos cristais e das isoenzimas dos microrganismos
(ZAHNER ef al, 1994). Também ja foram reportadas pelo INSTITUTO PASTEUR cepas
autoaglutinantes com propriedades mosquiticidas (DELECLUSE, 1995)

4.3.4. Perfil electroforético das proteinas dos cristais por SDS-PAGE

Os cristais produzidos pelo SP-36, foram purificados por sistema de duas fases aquosas,
composto de 15% de pelietileno-glicol (PEG-4000) + 15% de fosfato de sddio e potassio {(pH
7.0}. Com este método se obteve a separagfio de cristais e esporos; foi observado que apés uma
breve centrifugaciio de 15 segundos a 500 rpm, os esporos de B. thuringiensis se distribuiram
preferencialmente na fase superior do sistema (rica em PEG) ¢ que a parte inferior da interface
era enriquecida com cristais agregados (figura 5). Esta técnica foi especiaimente adaptada para
a purificagio dos cristais de B. thwringiensis . O grau de enriquecimento em cristais desta
mterface foi confirmado mediante observacGes microscopicas dos cristais corados. Desta forma,
esta téonica nos pernutiu a obtengdio de matenial rico em cristais e com aceitavel pureza para as
analises eletroforéticas. Esta técnica foi especialmente adaptada para a purificagdo dos cristais de

B. thuringiensis com propriedades mosquitocidas (FRANCO et af, 1995).
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Figura 5. Sistemas compostos por 15% de PEG 4000 e 15% de sais de Josfato das duas etapas de
purificagdo dos cristais por SDFA
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~Fletroforese SDS-PAGE

O sistema de eletroforese com dodecil sulfato de sodio (SDS) permite a separagfio €
caracterizacio do niimero e tamanho das cadeias polipeptidicas das proteinas. As proteinas sio
desnaturadas por aquecimento em presenga de 2-mercaptoetanol ¢ SDS. O mercaptoetanol
rompe as ligacSes de dissulfeto (8-S) e os polimeros adquirem a carga negativa do SDS. Assim,
sua separagio nos poros do gel ocotre exclusivamente em fungio de seus respectivos tamanhos
moleculares. Marcadores de pesos moleculares (proteinas de peso molecular conhecido) podem

ser usados na determinaciio do peso de moléculas protéicas desconhecidas (ANDREWS,
1988).

A Figura 6 mostra o perfil dos polipeptideos dos cristais solubilizados do isolado SP-36,
sendo possivel observar claramente a presenga de polipeptideos correspondentes a  pesos

moleculares de 110, 68, 38 ¢ 25 kDa. Bandas difusas na regido de 38 a 25 kDa podem ser

gbservadas.
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Figura 6. Perfil electroforético SDS-PAGE das proteinas do cristal do isolado B. t. SP-36

63



O perfil electroforético das proteinas que compdem os cristais do isolado SP-36, com
atividade contra larvas de Adedes aegypti, apresemtam significativas diferencas com os

polipeptideos do cristal de Bacillus thuringiensis var israelensis; 135, 125, 68 e 28 kDa
(HURLEY eral, 1987).

Assim as proteinas do corpo paraesporal do isolado SP-36 apresentaram duas
carateristicas distintas em relag@o ao B.27.: a) somente uma banda (110 kDa) na regifio de alio
peso molecular distintas daguelas do B.#.7.; b} uma banda de 38 kDa., também distinta daquela do
B.ri. Asbandas de peso molecular de 68 e 25 kDa apresentam-se similares as produzidas pelo
B.ti. ambas identificadas por sumas propriedades mosquitocidas, sendo que esta Gltima

corresponderia 20 peso molecular das citolisinas citadas por FEDERICCI er al., 1990.

A lteratura relata diferentes linhagens e sorotipos de Bt com propriedades
mosquitocidas, as quais foram classificadas de acordo com sua atividade larvicida e composicio
dos polipeptideos do cristais. Assim, tem-se um grupo de B.1. que produz cristais compostos de
proteinas de 135, 125, 68 e 28 kDa, similares aos do B. 1. israelensis: o grupo que apresenta
cristais com diferentes polipeptideos como a subespécie medellin, com polipeptideos de 100 a 30
kDa, jegathesan com proteinas de 77 a 23 kDa: e por Gltimo o grupo que possue baixa
atividade, a subespécie Ayushuensis com proteinas de 140 a 25 kDa e kubuokaensis que
apresenta cristais com polipeptideos de 90 a 27 kDa.  Sendo que todos estes isolados
apresentam a toxina citolitica com peso molecular de 25 a 30 kDa (DELECLUSE er al., 1995)

O perfil eletroforético mostra que, tal como no B.1i., ¢ notada a presenca da proteina
com conhecida propriedade mosquiticida de 68 kDa, e a citolitica de 25 kDa. No entanto o perfil
diferenciado na composicio do cristal, permite afirmar que o isolado produz cristal de
composi¢do diferente ao produzido pela linhagem padifio B. 1. israelensis contribuindo desta
forma na procura de novas toxinas com propriedades mosquiticidas, alternativas aos dos

produtos a base do B.r.i

Os dados da literatura com relagfio 20 nimero e tamanho dos polipeptideos que compdem
os cristais de B. thuringiensis israelensis, tem mostrado significativas diferengas, assim,

reportam-se pesos moleculares em kDa entre 98 a 145 para a primeira proteina, de 93 a 125 para



a segunda e de 65 a 72 para a terceira e de 23 a 30 para a citolisina (FEDERICCI ef ol , 1990).
Estas variagdes dentro de uma mesma sub-espécie, pode ser decorrente das condigdes de

tratamento empregadas para a solubilizagBio dos cristais a serem aplicados no gel de electroforese
BULLA er al. {1980).

Observando-se que na maioria dos trabathos publicados sio usados condigdes alcalinas de
solubibizagiio do cristal, acima de 9,5 condigBes que segundo PFANNENSFIEL (1984) citado
por FEDERICCI ef al. (1990), atuariam as proteases alcalinas associados & produgfio do cristal,
Desta maneira € importante ressaltar a dificuldade observada ao revisar os trabathos publicados,

em relagfio 4 comparagdo com nossos resultados,

4.4. OTIMIZACAQ DAS CONDICOES DE FERMENTACAQ

Neste capitulo, s3o apresentados os resultados e discussio sobre a otimizago das condigBes

de fermentaclo para produgio da delta-endotoxina pelo 1solado Bacillus thuringiensis SP-36.

Considerando que existe vasta hiteratura sobre as condigGes fermentativas mais favoraveis,
estes experimentos tiveram por objetivo estudar com mais amplitude e verificar possiveis interagfes
de alguns fatores sobre o isolado B.z. SP-36. Para isto utilizou-se da Metodologia de Superficies de
Resposta (MSR}, para modelar os efeitos das condigSes de fermentagio submersa em meio sintético

em agitador rotativo (ver item 3.2.1.1) visando méxima produgiio de esporos £ cristal protéico.

4.4.1. Andlise geral dos resultados do planejamento experimental

Os resuliados mais importantes das respostas obtidas nos 27 ensaios do planejamento
experimental (Tabela 6 do item 3 4.2.), juntamente com as condigBes experimentais nas quais foram

realizados, sBo apresentados na Tabela 13.

Estes resultados da média contagens de esporos (esp/ml) e do grau de formacglo de cristal,

assim como o pH final do meio fermentado, foram obtidos a 24 horas de fermentaclo; esse tempo



foi estipulado através de ensaios prévios, como suficiente para a produgio do complexo esporo-
cristal pelo isolado nas condigdes do ponto central do delineamento de 30°C, 250 rpm, 3 % de
inéeulo e 7,2 de pH inicial, citadas como as adequadas para diversas subespécies de B.r. ¢ B.ri em
numerosos trabalhos (VANDEKAR & DULMAGE, 1982; DULMAGE et al., 1990; PRIEST &
YOUSTEN, 1991; ABDEL-HAMEED, 1991).

Tabela 13. Condicbes experimentais e resnltados' obtidos de acordo com o
plancjamento experimental 3* da metodologia de superficie de resposta

condicdes experimentais resultados’
Ensalo { temp. | agitaglo | inoculo | pHinjeiar ] n°esporos grau PH final
°C) {rpm) (%} (esp/mi ) formacgo
cristal
) | X | Ky | (Xa) &) )
1 23 150 3 72 1.62x% 10 1 791
3 37 150 3 72 102510 3 765
] 23 350 3 72 352 %10° 1 5,08
3 37 336 3 73 1,55 x16° 3 T30
3 1) 250 1 ) G,95 x10° 2 Tal
3 30 750 3 52 LE2Z X 10° ¥ 73
7 30 350 1 82 1,95 x10° 2 8.14
3 30 350 3 83 1,05 X107 7 847
g 3§ 250 3 72 1,68X107 3 7,77
o Z3 250 3 62 T4 %10° i 701
1t 37 35 3 62 1,76 340 3 731
i2 23 250 3 g2 1,07 x 10° 2 792
13 4] 250 3 52 B2 % 10° 5 $.38
14 30 150 f 73 6,73 %10° 3 730
15 30 1506 i 72 1.59xI0" ] 731
16 30 150 5 72 575 x 10 4 7.38
i¥ 30 356 5 7.2 8,74 % 10° 3 782
% 30 250 3 72 1,64 107 3 733
1% 36 150 3 &3 7,75 X108 3 T3
L 3 350 3 52 B2 x10° % 7,10
71 3 150 g i3 137 %100 3 (AY]
E$) 30 350 3 82 1,68 %107 % 7.95
23 73 250 i 73 380 % 10 3 756
3% 37 250 i 72 T2 X0 5 8,05
3 23 756 3 72 LRI 3 "
13 37 250 5 73 314% 107 5 EX]
3] 30 250 3 73 121 x 15 [ T30

* Resultados obtidos da média de duplicatas das leituras a 24 k de fermentagio
Y, = ndmero de esporos /ml
Y, = grau de formacio de cristal
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- Contagem de esporos

A determinagfo de pardmetros a 24 h de fermentag8o permite avaliar a acdo de fatores sobre
a aceleragdio do processo fermentativo; a 48h geralmente hd uma equalizagiio das respostas. Os
methores resultados foram obtidos no ensaio 17 (Tabela 13): 30°C, 350 rpm, 5 % de indeulo e pH
inicial de 7,2, com contagem de 6,74 x 10° esporos/mi. Ou seja, o melhor resultado foi obtido com

agitagio ¢ indeulos maximos.

Por outro lado, o resultado mais baixo de 1,65x10°, foi obtido no ensaio 1, com as condigBes
de 23°C, 150 rpm, 3 % de indculo e pH inicial de 7,2. Observando-se que baixas temperaturas ¢
aeragdo, consideradas adversas para o cultivo dos Bacillus, inibem estes processos (BEEGLE,
1991},

- Grau de formacgo do crisial

Sendo este parimetro de grande interésse ¢ significado, as condigBes que levem a um grau

de lise acima de 90 % (grau 5) em menor tempo, seriam 0s mais indicados para otimizar o processo.

- pH final

Os resultados do pH a 24 horas, se encontram na faixa de 7,0 a 8,5 comuns para o cultivo
por fermentaclo submersa de diversas subespecies de Bacillus thuringiensis € do B. 1. israelensis tal
como indicam (MORAES,1981; SMITH, 1984, EJIOFOR & OKAFOR, 1989). Observa-se a
tendéncia geral € o pH apresentar elevagio quando o pH inicial é levemente acido ou neutro; quando

o pH imcial € alcalino a tendéncia € de manutengio com pouca variabilidade.

4.4.2. Andlise pela metodologia de superficies de resposta {MSR)

Na Tabela 14 siio apresentados o0s modelos empiricos de 2* ordem, obtidos pela metodologia
MSR, assim como as significAncias dos parfimetros que tiveram efeitos estatisticamente

significativos. Nao se apresentam os modelos de 1* ordem por niio se ajustarem aos dados,

&7



A variancia explicada ou coeficiente de determinagdo R* é definida como a porgio da
variagio da resposta que ¢ atribuida ao modelo ao inves do erro, assim para a resposta Y; {esp/ml) é
0,9032, e significa que o modelo desenvolvido para a contagem de esporos explica 90,32% da
varidncia da resposta. Para o grau de formagdo do cristal (Y;) foi de 0,8635, mostrando que houve

um razoavel ajustamento dos dados experimentais aos modelos matematicos.
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TABELA 14. Cocficientes de regressiio ¢ suas significiincias’ dos modelos obtidos para as condices
fermentativas da produgiic de complexo esporo- cristal por isolade B2 SP-36

variavei -
indoone :tes e(}slzl)nﬂ grau de f;:;lacﬁe cristal
coeficientes  : significdncia’ |  coeficientes significancia’
Lingar
b, 7.8429 4,5000
b {°O) 0,5688 0,0007 1,4583 0,0000
b (rpm) 0,6719 (,0001 0.6250 0,015%
by (%) 04314 0,0052 0.8330 0,0028
b, (pH) 0,1935 0,1201 0,833 0,7149
Cadratica
by 0,6943 0,6020 -1,0308 90,0100
b <0,3371 0,0783 0,5208 : 1S
b -.4378 0,02%0 -,4583 ns
Baq -0,9400 0001 -0,5833 ns
Interaglio

b2 -0,0391 ns 0
brs -0,1564 ns 0,2500 ns
B4 0,1545 ns -£),1250 n.s
bos 06,1734 0.0783 -0,2500 0§
by 00142 ns -0,1258 ns
by 09,1200 s 0
R 0,9032 0,8635
cv 5,9249 23,020

Falta de ajusie 08440 0.3042

" Nivel de significincia (P < 0,05)

R’ Coeficiente de determinacdio on variancia explicada pelo modelo.
CV Coeficiente de Variaglo determina a precisio dos experimentos,
Falia de ajuste on “lack of fit”, determina o ajuste dos dados ao modelo.

Assim, a varifncia explicada pelos modelos obtidos sdo considerados razoaveis em processos
de fermentagio em fungdo da variabilidade e complexidade destes processos, lembrando que para o

grau de formagio do cristal foram atribuidos valores empiricos (Tabela 5).
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Verifica-se também, que o Coeficiente de Variagiio (CV) da resposta Vi € 35,9249 por outro
lado, para a resposta ¥z se apresenta alto, de 23,02. O coeficiente de variagio (CV), da uma idéa da
precisdo do experimento, ¢ em ensaios biologicos, podem ser considerados baixos, quando inferiores
a 10 %, médios quando de 10 a 20 % e altos de 20 a 30% (PIMENTEL, 1987).

O Coeficiente de Variagiio (CV), sofre a influéncia das dificuldades de padronizacic do
mbculo, meios, ¢ outros parimetros que sdo de dificil controle, tais como as variabilidades
fisiologicas do proprio microrganismo, variaghes nas matérias primas dos meios, assim como as

mmprecisdes das técnicas analiticas,

A falta de ajuste ou "lack of fit" nio & significativa, permitindo afirmar que o0s dados se
ajustaram satisfatoriamente aos modelos matematicos obtidos. Assim sendo, estes modelos podem
ser usados para predizer valores aproximados das respostas nos processos estudados, e obter
graficos através de simulagbes dos dados dentro das regides experimentais, ¢ estabelecer tendéncias
aproximadas para processos da produgdio da delta-endotoxina com a linhagem de Racillus

thuringiensis SP-36, por fermentagio submersa em meio sintético,

Na Tabela 14 observa-se as significincias dos termos dos modelos, sendo estas expressas em
termos de probabilidades (p<0.05), significa que hd uma probabilidade inferior a 5 % de que o valor
F calculado ou observado tenha ocorrido ao acaso, € dizer que hi 95 % de probabilidades de o

evento ser significativo,

a} Efeito das condiches da fermentaciio na contagem de esporos :

A contagem dos esporos em processos fermentativos para a produgio de bioinseticidas a
partir de B.1, ¢ uma medida indireta do crescimento dos microrganismos ¢ da produgiio do cristal,
sendo que estes bacilos ao esporular produzem concomitamemente a inclusdo protéica com
propriedades inseticidas (BULLA et al,, 1988; BENOIT ef al., 1989),

Portanto, altas contagens de células esporuladas levaria a uma maior produgdo da &-

endotoxina. Uma alta produgfio de esporos vai depender em grande parte das condices em que o

processo fermentativo se desenvolve.
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A Andlise de Varidncia (ANOVA) do modelo de regressio preditivo, elaborado a partir dos
resultados experimentais (Tabela 13 ) para a resposta de contagem de esporos/ ml (Y1), ¢
apresentada na Tabela 15, onde se verifica que o modelo se ajusta aos dados experimentais com
uma significdncia de 0,0005; os termos lineares apresentaram uma significincia de 0,0001,

contribuindo efetivamente para o modelo, seguido dos quadraticos com 0,0010 de significincia.

Tabela 15. Andlise de varifincia para a resposta esporo/mi

Causa da Grau de Soma de Quadrade R’ ¥ Prob<F
variacio liberdade  quadrados méidio Culeustado

Linear 4 11,4560 2,8640 0,5754 ¥7,835 00,0001
Ouadritico 4 61854 1,5463 031677 3.6301 0.0010
isteracdo 6 0,3415 0,0569 00172 0,3552 ,8038
MODELD 14 17,9830 1,2845 0.9032 7.9992 0.0005
Falta de ajuste 10 1,3290 0,1329 0,445 0.8446
Erro pure 2 0,3980 0,2990

Residue 12 1,9270 03,1603

”~

]

Nivel de significancia nivel (P < 0.05)

Os coeficientes e significincias das varidveis que afetam as respostas 530 encontradas na
Tabela 14, onde observa-se claramente as varidveis que mostraram efeitos significativos no
processo. Assim a temperatura (X;) com uma significincia de 0,0007, agitacio {Xz) com uma
significincia de 0,0001, so as que mais afetaram esta resposta, seguidas pela % de indculo X 3)
com 0,0052. Observando-se que a temperatura (X ;) ¢ pH inicial (X 4) afetariam a Tesposta, por
terem os termos de 2° ordem altamente significativo de 0,0020 e 0,0001 respectivamente, Notando-
se também que os coeficientes quadraticos apresentam sinais negativos. A interacio by (agitacfo e
% de inoculo) apresenta uma significancia de 0,0783, ¢é dizer esta interagdio que se torna significante

a um nivel de significincia de 7 %.

Como ndo existe falta de ajuste e a regresséo é significativa, pode-se afirmar que dados se
ajustaram ao modelo em questdo, permitindo estabelecer um modélo matematico que representa as
tendéncias aproximadas da produgdo de esporos/ml pelo isolado de Bacillus thuringiensis SP-36

num processo fermentativo dentro das condigoes experimentais estudadas:

= 7,084 +0,5688¢+0,6719%, +0,4314x,+0,1935r,~0,69432~0,337 12 0,43 78 -0,9400x2
~0,0391x, x,~0,1564x, x, +0,1 5450, x,+0,1 734 k, x,-0,0142x, x,+01200x, x,

{(Equagiio 1)
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Onde:

Fa

y: = log do mamero de esporos
X; = temperatura;

X2 = agitacHo;

X3 = % de indeulo;

%3 = pH nicial

Através dos coeficientes da Equagiio 1, verifica-se que as varidveis que afetaram o processo
foram a agitaclio (Xo), seguido da temperatura (X;) e finalmente a % de indculo inicial (%),
Observando-se que os termos quadraticos apresentam sinais negativos, sendo que pH inicial e

temperatura afetariam a resposta, por terem estes termos de 2° ordem significativos a nivel de 95 9.
P P

Como o modelo para 2 funglo v, se presta para fins preditivos, foram feitas simulagdes dos
dados dentro da regifio experimental, obtendo-se dessa maneira as superficies de respostas que

representam o comportamento das respostas estudadas.

Na Figura 7, sdo apresentados os efeitos da agitagio X, e % de inoculo Xs na esporulagio
do isolado SP-36. A superficie de resposta foi obtida fixando-se a temperatura € pH em seus niveis
ntermediarios (30°C e 7,2).

Nesta Figura, se observa a influéneia da variavel (X;) agitagdo e da % indculo (O5) na
multiplicacio das células do isolado S$P-36, em cultivo submerso. Assim & possivel afirmar que
com altas taxas de aeragdo e/ou agitagiio (300 a 350 rpm) e altas concentragdes de indeulo (3 a 5
%), obtem-se contagem de células ou esporos mais elevadas, apresentando o comportamento tipico

de uma bacteria aerdbica como o caso deste Bacillus (BULLA ef al, 1980; MORAES et al,
1980).
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FIGURA 7. Superficic de resposta (a) e linkas de contorno (b) para a funcdo S, contagers de esporps

{esp/mil, variando os nivels de agitagdo (x;) e % de indeulo (x3), fixando a temperatura
em 30°Ce pHinicial & 7.2
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Em relagdo ao nivel de inoculo hé alguma controversia, ja que alguns autores afirman que
baixos indculos da ordem de 0.1 % levaram a maiores rendimentos (VANDEKAR & DULMAGE,
1982). No entanto estes resuliados sdo de processos longos. Em nosso trabalho, visando 2
otimizaglio em funcfio da produtividade, altas concentrages de inoculo levaram a uma aceleragiio do
processo de esporulagiio ¢ formagio do cristal; isto é claramente visualizado na Tabela 13, em
resultados do grau de formagfio do cristal, onde observa-se que 0s ensaios com alta % de indeulo
permitem chegar mais ripidamente ao estagio de lise das células, possivelmente, por rapido

crescimento e esgotamento dos nutrientes do meio de cultura,

A Figura 8 representa a superficie de resposta da contagem de esporos em fungio da
temiperatura ¢ pH, fixando-se a agitagio e 2 % de in6eulo nos seus niveis intermediarios, ou seja,
230 rpm e 3 % de indculo. Observa-se que o MiCrorganismo comporta-se como uma bactéria
meséfila, com méxima esporulagio de 30 a 35°C. Estes dados estio de acordo, com ps da literatura
que apontam que 2 esporulagio € acelerada & temperatura de 32 a 35°C para Bacilllus esporuladores
(BULLA et al., 1980).

Em cultivos submersos de B.2k, ALVES (1994} também reporta encontrar trés vezes mais
esporos a temperatura de 33°C que 30°C.  Assim também, em revisio sobre producio de B.1,
BEEGLE (1991) recomenda usar temperaturas de 32 a 35°C apos a fase Log, para acelerar o

processo de fermentagiio.

Quanto ao pH este nfo afeta significativamente esta resposta, mas pode-se notar, que os

methores resultados, sio obtidos a pH hgeiramante alcalinos.
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b) Efeitos das condicfes de fermentaciio no grau de formacgo do cristal

Na Tabela 14, verifica-se que o modelo de 2* ordem obtido para esta resposta, obtido a
partir dos resultados da tabela 13, apresenta uma variancia explicada ou coeficiente de
determinagdo R* de 0,8635, a falta de ajuste ndo foi significativa, indicando ajuste dos dados ao
modelo,

Entretanto o coeficiente de variagio (CV) apresenta-se alto 23,81, indicando que a
equagdo pode ser empregada para predizer as tendéncias da resposta, nas condigBes

experimentais em estudo.

Observando-se também, que as variaveis que afetaram significativamente  (p<0.05) esta
resposta foram: a temperatura (X,), com uma significancia de 0,000, seguido pelo % de indeulo
X, (0,0028) ¢ a agitagdo X; (0,0159).

A Andlise de Varincia (ANOVA) da resposta (Yz) grau de formagio de cristal, ¢
apresentada na  Tabela 16, mostrando que o modelo obtido é estatisticamente significativo ao
nivel de 1% (0,0028), sendo que os termos lineares sio os que mais aportam ao modelo com uma
significincia de 0,0001, seguido pelo termos quadraticos 0,0960. O desvio da regressiio,

residuo, assim como a interagio n3o sdo significativos ao nivel de § % |

Tabela 16: Andlise de varidncia para a resposta grau de formacio de cristal (Y4)

Causa da Grau de Soma de Quadrado R* F Prob <¥
variacho fiberdade fuadrados  médio Calculnde

Linear 4 38,6250 9.65362 8.7370 16,210 0.06001
Quadritico 4 6,0110 1,5027 01147 2.521 0,0960
Interacis 6 80,6250 0.1041 30,0119 1,049 (,9786
MODELD 14 45,2615 3,2330 08636 5,420 L0028
Falta de ajuste 10 6,645% (.6645 2458 ,3042
Erre puro 2 0,5000 0.2500

Residuo 12 71458 0,5954

Nivel de significincia {(p<0.05)

£} modelo matematico encontrado foi:
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Yz =:4,5041,45x +0,62x, ~0,83x; +0,08x, —1,02x2 0, 52x7 —0,4557 —0,58x2 +
0,25%, x5 -0,12x,x, ~0.25x, %, ~0,12x,x,

{Equagfo 2)
¥ = Graa de formagfio de cristal (GFC)
X = tempetatury
Ra= indcule
Xz = agitacio
4 = pH indeial

Observa-se, através dos coeficientes da equagdo, que a variavel temperatura () foi a que

mais afetou o desenvolvimento do processo, seguido da % de indeulo (Xz) e por ultimo a agitacio

[X,).

A Figura 9 representa os efeitos da % de indculo e agitag#o, no grau de formagio do cristal
pelo isolado. Pode-se observar o efeito positivo de ambas varidveis em estudo. Assim, altas
concentragbes de inoculo, de 4 a 5 % e agitagBes de 250 a 350 Tpm, levam a 90-100 % de lise
celular, dados que confirman a necessidade de altas taxas de aeragdo para produglio do cristal, assim
como na atividade biologica, concordando com ABDEL-HAMEED ef al {1951) ¢ AVIGNONE-
ROSSA ef al. (1992), '

Na Figura 10 s8o apresentados os efeitos da temperatura ¢ pH no grau de formacio do
Pode-se observar que o pH, nas faixas estudadas, nio afeta este parimetro, que nfo foi significativo
nas anglises estatisticas. Entretanto, as baixas temperaturas (23-30°C) afetaram esta resposta; 31°C é

suficiente para atingir de 90 a 100 % de formagiio de cristal.
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4.4.3. Determinacio das condigBes Htimas,

Os estudos de otimizacio das condigdes da fermentagiio, para a producgiio da S-endotoxina
pelo isolado de Bacillus thuringiensis SP-36, devem ser realizados atraves de estratégias que

permitam o crescimento bacteriano, a esporulagdo e a produgdo da toxina, ver item 3.4.3,

A Figura 11 apresenta a sobreposicio das respostas (3, ) contagem de esporos ¢ ( ¥2) grau
de formagdo do cristal, em fungio da agitacio e da % de indeulo. {fig 7 £ 9). Pode-se observar os
efeitos positivos de ambas variaveis. As maximas respostas sio obtidas com agitac&o acima de 300

rpm e com 3 a 5 % de indeulo,

50 BPR

50 RFM

ACHTAGAD rxz)

150 RPM

% k29 %

% DE INGCULD (X3

Figura 11. Sobreposicie das superficies de resposta para a contagem de esporos v, (~ } e grau de Jormapdo
de eristal 3, (——), em funcdo da agitacdio e % de indeulo, com pH ¢ lemperatura em niveis
intermedidrios (7.2 € 30°C) e indicando na regidfo achuriada aquela da mdxime contagerm ¢ lise

combinadas.
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A Figura 12, mostra a sobreposi¢do das superficies (fig. 8 e 10} dos efeitos da temperatura e
pH inicial nas contagens de esporos e grau de formagdo de cristal, a 24 h de fermentagio. Pode-se

observar que a partir de 30 até 36°C ¢ obtida a maxima contagem de esporos, sendo que o pH ndo

afeta as respostas,

TEMBERATURA 14}
' 4
1

W X2

b
Figura 12, Sobreposigio dus superficies de resposta ?f; para a contagem de esporos (—} 2 vy grau de
Jormagio do cristal (—). em funglo da temperatura e pH inicial, fixando a agitogdc ¢ % de
ingculo em niveis imtermedidrios (230 rpm e (3%) e indicando na regifio achrioda aguela da

mdxima contagem ¢ lise combinadas.
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4.4.4. Aplicabilidade do modelo

A aplicabilidade do modelo foi demonstrada através da comparagio dos valores observados
experimentalmente (y) com aqueles estimados (9:). A partir do modelo obtido, uma resposta
maxima de 1,25 x 10° esp/nl foi prevista para y; com as varidveis nos seguintes valores X; = 30°C;
X,=350 rpm; Xa=5 % e X¢=7,2. Tais condi¢des foram usadas em testes confirmatorios obtendo-
se uma média de 1,37 x 10°, resultando portanto num erro relativo médio de +15% em relaglo ao
predezido de 1, 25 x 10* (fig 12). Quanto a resposta (y2) grau de formagdo do cristal, foram obtidos
{grau 5 ) de 90 a 100 % de lise das células, nas mesmas condigBes.

Tabela 17 : Testes de verificagiio das previsdes do modelo em condicdes otimizadas
para a produciio do compleso espore-cristal pelo isolado SP-36

Condigbes esp/mi grau do cristal
fermentativas
modelo experimental modelo experimental
¢ {y2) ) (y2)
0°Cx250mpm 3%  4,70x10°  7,07x 10 4 4
30°Cx350mpm e 5%  1,25x10°  137x10° 5 5

Em relacdio a atividade da delta-endotoxina do produto obtido em condigBes otimas de
fermentagio, na Tabela 18, observa-se um ligeiro incremento na atividade inseticida (35.000

ITU/mg) em relagio aos bioensaios da Tabela 11 (30.767 ITU/mg).

Tabela 18: Atividade em CLs e ITU do complexo esporo-cristal obtido
com o isolade SP-36 em condicdes otimizadas de fermentaciio.

Microrganismo Cliso TU/mg
(ugly

Bti 1PS-82 7,015 15.000

SP-36 2,95 35,000
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4.5. Selecdo dos componentes do meio de cultura

Esta etapa foi realizada com o objetivo de selecionar as fontes de carbono e nitrogénio, assim
Como nutrientes € minerais para a formulagdo do meio de cultura. As condigies de fermentacio

utilizadas foram as determinadas no jtem 4.4.3 da otimizagdo das condigSes fermentativas,

4.5.1. Selecfio das fontes de carbeno ¢ nitrogénio

(s substratos testados ¢ as concentragdes (%) encontram-se na Tabels 19, Nesta primeira etapa foi
utilizado um delineamento fatorial fracionario 2™ permitindo o estudo da influéneia de 7 substratos,
em dois niveis, em apenas 8 ensaios (BOX er al., 1987). Os niveis testados foram adotados por
informacgdes da literatura e ensaios prévios de adequagio das concentragbes dos substratos para

aplicagfo do delineamento estatistico.

Tabeln 19. Niveis de concentraciio dos substratos testados na 1° etapa

concentraciio (%)

SUBSTRATOS
niveis

- +
A) Farelo de soja 0,1 0,6
B) Agua de levedura 0.1 0.5
C) mithocma 0,1 0.5
¥y HDL 0,2 08
E}) Amido 0,2 0,8
F) Melaco 0.1 0,5
G) Glicerol 0,2 0.8

Na Tabela 20 sfo mostrados o delineamento experimental Jjunto aos resultados da contagem
de esporos (esp/ml) e grau de formagio de cristal a 24 horas de fermentagiio. Foram calculados
{segundo item 3.5.) os coeficientes de contraste para cada substrato (/s ), referentes 4 contagem de
esporos {/; } e grau de formacio de cristal (/, ), sendo estes mostrados na mesma Tabela 20. A
seleglio foi realizada com base nos contrastes apresentados pelos diversos componentes testados, nas

sucessivas etapas de selecio.
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Fabela 20, Matriz do delineamento experimental 2 74 resultados e contrastes na 1° efapa.

Enssio A B [ D E ¥ G esp/mi Grau do
cristal
i - - - + + + - 3705107 3
z + - - - + + 3,50x10° 4
3 - + - - + - + 3.34x10% 3
4 + + - + - “ - 1.42x18? 4
5 - - + + - . + 2.71x10° 3
6 £ . . . + - - 2345187 4
7 - + * - . + - 3.50%167 4
B + + + 4 + + 3.22x18¢ 4

G355 074D G780 0310 0160 0835 oI
O30 G180 0430 0060 0.1%0  5.060 0.566

Toing § b

bt o

Observa-se que os substratos que tiveram efeitos positivos na producio de célylas
esporuladas, foram o melago, milhocina e 4gua de levedura. O melago e milhocina apresentaram os
maiores contrastes (7, } : 0,935 e 0,780 respectivamente, que podem ser estimativas dos efeitos

principais, seguidos pela dgua de levedura com 0,740,

Em relagiio ao grau de formagio de cristal {12} observa-se que 0 amido, melago e glicerol,
apresentaram efeitos positivos nesta resposta; entretanto 0s outros substratos, ricos em nitrogénio,
apresentaram contrastes negativos nesta resposta. Deste modo, a selecio das fontes de nitrogénio

foi realizada segundo os contrastes observados para a resposta contagem de esporos,

Os substratos selecionados foram os que apresentaram maiores contrastes na contagem de
esporos, observando-se que o melago e a mithocina sdo basicamente fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. Selecionou-se também a dgua de levedura como complemento de substincias
nitrogenadas, principalmente de peptideos recomendados para o crescimento de Bacillus

(VILARINHOS, ef al., 1989; DIAS et al,, 1991).

Foram descartadas as fontes de nitrogénio como o farelo de soja ¢ HDL, e as fontes de

carbono como o amido e glicerol, por apresentarem contrastes negativos ou praticamente nulos na

produgio de esporos.



4.5.2. Seleciio da suplementacio mineral

Nesta segunda etapa foram estudados os efeitos de nutrientes minerais, que podem
influenciar a produgio do complexo esporo-cristal, estes nutrientes sio recomendados por
pesquisadores como WAKISAKA_ er ol ) 1982, NICKERSON & BULLA, 1974 ¢ SIKDAR &
MANJUNDAR, 1991.

Foram testados os efeitos de nitrogénic inorginico na forma de (NH,)80,; do potassio e
fasfore na forma de KHPO,, do calcio na forma de CaCl, € de uma mistura de sais minerais (Fe,
Mn, Zn e Mg), segundo ftem 3.5.3.

Para o estudo dos efeitos dos nutrientes minerais foi utilizado o delineamento experimental
da Tabela 7 (item 3.5). Assim, com a seleco dos trés substratos da etapa anterior, © mesmno
delineamento nos permite estudar os efeitos de outras quatro varidveis. Os compostos e

concentragdes utihizados, encontram-se na na Tabela 21

Nesta etapa as concentragbes do melago, mithocina ¢ dgua de levedura foram elevadas,

devido aos contrastes positivos que apresentaram na anterior etapa .

Tabels 21. Niveis de concentragiio dos componentes testados na segunda

etapa de selecio
Concentracio
COMPONENTES - +
A) Melago (%) 0,2 0.8
B} Aguade levedura (%) 6,2 0.8
C) Mithocina (%) 0.2 0.6
Dy KHPQ, (g a1 0,3
E) (NH.)SOs (/1) 0,2 0,5
Fy Call; {g/h 0.2 0.8
Gy Mistura de sais auséncia DIesenca

Na Tabela 22 sfio apresentadas junto ao delineamento experimental, os resultados e os
comtrastes calculados. Observando os contrastes, nota-se que o aumento na concentragio do

melago resultou num contraste negativo (-0.5845) na contagem de esporos.
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Tabela 22, Delineamento experimental, resultados e efeitos da 2* ctapa de seleciio

Easaio A B C 3] E F G esp/ml Grau
{10% do
cristal
] - « - + + + - 630 5
2 + - - - - + + 0,90 4
3 - + - - + - + 14,2 5
4 + + - + - - - 147 4
5 - - + + - - + 316 5
& + - + - + - - 2,00 4
7 - + + - - + - 162 4
8 + + -+ + + + + 3,00 4
& 0585 4360 4100 0AY7 0,189 0415 0,007 6,63x 10°
4 0,126 4,125 D,87 6,335 082 0,128 0,123

Em relagio aos efeitos dos novos elementos em estudo, pode-se observar que o CaCly e
{NHs);80, ndo fiveram efeito positivo na contagem de esporos; assim, estes ndo foram

selecionados; o CaCl; apresentou um forte contraste negativo (-0,4515).

O fosfato de potassio apresentou um efeito positivo (0,437) e foi selecionado nesta etapa.

A mistura de sais, mesmo apresentando um minimo efeito, também foi selecionada.

Para o grau de formaggo de cristal, os contrastes obtidos mostram que dentre os substratos
somente a milhocina apresentou um significativo contraste negativo (-0.870). Assim a escolha dos

componentes foi de acordo com os contrastes da contagem de esporos,

A Tabela 22 mostra-se os resultados obtidos da contagem de esporos para cada ensajo,
observando-se que a média geral dos ensaios é de 6,63 x 10° esp/mi, contagem esta considerada
baixa nestes processos (DULMAGE er al, 1989). Assim foi testado um delineamento final para

verificacio dos efeitos da concentragio dos componentes selecionados nas contagens finais de

eSpOros.



4.5.3. Selecio Tinal e ajuste preliminar da concentracio dos componentes do meio  de
caltura

Na terceira etapa foi usado um delineamento experimental 232, permitindo o estudo dos
contrastes das 5 variaveis selecionadas em apenas oito ensaios, conforme matriz na Tabela &,

segundo item 3.5.4.

Esta etapa foi desenvolvida com o intuito de verificar os efeitos da concentragiio dos
componentes do meio, com o objetivo de elevar os rendimentos do complexo esporo-cristal. Os

componentes ¢ niveis testados nesta etapa encontram-se na Tabela 23.

A concentragio do melaco neste ensaio foi diminuida, por ter apresentado contrastes
negativos na etapa anterior (ver Tabela 23). A milhocina e agua de levedura, por apresentarem
gontrates positivos no item anterior, tiveram a concentragio elevada. A mistura de sais, que
apresentou um minimo efeito no delineamento anterior, foi testada elevando-se em trés vezes &

concentracio dos sais do nivel superior (+), ver item 3.5.4.

Tabela 23, Niveis dos componentes testados na 32 etapa

Concentracio

- +
Consfitaentes
AYMelago (%) 0.2 0,4
B) Milbocina {%%) 0,2 6.8
C) Agua de levedura  (%9) 0,5 1.0
D) KHPO, (gD 0,2 0,6
E) Sais minerais  {g/l) - +

Na Tabela 24 é mostrado o delineamento experimenial, juntamente com 0§ resultados e

contrastes calculados para contagem de esporos (/; ) e grau de formag8o de cristal (7).

Tabela 24. Delineamento experimental, resultados e efeitos da 3° etapa

Ensaio A B C D E espl;nl cristal
10
3 . - - + . 1,93 5
2 + - - + + 1.21 Lt
3 - + . - + 1,73 5
4 + + - - - 1,95 3
5 - - + - + 1,66 4
3 + - + . - 1,63 5
7 - + + + - 2,79 4
1 + + + + + 6,50 4
i 0,051 0,24 06,20 0,167 (031 2.1 x 10
i2 0,50 0,00 0,00 050 -0,50

87



Os resultados da contagem de esporos, a 24 horas, se encontram na Tabela 24, podendo-se
observar que a média geral dos ensaios se elevou a 2,1 x 107, elevando-se em mais de 10 vezes o
rendimento de esporos em relagio 4 média da etapa anterior. Pode-se deduzir que a concentracio
dos componentes afeta os processos de produgdo do complexo esporo-cristal; a auséneia do CaCl, e

sulfato de amdnio poderiam também ter contribuido para estes resultados,

Foi realizado um Gltimo ensaio, para testar a eficiéncia desta metodologia na formulacio de
meios. Assim, em relagio ao melago, a diminuicio da concentragdo resultou num contraste quase
zero (0,0580) concluindo-se a faixa de concentragdo ¢ adeqguada; portanto se utilizou a média dos
nives na formuolagio (3,0 g/1). Em relagfio & mithocina, agua de levedura e fosfato de potassio, por

ter seus contrastes positivos, foram utilizados nos seus niveis superiores (Tabela 23).

Também € observado que o aumento das concentracdes da mistura de sais, nfio afetou a
contagem de esporos, deduzindo-se que estes compostos nio contribuem nos processos de produgiio
do esporo e eristal, e assim nfio foi inchyida na formulacéio final do meio de cultura. Os substratos jd

s30 suficientemente ricos nesses nutrientes minerais.

O ensaio com meio formulado por fatoriais fracionarios {em g/l melaco 3,0, milhocina; 6,0;
agua de levedura 10,0 KHPO; 6,0)) em condigdes otimizadas, segundo item 4.4.3. deu uma
contagem de esporos de 3,15 x 107 esp/ml a 24 h de processo, observando-se que € uma baixa

contagem de esporos em relaghio & contagem obtida com meio basal, de 1,37 x 10° esp/ml,

Os resultados obtidos através desta metodologia permitiram a selegiio e ajuste preliminar dos
componentes do meio de cultura para a produgio do complexo esporo-cristal de Bacillus

thuringiensis SP-36, e a observagio da uma necessidade de otimizar as concentragtes dos

componentes seleccionados.

4.6. OTIMIZACAO DO MEIO DE CULTURA

Nesta etapa sdo apresentados os resultados dos efeitos da concentragdo dos substratos,
selecionados na etapa anterior; visando sua otimizagio para a produgio da delta-endotoxina, pelo

isolado Bacillus thuringiensis SP-36.
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4.6.1. Andlise geral dos resultados

Os resultados obtidos nos 29 ensaios do planejamento experimental {constituido por
planejamento fatorial 2° - ensaios 1 a 16, e um planejamento estrela de 8 ensaios, mais 5 ensaios no

ponto central), sfo apresentados na Tabela 25.

Os resultados da contagem de esporos (esp/ml), e do grau de formagiio de cristal assim
como o pH final, foram obtidos a 24 horas de fermentagio. O tempo foi estipulado através de
ensaios prévios como suficiente para a produgio do complexo esporo-cristal nas condicdes de
30°C, 350 rpm, 5 % de indeulo ¢ 7.2 de pH inicial, segundo resultados da otimizagdo de condigBes

fermentativas ( item 4.4.3.).

Os pontos centrais do delineamento foram defimidos pelos resultados da fase anterior de
ajustamento. Na Tabela 25 a partir dos resultados obtidos do planejamento experimental é possivel

fazer alguns comentarios gerais:

- Contagem de esporos: Os methores resultados foram obtidos no ensaio 25 com uma
contagem de 4,7 x 107 ensaio que utilizou o mais alto nivel (+1.6) de concentracio de agua de
levedura e os outros componentes, melago, milhocina ¢ K;HPQ,, em nivel intermedidrio. Os piores
resultados foram obtidos no ensaio 8, com meio de cultura dos trés substratos em estudo, em
concentragbes nos niveis (+1) a excegfio das sais de fosfato (-1).  Esta somatéria da concentragio
de nutrientes seria alta, sendo considerada adversa para o cultivo do Bacillus, imibindo fortemente
estes processos fermentativos, devido principalmente 4 limitagio de aeragio do meic de cultura em
frascos erlenmeyer agitados em agitador rotativo; estes resultados confirmam o relatado por
VANDERAR & DULMAGE (1982) ¢ DULMAGE er al, (1990) autores que alertam das

limitagOes do uso de erlenmeyers na formulagfio de meios,
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Tabela 25. Condighes experimentais e resultados obtidos de acordo com o planejamento
experimental 5* por anilise de superficie de resposta

Condigdes experimentais (%) resiitados
dgua de NO Grau do
Ensaio | melaco | mithocina | levedura | KGHPO, | esporos | cristal | ™ fiow
B %6} (Xz) (Xs) (X} K107esp/mi)
(Y, ) (Yz)
1 0.2 0,4 03 0,3 8,230 4 6,51
2 0.8 0.4 0,5 Q.3 9,253 45 6,74
3 0.2 1.2 0,5 0,3 6,135 5 5,38
4 0,8 12 0,5 0.3 §.155 4 6.15
5 0.2 0.4 15 .3 1,70 453 6,95
5 153 0.4 1.5 0,3 o83 45 623
7 a2 5,2 1.5 0,3 a.17 4 6,71
§ 0.8 12 1.5 0.3 0.06 2 6,10
5 0.2 0.4 0.5 0,7 1,60 4 7.51
10 0.8 0.4 0.5 0.7 0.16 4 723
11 0.2 12 0.5 0.7 1,18 2,5 6,38
12 8.8 1,2 0.5 Q0,7 0,22 4,8 6,79
13 4,2 04 1,5 0,7 3,80 3.5 7,48
14 0.8 04 1.3 0.7 2.8 45 7,36
s 0,2 1,2 1,5 0,7 1,12 35 6.92
% 0,8 1,2 1.5 0,7 0,87 3 7,34
17 0.5 OB 1.0 0.5 2,90 4 6,94
18 0.5 0.8 1.0 0.5 2.04 4 711
19 0.5 038 1,0 0,5 6,74 4 7,33
20 002 0.8 1.0 0.5 4,33 4 742
21 1.0 08 1,0 0,5 0,22 4 7,54
22 0.3 0,16 1.0 0.5 0,48 4 738
23 0,5 1,44 1.0 3,5 6,17 3 6,23
24 4.5 0.8 0,2 0,5 0,30 4 7,36
25 85 08 1.8 03 4,76 4 7.12
36 0.3 0.8 1.0 .18 .21 4.5 572
>t 0.3 0.8 1.0 0,82 040 4,5 7.83
28 0.5 0.8 L0 0,5 9,36 4.3 692
29 0,5 0.8 1.0 0,5 1,20 3 710

Y, = mimero de esporos
Y, = gran de formagio de cristal

~ Grau de formagdo do cristal: estas letturas também foram feitas a 24 horas, sendo este
parfmetro um dos mais significativos nestes processos, considerou-se que condigdes que nos

levassem a um grau de hise acima de %0 % em menos tempo (grau 5), seriam os mais indicados para

NOSSO Processo.

¥}



- pH final: os resultados do pH final, se encontram dentro da faixa de 6,0 a 8.5, usuais para

o cultivo por fermentagio submersa do Bacillus thuringiensis como indicam numerosos trabathos

(SMITH, 1981; EJIFOR & OKAFOR, 1989)

TABELA 26, Coeficientes de regressio e significincia’ da modelagem empivica dos efeitos des

componentes do meio de cultura para a produgiio de complexo espore-cristal com B.t. SP-36

Varidveis N gsp/ml Grau de formagdo cristal
independentes (Y1) @)
Coecficientes Significancia Cocficientes Significancia
P P
Linear
b, 6,9387 4,3657
b -0,1381 0,0744 -0,3077 0,0094
b -0,2047 0,0127 -0,2888 90,0135
by 3,2430 0,0044 0,071 ns
by £,2360 0,00353 -3,1183 ns
Ouadratico
by, -0,1493 ns 1196 n.s
bz -0,1376 ns 0,349 0,0267
bys 0,1026 s -{3,1196 ns
Bua -0,1337 s 0,0756 n.s
Interagio

bya 00112 ns -0,3437 0,011
b 00378 ns -0,1562 ns
by, 30808 ns -(,0937 n.s
bas -0,1722 0.0520 -0,1562 ns
b 00,0965 ns 0,0312 ns
iy 00703 ns 02187 .5
R 0,7843 0,7574
v 4,800 11,690

Falta de ajuste 0,6530 04095

P Probabilidade do evento ao nivel de significincia {(P<(0.05)
n.s, {ndo significativo)
R’ variancia explicada pelo modelo ou coeficiente de determinacio
CV Coeficiente de Variagio determuing a precisio dos experimentos

Fatta de ajuste on “lack of fit”, determina o ajuste dos dados 2o medelo

ty = melago. by = mithocina, by= dgua de levedura, by =K HPO,
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4.6.2. Andlise pela metodologia de superficies de resposta

A varifincia explicada ou coeficientes de determinagio R2 e os coeficientes de variacio (CV)
obtidos nestes modelos (Tabela 26), sio considerados aceitiveis em processos biologicos, em
fungdo da variabilidade que normalmente apresentam, considerando que a utilizagdo de substratos
complexos na formulagdo de melos, contribuem para uma maior variabilidade. Assim, os principais
problemas observados foram a presenga de substincias insoldveis que  dificultaram a
homogeneizagfio do meio, as pequenas variaghes na concentracio inicial de células inoculadas nos
diversos ensaios, as dificuldades de padronizagio dos tampdes de algoddo utilizados nos diversos
frascos resultando em diferentes permeabilidades para a transferéncia de oxigénio e outros
pardmetros como a possivel variabilidade fisiologica do proprio microrganismo, e possiveis erros
analiticos.

aj Efeito da concentracio dos componentes do meio na contagem de esporos (v}

Consuderando que a produgdo de esporos ¢ uma medida indireta da multiplicaciio do
microrganismo e portanto da produgio do cristal protéico, e esta depende diretamente do méaximo
crescimento celular obtido, estas respostas vio depender em grande parte das condigdes € do meio
de cultura em que 0 microrganismo se desenvolve. Pode-se comentar que as contagens obtidas
{cerca de 0,20 a 4,70 x 107) nos ensaios da Tabela 25, estdo dentro das faixas aceitaveis, segundo os

€nsalos previos com melo sintético.

A Anilise de Vanidncia ‘(ANOVA), do modélo de regressfio preditivo (Tabela 27), elaborado
a partir dos resultados experimentais ( Tabela 25) para a resposta contagem de esporos/ mi (Y1),
mostra que o modélo se ajusta aos dados experimentais com uma significincia de 0,011, os termos
lineares apresentaram uma significAncia de 0,001 contribuindo sigmficativamente ac modélo e

seguido dos termos quadraticos com uma significincia de 0,160 e das interagdes com 0,320,

Esta resposta mostra um coeficiente de correlagio de R® = 0,7843, O coeficiénte de
variagiio 4,8 mostra-se baixo, ¢ a falta de ajuste de 0,6530 ndo foi significativa, podendo ser

afirmado que ¢ modélo obtido apresenta um razoavel ajuste dos dados.
Na Tabela 26 sfio mostrados os coeficientes de regressio e significdncia dos termos da
equagdo obtida para esta resposta. As variaveis que tiveram efeitos significativos na contagem de

esporos, foram: mithocina (X 1), agna de levedura (X 3) e KoHPO, (X 4). O melago (X 1) com
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uma significdncia de 00,0744, nfo afeta significativamente esta resposta, enfretanto,  esta varigvel
pode ser importante, pois sua influéneia se torna significativa 8 um nivel de probabilidade de 7%.
Considerando que a falta de ajuste nio foi significativo, podemos afirmar que o modelo se ajustou
razoavelmente aos dados, ou seja o modelo matematico representa as tendéncias aproximadas das

contagems de esporos/mi num processo fermentativo dentro das faixas experimentais estudadas.

~
¥y =6,9587-0,1381x, - 0,2047x; +0,2430x; +0,2360x, ~0,1493x7 —0,1376x2 +0,1026x2

~0.1337x% +0,012x,x, +0,0378x,x; - 0,0808x, %, ~0,1722x, %, +0,0965x, x, +0,0703x,x,

(Equagio 3)

ongde: -
¥1 = resposta em Jog da confagem de esporos
X =% Melago, »,= milhociea; x;= Levedura; x 4= K HPO,

Tabela 27. Andlise de variineia dos resnltados pars a respesta contagem de espores ( esp/mnd) dos efeitos da
concentracio dos companentes do meio

Causa da Grau de Soma de Quadrado R’ F Prob <F
varigcio fiberdade  guadrados médio Calculado
Linear 4 3,7135 0,9283 0,5274 8,5570 0,001
Quadritico 4 0,9756 0,2439 0,1386 2,2480 0,160
interacio i) 08325 0,1387 ,1183 1,2790 0,320
MODREELO 14 5,527 00,3944 0,7843 3,6383 0,011
Falta de ajuste 10 1,0006 0,1604 09,7920 0,653
Erre puro 4 0,5095 0,1273
Residuo 14 1,5189 0,1084

Nivel de significincia (P<0.05)

Foi realizada uma simulagio dos dados dentro da regifio experimental, usando-se o modelo
da equagdo 3, fixando-se as varidvels, 4gua de levedura (X 3) e fosfato de potassio (X 4), em seus
nives intermédiarios (1,0 ¢ 0,5), variando os niveis de melago (X 1) ¢ milhocina (X723 A
superficie de resposta obtida ¢ mostrada na Figura 13.

93



0,80 %

MELADO (X1

D20 %

o.82%

ey By

(a}

i

£
ER R
5.‘-“1:1&
5.301!5
{B}
) wm/ ‘

1

0.160% i %

(-8

AR

%5 mithocing o2

Fignra 13. Superficie de resposta () e linkas de conterne (&) para a funcdo ?1 fesp/mly, fixando dgua

de levedura {Xg)e KAHHPO,

mithocing (Xah

(Kipemil0e0.3%) variando % de melaco (X ;) €

94



Na figura 13 pode-se observar que concentragies a partir de 0,5 % de melago e 0,7 % de
Com-steep, inibem a produgio de esporos e consequentemente do eristal protéico. As maiores
contagens de 1,0 x 107, foram obtidas nas faixas de 0,20 a 0,5 % de melago e aproximadamente
0,16 2 0,75 % de milhocina, sendo que as minimas leituras, de 1,58 x 10°, foram nas faixas acima de
0.7 % de melago e 1,2 % de milhocina. Estes resultados das contagens se encontram dentro das
faixas aceitdveis para estes processos; diversos trabalhos reportam estes niveis de esporulacio. Estes
resultados estam de acordo com KUPPUSSAMY & BALARAM (1991) que relataram os efsitos
positivos do milhocina nos rendimentos celulares e toxicidade da toxina produzido pelo B.1i.

A Figura 14 apresents os efeitos do mithocina (X,) e da agua de levedura (X ;). Na
EquacBo 3 e Tabela 26, observa-se que estas duas varidvels tiveram um efeito de interagdo
significativo (X ».Xs ), sendo que este coeficiente de interagio By é negativo (-0,1722). Observa-se
também, a influéncia do mithocina e 4gua de levedura, na multiplicaciio das células do isolado SP-
36, através da produgio de esporos. Altas concentragdes de agua de levedura no meio (1,02 1.8
%) afetam positivamente o rendimento celular, observando-se uma tendéncia positiva na contagem
de esporos com 4gua de levedura acima de 1,0 até 1.8 % e do mithocina até 0,8 %. A maxima

7

contagem de células, de 6,30 x 10" |, € obtida a partir de aproximadamente 1.6 % de agua de

levedura e 0,10 2 0,60 % de mithocina.

Na Figura 15 sfo apresentados os efeitos do milhocina e fosfato de potassio na produgio de
esporos e produgdo de cristal, pela finhagem B. £ SP-36. Na Equagdo 3 e Tabela 26, pode ser
observado o efeito positivo do fosfato (+ 0.2360) no crescimento e produgdo de esporos;
concentragbes a partir de 0,50 até 0,82 % levaram is melhores respostas. Este comportamento estd
de acordo com os reportados por OSADCHAYA et al. (1989) que estudando os efeitos de fontes
de fosforo encontron que o KH,PO, incrementava o crescimento celular em 40 a 60 %. FODA e7
al. {1985} observaram que o KHPO, incrementava a producdo e atividade da delta-endotoxina em
B.t. Assim tambem WASISAKA ez al. (1982) reportou que a prescenca do ién potassio € essecial

para a formagiio da delta-endotoxing.

Por outro lado o milhocina apresentou o mesmo comportamento observado anteriormente,

ou seja, concentragdes acima de 0,80 % inibem o crescimento celular.
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b) Efeito da conceniracfio dos componentes do meio no gran de formacio de

cristal (y2)

A variancia explicada de 0, 7574 para o grau de formagiio de cristal, assim como o
coeficiénte de variagio (CV) de 11,69, mostram um mediano ajuste do modelo acs dados
experimentais (Tabela 26). Neste caso a Equagio 4 deve ser empregada com cautela e,
provavelmente, seria necessério controlar alguma outra varidvel do processo para que o modelo
fosse methorado. A Analise de Varifncia da resposta grau de formagfo de cristal na Tabela 28,
mostra que o modelo obtido € estatisticamente significativo ao nivel de 95 %, sendo que os
termos lineares sfo 08 que mais contribuiram ao modelo, seguido pelo termos de interaciio; os
termos quadraticos ndo foram significativos. O desvio da regressdio nfio foi significativo ao nivel

de 95 % .

Vy =4,300-0,3077x, ~0,2828x, ~0,07x; ~0,1183x, ~0,1196x7 —0,3149x7 ~0,1196x7 +0,0756x
~0,3437x; . x, ~ 01562 x, x5 ~0,0937x;x, ~0,1562x, x5 +0,0312x,x, +0,2187x,3x,
(Equagiio 4)
onde:
Y, = grau de formago do cristal {GFC)
Xy =melaco, X, =mithocina, X;= dgua de levedura, X,= K HPO,

Na Tabela 26 e Equacio 4 observa-se que as Unicas varidveis que afetaram
significativamente (P<0,05) esta resposta foram o melago (X 1) & 0 corn- steep (X1). A 4gua de
levedura ¢ o fosfato de potasio nio tiveram significincia nesta resposta. Observa-se também que
os efeitos de segunda ordem do milhocina, assim como os efeitos de interagio do melago com

milhocina (X ;. X} foram significativos para esta resposta.
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Tabela 28 . Andlise de varidncia dos resuitados da amostragem para a resposta grav de fermacio de cristal
dos efeitos da concentracio dos componentes do meio

Caunsa da Grau de Soma de Quadrado » F Prob <F
variacio liberdade  quadrados medio Calculado
Linear 4 4.1647 1,06411 {,3269 47 0,0122
Cuadritico 4 1,8920 0,4730 (,1485 2,14 01292
interaciio 6 3,3937 {1, 3989 90,2821 2.1 60,0583
MODBELO 14 96305 06893 0,7574 3.12 0.,0206
Faita de ajoste 10 2.3908 60,2390 136 0,4095
Erro puro 4 00,7600 04,1750
Residno 14 30008 4,2207

Nivel de significancia nivel (P < 0,03)

A simulagfio dos dados dentro da regifio experimental, varfando os niveis de melago (Xpe
milhocina (X 2), e fixando as varidveis 4gua de levedura (X 3) ¢ fosfato de potassio (X4) em
seus nives intermediarios (1,0 & 0,5 %), ¢ mostrada na superficie de resposta na Figura 16. Pode
ser observado que o méaximo grau de formag#o de cristal { 90 - 100 % de lise) é obtido na faixa de

0,7 a 1,1 % de milhocina e com menos de 0,35% de melago.
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4, 6.3. Localizacao das condigdes &timas

A concentragio dos componentes do meio de fermentacio para a produgfio da d-endotoxina,
pela isolado SP-36 de Bacillus thuringiensis, foram determinadas pelas condices que permitem o
maximo crescimento bacteriano, esporulagio e produgio da toxina. A Figura 17 apresenta a
sobreposigdo dos gréficos para as duas respostas que tiveram efeitos significativos, assim na figura
pode-se observar que as concentrages de mithocina e melago que levaram as methores respostas
foram obtidas com 0,7 % de mithocina e 0,35 % de melago, fixando-se dgua de levedura em 1,0% e

Kg}ﬁ’{}a ent 0,5%.

De acordo com a Figura 16, as concentragdes de milhocina e melago ficam definidas em
0,7% ¢ em 0,35 % respectivamente. A concentracio da agua de levedura foi definida em 1.6 %
segundo a Figura 14, e a do KoHPO, em 0,6 % segundo a Figura 15.
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4.6.4. Aplicabilidade do modele

As previsBes do modelo foram calculadas a partir da Figura 9, onde as méaximas leituras da
contagem ( 6,30 x 10”) de esporos é obtida com 1,6 % de agua de levedura, milhocina 0.6 % e

fosfato e melago com 0,5 %,

A comparagdo entre o valor previsto de 6,30 x 10’ para a contagem de esporos, com
aquele obtido experimentatmente com o meio otimizado em : 3,5g/1 de melago, milhocina 7,0g/l,
16g/1 de 4gua de levedura e 6g/l de fosfato de potdssio, permite constatar que a otimizagdio permitiu

obter contagens superiores, quase o dobro em relagdo aos estimados.

Estes otimos resultados podem ser decorrentes do fato de que estes valores foram obtidos em
ensaios cujas condigbes de fermentagdo diferiam consideravelmente daguelas determinadas como
Otimas em nossa otimizagio. Assim também, podem ser advindos de muitos fatores tais como os ja

relatados no item 4.6 .2,

Em relagdo a atividade larvicida do produto obtido em condigBes ¢ melo otimizado em
agitador rotativo, determinou-ge a atividade larvicida CLs; do caldo de cultivo final. Deste modo, a
atividade foi expressa em diluigSes do caldo de cultura final, com larvas de Aedes aempti

encontrando-se um CLsp de 1,26 x 10° a 24 horas.

4.7. Testes de scale-up

Os testes de scale-up foram conduzidos nas condigBes otimizadas da etapa anterior, em
agitador rotativo ou seja; 30°C, 5% de indeulo, pH inicial de 7,2, com 15 litros de meio de cultura
formulado com melago 3.5 g/l; milhocina 7,0 g/l; agua de levedura 16 g/l;, e K,HPO, 6,0 g/1. Estes
testes em fermentador piloto consistiram de dois ensalos para observagiio do comportamento da
fermentacgiio, sendo testadas duas condigGes de aeragiio na produgdo do complexo esporo-cristal,

pelo 1solado B. thuringiensis SP-36. Os testes foram: fermentagSes com controle em 56 € 30 % de
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oxigénio dissolvido, durante a fase de crescimento do microrganismo, estes niveis de oxigénio

dissolvido sio os relatados na literatura, adequados para a produgio da S-endotoxina por B.
thuringiensis israelensis segundo AVIGNONE-ROSSA eral . (1992).

4.7.1. Comportamenio do pH durante o crescimento do microganismo.

As Figuras 18 e 19 apresentam os comportamentos do pH e o crescimento do isolado. Em
relacdo ao pH ambos epsaios apresentaram o mesmo comportamento, isto €, inicialmente ocorre um
ocorre um decréscimo do valor inicial de 7,31 ¢ 7,13 até valores 6,95 ¢ 6,93, dentro das primeiras
duas e quatro horas respectivamente, seguido de uma fase estacionaria até 5 e 6 horas, ¢ por dltimo

um retorno & neutralidade.

O crescimento do microrganismo foi acompanhado através de lerturas das mudangas da
absorvincia a 650 nm do meio de cultura, Assim, pode-se observar claramente as fases de
crescimento do microrganismo em ambas condigbes. Pode-se observar que o periodo de queda de
pH corresponde 3 fase Jug de crescimento e comego das fase de crescimento logaritmico em ambos
testes. Observagdes microscdpicas atestaram a presenga do inicio da esporulag@io das células a partir

das 5 e 5,5 horas respectivamente nos dois testes.

Este comportamento € tipicos de processos com a espécie Bacillus, microrganismo que conta
com 2 glicose como principal fonte de carbono; assim estes agicares sio convertidos em Acidos
orginicos, com uma queda do pH do meio de cultura. Desta forma a queda da concentracdo de
carboidratos além de um determinado nivel, interrompe o crescimento exponencial, ¢ entdo o
consumo dos acidos produzidos, faz com que o pH retorne 3 neutralidade ¢ a célula esporule
(BULLA et al 1988, BENOIT et al,, 1990},

Também se observa uma ligeira queda do pH do meio em ambos ensaios; essa ligeira
diminuigdo pode ser consequencia da baixa concentragio do substrato utilizado na formulacdio do
meio, tendo em conta que foi otimizado para agitador rotativo, bem como ao efeito tamponante dos

sais de fosfato de potassio do meio de cultura.

4



No ensaio com 50 % OD apresentados na Figuras 18 e 20, a fase /ag foi de trés horas, a fase
logaritmica de 2,0 horas de durangfo até umas 5 horas aproximadamente de processo, tempo em
que a velocidade de crescimento decresce. O processo foi acompanhado até lise total das células
em 18 horas. A fase /lag foi demorada provavelmente devido ao inéeule do ensaio estar ao final da

fase logaritmica.

Nas Figura 19 e 21, do ensaio com 30 % OD, a fase Jogaritmica ¢ atingida rapidamente em
duas horas, o crescimento logaritmico foi de aproximadamente de 3 horas, seguido de uma queda da
velocidade de crescimento, observagBes microscopicas constataram comego da esporulagiio com 5,5

horas. O processo foi conduzido até atingir a completa lise das células a 24 horas.

g 3 2 3 4 & 6 7 8 1z 18

Figura 18. Comportamento do pH durante o crescimento do iselado SP-36
em fermentador piloto com 50 % de OD
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Figura 19. Crescimento do isolado B.t. SP-36 e comportamento do pH em
Jermentador com 30% de QD.

4.7.2. Influéncia do oxigénio dissolvido no crescimento do microrganismo

Foram testadas duas condigdes de aerag3o, a primeira, com 50 % de oxigénio dissolvido,
durante a fase de crescimento, com resultados mostrados na figura 20, onde se nota que nas
primeriras 3 horas da fase Jag o oxigénio dissolvido ¢ acima de 80 %, ¢ somente na fase de
crescimento logaritmico a taxa de oxigénio se mantém em aproximadamente em 50 9%, apoOs esta

fase o oxigénio dissolvido eleva-se chegando a mais de 90 % na fase de lise.

Quanto a0 ensaio com controle de oxigénio dissolvido em 30 % de OD, (figura 21), observa-

s¢ 0 mesmo comportamento € a taxa de OD se mantém em 30 % somente na fase Jogaritmica de

crescimento.
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Figura 21 Crescimento do isolado B.1. SP-36 e comportamento do oxigénio
dissolvido em fermentador com 30 % de O.D.
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As velocidades de crescimento sdo diretamente influenciadas pela aeragio; assim a maior
velocidade de 0,51 h' e obtida com a maxima aeracio (50 %) no primeiro ensaio, sendo que no
segundo teste com 30% OD obteve-se 0,25 t'. Do mesmo modo, o tempo de geragio ¢ caleulado
como sendo 1,35 ¢ 2,77 h respectivamente. O consumo de carboidratos também fot mais eficiente

no primeiro processo sendo consumidos 0,77 e 0,51 /1 de agficares redutores totais.

Tabela 29: resultados doy testes de scale-up

Parimetros 50 % O 30 % OD
Agficares totais iniciais {g/1) 1,32 0,98
ingeuto (ufc/mh 2,00 % 10° 1,55 x10°
pH inicial 731 7.13
Fase Log h) 2.0 - 30
Acticares totais finais  (g/h) 0,550 0,471
£SPOTOS {esp/ml) 1,96 x 10° 1,76 x 10°
piH final 7,88 163
velocidade especifica () 5,51 0,25
Tempo de geragio (h) 1,35 277
Tempo de processo (b} 18 24
consumo de agucares (/1) 0.77 0,51

Na Tabela 29 mostram-se os resultados obtidos em ambos testes, assim pode-se observar,
que houve alguma diferenga em relaglo ao teor de aglcares totais e pH inicial, estes diferencas
podem ser decorrentes dos diferentes lotes de materia prima usados nestes ensaios. Assim também
podemos observar um alto teor de &clicares totais finais ao finat da fermentacio, isto possivelemente
devido aos carboidratos insohiveis do meio, que impossibilitaram a asimilag@o destes pelo

PHCTOTZAnISTNOS,

Observa-se também, que houve um maior consumo de aglcares com altas taxas de oxigenio
dissolvido, 50 % OD fase de crescimento, assim como 2 aceleragio do processo fermentativo. Em
relagio s contagens de esporos finais, observa-se que em ambas condicdes se obteve similares

contagens 1.7 ¢ 1.9 % 10° esp/ml.

Observando-se deste modo resultados satisfatérios no dessenvolvimento do processso de
produgdo do complexo esporo-cristal pelo isolado de Bacillus thuringiensis SP-36, os resultados do

desenvolvimento sdo mosirados na Tabela 30.
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Tabela 30; Evolugiio da producio do complexo esporo-cristal pelo isolado B.1. SP-36
nas diversas etapay do processo de desenvolvimento e otimizacdo

Contagem de
{ondigbes fermentativas ros
24h  (esp/mi)
Meio basal / shaker (24 h)
30°C x 250 tpm e 3 % (ponto central) 3,5 x10
3G°C x 350 rpm e 3 % (olimizado) 1,37 x 10°
Meio formulado/ Shaker { 30°C x 350 rpm e 5% indculo ) x 24 h
Mel.3,3g/; milhocina 7g/L Lev, 16g/1 ¢ KoHPO, 6.0 (g/D) 1.28 x 10°
Meio formulado / fermentador (30°C e 5% indculo)
50% 0D (18 h) 1,96 x 10°
1,76 x 10’

30% 0D (24 h)
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5. CONCLUSOES

1. O isolado 8P-36 selecionado, classificado taxonomicamente como Bacillus thuringiensis,
apresentou perfil eletroforético das proteinas do cristal diferenciado do padriio (Bacillus thuringiensis

da subespécie israelensis IPS-82).

2. O perfil eletroforético das proteinas que compdem o cristal do isolado SP-36, apresentou
bandas de 110, 68, 38 ¢ 25 kDa.

3. O isolado SP-36 em ensaio com larvas de Aedes aegypti, apresentou atividade de 30.767
ITU/mg, valor praticamente duas vezes mais elevado que a linhagem padriio de B.4i IPS-82 nos

testes de selegio. Esse valor atingin 35.000 1TU/mg em meio basal com condigbes otimizadas.

4. A otimizagio das condighes fermentativas com meio basal de fermentagio mediante
delineamento experimental 3° da metodologia de superficie de resposta, mostraram que a
temperatura, agitagdo e % de indculo afetaram significativamente as respostas contagem de esporos
¢ grau de formacgdo de cristal. Os resultados experimentais demonstraram uma maxima resposta de
1,37x 10° de contagem de esporos com 30°C; 350 rpm; 5% de indculo e 7,2 de pH inicial, Para meio

basal agitado em agitador rotative.

5. A selegio dos componentes do meio de cultura mediante a técnica de delineamentos
fatoniais fraccionarios, assim como a otimizagiio das concentragles mediante delineamento composto
rotacional da metodologia de superficie de resposta 5°, permitiram obter contagem de 1,28 x 10°
esporos/ml, ¢ total lise das células em 24 horas. Em relagio & atividade larvicida das diluiges do

caldo de cultura final CLs; com larvas de dedes aegypti foi 1,26 x 10° com 24 hororas.

6. As etapas de 0tinﬁza¢ﬁo realizadas em erlenmeyers, permitiram a condugic de ensaios em
fermentador piloto, com meio de cultura formulade com melago 3,5 g/, mithocina 7 g/, dgua de
levedura 16 g/l e fosfato de potassio 6,0 g/l, sob aeragfio, atingindo praticamente 2 x 10° esporos/mi

em 24 horas.
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7. O isolado SP-36 ¢ os resultados da produgiio do complexo esporo/cristal bem como sua
atividade, permitem recomendar sua avaliagio para outros inseto-alvo, otimizagio de parimetros

especificos da fase piloto (produgiio em fed-batch) e avaliagiio em campo.
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1L
Abs
Bt
B.ti
Bk
Bim.
B.it
bat

bx
CLsg

em
v
DDT
esp/ml
GFC
ITU

kDa

mesh

APENDICE

ABREVIATURAS E NOMENCLATURA

velocidade especifica
micron (10°° metro)
absorbancia a 650 nm
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
Bacillus thuringiensis subsp. kurstoki
Bacillus thuringiensis subsp. morrisont
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis
0.98692 atmosfera
pares de bases
graus brix
concentracio média letal que produz 50% de mortalidade na populagio alvo
centimetro
coeficiente de variagdo
dicloro difenil tricloroetano
esporos por mi
grama
gramas/litro
grau de formagho do eristal
hora
Unidade Toxica internacional
10° pares de bases
10° Dalton
litro
log (base 10}
concentragio Molar
massa/massa
nimero de fios por polegada linear
miligrama (107 g)
minuto
milititro (107 fitro)
mitimot (107 mol)
nandomeiros
oxigénio dissolvido
Probabilidade de acontecer um evento
peso/voiume
Gel de Poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
- log da concentragdo de H
coeficiente de determinagdo ou Variancia explicada
revolugdes por mmuto
Separago por Duas Fases Agquosas
Dodecil Sulfato de Sodio {(sodium dodecil sulphate)

i34



Tris Tris (hidroximetil) aminoetano
ufc/ml unidades formadoras de colénias por ml
vvin volume de ar / volume de meto/ minuto

COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

A composicio dos meios de cultura utilizados nos testes de identificagiio (Tabela3 ) e caracterizacio
de Bacilfus estio descritos a seguir’

1. Agar nutriente: g/l
Peptona 5
extrato de camne 3
agar 15

2. Meio de fermentacao: g/}
{(NH,»,HPO; 1,0
KCI 02
MgSQ; 0,2
extrato de levedura 0,2
agar 5

O pH foi ajustade 2 7,0. Apds a esterilizagdo, foi adicionado 15 mi de pirpura de bromocresol 0,04
9 os aglicares tesie na concentragdo final de 0,5 %.

3. Meio modificado: g/l
Triptona 10,0
extraio de levedura 1,0
glicose 10,0
parpura bromocresol 0,04
agar 20,0

4, Caldo de glicose: g/t
Peptona 5
K,HPO, 5
glicose 5
Ajuste de pH 7,0

5. Meio de Citrato de simmons: g/l
Mg504.7HgO 0,2
(NHHPO, 1,0
NaCl 5,0
K HPO, 1,0
Citrato de sédio 2.0
agar 15,0
azul de bromotimol 0,08



& Christensen . g/l

Peptona 1,0
Na(l 5,0
KHPO, 2,0
glicose 1,0
uréia 20,0
vermelho de fenol 0,012
agar 15,0
erralas

Na pagina 69; na fabela 14, 3 hinha, onde se 1&: 7,8429; leia-se: 7,084,

Na pagina 77, no ultimo pardgrafo, 1a linha, onde se I& grau de formacio do, lela-se: grau de
formagio do cristal.

Na pagina 103, no ler paragrafo, onde s¢ 1&: figura 9, leia-se: figura 14.
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