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RESUMO

Com vistas a produgdo de insecticidas bacteria-
nos foi estudada a fragdo soluvel e termo-estavel denominada

exotoxina, a partir de Bacillus thuringien$is. Foram empre-

gados meios de cultura industriais contendo melago de cana
de aglcar e 3gua de maceragao de milho.

0 comportamento da fermentagao nas duas escalas
estudadas (1 litro e 20 litros) foi similar com relacao ao
pH, consumo de agucar e cinética de crescimento, tendo os
tempos, para complementar a fase exponencial, se reduzido de
10 horas na escala de 1 litro para 5 horas em 20 litros, oca
sionando consideravel aumento na produtividade.

Foi verificado o efeito da concentracao de Oxi-
génio sobre o crescimento do microrganismo, observando-se a
existencia de uma faixa otima no entorno de 10% do valor de
saturagao, ocasionando o maximo valor da velocidade especifi
ca de crescimento u = 0,62 h—1 em fermentador de 20 litros.

0 acompanhamento da produgdo de dcido dipicoli-
nico permitiu estabelecer a fase de maxima esporulagdo do
microrganismo.

Estudos de concentragao, liofilizacao e seca-
gem bem como de semi purificagao e purificacao da exotoxina,
comprovaram sua termo estabilidade e solubilidade em agua.

Foram realizados bio ensaios com Dipteros para
comprovar o potencial da exotoxina termo-estavel, em Cerati-

tis capitata (mosca de frutas), Drosophila melanogaster, Chry-

somya chloropyga, Chrysomya megacephala e Musca domestica.

Os resultados encontrados confirmam a viabilidade tecnologi-
ca de produgao e emprego da exotoxina termo-estavel de Bacil-

lus thuringiensis contra Dipteros, cuja maioria constitue pra

ga da Agricultura e da Saude Publica.



SUMMARY

The soluble and heat stable fraction of Bacil-

lus thuringiensis was studied with the purpose of producing
a bacterial insecticide by fermentation. )

The fermentation course in the two scales inves
tigated (1 1 and 20 1) was similar in relation to pH, su-
gar consumption and kinetics of growth, the times required
for the completion of the exponential growth phase being re-
duced from 10h in the 1 1 scale to 5h in the 20 1 fermentor
thus ensuring a considerable productivity increase.

There was verified the effect of oxygen on the
microorganisms growth in observing the existence of an op-
timum range of 10% of the saturation value; the maximum of
specific growth rate being 0,62 h™! in a 20 1 fermentor.

The study of dipicolinic acid production made
possible to estabish the maximum sporulation phase of micro-
organisms.

Investigation on the concentration, freeze dry-
ing and drying as well as of semipurification and purifica-
tion of exotoxin proved its heat stability and solubility in
water.

There were carried out bioassays with Diptera
(Ceratitis capitata, Drosophila melanogaster, Chrysomya chlo-

ropyga, Chrysomya megacephala and Musca domestica) to prove

the potential of heat stable exotoxin.
The results obtained confirmed the technological
viability of production and of the use of heat stable exoto-

xin of Bacillus thuringiensis for combating Diptera, the ma-

jority of which is prejudicial to Agriculture and Public He-
alth.

1i



1 . INTRODUCAO

0 Brasil se apresenta como um excelenté campo
para o desenvolvimento e a aplicagao de inseticidas bacteria-
nos. ¢

Por um lado, o avango tecnoldgico que se realiza
no campo das fermentagoes industriais e a existéncia de mate-
rias primas de excelente composigao, em grande disponibilida-
de e a custos reduzidos. £ o caso de residuos de diversas
inddstrias, especialmente alimenticias que constituem sub-
produtos ricos em carboidratos e proteinas: melago, agua de
maceragao de milho, farelos, tortas e farinhas de soja, algo
dao, amendoin, peixe, etc.

De outro lado, o clima predominante nas diferen-
tes regices do pais possibilitando a existéncia de um sem nu
mero de pragas que reduzem a producdo agricola, insetos estes

tanto da ordem Lepidoptera como da Diptera. A necessidade de

se aumentarem as fronteiras agricolas, bem como de se garanti
rem safras com perdas reduzidas acarretadas por insetos e da
minimizagdo do emprego de inseticidas toxicos exige a produ-
gao de inseticidas que sejam indcuos aos vertebrados e peixes
afim de que pelo seu emprego o equilibrio do ecossistema seja
restabelecido.

Bacillus thuringiensis, bactéria mesofila, conhe-

cida por sua atuagao contra Lepidoptera devido a formagao de

um complexo esporo-cristal proteico toxico, identificado como
delta endotoxina, produz por fermentagcao outras toxinas, des-
tacando-se dentre elas a beta exotoxina tambéem denominada to
xina termo-estavel.

Esta toxina é ativa especialmente no controle a
Dipteros entre os quais se apresentam inumeras espécies noci-
vas a humanidade, quer pelos danos que causam a Agricultura,

quer pelas moléstias que transmitem ao homem e aos animais.



Por exemplo, a mosca de frutas (Diptera-Tripeti-

dae), pelo seu potencial bidtico e extraordinaria capacidade
de invasao vem ocasionando elevados prejuizos a fruticultura

nacional. A mosca doméstica (Diptera-Muscidae), as moscas

califorideas (Diptera-Calliphoridae) s3o de importancia médi

ca e veterinaria por serem transmissoras de microrganismos,
por vezes, patogénicos ou causadoras de "bicheiras" atraves
de suas larvas}j causam enormes prejuizos a daude humana e
a pecuaria.

Contam-se quase cem familias na ordem Diptera
dentre as quais, as espécies benéficas constituem minoria.

A erradicacgao dessas pragas ou a minimizacdao de
seus danos é tarefa que deve ser empreendida atraveés de
defensivos que nao desequilibrem o ecossistema.

A utilizagdo da toxina termo-estavel do B. thu-

ringiensis atende a esse propdsito dada sua inocuidade aos

vertebrados ao lado de sua efetiva acao no controle a Dipte-

ros e diversas espécies de outras ordens.

1.1. Objetivo

Este trabalho objetiva conseguir:

1.1.1. Produgdo da exotoxina termo-estavel.

1.1.2. Separacao dessa fracao das endotoxinas, ou inativacao
destas.

1.1.3. Concentragao, semi purificacao, liofilizagao ou seca-
gem do produto obtido.

1.1.4, Verificacao da existéncia de toxicidade a Dipteros,

atraves de bioensaios.

Para conseguir este objetivo serao realizadas

fermentagoes em duas escalas, a saber, em minifermentador e em

fermentador de 20 litros.

Serao estudados os parametros e variaveis que
influenciam o processo fermentativo visando sua otimizagao.

Para os bioensaios serao escolhidos insetos adequados a

realidade brasileira atual como indicadores da eficiencia



do produto obtido.

A utilizagao dessa exotoxina vira reforcar o
conjunto de solugoes biologicas para os graves problemas
causados por insetos.

Seu aproveitamento, paralelo ao das endotoxinas

do B. thuringiensis, além de lhes ampliar o espectro de

agao demonstrarda, viabilidade econdomica maior para produtos
L4

da fermentagao, visto que, tanto a biomassa (endotoxinas),

como o sobrenadante (exotoxinas) serao devidamente utiliza-

dos.



2. REVISAO DA LITERATURA

Um interessante desenvolvimento no estudo do entomg

patdgeno Bacillus thuringiensis iniciou-se em 1959 - 1960

quando diversos pesquisadores cenfirmaram a, capacidade des
se microrganismo produzir tambeém uma exotoxina termo-estavel
com poder inseticida a espécies de diversas ordens de inse-
tos (7, 9, 10, 11, 12, 28, 52, 64, 65, 71).

Estudos anteriores haviam demonstrado a existéncia
de um cristal proteico que se formava durante a esporulacao
formando um complexo esporo-cristal toxico a insetos da or
dem Lepidoptera (1, 2, 3, 13, 27, 41, 55, 75, 77, 79, 81, 90).

Distingue-se a exotoxina do complexo esporo-cristal
ao menos em quatro aspectos: termo estabilidade a 121°C por
15 minutos, espectro das espécies de insetos suscetiveis,
sintomas diferentes e existéncia de alguns sorotipos de B.

———

thuringiensis nao produtores do complexo endotoxico que sao

produtores da exotoxina termo estavel.

Em entomologia definem-se as endotoxinas produzidas
pelos microrganismos entomopatogenos como sendo aquelas to
xinas ligadas a célula microbiana enquanto que as exotoxinas
sao aquelas excretadas no meio de cultura. Nesse sentido a

toxina termo-estavel do Bacillus thuringiensis € definida co

mo exotoxina.
Em 1959 McConnell e Richards (71) verificaram que
O sobrenadante autoclavado, separado do mosto fermentado de

B. thuringiensis era toxico quando injetado em larvas de

Galleria mellonela, tendo obtido valores de dose letal média

DL 50 como 0,3 pl/larva ou 2 pl/g de larva. Insetos de ou-

tras espécies: Ostrinia nubilalis, Sarcophaga bullata e

duas baratas Periplaneta americana e Blata orientalis tam

bém apresentaram suscetibilidade em testes de injecao da
toxina. A adicao da exotoxina em dieta alimentar destes in-

setos apresentou resultado negativo.



Em 1960 Burgerjon e de Barjac (17) relataram sobre
a toxicidade do sobrenadante autoclavado quando ministrado

oralmente a alguns insetos da ordem Lepidoptera: Bombix mo-

ri, Pieris brassicae, Malacosoma neustria etc., a Coleopte-

ra: Leptinotarsa decemlineata e a Himenoptera: Pristiphora

pallipes.

Ainda nesse ano Briggs (12) verifigou que o sobrena

dante estéril de mosto bacteriano filtrado inibia o desenvol

vimento da larva da Musca doméstica. O termo "fly toxin"

ou "fly factor" fator responsavel pelo voo do inseto foi en
tao adotado para descrever a entidade toxica responsével,\dg
to que o inseto quando nao morria tinha suas asas deformadas,
além de outros defeitos.

Simultaneamente Dunn (42) e Briggs (12) em 1960 e
depois Mechalas e Beyer (72) em 1963 demonstraram que produ-
tos comerciais obtidos de B. thuringiensis podiam ser mi-

nistrados a galinhas e vacas, sendo que a exotoxina remanes-
cente nesses produtos mantinha sua atividade toxica, atuando
contra moscas cujas larvas ou pupas infestavam as fezes des-
ses animais exercendo-se assim um controle sobre os insetos

que viriam a desenvolver-se. Nao sabiam se a exotoxina pas-
sava intacta atraves do trato intestinal do animal, ou se os

esporos do B. thuringiensis contidos no complexo esporo-cris

tal toxico, passando intactos, germinavam nas fezes produzin
do novas quantidades de exotoxina.

Estudo sobre o efeito da exotoxina em Anagasta kih-

niella foi desenvolvido por Yamvrias (101) em 1962. Sua pes-
quisa com o sobrenadante do mosto fermentado demonstrou ati-
vidade toxica tanto injetando como na alimentagdo da larva.
Comparou a velocidade de agao do componente toxico obtido de

duas variedade diferentes de B. thuringiensis mas limi-

tou-se a um numero pequeno de insetos e teve uma alta morta-
lidade no lote testemunha que prejudicou mas n3ao invalidou

seus resultados.



2.1. TAXONOMIA

- Heimpel (55) em 1967 fazendo uma revis3o do B. thurin-
giensis apresentou a taxonomia e discutiu os estudos desenvolvi
dos por diversos pesquisadores que estabeleceram chaves de iden
tificagao dos microrganismos pertencentes ao grupo do Bacillus

cereus entre os quais figura o B. thuringiensis. A tabela 1

apresenta o resumo destes estudos.

TABELA 1 - Chave dos espécies do Grupo do B. cereus

A. Ausencia de corpo paraesporal

a) Produtores de adcido com xilose e arabinose, produzidos
com nitrogenio amoniacal. Nao produtores de Acetil me-

til carbinol e de fosfolipase. 1. Bacillus Megaterium.

aa) Nao produtores de acido com xilose e arabinose. Produto-

res de Acetilmetilcarbinol e de fosfolipase C.

bb) Saprofitas, as vezes patogenicos mas nao causadores de

antrax. As vezes moveis.

c) Crescimento nao rizoide em agar
2. Bacillus cereus

cc) Crescimento rizoide em agar. Sempre moveis.

3. Bacillus cereus var mycoides

bb) Patogenicos. Agente causal do antrax.

4, Bacillus antracis

B. Corpo paraesporal presente

a) Corpo paraesporal liberado do esporangio e separado do es

poro em 2 a 6 dias. Patogenico a larvas de lepidopteros.

b) Nao produtor de fosfolipase.



c) Pelicula formada e quebrada a flocos quando a cultura
& agitada. Baixa toxicidade ao bicho da seda. Soroti-

po I Berliner. Esterase tipo 1.

d) Produtor de toxina termoestavel (Cantwell)

5. Bacillus thuringiensis var thuringien-

sis
dd) Nao produtor de toxina termo-estivel. '’

6. B. thuringiensis var amuscatoxicus

cc) Nao formador de pelicula. Mosto uniformemente turbido,
ou quando agitado; cultura dispersa uniformemente no
meio. Baixa toxicidade ao bicho da seda. Sorotipo
VII. Aizawal Esterase tipo 5.

e) Fermenta celobiose. Produtor de dcidos a partir de -agi-

cares apds de 22 dias de incubagao.

f) Produtor de toxina termo-estavel.

7. B. thuringiensis var. aizawai.

ff) Nao produtor de toxina termo-estavel.

8. B. thuringiensis var. pacificus.

ee) Nao fermenta celobiose. N3o produtor de acido apds

14 dias de incubacgao.

g) Pigmento rdseo nao formado quando cresce em agar gema
de ovo.

h) Sacarose positiva. Sorotipo IV sotto (Norris, The Clas
sif. of. J. Appl. Bact. 27, 439-47, 1964). Esterase
tipo 4.

hh) Sacarose negativa. Sorotipo IV-a dendrolimus. Estera
se tipo UA.

10. B. thuringiensis var. dendrolimus.

hhh) Sorologia tipo IV-b. Esterase tipo 4B kenya.



gg)

bb)
i)

3)

i

ii)

k)

kk)

aa)

1)

Pigmento roseo formado apos varios dias de crescimen
to em gema de ovo. Sorotipo III. Esterase tipo 3. A
lesti.

11. B. thuringiensis var. alesti.

Nao produtor de fosfolipase C.

Produtor de toxina termo-estavel.

¢
Salicina positivo, sacarose negativa. Sorotipo V. Es
terase tipo 5 galleriae.

12. B. thuringiensis var. galleriae.

Salicina negativo, sacarose positivo. Sorotipo VIII.
Esterase tipo 8 Morrison.

13. B. thuringiensis var. anagastae.

Nao produtor de toxina termo-estavel.

Altamente toxico ao bicho da seda. Baixa toxicidade a
Pieris brassicae. Nao formador de pelicula. Esculina

debilmente positiva. Acido formado de trealose, levu-
lose e glicose apos 20 dias de incubagdo a 32°c. Soro

tipo VI. Esterase tipo 6. Entomocidus.

14. B. thuringiensis var. entomocidus.

Baixa toxicidade ao bicho da seda. Altamente toxico a
Pieris brassicae. Formador de pelicula. Esculina for

temente positiva. Acido n3o produzido de trealose, le
vulose e glicose apés 20 dias de incubagao. Sorotipo

VI. Esterase tipo 6.

15. B. thuringiensis var. subtoxicus.

Corpo para-esporal firmemente ligado ao esporo, mesmo
apos meses de armazenagem. N3o patogenico a lepiddpte

ros.

Celobiose positiva a 48 horas. Antigeno flagelar pre-

sente. Sorotipo II. Esterase tipo 2.

16. B. thuringiensis var. finitimus.




11) Celobiose negativa apos 20 dias de incubagao. Ausen
cia de antigeno flagelar. Sorotipo (antigeno H) nao
possivel. Tipo esterasico desconhecido.

17. B. thuringiensis var. fowlery.

Nessa chave de classificagao enfatiza que os micror
ganismos produtores da exotoxina termo-estavel sao os seguintes:

B. thuringiensis var. thuringiensis, B. thuringiensis var.

galleriae, B. thuringiensis var. aizawai e B. thuringiensis var

anagastae I, V, VII e VIII respectivamente. Afirma que a im-

portancia da produgao da toxina termo-estavel como subsidio a
nomenclatura pode ser avaliada pela distingao de variedades pro
dutoras e nao produtoras dentro de um mesmo sorotipo. Assim B.

thuringiensis var. amuscatoxicus; B. thuringiensis var. ento-

mocidus e var. subtoxicus; B. thuringiensis var. pacificus sao

nao produtores dos sorotipos I, VI e VII respectivamente.

Ainda em 1967 Burgerjon e de Barjac (20) reportam a
presenga de variedades produtoras no sorotipo 4 (4a, 4c) e no
Sorotipo 9. Em contrapartida afirmam que nao detetaram a pre-
senca de toxina termo estavel em nenhuma das variedades de B.
cereus por eles pesquisadas contrariando afirmagao de outros
pesquisadores. Nesse sentido, formulam a hipotese de terem si-

do estudados mutantes acristaliferos do B. thuringiensis e nao

B. cereus o que poderia ser confirmado por identificagao soro-
logica.

Usando critérios bioquimicos e culturais de Barjac e
Bonnefoi (35), em 1967 organizaram uma chave para o B. thurin-
giensis.

No ano seguinte Rogoff e Yousten (90) apresentam es-
sa chave e comparam as variedades classificadas por de Barjac

aquelas de Heimpel. A tabela 2, apresenta essa chave.



~0T-

o . . oF
. ! . -  eswaan ] - ojusudTyg g
SNpJooWolu? SNpPTOOWOLUI ,. 9 SnpToOWO3 Ua H omw...:i. + PUTTNOS3 “ Mwwpowwwm +mm3wwvo.um (=) mm.
| - 4 P~ RUTOTTIRS - aseuTitoe Rl
e
[
. aswaan ojusu3 g
. —_— ++ opTuy euTINOS eTNOITAd : &
snowoyqns ¢ snoTX03IqNs 9 snproowolus A*H + @souwy ++ T mAﬁ owo&monmu_v omﬂwopo.um\ . p m.
i i i w , N L
S N e
: : o ; . a.ogg . ﬂa-ﬂ
. e —— ] T 9PTWV L curnosy cﬁsuaﬂom QIUSTETA ] _ eurorres
s ,.Mﬂpﬂua. e ;wcoww.u..uoa 8 ..H:Om..ﬂpow »ﬁ - @s0uRy T + suozPong omﬂmougm =)
R R < , . . - ®SWUTITONT
. . T S T P aseaxn :
, , : : + optuy e RTROTTS ojuaudtq | RPUTOTTES
sTraTTes ST § STTIeTT .ﬁ - @souwy vurnesy uw?ﬁwmm ow..ﬂmmponm T
R A
: J S — -
. : S . - . ﬁw+ T opTury - uwuopp ++ ojueud Ty
T383TW T389T® £ TISI[E o - 930Uy |- 4+ wuTTNOS3 ++4
- S : - OmonmocmL - ®TnozTeg esTTOo930dg
. v ﬁ.v @#s0TqOT9) ) 4 =)
—_— qQh ‘e STWTTOIPUIP - opTuy i PUTOTTES
SnNuUITOIpUIpP SNUTTOIpU3Ip -0 - - asouey L
ey - 9801v0Rg
: S L - ojuaudrg \ L
ﬁ.uomOMAo,ﬁoo oe
+ opTury -  9swaa
03308 o3308 aQn ‘en 03308 1 - esouwy | * u:ﬂ:omm.ﬁ u?oaao&v SerIERIed ) >
+ @soawoweg - X a
N P : e
] : H+)aseuTyTOoRT | o
. - Y o -~ [
sekuoy on ‘un Sekusy .ﬁ : omwwum [+ RUTINOST | . ageaxg) 3
: - | - ®INOITed o
snoTrIoRd - ~ @soawvoeg &
TemMezIR TeARZTR L SeTa9TIed AH umwmﬂ< + m:ﬂH:UmML .
T I T T : - W - ojusuBdtyg u
. 11 [(D eutoTTRS 5]
+ opruy . < "+ 98TTO9301g o7 et
Ty3IaoaTo: 6 Tyzzoatoy *ﬂ - esouwy [ * FUFINOST | aswaap m..
- + ®TNOITad ol
AISTMOI *aPA SNUWTIITUTS °g ° - + 9soaroRg -
STWTITUT ‘A SNWTITULF °g TWTITUTS z ST TULS T oaoo V] e 3
I H puTINOSy |
8NOTxojPosnwe JaurTdaq ++ opTuy A .
ll"lq’
8TSuaTduTanyy no sTSuaTIuTany T Ja3uTiaaq + @souRy A
ToduTaH SWIOFUCD apepITIRA Tensn swoN odriozos asvaa3 83 seoTuinborq seolesy

STSUSTJIUTINYL SnITIoeg op odnad op aawy) :

¢ V138Vl



Rogoff e Yousten criticam o critério da producio
de toxina termo estdvel usado por Heimpel para diferencia-
gao, devido a necessidade de emprego de bio-ensaio para de
terminagao da presenga ou nao da exotoxina. Opinam que, en
quanto nao existir um teste quimico "sensivel" e "especifi-
co" para detetar a presenga e identificar a exotoxina nao
devera ser adotada como critério taxondmico, mesmo porque,
a presenga dela dentro de um mesmo sorotipo épresenta graus
de toxicidade muito distintos. Exemplificam com o trabalho
de Angus e Norris os quais encontraram para duas variedades
do Sorotipo 1 valores de 0,2 e 65 ug/g de larva, o que re-
sulta em toxicidade trezentas vezes maior para o mesmo tipo
sorologico. Afirmam que a selecdo de adjetivos particula-
res para subdividir um intervalo de valores € difieil e
inevitavelmente sujeito a erros pessoais.

Em 1973 Burgerjon e de Barjac (21) estudam a pre
senga da exotoxina nos sorotipos 10, 11 e 12 verificando

a efetividade do sorotipo 10 var. darmstadiensis e a . baixa

produgao de exotoxina pelos sorotipos 11 var. toumanoffi e

12 var. thompsoni.
O Manual de Bacteriologia de Bergey 82 Ed. 1975

apresenta o B. thuringiensis distinguindo-o do B. cereus a

cujo grupo pertence, pela patogenicidade a larvas de Lepi-
doptera e produgao de cristal proteico toxico durante a
fase de esporulagdo. Com base em antigenos H divide-o em
11 sorotipos, um dos quais contém dois subtipos. Propostas
foram feitas no sentido de dar aos sorotipos o carater de
variedade e diversos foram subdivididos em duas variedades
conforme as propriedades bioquimicas e/ou patogenicidade. A
tabela 3, apresenta os sorotipos e variedades, juntamente
com os denominadores das mesmas. Nao faz distingcao entre

produtores e nao produtores da exotoxina.
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TABELA 3 - Chave do B. thuringiensis

Sorotipo variedade Autores
1. thuringiensis Heimpel e Angus, 1958 (56)
thuringiensis ber- .
liner de Barjac e Bonnefoi, 1967 (35)
thuringiensis amus-
catoxicus Heimpel, 1967 (55)
2, finitimus de Barjac e Bonnefoi, 1967
3. alesti Heimpel e Angus, 1958
4, ba, 4b sotto
dendrolimus Krieg, 1961 (68)
4a, 4c kenyae de Barjac e Bonnefoi, 1967
5. galleriae Heimpel, 1967
6. entomocidus Heimpel, 1967
subtoxicus Heimpel, 1967
7. aizawai Heimpel, 1967
pacificus Heimpel, 1967
8. anagastae de Barjac e Bonnefoi, 1967
morrisoni de Barjac e Bonnefoi, 1967
9. tolworthi de Barjac e Bonnefoi, 1967
10. darmstadiensis Krieg, 1969 (70); de Barjac e

Bonnefoi, 1967

11. toumanoffii Krieg, 1969 (70)

A classificagao de Norris (80) realizada em 1964 ba
seou-se em esterases; mostrava concordancia com os tipos sorolé
gicos coletados por Bergey, salvo pelos sorotipos 5 e 7 que
conforme ele pertenceriam ao mesmo grupo, devido ao comportamen

to bioquimico.
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2.2. ASPECTOS QUIMICOS, BIOQUIMICOS E MICROBIOLGGICOS DA
EXOTOXINA.

Quimicamente a toxina termo-estavel esta relaciona
da a nucleotidio de adenina.De Barjac e Dedonder em 1968
(37) isolaram um nucleotidio, combinando cromatografia de
papel e de coluna para extragao, a partir de caldos de cul
tura de B. thuringiensis var. thuringiensis. A fragao ati-
va apresentou um A maximo a 260 mu(pH = 2,0) e a analise

quimica mostrou conter adenina, ribose e fosfato.

Em 1964 Cantwell et al (28) estudaram a producao
da exotoxina e sua separagao do meio de cultura. Verifica-
ram que o composto toxico era acompanhado por um componen
te que exibia um pico triplo no entorno de 270 mu. Testa-
ram com bons resultados, o produto parcialmente purificado

em Musca autumnalis De Geer e Aedes aegypti.

Sebesta, Horska e Vankova em 1967 (93) reportaram

que a exotoxina isolada de B. thuringiensis var. gelechiae

continha adenina, fosfato e diversos aglicares. Cada molécg
la continha dois grupos carboxilados e o peso molecular
foi estimado em 850 baseado em equivalencia com o AMP.

0 acimulo de nucleotideo pelo B. thuringiensis foi

considerado por Rogoff e Yousten (90) de grande interesse

microbiolSgico por dois motivos: primeiro, porque, com uma
unica excegdo, apenas mutantes auxotroficos sdo reportados
como capazes de acumulacdo extracelular de nucleotidios e
nucleosideos. A linhagem de B. subtilis reportada por
Demain em 1964 (40) acumula dcido guanilico pela hidrdlise
do ARN excretado. Shieh, Anderson e Rogoff (96) em 1968

afirmam que as linhagens de B. thuringiensis que acumulam

a exotoxina nao sao auxotroficos purinicos, embora certas
linhagens selvagens requeressem aminoacidos para o cresci-
mento. O segundo motivo &€ que o controle pela retroalimen-
tacdo normal na sintese do nucleotidio, deveria limitar o
acumulo daqueles compostos na linhagem selvagem. Excesso
de acimulo indica possivel aberragao no controle normal. Pa

ra aproximacao do problema, Shieh e Rogoff estudaram uma

-13~



variedade de B. thuringiensis demonstrando que a adigao de

derivados purinicos a celulas excretoras da exotoxina di-
minuia o acimulo, indicando que a inibig3o pela retro ali-
mentagao era operativa. Demonstrava ainda, que, as vias pa
ra o catabolismo de nucleotidios eram operativas na linha-
gem teste. Além disso os nucleotidios nao deveriam acumu-

lar-se em condigoes que permitissem atuagao de nucleotida-

ses, porém, a exotoxina de B. thuringiensis. € provavelmen-

te resistente as mesmas.
Bond, Boyce, Rogoff e Shieh (11) em 1971 apre-
sentaram as possiveis vias metabolicas envolvidas na sinte

se da exotoxina de B. thuringiensis.

Sebesta e Horska, em 1968 (94) demonstraram que
o sistema enzimatico da ARN polimerase de E. coli sofre ini
bigdo pela agdo da exotoxina. Era uma inibicdo especifica
em que a exotoxina competia exclusivamente com o ATP. A
reagao era parcialmente reversivel pelo ATP sendo inibida
mesmo quando a adigao de exotoxina se dava apés o inicio da
reacdo de polimerizacao. O grau de inibicao era fungao da
relacgao exotoxina/ATP sendo independente do nivel de ATP.

Bachi, Motta, Barjac e Laurent (5) em 1977 afir

mam que a exotoxina de B. thuringiensis quando aplicada a

baixas concentracoes, possui um efeito estimulante e nao
inibidor. Assim ocorreu ativagao pela exotoxina sobre ade-
nilciclase de eritrocitos de pombos e sobre ARN polimerase

ADN-dependente de Sarcophaga bullata por concentragoes de

exotoxina entre 0,01 e 1 uM.

PRODUCAO DA EXOTOXINA
McConnell e Richards (71) em 1958 estudaram a

relagao entre o crescimento e a produgao da toxina termo-

estavel em meio de cultura liquido. Usaram 500ml de caldo
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de figado, inoculado com o microrganismo e incubado em
agitador mecanico a temperatura de 30°C. Com amostras
retiradas durante o processo fermentativo fizeram deter-
minagao do nimero mais provavel de microrganismos via-
veis e aplicaram bioensaios para verificagdo da toxici-
dade. A figura 1, 1ilustra esse experimento mostrando
que a toxicidade atingiu seu maximo dentro das primeiras
vinte e quatro horas de fermentacao enquanté que a for-
magao de esporos e cristal proteico téxico ocorreu entre
30 e 36 horas. Notou que a agitacdo era necessaria a
formagao de esporos, afirmando que em culturas ndo agita
das, apenas 1% das células esporularam, as remanescentes
lentamente formaram pré-esporos, atingindo um maximo em
7 a 10 dias. No entanto a exotoxina foi produzida tanto

nas culturas agitadas quanto naquelas sem agitacao.

T 100 3
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Figura 1 - Crescimento de B. thuringiensis cultivado em

caldo de figado (o). Efeito toxico do sobrena
dante autoclavado injetado a Galleria Sp (71) e
Velocidade de germinacao dos esporos, por aque
cimento (x).
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Em 1964 Cantwell et al (28) produziram a exotoxina
em meio de cultura contendo caseina. Usaram frascos conten
do 250 ml de meio de cultura inoculados com 1 ml de mosto
pré-fermentado (18 horas). Os frascos foram levados a ba-
nho-maria a 32°C por 18 horas, borbulhando-se ar esteril
atraves da cultura. Testaram outros meios de cultura, co
mo caldo nutriente e caldo de infusao de.coragéo. As célu
las foram centrifugadas para separagao do mesto fermentado,
apos 18 horas e o sobrenadante liofilizado. O p& obtido
foi suspenso em agua destilada, autoclavado e levado aos
biocensaios para verificacdao da toxicidade.

Conner e Hansen (32) em 1967 estudaram os efeitos
da adicao de valina, leucina e isoleucina a meios sintéti
cos para producao de exotoxina com diversas variedades de

B. thuringiensis. Leucina e isoleucina foram inibitorios

e valina estimulante do crescimento do microrganismo, poréem
a produgao da exotoxina foi muito melhor em meio de cultu-
ra complexo.

Rogoff et alii (89) em 1969 estudaram a agao de

trinta e uma cepas de Bacillus thuringiensis contra cinco

espécies de insetos. Os meios de cultura utilizados pa-

ra fermentacao denominados meio F e meio C compunham-se
de:

Meio F (Fish)

Farinha de peixe 3%
Amido 1%
Caco, 0,1%

Meio C (Corn)

Kgua de maceragao de milho . 3,3%
Farelo de algodao 2,0%
Melago 1,0%
Caseina 3,0%
CaCO3 0,1%
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Verificou que o meio F promovia o incremento de poténcia
das endotoxinas, enquanto que o meio C promovia o desen-
volvimento de exotoxinas. Utilizou como insetos-teste:Gal

leria mellonella, Trichoplusia ni, Heliothisfkzea, Culex pi

piens fatigans e Musca domestica.

Em estudos de produgao e isolamento de exotoxinas
Kim e Huang em 1970 (64) utilizaram-se do meio de cultura
proposto por Megna em 1963 (73) composto de*1l0g/l de mela
go de beterraba, 30g/l de caseina, 33g/l de agua de mace-
ragac de milho 20g/l de torta de algoddo e 1lg/l de carbo
nato de calcio.

Faust em 1973 (44) apresenta uma analise objetiva

da posigao da exotoxina do B. thuringiensis, conclamando

os pesquisadores, especialmente os entomopatologistas a
uma investigagao mais intensiva do assunto visando me
lhor aproveitamento dos produtos da fermentacao.

Em 1973 & verificada a influéncia da concentragio
de glicose na produgao da endotoxina (75, 82) e Moraes
em 1976 (77) apresenta uma revisao da maioria dos meios
de cultura empregados para produgao do complexo esporo-

cristal toxico (endotoxinas) do B. thuringiensis por dife

rentes pesquisadores. Alguns deles estudaram a producao

da exotoxina como consequencia das pesquisas com as endo-
toxinas. Nesse trabalho o autor propoe a utilizacao de
meios de cultura compostos de melagco e agua de maceracao
de milho, devido a disponibilidade e custo dessas matée-
rias primas no Brasil, além de sua excelente composicao.

Verifica a relagao existente entre pH, consumo de glicose
e transferencia de Oxigénio no crescimento e esporulacao

do B. thuringiensis. O produto endotdxico obtido foi tes

tado contra Ascia monuste orseis (Lepidoptera).

Nesse mesmo ano, Moraes (76) patenteia um proces

so de produgao de endotoxinas de B. thuringiensis por

fermentagao submersa.
Em recente informacao Sebesta (95) afirma que a

producao da exotoxina se di durante a fase exponencial do
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crescimento, completando-se na esporulagao. A figura 2
ilustra essa produgao, sendo a exotoxina denominada "thu
ringiensin". £ interessante observar que a concentracao
de "thuringiensin" diminue na célula bacteriana entre 9

e 16 horas enquanto aumenta a concentracao no sobrenadan
te da cultura.

ug/mg T T T T ug/mg
L]
20
0,4 | r_
110
0,2 |
0 | 1 1 1

8 10 12 16 tempo (h)

Figura 2 - Concentracgao de "thurlnglen51n" nas celulas
bacterianas (0) e no meio de cultura (o).
Concentracao de ATP (e).

Em 1878, Moraes, Hokka e Nakamura (79) estudaram

a cinética do crescimento e esporulacao do B. thuringien

sis em Mini-fermentador. Verificaram que a velocidade de
consumo de glicose e o comportamento do PH durante a
fermentacao eram importantesparametros. A concentracao
celular, determinada como massa seca, fol maxima quando
O teor de glicose ficou abaixo de 10% nas dez primeiras
horas de fermentag3o, tendo-se o maximo de esporulacao
quando apos essas dez horas o PH passou do entorno de
5,5 a neutralidade dentro das dez horas seguintes. A
concentragao de esporos foi determinada por correlagao
com a concentragao de acido dipicolinico analisado por

espectrometria na biomassa seca.
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Em pesquisas posteriores, Moraes, Hokka, Santa
na e Villarinho (79a) desenvolveram o modelo matematico

do crescimento e esporulagao do B. thuringiensis a fim

de estabelecer as condigoes de projeto de um fermentador
industrial. Foram determinadas as condicdes operacionais
para o adequado suprimento de oxigenio, baseado na corre-
lagao entre poténcia aplicada, taxa de aeracao e coefi-
ciente volumétrico de transferéncia de oxigénio.

A influéncia da aeragdo e agitagdo na produgio
de B. thuringiensis levou Santana (91) a desenvolver pes-

quisa relativa ao assunto. Verificou que a faixa 6tima
de concentragao de oxigénio para a maxima taxa de cresci
mento celular situava-se entre 7 e 10% do valor de satu
ragao do oxigénio. Trabalhando em fermentador CHEMAP
com 11 litros de volume Util obteve a velocidade especffi
ca de crescimento de 0,62 h-l. As fermentagoes completa
ram-se em 5,5 h tendo a fase logaritmica duragio de

2,0 horas.

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DA EXOTOXINA

Segundo Faust (44) normalmente o B. thuringiensis

var thuringiensis produz concentracao aproximada de

50mg de exotoxina por litro do sobrenadante separado do
mosto fermentado. Essa separacao se faz por centrifuga-
gao, com posterior esterilizacdo a 121°C, por 15 minutos,
do fluido resultante. A purificacdo se faz por adsorcio
da exotoxina em carvao com posterior eluicdo com solucao
de etanol a 50%. O eluido é concentrado e cromatografa-
do em papel, ou fracionado usando Dowex 1 em coluna.
Ap6s eluigdo com tampao formiato de amonia 0 -~ 1,5 M,
efetua-se a deséalinizagéo em Sephadex e o produto resul-
tante & empregado em biocensaio para determinacdo da toxi-

cildade.
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Benz (7) em 1966 havia proposto uma semi purifi
cagao que embora n3ao obtivesse uma preparagao pura, per
mitiu-lhe caracterizar a natureza da exotoxina, O so-
brenadante separado das ce€lulas foi concentrado a um dé
cimo de seu volume. Misturado a igual volume de etanol
obteve-se um precipitado atéxico. Apos 24 horas o sobre
nadante foi decantado, adicionou-se mais etanol até que
uma concentragao alcodlica de 60% ocasionou nova precipi
tagao de material nao téxico. Ao sobrenadante mistu-
rou-se novamente o dobro do volume de etanol resultando
numa concentragao alcodlica final de 90% por volume. ApSs
24 horas o sobrenadante foi decantado e ambos sobrenadan
te e precipitado foram levados a bioensaio. Apenas o)
precipitado mostrou toxicidade. Este material foi dissol
vido em agua destilada e chamado de toxina pré-purifica-
da. Desta fragao foram tomados 20ml, misturados a p6 de
celulose até uma pasta espessa e se fez adicao de 80m1l
de etanol. A mistura foi introduzida no topo de uma
coluna de celulose com 20cm de altura e 10cm de diadmetro.
Fez-se eluigao com solugd@o de etanol a 80% até que o
eluido tornou-se incolor. Nenhuma das fracoes coletadas

demonstrou toxicidade a larvas de Drosophila. Ent3ao a

coluna foi eluida com solugdo etandlica a 75% e cinco

das quinze fragoes de 200ml mostraram-se téxicas sendo
a mais téxica a menos colorida. Todas as fragdes tdxicas
apresentaram um maximo de absorcdao entre 258 e 260 nm e
minimo entre 230 - 234% nm. Maximo e minimo foram mais
pronunciados na fragao mais téxica e menos pronunciados
na menos toxica. As fragdes atoxicas ndo apresentaram mi
ximo ou minimo.

Em experimento posterior Benz empregou 50ml de
téxina pré-purificada e fluiu através de uma coluna de
troca de anions com Dowex 2, na qual a toxina foi adsor
vida. A coluna lavada com agua destilada, foi depois

eluida com solugdo de dcido acético a 10% até obter elui
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do sem cor. Estas fragoes foram atoxicas. Posterior elui
gao com KOH a 5% resultou numa fraciao neutra nao toxica e
uma fragao alcalina téxica. Como a solugao de hidroxido

de potassio a 5%, também mostrou ser tdxica em testes de
controle, foi a fragao alcalina neutralizada com acido per
clorico, adicionado de dois volumes de etanol e o precipi-
tado foi filtrado. Depois de evaporar o alcool, o evapo-
rado mostrou-se extremamente toxico. O espectro de absor-
gao desta preparacao apresentou um maximo a 260 nm e um

minimo a 233 nm, conforme se apresenta na figura 3.

DO
1,2 |

0 M
220 260 300 nm

Comprimento de onda

Figura 3 - Espectro de absorgao da preparagao purificada de
exotoxina termo-estavel de B. thuringiensis (7)

Este espectro corresponde aproximadamente aquele do acido
nucleico, entretanto como a toxina € facilmente dializavel
e solivel em etanol em solugdao superior a 75% concluiu que
ela deve ser uma molécula muito menor que a do acido nuclei
co, acreditando que seria um nucleosidio ou nucleotideo de

adenina ou uracil.
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Purificacao da exotoxina e analises complementa
res foram apresentadas por de Barjac e Dedonder (37) em
1968. O sobrenadante acidificado € precipitado por ace-
tato de mercurio, centrifugado, e ao creme é adicionado
HyS. O composto de enxofre e mercirio € eliminado por
centrifugagdo a 1°C e o sobrenadante recolhido e aerado
tem seu pH ajustado a 6,0 com hidréxido dé sddio. Pas-
sa-se entdo a adsorgido em carvao lavado com acido e agua
e filtrado a vacuo. O material adsorvido é lavado va-
rias vezes com acido, dgua e solugdo de etanol a 50% pa
ra eliminar os sais e outros compostos que absorvem no
UV. A toxina termo-estavel foi entao eluida com etanol
amoniacal e o eluido concentrado a MOOC, rapidamente. Os
contaminantes nucleosidicos sac eliminados por precipita
gao do concentrado ajustado a PH 7,5 com acetato de ba-
rio em presenga de dois volumes de etanol absoluto. 0
precipitado nucleotidico &€ lavado com solugdo de etanol
a 66%, mantido em suspensao com um minimo de &gua desti-
lada e depois decomposto por H2SOy. Forma-se sulfato de
bario que & eliminado por centrifugacdao e o sobrenadante
€ desionisado por Amberlite IR120 e neutralizado por
hidroxido de sodio  Apds cromatografia em coluna de
Dowex a 4°C & eluido por 3cido cloridrico 0,01N, tem seu
pH ajustado a 5,0 e € concentrado por evaporagcao a tem-
peratura inferior a 40°C. Elimina-se o cloreto de sddio
formado, por dialise a frio com agua destilada durante
duas horas. Pelas analises complementares da exotoxina
purificada constatou a presenca de adenina, ribose e
fosfato na relagao 1:1:1 e verificou a ausencia de ami-
noacido e enxofre. 0 peso molecular foi estimado em 707.
Por filtragao da toxina em geis de dextrana, comparan-
do-se a nucleotidios de peso molecular conhecido obtive-
ram valores entre 700 e 800, enquanto que por analise ele
mentar, considerando que todo o nitrogenio fosse prove-

niente da adenina estimaram o peso molecular em 707.

-27-



Kim e Huang (64) em 1970 descreveram O Dprocesso

usado para isolar exotoxinas puras de B. thuringiensis

var. thuringiensis através do fluxograma da figura 4

apresentando os resultados das analises das fragoes se-

paradas durante o isolamento na tabela a seguir:

Mosto integral filtrado !

Coluna de carvao

eluir com NHHOH : CH3OH

Evaporar

Concentrado cru

Adicionar CaCl,; : CH30H

Refrigerador 16 h

rﬁ Centrifugagao

Precipitado de Ca

Adicionar Dowex 50
+ H20

Filtrado———

Dowex tratado

eluir com H20

Eluente

¥
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L, Dowex 1 *1

eluir com HCOOH

[ Fracao A Fragao B
55-60% 45-40%
L]
Figura 4 - Fluxograma da separagao das fragoes de exoto

xina termo-estdvel de B. thuringiensis ®4)7

Tabela 4 - Andlise das varias fracgdes de exotoxina du
rante o processo de purificacao.

Fracao ' Toxicidade DO Fosfato Pentose
U/mg % recupe 258/238 1ligado ligada ()
ragao (a) UM/mg

Mosto inte-
gral 4o 100 0,89 - -
Eluido do
carvao 400 70 1,20 0,4 0,5
Prec1p1tado
c/calcio 1500 5y 2,20 0,95 1,0
Eluido Dowex
50 H* 2000 15 2,50 1,10 1,15

a) teste de Fiske subarow
b) teste de Orcinol

Ao final do processo de purificacao os filtrados da coluna de
Dowex foram liofilizados resultando 17g de um s6lido cinza

brilhante com 2000 U/mg (unidades por miligrama), para um
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volume de mosto integral de 400 litros com 1500 U/ml. O
espectro de absorgao ao UV do mosto integral apresentou
apenas absorgao final e o cru concentrado apresentou um
maximo definido a 258 mu. Este pico tornou-se mais pro-
nunciado com a purificagao posterior como se constata da
relagdo DO/mg entre 258 mu/238my bem como na leitura de
DO/mg (leitura de densidade Ootica de 1 mg/ml de solugao)
a 258 mu. O peso molecular da exotoxina f01 estimado em
700. As fragoes toxicas obtidas por Kim e Huang foram
classificadas como "thuringiensin" A e "thuringiensin"B
tendo obtido 60% de A e 40% de B.

Uma revisao dos componentes quimicos da exotoxi
na foi realizada por Bond et al (11) em 1971, transcre-
vendo os esquemas das reacgoes envolbidas, propostas por
Farkas (43) até obter a estrutura da exotoxina que se

apresenta na Figura 5.

HO-CH

NH,

OH N \N
O\ 0 (~:(~:‘

Figura 5 - Estrutura da exotoxina proposta por Farkas

Afirma o autor que essa estrutura proposta sumariza regu
larmente nosso conhecimento de quimica da exotoxina porém

deve ser tratada com circunspecdo no momento.
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A identificagao de exotoxina isolada de Bacillus

thuringiensis sorotipo 4a - 4c foi realizada por Pais e

de Barjac (8% ) em 1974, Por degradacdao quimica, espectro-
metria de ressondncia nuclear magnética com Carbono treze
e espectroscopia de massa, demonstraram ser essa exotoxi-
na ideéntica a "thuringiensin" anteriormente isolada do
sorotipo 1 em 1965. Empregaram a metodologja de Kim e
Huang (64 ) obtendo de 200 1 de mosto fermentado 4,lg de
exotoxina bruta.

PADRONIZACAO DA EXOTOXINA

Os experimentos iniciais realizados para verifi-
car a atuagao da exotoxina por de Burgerjon e de Barjac (19)
em 1962 mostraram resultados positivos, porém nada con-
clusivos a respeito da poténcia dessa fracdo téxica obti-

da na fermentacao de Bacillus thuringiensis afirmando ser

lenta a agao, necessitando grandes doses de sobrenadante

para Lepidoptera. Para outras ordens de insetos, especial

mente aquelas resistentes ao complexo esporo-cristal, o
sobrenadante foi bastante toxico.

Para a padronizagcdo do complexo endotdxico ha
uma seérie de publicagoes (45,46, 69 ,78) em todas elas a
concentracao de esporos foi o elemento considerado, sendo
verificada a poténcia do inseticida somente através de
biocensaios.

Burgerjon em 1965 (15) critica a forma de padro-

nizagdo de produtos obtidos de B. thuringiensis devido ao

significado relativo e contestavel da contagem de esporos
sobre a toxicidade do produto. Menor relacao existe en-
tre a toxina termo estavel e essa contagem efetuada afim
de satisfazer legislagao federal nos Estados Unidos da
América. O autor enfoca trabalhos de diversos pesquisado
res que estao utilizando a exotoxina para controle de DiR

teros de curral, de estabulo, etc.. Estas pesquisas de
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monstram mais claramente o hiato existente para a padroni
zagao desta exotoxina que nada tem a ver com o complexo

esporo cristal-toxico., Propde a utilizacdo de uma prepara
gao padrdo de referéncia, obtida do sobrenadante filtrado

autoclavado, da fermentagao de B. thuringiensis var. thu-

ringiensis em vez de fazer uso de um Unico inseto-teste

referéncia. Desde que essa preparacao padfao seja dispo-
nivel, cada produtor poderda padronizar seu produto por
referéncia, usando o inseto-teste preferido e as técnicas
consequentes. A autoclavagem do produto a testar assegu
rara que se compara matéria ativa idéntica do padrao e do
produto. Para determinar o titulo do produto em Unidades

de Toxina Termo estdvel ter-se-a: "x" gramas de produto

contém "y" cm3

de toxicidade padrao ou "q" Unidades de
Toxina Termo estdvel.

Em 1974 Charmoille et al (31) apresentaram um
método que consideram simples e econdmico, de determina
gao fiel e reprodutivel da medida de atividade bioldgica
de diferentes preparagoes, prescindindo de dosagem quimi-
ca e de contagem de esporos, seja para o complexo esporo
cristal, seja para a exotoxina termoestavel. A concentra
gao letal média & determinada graficamente da relacdo en-
tre mortalidade e concentragdo, em papel probabilistico
normal. Compara-se este valor aquele obtido para CL50 de
uma preparagao padrao. Para a toxina termoestivel o in-

seto-teste foi a Musca domestica. Realiza-se o biocensaio

com 100 ovos depositados sobre 50 ml de meio de cultura
de agar nutriente com concentragoes crescentes de toxina.
As larvas incubadas a 28 - 30°C e 70% de umidade relati-
va se alimentam desta dieta. As larvas sobreviventes se
metamorfoseiam, as pupas formadas sdao conservadas atée a
emergéncia dos adultos. A mortalidade é calculada pelo
nimero de moscas que emergem e os ovos introduzidos, cor-
rigida eventualmente pela formula de Abbot. O método a
tende perfeitamente os imperativos de controle no decor-

rer da produgao. O autor acha-o preferivel ao método
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oficialmente reconhecido nos EUA, cujos inconvenientes sao
a escolha de um inseto-teste nao universalmente conhecido
ou existente e a elaboragao de testes de rotina necessi-
tando material e pessoal especializado.

De Barjac e Lecadet (38) em 1976 apresentam uma
metodologia para a dosagem bioquimica da exotoxina, utili-
zando os substratos usados para a dosagem dg ARN-polimera-
se, afirmando haver uma boa correlagao entre este e o meto
do de aplicagao de bioensaio.

ESPECTRO DE AGCAO DA EXOTOXINA

Os experimentos iniciais com a exotoxina demons-

traram a suscetibilidade de Galleria mellonella, Peripla-

neta americana, Blata orientalis, Pyrausta nubilalis,

Sarcophaga bullata além de Aedes aegypti, por injecao do

sobrenadante autoclavado a 120°C durante 15 minutos, nas
pesquisas de McConnell e Richards (71) em 1959.
No mesmo ano Hall e Arakawa (53) demonstraram

que 0,25g de mosto integral de B. thuringiensis obtido por

fermentagao em laboratério, causavam 90 a 100% de mortali-

dade a Musca domestica tanto a ni3o-resistente quanto a re-

sistente a DDT e Malation.

Usando preparagoes comerciais do complexo esporo
cristal Briggs (12) em 1960 desenvolveu séries de experi-
mentos com larvas de mosca doméstica, concordando com Mc
Connell que a toxina atuando em Diptera era uma fragdao so-
luvel em agua.

Estudos de Burgerjon e de Barjac (18) nesse mesmo
ano, para verificar a atuagao da toxina por ingestiao livre,
mostrou a necessidade de grandes volumes de filtrado para
obter toxicidade igual a obtida com a solugao aquosa do
complexo esporo cristal. Constataram que os insetos trata
dos com o mosto integral apresentavam uma velocidade de

morte elevada. Os tratados com o filtrado da fermentagao
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autoclavado, apresentaram uma velocidade mais lenta, poreém
a taxa de mortalidade foi muito maior, principalmente com
parando-se com a taxa obtida pela ingestao do complexo es
poro-cristal toxico. Aparentemente ocorreu um efeito si
nergista. Os autores classificaram os insetos testados
- -, . -
quanto ao complexo esporo~cristal toxico em: muito sensi-

veis: Bombix mori, Pieris brassicae Malacosoma neustria;

» * - - [3
medianamente sensiveis: Mamestra brassicae; Polia oleracea,

Porthetria dispar e Pristiphora pallipes; pouco sensiveis:

Euxoa segetum, Lycophotia saucia e Leptinotarsa decemline-

ata. Para com a toxina termo estavel a suscetibilidade dos
tres grupos foi similar.
Visando estabelecer doses letais comparando exoto

xinas obtidas de diferentes variedades de B. thuringiensis

com aquela considerada cepa padrao, Burgerjon e de Barjac
(19) em 1962, efetuaram bioensaios sobre larvas de Mames-

tra brassicae, terceiro instar. TFolhas de couve cortadas

em circulos de 3,85 cm de diametro foram tratadas com a
exotoxina nas duas faces. Cinco a seis larvas em cada lo
te de folhas, se alimentaram durante dois dias das folhas
tratadas, a temperatura de 250C, passando depois a folhas
nao-tratadas. As larvas que aparentemente ndo haviam so
frido o efeito toxico, bruscamente passam a senti-lo nos
dias subsequentes conforme se apresenta na Figura 6.

Foram utilizadas dosagens até 8 vezes maior que

a exotoxina padrao, obtida de B. thuringiensis Berliner

sorotipo 1.
Burgerjon e Biache (22) em 1964 verificaram a ati

vidade da exotoxina de B. thuringiensis em teste de campo

contra larvas de Diprion pini, tendo antes testado em la

boratorio tanto a exotoxina com sucesso, como o complexo
esporo cristal que mostrou efeito negligivel. Dose igual
a utilizada em laboratdrio foi usada no campo sem adigao
de qualquer outra substancia ao filtrado esterilizado da

fermentagao de B. thuringiensis Berliner. Oito coletores

para larvas mortas e excrementos foram colocados em tres
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0% redug3o de consumo 97% redugao de consumo

0% mortalidade 0% mortalidade
folhas tratadas l folhas nao tratadas
2 dias

100%

80 | F

60

40

&
20

0 236 810 13
dias

Curva de mortalidade

sobre folhas nao tratadas

Figura 6 - Exemplo do efeito da exotoxina sobre larvas

de Mamestra brassicae L. (19).

arvores tratadas, e oito em tres nao tratadas com a exoto-
xina. Os resultados encontrados para mortalidade, foram
similares aos de laboratdrio sendo encorajador para o de
senvolvimento de produto baseado na toxina termo estévélpg
ra ser usado em controle integrado.

Cantwell, Heimpel e Thompson (28) em 1964 apresen
taram o método de produgdo da exotoxina, primeiros estudos
de isolamento e purificagao, método de biocensaio e o efei-
to do agente isolado, contra um restrito grupo de Diptera.

A exotoxina estudada foi obtida de B. thuringiensis var.

thuringiensis, var. entomocidus e var. finitimus cultivados
em frascos com 250 ml de meio de cultura a 32°C durante 18
ou 72 horas. Agitacao a 90 rpm e aeracido por borbulhamen-
to de ar. O sobrenadante autoclavado foi toxico a mosca
doméstica a concentragdes de 12,5; 25 e 50 mg. O autor
alerta os produtores que removendo o sobrenadante por cen

trifugacao e descartando, também estarao descartando a
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exotoxina.

Ainda em 1954, Burgerjon, Grison e Kachkouli (25)
verificaram a atuagdo da toxina termo-estavel de Bacillus
thuringiensis Berliner e B. thuringiensis var. dendrolimus

em Locusta migratoria (Ortoptera) usaram 36 ml de sobrena-

dante autoclavado obtendo respectivamente 100% e 8% de mor
talidade. 4

A incorporagao do filtrado da fermentagao de B.
thuringiensis sem autoclavar, foi feita em racao animal
por Burgerjon e Galichet (24) em 1965. Usando Musca domes

tica compararam a atividade téxica do filtrado e do
complexo esporo cristal. O primeiro apresentou 100% de

mortalidade e o segundo mostrou-se atéxico. Os autores re

forcaram a tese do emprego mais racional do B. thuringien-

sis para o controle de pragas, Dela preparacio nio apenas
do complexo mas tambeém da toxina termo estivel com um pro
duto industrial distinto.

No ano seguinte Burgerjon e Biache (23 ) mostram a

conveniencia do emprego de B. thuringiensis em lugar de in
seticidas polivalentes. Estudam a alimentacdo de Perillus

bioculatus por longo tempo (7 dias, 25°C) com larvas

de Leptinotarsa decemlineata fortemente intoxicadas com a

toxina termo-estavel. H3 uma minima diferenca entre os

lotes alimentados com as larvas intoxicadas e o lote tes

temunha. E interessante, friza o autor, mais pesquisa vi
ind 3 - o~ - -

sando a recuperagao, purificagao ou sintese da toxina ter

mo-estavel para aumentar a gama de inseticidas seletivos

disponiveis, ampliando as possibilidades de controle inte-

grado.

0 sorotipo Y4:4a, 4c foli apresentado como produ-
tor da exotoxina em 1967 por Burgerjon e de Barjac (20)
com seis cepas isoladas desse sorotipo demonstraram que

duas delas produzem a exotoxina com velocidade elevada. O

teste de toxicidade foi realizado em Pieris brassicae. 0

sobrenadante autoclavado foi ingerido pelas larvas em ter-

ceiro instar e obtiveram mortalidade de 77 e 96% contra
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81% do padrao (sorotipo 1) com seis dias, 79 e 100% con
tra 88% para dez dias. Além da mortalidade encontrada ‘tam
bém importam os aspectos referentes a atividade teratogeni
ca da exotoxina, nesse inseto.

A influéncia da composigao da dieta do inseto, na
atividade da toxina termo-estavel foi verificada por Benz e
Perron em 1967 (9) e Perron e Benz (86) em, 1968. Estudando

a agao da exotoxina contra larvas e pupas de Drosophila

melanogaster verificaram que essa atividade e marcadamen

te reduzida pela presenga de levedura ou extrato alcooli-
co de levedura. Dieta contendo 2% de levedura apresentou.
valores de concentracao letal média para mortalidade lar-
val, pupal e total 167; 224 e 197% maiores que aquelas
dietas sem levedura. Os autores estudaram o efeito antago

nista da levedura na acao da exotoxina contra Drosophila

melanogaster, sendo que a figura 7 ilustra esse efeito.

100,- Controle

. g/‘.\
% 8o | o~ 0,023%
o 0,029%
g 60
o 0,0u42%
he 40
0
a
S 20
A A 0,069%
* O 1

3 y
Porcentagem de levedura

Figura 7 - Sobrevivencia de larvas de Drosophila melano

gaster a diferentes concentragoes de extrato

de levedura.

Os autores esperam que com o conhecimento da natureza qui-
mica do anticida havera indicagoes do modo de agdo da exo-

toxina contribuindo para novos desenvolvimentos no campo
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dos inseticidas "bioldgicos" mais especificos.
Zemp (102) em tese de doutorado em 19639, desenvolveu
um método biologico para teste de preparagdes comerciais ba-

seados em B. thuringiensis usando a larva de Musca domestica.

Desenvolveu um meio de cultura s6lido constatando que 98% da
exotoxina € produzida dentro das doze primeiras horas e que
adigao de 0,1% de estreptomicina e/ou levedura ao meio de
cultura inibe a produgao e/ou agio da exoto;ina. Testou ou-
tro meio de cultura, semi-sélido com farelo de trigo que foi
mals adequado aos biotestes. Também neste meio a presenga
de levedura bem como nipagin (1 mg/g meio) inibem a agdao da
exotoxina contra a larva da mosca. No estagio de pupa e
Provavelmente para larvas jovens, o nipagin sinergisa a agao
da exotoxina, bloqueando a acao inibidora da levedura. Altas
concentragoes do complexo esporo cristal também podem atuar
como sinergistas. Conclue que a melhor determinagao da con-
centracao letal média € realizada na pupa porque esta niao &
influénciada pelos outros compostos, além da toxina bacteria
na. Todas as dosagens realizadas por ele sao referentes a um
padrao com 1000 unidades exotoxina/g. Assim como Pieris
brassicae € o melhor inseto teste para o complexo esporo-

cristal a Musca domestica o & para a exotoxina.

Em 1972 Tremblay et al (99) estudaram a penetragao

da exotoxina através da membrana de Acheta domesticus, ba-

seado na permeabilidade dos ovos a agua e ao fato da exotoxi

na ser dializavel. Utilizaram B. thuringiensis sorotipo 1 em

meio de cultura incubado a 30°C por 36 h com aeracao conti-
nua. A exotoxina foi extraida conforme procedimento de
Benz (7) e o precipitado obtido foi dissolvido em dgua e con
servado a 2°C. Com duas concentragoes correspondentes a
15 e 30 vezes aquela do meio de cultura obteve resultados

que mostram que a exotoxina penetra nos ovos entre 30 e
110 horas perturbando o desenvolvimento embrionario. Obte
ve uma diferenga entre 20 e 30 h. a maxima penetragiao da
dgua e da exotoxina respectivamente, conforme se verifi-

ca pela figura g.
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Figura 8 - Efeito da toxina termo-estavel de B. thurin-
giensis sobre os embrices de Acheta domesti-

ca

Burgerjon e Grison (26) em 1971 estudaram os efei-
tos da aplicagao de B. thuringiensis (complexo esporo cris-

tal e exotoxina), no potencial bidtico de Zeiraphera dinia-

na. Obtiveram uma taxa reduzida de fertilidade quando tra-
taram as larvas de ultimo instar com doses subletais de
exotoxina ou da mistura de endo e exotoxina.

Ainda em 1971 IJIgnoffo e Gregory (63) verificaram
os efeitos da exotoxina na maturacao larval, longevidade do
adulto, viabilidade e fecundidade do ovo em varias espécies

de Lepidoptera. Em Heliothis zea, Heliothis virescens, Tri

choplusia ni, Spodoptera exigua, Estigmene acrea e Pectino-

phora gossipiella ocorreu inibigao do desenvolvimento da

larva e do adulto. Fecundidade e longevidade foram reduzi-

das. Ovos de T. Ei aparentemente nao afetados pelo trata

mento originaram larvas cujo desenvolvimento foi muito afe-
tado.
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2.6. PERSPECTIVAS DE EMPREGO DA EXOTOXINA NO BRASIL

Alem das pragas ja constatadas como suscetiveis a
exotoxina termo-estavel pelos pesquisadores do exterior,
a Agricultura brasileira se ressente pela atuagao nociva

da Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera - Tephritidae)

enquanto que na area médico-sanitaria destacam-se moscas

transmissoras de moléstias, tais como Chrysomya chloropyga

C. megacephala e C. albiceps (Diptera calliphoridae) cuja

suscetibilidade a exotoxina pode ser demonstrada.

Ceratitis capitata € uma das mais importantes pra-

gas de frutos encontrada em varias partes do mundo. Conhe-
cida como a "mosca do Mediterraneo" & uma espécie exotica
originaria da Africa, constatada no Brasil por volta de
1300 (57, 59, 83, 87), desenvolveu-se a velocidade muito
maior que as espécies nativas por encontrar em nosso pais
clima propicio e condigSes para sua multiplicagao e desen-
volvimento praticamente durante o ano todo.

Em 1905 Hempel (57) reportou a visita do pesquisa-
dor Compere ao Brasil o qual tendo publicado acerca de

parasitas de "bicho de fruta" (Ceratitis capitata), teria

afirmado que esse inseto naoc viria a se constituir no Bra-
sil, a praga terrivel que era em outros paises devido a
existencia de parasitas (himendpteros e coledptero) que o
combateriam.

Em 1918 o Boletim n? 640 da USDA listou as 40 fru-
tas que eram marcadamente atacadas pelo inseto, 14 as me
dianamente atacadas e as 18 raramente infestadas. Obser-
vou o autor que praticamente todos os frutos comestiveis
sao marcadamente infestados nao o sendo o abacaxi e a bana
na.

Fonseca em seu Manual de Citricultura (47) apresen-
ta as principais frutas atacadas: cafée, goiaba, pera, mara
cuja, sapoti, araga, caja, fruta do conde, caqui, pessego,
ameixa, jabeticaba e as frutas citricas, entre outras. A

Ceratitis capitata mostra acentuada preferéncia pelas
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cerejas de café em cuja polpa suas larvas se desenvol-
vem e terminada a colheita do café emigram para pomares

circunvizinhos a procura de outras frutas para alimento
e desova.

Em 1934 o mesmo autor (48) relata as principais
pragas observadas nos anos 1931-1933 nas plantas de
maior cultivo no Estado de Sdao Paulo. Observa que os
ataques de C. capitata sdao frequentes e‘prejudiciais de
vido a sua importagao ter sido feita desacompanhada de
seus parasitas naturais que, onde existem, restabelecem
o equilibrio ecologico tornando-a relativamente pouco pre
judicial. Acrescenta a lista de frutas, as cucurbitaceas
(melancia, pepino, chuchu, abdbora).

Em 1965 Puzzi, D. e Orlando A. (87) estudaram a
ecologia das moscas de frutas no Estado de Sao Paulo, vi
sando o controle racional da praga sendo que a sequen-
cia de hospedeiros foi considerada o principal agente a
tuante sobre a populagao dos tripetideos. A figura 9
apresenta o periodo do ano em que os frutos sao atacados
dando uma idéia da sequéncia eventual dos diversos hospe

deiros.
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Conforme Orlando, A. e Sampaio, A.S. (83) o
ciclo bioldgico da C. capitata se enquadra no seguinte
esquema, variando de acordo com os frutos mais ou menos
proximos da maturagao : fazem uma puntura com o ovipo
sitor e logo abaixo da superficie da casca colocam os
ovos que se apresentam em grupos de 3-5 e até 15 ou mais,
Apos a eclosdao (2-7 dias) os ovos dao nascimento as lar-
vas que comegam a se alimentar da polpa,‘mudando pelo me-
nos duas vezes de pele (ecdises) aumentando assim de tama
nho e provocando uma podridao generalizada. As larvas
quando completamente desenvolvidas (6-11 dias) medem de
7 a 8 mm de comprimento; sao brancas levemente amareladas
e apodas; tem a parte cefalica fusiforme. Ao atingirem o
maximo desenvolvimento, abandonam os frutos e se infil-
tram no solo a cerca de um centimetro, onde se transfor-
mam em pupa dal ent3o emergindo o adulto apos 9-11 dias
(24, 4°C). O adulto vive em média 60-80 dias podendo
atingir até 300 dias. A femea pode colocar 500-300 ovos
como maximo, sendo 300 o numero meédio. Apresenta de 6
a 7 geragoes anuais.

Recentemente, em 1978 Souza, H.M.L. e outros
(97) estudaram a biologia da C. capitata bem como estabe

leceram uma dieta artificial para sua produgao massal. Os

autores sugerem a utilizagao de controle integrado para
se atingir os propositos de erradicagao ou controle da
praga, face aos graves inconvenientes advindos do uso

do controle quimico indiscriminado.

Do ponto de vista médico-sanitario € importan-
te ressaltar a introducao no Brasil de moscas da espécie
Chrysomya cujo primeiro registro se deu em dezembro de
1975 em Curitiba com Chrysomya chloropyga (Diptera calli-

phoridae) e em janeiro de 1978 com C. megacephala e C.

albiceps em S3o Paulo. Pesquisas realizadas por Guimaraes,
J.H. (51) e colaboradores, no Estado de Sao Paulo mostram

que dentre 139 municipios pesquisados confirmava-se a

presenga de C. chloropyga em 127 deles, C. albiceps em
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77 e C. megacephala em 86. O autor desconhece ainda os

reais problemas que poderao ser acarretados ao homem e

animais por essas moscas, porém podem ser previstos face

a inexisténcia de inimigos naturais, a grande expansao

das cidades envolvendo as areas suburbanas e a proximida

de fisica dessas comunidades a lixoes, abatedouros, etc,

focos de proliferagao das moscas que competem com vanta-
¢

gem com a Musca domestica.
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2.7 INOCUIDADE A VERTEBRADOS

De Barjac e Riou (39) em 1969 verificaram a agao
da toxina termo estavel de B. thuringiensis var. thuringien

sis injetada a camundongos usando a via intraperitonial e a
sub cutanea. A toxina purificada conforme de Barjac e Dedon
der (37) foi dissolvida em soro fisioldgico, ajustado o pH
a 7,0 e esterilizado. As doses variaram em progressao geomé
trica de razao 2 desde 100 Mg ate 1000 ug. Vinte camundon
gos foram injetados com cada dose e observados durante qua-
torze dias. Para as doses de 800 a 1000 Hg ocorreram morta-
lidades elevadas apds quarenta e oito horas. Doses médias a
carretaram mortalidade variada a partir do décimo quarto dia,
Afim de determinar se havia efeito cumulativo, doses médias
foram injetadas tres vezes por semana durante trés semanas.
Os exames histoldgicos realizados sobre todos os orgaos ndo
revelaram nada de anormal. Uma dose de 180 vg para uma rata
de 25 g em doses de 20 ug € perfeitamente tolerivel. Para
determinar o grau de tolerancia foram injetados 40 ug de exo
toxina por tres vezes por semana em tres semanas (360 ugd.
Vinte e nove dias apds o tratamento, nada de anormal havia
ocorrido com os animais. Com 60 ug por nove vezes (540 ug)
ocorreu 20% de mortalidade apés o décimo segundo dia do
termino da aplicacao (339 dia). Realizaram testes de inges-
tao da exotoxina variando de 100 Hg a 3,2 mg, em progressao
geométrica de razao 2. Até 1,6mg de exotoxina obtiveram apos
oito dias 0% de mortalidade. Com 3,2 mg obtiveram 40% de
mortalidade. Concluiram que € muito grande a tolerancia dos
ratos a exotoxina sendo menor para aplicagdo por injegio in
troperitonial ou sub cutanea. Para doses fracionadas a to-
lerancia € muito grande a injecao sendo que 360 pg (em nove
doses de 40 ug) nao acarretam mortalidade e 540 pg (em no-
ve doses de 60 ug) acarretaram 20% de mortalidade no 339
dia. Por ingestao, doses que provocam 80 a 100% de mortali-

dade por injegdo nao acarretam nenhuma morte, nem problema.
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Em 1970 Raskova e Mask (88) confirmam a nao - to
xicidade da exotoxina a mamiferos e afirmam ser ela pratica-
mente atoxica a peixes. Segundo os autores a importancia da
exotoxina € farmacologicamente significante devido a necessi
dade de inseticidas inteiramente inocuos a vertebrados, mas
extremamente toxicos a insetos.

Faust (44) em 1973 apresenta consideracces a res-
peito de resultados encontrados por varios pésquisadores. A
presenta valores de dose letal média da exotoxina e de inse-

ticida quimico por exemplo, para Musca domestica 1 ug/g da

exotoxina contra 10 ug/g de dieldrin; para Galleria mello-

nella 0,55 ug/g de exotoxina contra 74,2 ug/g de DDT. Os
LD50 para Pieris brassicae e Aedes aegypti sendo 6 ug/g e

1,9 ug/g respectivamente para exotoxina. No caso de verte-
brados e insetos benéficos os valores de toxicidade, afirmam
os autores, sao muito limitados. Com abelhas, Cantwell (29)
encontrou toxicidade para 300 Mg de exotoxina por mililitro
de xarope de sacarose, porém para ingestao dessa dose por
abelha deveria haver aplicagoes entre 24 e 865 kg de prepara

goes de B. thuringiensis por hectare, quantidades essas exa-

geradamente elevadas para a pratica agricola. Noutros as-
pectos, o autor enfoca a aplicagao de exotoxina a ragoes ani
mais para o controle de larvas nas fezes, que nao acarreta
nenhum problema ao animal. Gingrich (60) afirma a inexis-
tencia de toxicidade, tendo usado exotoxina em ragao de novi
lhos; Millar (74 ) aplicou-a a racdo de aves. Briggs (12)
ministrando a exotoxina, oralmente, a galinhas reporta nao
ter havido efeito na quantidade ou qualidade dos ovos das
poedeiras assim tratadas.

Ainda em 1973 Ignoffo (60, 61) reafirma a importan
cia dos inseticidas bacterianos em relagao aos inseticidas
quimicos, face aos problemas de toxicidade, teratogenicidade
e carcinogenicidade, apresentando resultados de testes reali
zados para avaliar a inocuidade dos inseticidas de B. thurig
giensis. Prova a inocuidade da endotoxina e refere-se a to-

xicidade por injegao via peritonial ou sub cutdnea ao camun-
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dongo ou ao rato. Adverte que a inocuidade do entomopatoge-
no a vertebrados € relativa. A interpretagado dos resulta-

dos deve considerar a dose ministrada, como foi ministrada

(via oral ou injegao), e que fatores foram considerades para
avaliar inocuidade ou toxicidade. Inocuidade absoluta nao
pode ser garantida em todos os sistemas vivos em todo o
tempo. Toxicidade ou patogenicidade podem ser geralmente de
monstradas se nao se impuzerem restrigoes a dosagem ou tipo
de sistema vertebrado. Uma decisao sobre o campo de uso de
um entomopatsgeno deve ser baseada em uma prudente considera
gao dos beneficios a serem obtidos em contraposigdo ao poten

cial de riscos de uso.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo

Foram empregados duas diferentes variedades de
Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis NCIB 9207 recebido da Na

tional Collection of Industrial Bacteria, classifica

da por Norris como sendo variedade dendrolimus sorotipo

4 : Lta, 4c, e denominada Bt A no transcorrer desta pesqui
sa.

Bacillus thuringiensis var. Berliner sorotipo 1,

isolado do padrao de referéncia recebido do Laboratdrio
de Luta Bioldgica, do Instituto Pasteur, Paris. Denomi-
nado Bt P.

Bacillus thuringiensis var. Berliner sorotipo 1,

isolado de amostra de produto comercial e aqui denomina-
do Bt B.

3.2. Insetos-Teste

Foram utilizados os seguintes:
Drosophila melanogaster (Diptera-drosophilidae),
criada no laboratorio de Bioengenharia (FEA/UNICAMP).

Ceratitis capitata (Diptera-Trypetidae) criada

no Laboratorio de Genética de Populagoes de Moscas  de
Frutas, do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Musca domestica (Diptera-Muscidae), Chrysomya

chloropyga (Diptera-Calliphoridae) e Chrysomya megacepha-

la (Diptera-Calliphoridae) criados no Departamento de
Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP.

3.3. Descricao dos Equipamentos Principais

3.3.1. Agitador-incubador rotativo

Para o preparo dos indoculos e pré fermentagoes

foi utilizado o agitador-incubador rotativo com as seguin
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tes caracteristicas:
Denominagao e Procedencia: Psycrotherm da N.

Brunswick Scientific Co. Inc.

Modelo G-27
Velocidade 40 - 400 rpm (+ 5)
Passo: 2,54 cm

o on o
Temperatura: 0°C a 60°C (+ 0,5°C)

Plataformas para tubos e frascos com capacida-
des desde 125 ml até 2000 ml.

3.3.2. Mini fermentador

Foi utilizado o modelo M 1000 da Fermentation
Design, cujo esquema se apresenta no anexo I, com as se

guintes caracteristicas:

a) Vaso de fermentacao de vidro pirex de 1000 ml
com volume util de 800 ml. |

b) Agitador magnético recoberto de teflon com ve
locidade variavel entre 300 e 6390 rpm.

c) Aeracao através de compressor (ou mini bomba),
medida sua vazao em rotametro calibrado em 1/min (1 atm e
21,1°0).

d) Filtro de ar: cilindro de polipropileno re-
cheado de la de vidro.

e) Temperatura mantida de 0°c a 60°C com preci-
sao de + 0,5°C através de termostato e/ou agua refrigera-
da.

f) Eletrodo de oxigénio da Fermentation Design
modelo E 100.

g) Analisador-Registrador de Oxigenio Dissolvido
da Fermentation Design, modelo DOAR.

h) Autoclave Steroclave 25 X da Wisconsin Alumi-
nium Foundry Co. Inc. destinada a esterilizagao do Mi

ni fermentador, seu conteudo e componentes.
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ANEXO I

ESQUEMA DO MINIFERMENTADOR

Vaso pirex (1000 mi)
Agitador magnético
Suportes (2)

Tarnpa ) - .
Diafragma de borracha para introducdo de seringas:
Inoculag3o, controles de pH e espuma,

Tubo inox para retirada de amostra
Manguelra terminal

Presitha da mangueira

Falso pirex para o termdmetro

Aquecedor

45~

1)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)

Base do
formentador

Mangueira de entrada de ar

Tubo inox de entrada de ar

Tubo pirex do aquecedor

Linha de saida do ar

Orificio para eletrodo de oxigdnio
Tubo inox em U™ para resfriamento
Filtro de ar

Meio filtrante (13 de vidro)

Bomba de ar ou compressor
Termdmetro



3.3.3. Fermentador de 20 1litros

Foi utilizada uma unidade de fermentacgao
CHEMAP modelo F 0020. A capacidade do tanque & de 20
litros e o volume de operacdo (neste trabalho) foi de

11 litros de meio de cultura. Todas as partes em contato
com o0 meio de cultura e/ou reagentes sio construidas de
ago inoxidavel 316 L.

4
Apresenta as seguintes caracteristicas:
a) Tanque

No Anexo II apresenta-se o esquema do fermenta
dor e suas dimensoes principais cujas relagoes se apre-
sentam a seguir:

Diametro do tanque T = 0,240 m

D/T = 0,322; Hp/T = 2,03 H/T = 1,0;
Hy/T = 0,288; Ho/T = 0,625 Ha/T = 0,083
Wy /T = 0,0825; L/D = 0,242; W/D = 0,309

b) Agitacao

O sistema de agitagdao & constituido por duas
turbinas de disco de seis pas montadas sobre o eixo e
quatro defletores (ou chicanas) junto a parede (diametrq}
mente opostos). O eixo de agitacdo € montado no tanque
mediante um selo "Crane" inferior e uma bucha superior de
teflon grafitado. Os agitadores sao acionados por um
motor de corrente continua, cujo controle eletrdnico de

velocidade permite variar entre 100 e 1000 rpm.

c) Aeracao

O ar se distribui no fermentador atraves de um
anel contendo 15 orificios de 1,4 mm de didmetro, sen-

do esterilizado a entrada e 3 saida do fermentador atra-
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vés de filtros de porcelana porosa. O medidor de vazio & um
rotametro Brooks tipo 1355 - 10A - 1BAB, sendo a pressao do
ar controlada através de uma vdlvula redutora de pressio.
Para medida da concentrag3o de oxigénio dissolvido no
fermentador € acoplado um Analisador registrador de oxigeénio

da Beckman modelo 777, tipo polarografico.
d) Temperatura

O elemento sensor € um termometro de resisténcia  de
platinaj; o sistema controlador & com re-alimentagao, mar-
ca Hartmann Braun, atuando sobre a admissio alternada de
agua de resfriamento e agua aquecida por reostatos de imer-

sdo na camisa do tanque.

e) Controle de pH

O elemento sensor € um eletrodo de PH combinado Ingold,
esterilizavel, cuja leitura se obtém atraves do amplificador
de tensao Methron-herisau modelo E-450, acoplado a um contro-
lador eletronico de pulso Methron-herisau modelo E-470. 0
controlador opera uma bomba peristaltica Hiloflow da Metering

Pumps Ltd, de vazao ajustavel.

3.4. Listagem dos Equipamentos Auxiliares

- Espectrofotometro Spectronic 20 da Bausch and Lomb (faixa
visivel).

- Espectrofotometro da Perkin Elmer para UV.

- Balangas de Precisao Mettler modelo P 160N (max 160 g div
1 mg) com lampada infra vermelha para secagem e modelo
P1000 (max 1000 g com divisdo de 1 g).

- Esterilizador Fabbe modelo 104 (max 3 Kg/cmz).

- Estufa Fanem para secagem com painel frontal e termosta-
to, graduada desde a temperatura ambiente atée 60°C com sis

tema de convecgao de ar forcada no sentido horizontal.
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Centrifuga Fanem modelo 209-NR.

Potenciometro pH meter Horiba H-5 com ajuste automatico de
temperatura e precisao de + 0,05 unidades de pH.
Microscopicos Carl Zeiss e de contraste de fase Nikon mo
delo L-Ke.

Atomizador de particulas (Spray drier) da "Niro atomizer".
Liofilizador da Virtz.

Equipamento de Filtragao Sartorius de Membrana, com funil
graduado.

Equipamento para evaporagéo: Evaporador rotativo a vacuo
Rotavapor RE/A-RSB/A-W-240 K com sistema de regulagem ele-
tronica. Motor de indugdo blindado, rotagdo continua re
gulavel eletronicamente desde 20 a 220 rpm. Evaporagao a
pressdo normal e vacuo até menos de 1 torr.

Espectrografo de massa da Varian.

Outros Materiais

Exotoxina termo estavel, padrao de referencia obtida do
Instituto Pasteur, Laboratdrio de Luta Bioldgica (Dr. H.
de Barjac).

Reagentes P.A.

Vidraria de laboratdrio.

Melaco e agua de maceragao de milho

Fuba

Talco industrial.

Procedimento Experimental

Realizaram-se fermentacoes em frascos agitados, em

Mini fermentador e no Fermentador Chemap.

3.6.1. Composicao dos meios de cultura

Para manutencao do microrganismo fol empregado o)

seguinte meio de cultura:
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Composicgao g/l

Extrato de carne 1
Extrato de levedura

Peptona

Cloreto de sodio

Agar 15

PH ajustado a 7,3

Os tubos de ensaio (18 x 180 mm) contendo cada um
aproximadamente 12 ml de meio de cultura, foram esteriliza-
dos a 121°C por 15 minutos, esfriados e inclinados para
posterior inoculagcao ou repique do microrganismo em estudo.
Tnoculados foram levados a incubador a 30°C por 48 - 72 h e
a manutencao posterior se deu em geladeira a 5°¢c i 2HEL L As
repicagens foram efetuadas a cada 30 dias.

Para semear o minifermentador foi utilizado meio de

cultura de pré-fermentagéo diferente daguele de producgao.

Composigao g/l
Na, HPO, 2,5
Na C1 5,0
Glicose 2D
Triptose 20,0

H,0 atée 1000 ml

pH ajustado a 7,3

Cinquenta mililitros de meio de cultura liquido co
locados em frascos erlenmeyer de 500 ml foram esterilizados
por 15 minutos a 121°C. Esfriados a 30°C foram inoculados
com o microrganismo em estudo e levados ao agitador incuba-
dor rotativo. Foram realizadas duas pré-fermentacdes a 30°C,

200 rpm e com duragao de 12 e 8 horas, respectivamente.
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Os meios de cultura para fermentagao foram:

Componente (g/l) Meio de fermentagao
1 2
Melago 15 10
AMM 60 40

dgua até 1 litro
pPH ajustado a 7,3

3.6.2. Preparo e esterilizacao do meio de cultura nas duas

escalas.

3.6.2.1. Em mini fermentador

Setecentos e sessenta mililitros (760 ml) de meio
de cultura foram introduzidos ao mini fermentador, que
foi tampado e teve suas conexoes protegidas com algodao e
folha de papel aluminio. O conjunto e acessorios foram
levados a autoclave propria, onde foram aquecidos a
l2l°C, mantidos por 15 minutos na mesma temperatura e

resfriados a 30°C + 2°C (temperatura de inoculagao).

3.6.2.2. No fermentador Chemap

0 volume de 10,450 1 de meio de cultura foi colo-
cado no tanque de fermentagao, cujo aquecimento proces-
sou-se por circulagao de vapor saturado através da camisa
até 121°C. Essa temperatura foi mantida por 20 minutos
com agitagao continua a 150 rpm, sendo posteriormente res
friado o conjunto pela circulagdo de dgua fria através da

camisa do tanque ate atingir a temperatura de 30°C + 2°C.

3.6.3. Preparo da semente

Para o mini fermentador a semente fol obtida da

segunda pré-fermentagao conforme descrita no item 3.6.1.
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Fracao do mosto contendo os microrganismos em fase expo
nencial de crescimento, foi transferida asséticamente ao
mini-fermentador devidamente esteril (conforme 3.6.2.1).
Usaram-se 40 ml de mosto completando-se assim os 800 ml
de volume de trabalho (5% V/V).

Para o fermentador Chemap contendo o meio de
cultura estéril foram asseticamente transferidos 550 ml
de mosto com 8 horas de fermentagao em Mini-fermentador
(final da fase exponencial) completaram-se assim os
11 litros de volume de trabalho (5,0% V/V).

3.6.4. Condicoes de operacao

No mini-fermentador empregou-se agitacao de 380
rpm, aeragcao de 1,0 vvm e temperatura de 30°¢C + 2°c.

No fermentador Chemap as condigoes foram: agita-
gao de 500 rpm, aeracao de 0,5 vvm e temperatura de
30°c + 2°c.

3.7. Métodos Analiticos

Durante e apos a fermentagao foi realizada de
terminacao do consumo de agﬁcar, comportamento do PH,
concentracao de acido dipicolinico, concentracao celular
(através de leituras de absorbancia ou determinagao de
massa seca a 105°C) e concentragao de oxigénio dissolvi
do.

A analise de aclcar (expresso como glicose) foi
realizada consoante metodologia de dosagem colorimétrica
usando-se o reagente antrona (Biochemistry laboratory te
chnique, J. Wiley, Ed. N. York, 1966).

0 comportamento do pH foi verificadoatravés de
determinagcoes potenciométricas.

A concentracio de acido dipicolinico (DPA) foi
realizada colorimetricamente pelo metodo de Jansen

(Science 127 : 26-7, 1958) e para a correlagao entre a
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concentracdo de DPA e o numero de esporos viaveis empre-
gou-se a curva de Fisher (u5).

A concentracdao celular foi obtida em relagdo a
absorbancia (550 nm) para acompanhamento do crescimento
celular e determinagao da velocidade especifica de cres
cimento.

A determinagao da concentragdo ,de oxigenio dis

solvido se fez utilizando o analisador registrador Beck

man. Também foi determinada a taxa de respiragao, atra-
vés dessa leitura e do balango de oxigenio em todo o
fermentador.

A analise quimica qualitativa do produto liofi-
lizado foi realizada no Instituto de Quimica, através do

espectrografo de massa Varian.

3.8. Separagao das toxinas obtidas

Durante e apos a fermentagao foram retiradas
aliquotas do mosto, centrifugadas para separar as endo
das exotoxinas. As primeiras permaneceram no material
cremoso (junto com a massa celular) e as ultimas permane
ceram na fase liquida.

0 1iquido foi submetido a tratamento térmico a
fim de que apenas as exotoxinas termo estaveis pudessem

ser estudadas.

3.9, Metodologia de concentragao da exotoxina termo estavel

Foram utilizados os seguintes fluxogramas:

3.9.1. Para concentragao

Fluxograma 1:

Fermentagao

Concentragao a
vacuo
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Fluxograma 2:

Fermentagao

Centrifugagao

exotoxina

Concentragao

vacuo

a

Fluxograma 3:

[ Fermentacao

l

Centrifugagao

Biomassa e
endotoxinas

1iquido

Aguecimento do

Precipitacgao

Biomassa e

endotoxinas

f4Concentragéo

-5y -

Insoluveis

-

descartar

descartar

descartar



Fluxograma Uu:

Fermentagao

r
Esterilizacao do mosto

121°C; 15 min. )

Centrifugacao a quente Insoliveis | . descartar
Soliveis
Concentracao

3.9.2. Para liofilizagao

Fluxograma 5:

Fermentacao

Esterilizagao do mosto
121°C; 15 min

Centrifugacgao }————*-Insolﬁveis descartar

Soluveis

Liofilizacgao
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3.9.3. Por adigcao de inertes (fubda ou talco industrial)

Fluxograma 6:

Fermentacao

Esterilizacao

i
Incorporacao de
inertes

Secagem em estu
fa com ventila-
gao

3.9.4. Por atomizagao em "spray dryer"

Fluxograma 7:

Fermentacao

r
Esterilizacao

Atomizagas em
"Spray dryer"

-56-



3.10. Metodologia de semi purificacgao

Realizada conforme o fluxograma 8 a seguir:

Concentrado

Etanol !

Repouso 24h

Decantagao Precipitadol— = descartar

Etanol (até 60%)

Decantagao Precipitado}l—» descartar

Etanol (até 90%)

\
Repouso 24 h

1iquido \\\\\\Precipitado Dissolver em¥
H,0 destilada‘“l

descartar Bioensaio

Geladeira 2°c-j

*Exotoxina termo estivel pré purificada
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3.11. Metodologia de Purificacao

A toxina semi purificada conforme item 3.10.
foi tratada da seguinte maneira:

20 ml1 foram misturados a celulose em po ate
formar uma pasta espessa a qual se adicionou 80 ml de
etanol.

Introduziu-se a mistura pelo ‘topo de uma colu
na de 20 cm de altura e 10 cm de diametro e eluiu-se
com uma solugao de etanol a 80% até que o eluido tor-
nou-se incolor.

As fragoes obtidas foram testadas contra o

inseto-teste (Drosophila melanogaster)

Eluiu-se entao a coluna com solugao de etanol
a 75%. As 15 fracoes de 200 ml retiradas foram leva-
das ao bio ensaio e ao espectrofotometro da Perkin El-
mer para determinagdao do maximo e minimo de absorgao

ao ultravioleta.

3.12. Caracterizacao qualitativa da exotoxina termo estavel

Amostras da exotoxina obtidas por liofilizagao
foram analisadas em espectrdgrafo de massa da Varian
afim de se determinar o peso molecular aproximado e
comparar espectros com o espectro da exotoxina padrao.
Essa andlise foi desenvolvida no Instituto de Quimica
da UNICAMP.

3.13. Biocensaios

3.13.1. Para Drosophila melanogaster

As moscas obtidas em laboratorio, sobre cas-
cas de bananas maduras, foram testadas para verificacao
da atividade toxica das fragodes purificadas conforme o
item 3.11. Este foi um teste realizado apenas para
constatagao e nao para quantificagao do teor da exotoxi

na'
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Foi preparada uma dieta contendo fuba gelatini
zado ao qual se acrescenta a fragao purificada, em es-
tudo.

Os copos contendo a dieta, receberam 10 ovos

de Drosophila, foram recobertos com filme de polietile

no perfurado e mantidos a 24 - 25°C e 80% de umidade
relativa. As moscas emergentes foram contadas. O lote

testemunha n3o continha a fragao de ex@toxina na dieta.

3.13.2. Para Ceratitis capitata

As moscas obtidas no laboratorio de genética
das populacoes do Instituto de Biologia da UNICAMP fo
ram testadas para verificar a suscetibilidade a exotoxi
na, pela larva, ovo, pupa e adulto. A exotoxina testa-
da foi obtida conforme o item 3.9.1.

Foram utilizadas dietas solidas (geis de fuba)
para o ovo e a pupa, e cenoura ralada para a larva e
o adulto tendo sido o biocensaio desenvolvido e realiza-
do no Instituto de Biologia a cargo da Dra. Hebe M.L. &
Souza.

Cada ensaio de suscetibilidade do ovo a toxina
foi realizado em placas de Petri contendo o meio de cul
tura, 100 ovos e 1ml da solugao teste. Foram incubados
com temperatura e umidade controlada.

0 teste com pupas utilizou 100 pupas e 1 ml da
solucao teste foi aspergido sobre as mesmas. Foram in-
cubadas em condigoes de umidade e temperatura controla-
das. Tambem no teste de larvas foram usadas 100 larvas
de 5 dias em cada ensaio.

Um mililitro da solugao teste foi utilizado em
cada ensaio e as caixas contendo o meio de cultura e a
toxina, bem como a caixa controle foram colocadas em
incubador a temperatura e umidade controladas.

0 teste com insetos adultos empregou 50 adul-

tos machos e 50 femeas. Um mililitro de solugao teste
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foi colocada em uma placa recoberta com tela para que O
adulto pudesse ingeri-la.

A caixa contendo os insetos adultos, recober
ta com tela foi mantida em ambiente com temperatura e umi
dade controladas. Foi verificada a mortalidade diaria pa
ra determinagao da taxa de mortalidade media para concen-
tragao estudada.

3.13.3. Para Musca domestica, Chrysomya chloropyga e C. mega-

cephala foi aplicado o bioensaio quantitativo, confor
me Bond e outros (10)

Copos de plastico (de 250 ml de capacidade) trans
parentes, receberam diferentes concentragoes de inseticida
semi-purificado conforme item 3.10., diluido em leite. Em
nossos ensaios nao introduzimos extrato de levedura.

Papel de filtro foi introduzido para absorver o
excesso de liquido. |

Vinte larvas de moscas (neonatas) foram introdu-
zidas e o copo recoberto com filme de polietileno perfura-
do para assegurar transferéncia de oxigénio ao inseto e de
gases ao exterior.

ApGs incubagao a 30°¢C por 7 ou 15 dias (conforme

Musca ou chrysomya) foi verificado o numero de moscas emer

gentes afim de calcular a concentracgao letal.
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u.

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Processo Fermentativo: transcorreu similarmente para

os tres microrganismos estudados BtA, BtP e BtB.

4.1.1. Comportamento do pH

As fermentacoes realizadas em mini-fermentador
apresentaram o mesmo comportamento padrao jé observado
em nossos trabalhos anteriores (75, 77): isto &, a va
riagao do pH ocorre com um decréscimo do valor inicial
7,3 ate valores na faixa de 5,0 a 5,5 dentro das dez pri
meiras horas de fermentagao; segue-se uma fase de valor
estacionario de pH que dura entre 5 e 10 horas apos o
que hd um retorno a neutralidade por volta das 24 até 30
horas de fermentagdo, quando se completa a esporulagao
do microrganismo.

A figura 4.1 ilustra esse comportamento, bem

como o ocorrido no Fermentador CHEMAP.

1 2 3 ™ 5 6 7 h
T T T T T T T
20 1 & ‘B
H 11 . ‘2| P
o/
7,0 17,0
6,0 16,0
\
Obo\ o
&N
\
3
AMAA A
5,0 | \10—30—3 4s,0
1 i b

. 10 20 30 h -
Figura 4.1 - Comportamento do pH durante a fermentagao

(a) Minifermentador, (o) Fermentador 20 1.
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Comportamento similar ocorreu no fermentador
Chemap (escala maior), porém os tempos transcorridos en
tre as fases foram muito menores. Assim tivemos o de-
créescimo do pH de 7,3 ao seu minimo valor 4,7 entre 3,5
a 4,5 horas. Entre a fase estacionaria do valor de pH e
seu retorno a neutralidade transcorreram de 2 a 2,5 ho
ras tendo entao o pH atingido valores de 7,0 a 7,5. As
fermentagoes nesta escala tiveram duraga? total de 5,5
a 7 horas enquanto que em escala menor, duraram entre 24
e 30 horas. Valores de literatura apresentam duragao-tg
tal superior a 36 horas (95).

4.1.2. Consumo de agucar: foi determinado pelo método colo-

rimetrico (3.7), sendo os agﬁcares expressos como

glicose.

A velocidade de consumo de agucar em mini-fer-
mentador foi tal que dentro das primeiras dez horas de
fermentagao, o teor de aclicar no mosto havia decrescido
a 10% do seu valor inicial.

No fermentador Chemap, 90% do aclcar inicial
foi consumido dentro das 5 primeiras horas de fermenta

cao. A figura 4.2 ilustra esse comportamento.

4.1.3. Influéncia da concentracido de oxigenio dissolvido du-

rante a fermentagao

Foram testadas diferentes concentragoes de oxi
génio dissolvido durante a fermentagao afim de determinar
sua influencia na velocidade especifica de crescimento d
microrganismo. Foi determinado o valor da taxa de respi
racao através de balango de oxigenio no fermentador,
obtendo-se a leitura no analisador-registrador Beckman
(quando usando o Fermentador Chemap) ou DOAR da Fermenta
tion Design (quando usando o mini-fermentador).

Os resultados encontrados para as diferentes

concentracoes de oxigenio dissolvido estudados sao apre
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glicose

g/X 1l 2 3 LY ) 6 7 tempo (h)
1 1 Fi ] 1 1 1
Y2
VA
(]
©
(-] o
1 L [ Y 1 2
5 10 15 20 25 30 h
tempo (h)

Figura %.2 - Cinetica do consumo de aglcar nas duas escalas (o) Mini-
fermentador; (A) Fermentador de 20 1.
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sentados no Quadro 4.1l.

Quadro 4.1. Comportamento da taxa de respiragao e veloci-

dade especifica de crescimento de B. thurin-
giensis em Fermentador Chemap, com a concentra
gao de Oxigénio dissolvido.

L}

Cq , cg.1077 R u
o= 10 m mol/1 m mol/h.g n~t
2,5 0,609 8,88 0,35
4,0 0,975 10,11 0,uy
6,2 1,511 10,99 0,54
10,0 2,438 13,04 0,62
12,0 2,925 12,86 0,57
17,5 4,266 11,38 0,52
20,0 4,875 10,96 0,45

Observa-se que o melhor valor para a maxima velocidade es-

1 - .
que corresponde a maior

pecifica de crescimento 0,62 h™
taxa de respiracao (13,04 m mol 02/h.g) & obtida a valores
de concentracdo de oxigénio dissolvido no entorno de 10%
do valor de saturacao. Concentragoes superiores acarretam
uma diminuigao nesses valores com consequente atrazo na
fermentacao e queda de produtividade.

Nosso trabalho com Santana (91) enfoca os diver-
sos parametros e variaveis que influenciam a fermentagdo

de B. thuringiensis; os resultados obtidos permitem estabe

lecer condigOes operacionais eprojetar fermentadores para
a producao industrial de inseticida bacteriano, especial-

mente para a endotoxina ou complexo esporo-cristal.
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4,1.4. Variacao da concentracao de acido dipicolinico durante

a fermentagao

Em fermentador de 20 litros a concentragao de
DPA determinada conforme metodologia de Jansen (item 3.7)
apresenta o comportamento ilustrado na figura 4.3 onde tam
bém s3o apresentados a velocidade de consumo de agucares e

a curva de crescimento do Bacillus thurin’giensis (no meio
g

de cultura 1, item 3.6.1). Observa-se que a concentragao

de DPA diminue nas primeiras horas de fermentagao .e passa
a aumentar a medida que se desenvolve a fase exponencial

de crescimento do microrganismo atingindo seu maximo valor
paralelamente a fase estacionaria de crescimento onde se
da a maxima esporulagdao. A concentragao de DPA € correla-
cionada 3 esporulagiao do microrganismo através da curva a

presentada por Fisher (u5).

4.2. Separacao e recuperacao das exotoxinas

4.2.1. Processo fermentativo em mini-fermentador

Apos o término da fermentagao, o mosto foi
tratado a fim de se obterem as toxinas termo estaveis ina-
tivando as fragdes termo labeis, com ou sem separagao das
mesmas .

A utilizagao dos fluxogramas 1, 2, 3, &, re
sultou nas concentragoes finais que se apresentam no Qua
dro u4.2.

Os produtos obtidos pelo fluxograma 1 apresen-
tavam uma grande quantidade de componentes atdoxicos, difi-
cultando a semi purificagao realizada a seguir.

Os produtos obtidos pelo fluxograma 2 continham
insoliveis que passavam a fazer parte do concentrado e
nao possuiam toxicidade, dificultavam o processo de con-
centragao do produto, causando principalmente espuma (pela
presenga de residuos infermenteciveis de melago e agua

de maceragao de milho no mosto).
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glicose - DPA
g/l (mg/g.cel.
1 2
11
1 1 1
2 4 6
tempo (h)

Figura 4.3 - Cinética do crescimento do B.

huringiensis (o);,consg
mo de agicar (A);

Variagao da concentragiao de acido
dipicolinico DPA (u) durante a fermentacgao.
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Quadro Y. 2

Experimento Microrganismo meio de Volume Volume Fluxo
cultura inicial final granpa

ml ml (3.9)
I Bt A 2 450 103 1
II Bt A 2 485 185 1
ITI Bt A 2 455 125 1
IV Bt B 1l 200 40 2
v Bt P 1 340 .70 2
VI Bt A 2 415 35 2
VII Bt A 2 410 38 2
VIII Bt A 2 425 35 3
IX Bt A 2 395 u2 3
X Bt B 1 370 15 L
X1 Bt B 1 360 20 y
X1I Bt P 2 390 13 L
XIII Bt P 2 300 13 Y

A partir do fluxograma 3 os produtos concentra-
dos ap0s centrifugagdo com aquecimento do 1iquido para
precipitagao e descarte dos insoluveis, ficam livres de
boa parte de material atoxico, e no fluxograma 4 a este-
rilizagao realizada logo apds terminada a fermentagao se
guida de centrifugacao a quente garantiam a obtencao de
exotoxinas termo estaveis facilitando sobremaneira a con-
centragdo até produto final.

0 quadro 4.3 apresenta os experimentos cujos
mostos foram tratados por quatro processos diferentes a
fim de obter uma analise mais completa.

Nestes experimentos o mosto de cada fermentacao
foi dividido em aliquotas e tratadas com o fluxograma es-
colhido. Assim foram concentrados pelo fluxograma 4 (Ex-
perimentos XIV a XVI) e posteriormente foram semi purifi-
cadas aliquotas dos concentrados pelo fluxograma 8, resul

tando produtos que dissolvidos em agua destilada foram le
vados a bioensaio (item 4.h4).
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Quadro 4.3

Experimento Microrganismo meio de Volume Volume Fluxo-

cultura 1inicial final grama
ml ml

XIV Bt A 2 120 30 4-8
XV Bt B 1 110 . 17 4-8
XVI Bt P 1 110 20 4-8
XVII Bt A 2 100 5
XVIII Bt B 1l 100 5
XIX Bt P 1 100 5
XX Bt A 2 6
XXI Bt B 1l 6
XXIT Bt P 1 6

Os experimentos XVII a XIX forneceram produtos liofi
lizados cujas massas correspondentes a.100 ml de mosto, resul-
taram 1l,1g; 1,2g e 1,4g respectivamente. Posteriormente, uma
amostra de cada produto liofilizado foi levado ao espectr5gr2
fo de massa Varian do Instituto de Quimica a fim de ser carac-
terizado qualitativamente o produto obtido, para uma tentativa
de determinagao do seu peso molecular. (item 4.3). Os experi
mentos de Kim e Huang (64%) com liofilizacdo apds purificacao
resultaram em 42,5 mg/1.

Nos experimentos XX a XXII apds a esterilizacao do
mosto foram incorporados inertes, tendo se estudado incorpora-
goes de 1 ml a 5 ml; a 2g de fuba. Este composto apos secagem
foi adicionado para complementagao de ragao animal, a fim de
controlar insetos em estabulos, pocilgas ou galinheiros. A
exotoxina passando inalterada pelo trato intestinal dos ani-
mais vertebrados vai exercer controle impedindo o desenvolvi
mento de larvas (ovos ou pupas) de insetos sobre as fezes
dos animais alimentados com a ragdao tratada. Estas amostras
foram ensaiadas no Centro Nacional de Pesquisas em Suinos e
Aves em ragoes para suinos, tendo sido analisada sensorial-

mente a carne apos abate, para constatacao de inexistencia de
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efeito organolético. ,
0 tratamento do mosto por concentragao pelo fluxogra
ma 4 seguido do fluxograma 8, de semi purificacao, resultou

nos valores de massa de produto semi-purificado que se apresen
tam no Quadro u.Y4;

Experimento Microrganismo Volume Massa final Fluxograma
inicial g/
ml
XXIII Bt B 300 3,46 8
XXIV Bt B 230 1,90 8
XXV Bt P 350 4,05 8
XXVI Bt P 400 4,03 8
XXVII Bt A 350 2,75 8

Foi realizada a purificagao (item 3.11) dos produtos

semi-purificados pelo fluxograma 8 e as fragoes finais foram
ensaiadas contra Drosophila para constatagao da toxicidade
(item 4.4)

2.2. Em fermentador de 20 litros

O mosto fermentado (11 litros) em fermentador Chemap,
foi tratado pelo emprego dos diferentes fluxogramas.

0 Quadro 4.5. apresenta os resultados obtidos para
as fragoes tratadas.

0 tratamento do mosto fermentado em fermentador Che-
map, utilizou o fluxograma 4, seguido do fluxograma 8 para se
mi-purificagao com dissolugdo do precipitado final para Dbio-
ensaio e/ou armazenamento em geladeira (4°C + 2°0).

A obtencao de volumes maiores de mosto possibilitou o
emprego do atomizador de particulas "spray dryer" da“Niro atomy
zer, fluxograma 7. A forma obtida de produto final € a mais
conveniente para emprego como inseticida em pS, face a suas

caracteristicas. Foi ensaiado contra moscas de C. chloropyga,

comprovando-se sua toxicidade & .%.3.1) De 30 1 de mosto foram
obtidas 370g de pd ou seja 12,3 g/l.
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Quadro 4.5

Experimento Volume Volume Massa final Fluxograma

inicial final g/l
ml ml
XXVIII 1000 100 4-8
XXVIII 1000 2,11 ’ 5
XXIX 1000 3,35 5
XXIX 1000 3,78 5
XXX 1000 185 4-8
XXXI 10000 12,3 7
XXXII 10000 15,0 7
XXXII 10000 15,0 7

4.3. Caracterizacao quimica qualitativa

Apresentam-se a seguir os resultados obtidos atraves~
do espectrdografo de massa Varian, do Instituto de Quimica, rea
lizadas leituras entre 1-200, 201-450 e 451-750 para as amos-
tras liofilizadas, pelos experimentos XVII a XIX que se apre-
sentam nos Anexos III a V.

Observa-se pela analise dos produtos liofilizados re
sultantes dos experimentos XVIII (Bt B) e XIX (Bt P) que sao
similares entre si e diferem do produto do experimento XVII
(Bt A), como que para comprovar que Bt B e Bt P pertencem ao
mesmo sorotipo 1 enquanto que o Bt A pertence ao sorotipo 4.

Nao houve possibilidade de determinar o peso molecu-
lar das exotoxinas produzidas por liofilizagao. Esta operacao
deveria ser realizada apds a purificagao para evitar que outros
compostos interferissem na leitura, acarretando valor irreal
para o peso molecular. Problemas operacionais impediram a
continuidade desses experimentos que serao concluidos em etapas

posteriores de estudo.
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ANEXO III - Leituras obtidas para a Amostra liofilizada de Bt A.
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546 .2 .00 .01 .00 -00 «00 07
553 .02 .00 «00 .00 «00 .00 «00
- - 568 - .02 -00 . «01 . .0B .e00 .00 .00
567 «00 .00 «00 «01 <00 .02 .02 7 T T e
574 «05 «20 +30 .18 «a7 17 «09
581 .03 «00 <00 .01 «00 .02 -00
538 -03 .02 .03 .01 .02 -00 .00
595% «00 «02 «04 o1l 25 «31 Y ¥4
602 «54 «39 .66 «30 .24 <08 «03
ANEXO IV - Leituras obtidas para a Amostra liofilizada de Bt B.
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INTEG,

INE€Te PANGE SETTING:H

TIME14,8,12

SECO!UDS PEF SCAN-110
THRESHOLDs ¢t
MAN. PUY TIMEs10

TEMP.AMOSTRA® 210C

. 03
¢ SPEC.e¢ 23
] «00
L 7 «00
la «00
21 <00
28 47.39
3 «39
42 21.46
49 92
56 13.79
63 17
70 20.04
77 «73
84 9.64
91 4.83
98 k.66
105 «78
112 l.a4
119 a6
126 «70
133 «S1
140 «83
147 «51
-~ 184 .. 15
161 . 36
168 «51
175 «24
182 «19
189 - 09
196 «00
203 «02
21¢ «00
217 «00
224 «00
231 «00
238 «00
245 «00
252 Y
259 «00
420 «00
427 «00
434 «00
441 «00
aag «03
455 «00
462 «00
469 «00
S AT6 .01
483 «00
490 <02
497 «00
504 «03
Sti1 «00
Si8 «01
525 «00
532 «06
539 «00
546 02
553 «02
560 «01
567 «00
574 «04
581 «00
588 «02
595 «00
602 « 31
ANEXO V -

«73
«00
«07
«00
23.12
+78
100.00
«56
39.43
1.36
8.84
« 68
7,30
117
3.58
« 68
173
l1.41
.51
.41
OAB
-«80
. 31
.29
«21
«17
«07
+04
«02
«00
«00
«00
«00
«00
«00
«00
«00

«00
«00
00
<00
«00
«00
«00
«00
-« 01
<00
«00
«00
02
«00
<01
-00
«03
«00
«00
00
«00
00
«15
-00
«00
«01
20

78
- 00
- 09
«00
54.87
<00

100.00°

«17
36.11
« 39
8 . 62
1.17
11.69
1.22
2.24
2.56
1.88
1.41
1.12
1.7¢
- al
95
PR P11
«56
-39
«29
-21
.12
.00
«00
«00
«00
«00
-00
«00
«00
«00
«00

«00
-00
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«00
«02
«00
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«03
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«00
«01
«00
«02
«00
«00
«00
«00
«00
.22
«00
=03
«03
«37

+ 43
«00
.Al
«00
9.20
ol2
100.00
«43
6466
« 43
13.35
173
5.73
4.51
1.17
3.61
.75
2.56
«51
1«4}
«26
1.00
e ed6
1.34
«31
«4l
«24
«04
«00
«00
«00
«00
«00

S .00
« 00
«00
«00
«02

«00
«00
«00
«00
«01
«00
«00
«00
«01
«01
«00
«01
«01
«01
+00
«03
«00
«01
«00
«00
«00
«00
14
«00
<01
«06
elS

«00
«00
1.97
«00
10.81
1.29
17.5%5
92
7177
2441
14.04
5.29
1.88
3.68
.92
2.17
o 41

1.34

- 29
1.51
«21
1.39
ey -]
« 61
24
«21
-e12
«04
-00
«00
-00
<00
«00
<00
«00
«00
«00
«00

«02
«00
«00
«00
«01
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«00
«01
-00
«00
«00
«01
«00
«00
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«00
«00
«00
«39
«08
«01
«18
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«00
«00
24
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33.52
Q.17
15.79
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10.28
4.5]1
1.39
3.27
2.44
2.4])
«36
1.80
«31
1+26
«26
«78
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«51
«34
«26
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«J4
«03
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«00 -

«00
«00
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«00
«00
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«00
«00
-00
«00
«00
«00
00
«00
«02
«00
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«00
<00
«00
«01
«00
«00
«00
<00
-00
«01
o195
«01
«00
«21
«03

e e e ——— e

«00
«00
«00
3.07
18.73
15.57
12.47
15.01
«97
T7.05 !
1.53 ,
4.24
1.31
3.63 .
«83
2.36
.29
1.31
.24
«75
.24
« 75
=17
«65
19
«26
« 09
« 09
«00
«00
«00
«00
«00
«00
«00
«00
<00
« 00

«00

«00

«00

<00

«00

«00

«00

«00

«00 S e
«00

«00 - -
«00

«00

«00

.uo V ) ’ i o T
«00

«00

«00

«08

«00

«00

«03

«05

«01

«00

«27

«01

Leituras obtidas para a Amostra liofilizadas de Bt P.
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4.4, Bioensaios

4.4.1. Para Drosophila melanogaster

Os produtos obtidos nos experimento XXIII a
XXVII apés purificacdo conforme metodologia 3.11 fornece-
ram diversas fragoes de 200 ml. Levadas ao espectrofoto-
metro da Perkin Elmer foram verificados fhaximo e minimo
de absorgao ao ultra violeta.

O inseto-teste Drosophila melanogaster foi cria

do no laboratério e seus ovos foram colocados sobre fuba
gelatinizado contendo a fragdo teste, em copos recobertos
com filme de polietileno perfurado, levados a incubador a
25°C e 80% de UR. A verificagao de nao-emergencia de
moscas nos lotes tratados com algumas das fragces teste e
a emergencia em lotes testemunha, caracterizou a ativida-

de da exotoxina termo-estavel de Bacillus thuringiensis.

As fragoes que n3o apresentaram maximo e minimo de absor-
gao ao UV coincidiram com as fragdes nd3o téxicas.

A dieta do inseto n3o se acrescentou extrato de
levedura, devido ao efeito inibidor que ele acarreta mas-
carando assim a atividade toxica, conforme relatado por

Perron e Benz (86) e Benz e Perron (9 ) com Drosophila sp

e por Zemp (102) com Musca sp.

4.4.2. Para Musca domestica, Chrysomya chloropyga e Chryso-

mya megacephala

Foli empregada a metodologia apresentada em

3.13.3 com os seguintes resultados:

4.4.2.1. Para Chrysomya chloropyga foram utilizadas aliquo-
tos de 0,013 0,02; 0,05; 0,25 e 1,0 ml de produto concen
trado pelo fluxograma 4% (item 3.9.1) obtido de fermenta-

gao do experimento XV com Bt B.
0 produto concentrado obtido no experimento XVI

com Bt P, foi semi purificado pelo fluxograma 8 e ensaiad
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em aliquotas de 0,01; 0,02; 0,05; 0,25 e 1,0 ml.

0 produto concentrado obtido de Bt A no expe-
rimento XIV foi utilizado em aliquotas de 1 e 1,5 ml. Ca
da aliquota < 0,5 ml foi adicionada a meio de cultura
2 estéril, completando 1,0 ml apbés o que foi-lhe adicio-
nado 4 ml de 1leite. Cada copo do experimento recebeu
5 ml de solugao exotoxina + meio + leite, As aliquotas
> 0,5 ml foram completadas a 5,0 ml com leite.

Todas as dietas da literatura utilizam extra-
to de levedura para alimentagdao de insetos nas diferentes
fases do crescimento. A maioria dos pesquisadores que
se utilizaram de dietas padrao para insetos constataram
o efeito inibitdrio a atuacdo da exotoxina pelo extrato
de levedura (9, 86, 102). Assim sendo em nossas die-
tas para teste do produto nao utilizamos extrato de le-
vedura, nem para o lote testemunha que continha 1 ml de
meio de cultura 2 estéril e 4 ml de leite.

Os quadros 4.6 a 4.8 apresentam os porcentuais

de mortalidade de Chrysomya chloropyga tendo-se empregado

dez larvas neonatas em cada lote com cinco repetigoes.
As larvas foram mantidas nos copos, em incubador a
30°cC por 15 dias. As moscas emergentes vivas ou mortas,
perfeitas ou defeituosas foram contadas, bem como as que
permaneceram na fase de pupa. O percentual de mortalida-
de na fase larval foi obtido por diferenca.

Nestes bioensaios pode-se notar além da morta-
lidade acarretada ao inseto nas diferentes fases do cres-
cimento, o aparecimento do adulto deformado especialmente
pela auseéncia de asas, efeito teratoldgico relatado por
diversos autores (2, 3, 5, 12).

0 produto obtido em Fermentador Chemap e atomi-

zado foi testado contra C. chloropyga obtendo-se taxas

de mortalidade larval de 62 a 66% para fragao equivalen-

te a 1 ml de mosto integral.
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Quadro 4.6. Mortalidade de C. chloropyga com Bt B

Fase mortalidade %
0,01 0,02 0,05 0,25 1,0
Pupa 56 54 02 0 6
Mosca morta 0 34 20 0
Mosca defeituosa 0 0 8 ‘o 0
Mosca viva 0 Yy 2
Larva uyy 46 56 76 92

Quadro u4.7. Mortalidade de C. chloropyga com Bt A

Fase mortalidade %

0,5 1,0 1,5
Pupa 18 1y 0
Mosca morta 0 22 16
Mosca defeituosa 0 2 0
Mosca viva 0 Y
Larva 82 58 84

—

Quadro 4.8. Mortalidade de C. chloropyga com Bt P

Fase Mortalidade %
0,01 0,02 0,05 0,25 1,0
Pupa 42 10 6 8 08
Mosca morta 10 8
Mosca defeituosa 0 0
Mosca viva 0 2 0
Larva 58 78 82 8y 8y
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4.4,2.2, Para Chrysomya megacephala

Foram empregadas apenas concentragoes de 1 ml
de exotoxina em 4 ml de leite, para os tres microrganismos
em estudo.

Foram encontrados os seguintes resultados:

¢

Quadro 4.9. Mortalidade de E. megacephala com Bt A, Bt B,

Bt P.
Fase Mortalidade
Bt A Bt B Bt C
Pupa 2% 0% 3%
Larva 98% 100% 37%

4.4.2.3. Para Musca domestica

Foram testadas aliquotas de 0,1; 0,5 e 1,5 ml
de exotoxina (concentrada pelo fluxograma 4) de Bt A;
0,01; 0,02 e 0,05 ml de exotoxina (concentrada pelo flu
xograma 4) de Bt Be 0,01; 0,02 e 0,05 ml de exotoxina
(concentrada e semi purificada pelo fluxograma 8) de Bt P.

Obtiveram-se os resultados que se apresentam nos
quadros 4.10 a 4.12:

Quadro 4.10. Mortalidade de M. domestica com Bt A

Fase Mortalidade %
0,1 0,5 1,5
Pupa 20 10 35
Mosca morta 0 25 20
Mosca defeituosa 0 0
Mosca viva 0 0
Larva 80 65 u5
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Quadro 4.11. Mortalidade de M. domestica com Bt B

Fase Mortalidade % .
0,01 0,02 0,05
Pupa : 25 20 20
Mosca morta 15 _ 10 156
Mosca defeituosa 0 o’ 0
Mosca viva 0 0 0
Larva 60 70 65

Quadro 4.12. Mortalidade de M. domestica com Bt P

Fase Mortalidade %
0,01 0,02 0,05
Pupa 0 .10 30
Mosca morta 60 0 15
Mosca defeituosa 0 10 0
Mosca viva 0 0 15
Larva 40 80 40

4.4.3. Para Ceratitis capitata

4b.4,.,3.1. Ovos

0 Dbioensaio realizado com aplicacdo de 1mlde mos
to concentrado sobre os 100 ovos de C. capitata resultou
em setenta a noventa por cento de eclosao, dando nascimen
to a larvas cujo desenvolvimento foi muito lento tendo a
carretado mortalidade total durante o estagio de desenvol-
vimento larval. Foram usados os mostos concentrados, produ

tos dos experimentos I e II.
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4.4.3.2. Pupas

Foi realizado o bioensaio conforme a metodolo-
gia apresentada em 3.13.2. Um mililitro de mosto concen
trado foi aspergido sobre as cem pupas. Foi utilizado o
produto obtido atraves dos experimentos II e III. Os re

sultados foram os seguintes:

Quadro 4.13. Mortalidade na fase de pupa

Produto Adultos vivos Adultos mortos Pupas mor
tas
Experimento II 77 - 23
Experimento III 72 1 27
Controle 82 S - 18

Nao houve observacao posterior para verificar se
os adultos assim obtidos eram plenamente sadios ou se te-
ria acontecido possivel efeito teratoldgico causado  pelo

emprego da exotoxina.

4.4.3.3. Insetos-Adultos

Os produtos obtidos nos experimentos I e V foram
ensaiados com o inseto adulto. Um mililitro da solugao tes
te foi oferecida aos insetos que ingeriram desse liquido
no transcorrer de suas vidas. Os resultados obtidos sao a
presentados no Quadro 4.14 e nas figuras 4.4 e 4.5.

Observa-se que a mortalidade cumulativa atingiu
seu maximo valor no entorno de 22 dias. Foram corrigidos
os valores obtidos, com relacdo a mortalidade natural ocor
rida no controle.

A mortalidade cumulativa para cada ensaio, dedu-
zida da mortalidade natural no controle (por sexo), resul-

tou em curva de distribuigao normal. Para o ensaio do expe
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Dias Exp. I Exp. V Controle

M F M F M F

1 1 2 - 2 2
2 - 2 " 2 - -
3 1 2 2 - - -
6 3 5 Y 5 1 2
7 3 3 1 3 ! - -
8 - 3 3 2 1 3
9 2 1 2 2 1 -
10 y 1 3 2 1 1
13 M 5 5 6 3 2
1y 3 2 - - 1 )
15 - 2 3 Y - -
16 2 3 2 3 - 2
17 2 - y L - 1
20 5 y 6 Y 2 3
21 3 u 2 3 1 2
22 - 3 - - 3 -
23 3 1 - 1 3 1
24 1 2 - - 4 1
27 2 3 3 1 7 3
28 3 - - - 1 3
29 2 2 1 - 2 1
30 - - - - 1 2
31 - - - - 4 1
3y 6 - 2 6 6 8
35 - - 2 - 2 3
36 - - 1 - - 1
42 - - - - S 4

Quadro 4.14% Mortalidade diaria de insetos adultos de Cerati-
tis capitata
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rimento I a mortalidade total dos machos foi atingida aos
34 dias e das femeas aos 29 dias, enquanto que para o pro
duto do experimento V foi aos 36 dias para os machos e
34 dias para as femeas. O controle apresentou mortalidade
total aos 42 dias. A literatura apresenta 33 dias como

tempo de vida media de C. capitata. A dieta oferecida

aos insetos nao continha extrato de levedura, afim de que
os resultados nao fossem mascarados peio efeito inibidor

da levedura sobre a exotoxina do Bacillus thuringiensis,

fato comprovado na literatura em dietas especialmente

usadas para Drosophila melanogaster e Musca domestica-
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Figura 4.4 - Distribuigao da mortalidade cumulativa de insetos adul

tos de C. capitata com o produto do experimento I.
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12,0

45 dias

Figura 4.5 - Distribuigao da mortalidade cumulativa de insetos adultos

de C. capitata com o produto do experimento V.
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5. CONCLUSOES

5.1. 0 meio de cultura composto de melago e agua de maceragao
de milho, dentro das condigcdes estudadas permitiu reduzir

o periodo de fermentagao de Bacillus thuringiensis tanto em

escala de mini-fermentador, como em escala piloto a valores
menores que a metade dos reportados na literatura, com ren

dimentos superiores.

5.2. A concentragao de Oxigenio Dissolvido afetou a taxa de
respiragao e consequentemente a velocidade especifica de
crescimento do Bacillus thuringiensis. O melhor valor foi
atingido no entorno de 10% do valor de saturacao. Concen-

tragoes superiores ou inferiores a esse valor acarretaram

queda de produtividade do inseticida.

- - - . . - . . - - -
5.3. A concentragao de acido dipicolinico foi maxima apos con
cluida a fase exponencial de crescimento do microrganismo,

quando o teor de endotoxinas e maximo.

5.4. Os processos de separagdao utilizados permitiram obter
exotoxinas termo-estaveis nao purificadas, com razoavel con

tetdo toxico, comprovado pelos bioensaios.

5.5. A caracterizagao quimica da exotoxina através do espec-
trografo de massa nao ofereceu resultados conclusivos, de
vido ao emprego de amostras liofilizadas, nao purificadas
previamente. Nao obstante comprovou a similaridade entre

Bt B e Bt P, que pertencem ao mesmo sorotipo.

5.6. Mais importante que a caracterizagao quimica do produto
toxico € a aplicagao do bioensaio, para constatagio da

toxicidade efetiva.

5.7. Comprovou-se o efeito das exotoxinas termo-estaveis de

Bacillus thuringiensis obtidas por fermentac3ao, em bioensaics
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realizados com Dipteros: Drosophila melanogaster, Chrysomya

chloropyga, Chrysomya megacephala, Musca domestica e Cera-
titis capitata.

5.8. As dosagens utilizadas variaram entre 0,01 a 1,0 ml de
mosto concentrado (= 4 vezes) para Chrysomya sp e de 0,01
a 1,5 ml para Musca sp. Com Ceratitis fo% empregado 1ml
de mosto concentrado.

5.9. Foi constatado que além da mortalidade acarretada nas di-
ferentes fases de desenvolvimento do inseto, também ocorreu
efeito teratongico, com insetos cujo defeito principal foi

a ausen01a ou atrofia das asas.

6. RECOMENDACOES PARA FUTUROS ESTUDOS

6.1. Devera ser realizada purificagao completa da exotoxina ter

mo-estavel para posterior caracterizacao quimica.

6.2. Estudos de padronizagao da exotoxina deverio ser realizadocs
comparando fragoes purificadas em suas diferentes etapas,
com resultados de bioensaios afim de determinar a Unidade de
Toxicidade.

6.3. E interessante a adogdo de um inseto (Diptero) para atuar
como padrao, nas dosagens com as exotoxinas termo-estaveis
afim de melhor acompanhar a producio durante a fermentacio.
Os muscideos apresentam um comportamento que facilita esse

estudo.

6.4. Ha necessidade de aplicagao da toxina termo-estivel em
testes de campo, visando determinar a suscetibilidade dos
Dipteros sob as condigoes de temperatura, insolagao, plu-

viosidade, orvalho, etc.
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