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INTRODUCAO GERAL

Em todo mundo, os mosquitos da familia Culicidae sdo responsaveis por
uma série de prejuizos diretos e indiretos a satde publica. Além do incomodo e
irritacdo que causam ao homem e outros animais, eles podem frequentemente
funcionar como vetores de agentes patogénicos. Somente na espécie humana,
agentes patogénicos causadores de graves doencas como malaria, dengue, febre
amarela, filariose e arboviroses sdo transmitidas durante a pratica do
hematofagismo desses insetos. Os primeiros relatos da transmisséo de patégenos
por mosquitos foram feitos por Manson em 1894 quando descobriu microfilarias
de Wuchereria brancrofti em mosquitos do género Culex Linnaeus, 1758 e por
Ross, 1898 ao estudar maléria em passaros (PESSOA & MARTINS, 1977).

No Brasil, os mosquitos da familia Culicidae ocupam uma posicdo de
destaque no que diz respeito a doencas parasitarias e virais. A febre amarela € um
dos problemas que historicamente mais influenciou na politica de salde e
saneamento desde a segunda metade do século XIX, face a sua gravidade e aos
programas econdmicos decorrentes das epidemias que ocorriam em importantes
centros urbanos. A forma silvestre da doenca, que ndo pode ser erradicada, tem
sido, desde entdo, objeto de intervencdes visando seu controle, ao mesmo tempo,
que a re-introducdo do Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 nas Américas
exigiu medidas para impedir sua disseminacdo (FUNASA, 2002).

Os culicideos s@o insetos holometdbolos que passam por uma
metamorfose implicando em modificagbes morfoldgicas ao longo do seu
desenvolvimento até a fase adulta. Durante o seu crescimento apresenta as fases
de ovo, larva (com 4 instares), pupa e finalmente adulta, aproximadamente de 10-
12 dias.

Um dos principais fatores para a grande disseminagdo desses insetos € a
sua alta capacidade de procriagdo em ambientes urbanos, tornando seu controle

ainda mais dificil.



Embora o nosso conhecimento relacionado a essas doencas seja
cotidianamente expandido, os dados apontam para um crescimento acelerado no
nimero de casos de doencas que tém como vetores mosquitos da familia
Culicidae, como, por exemplo, a recente epidemia de dengue no Brasil (FNS,
1998).

Por muitos anos, as campanhas de combate aos mosquitos baseavam-se
quase que exclusivamente ao uso do DDT e outros organoclorados tanto para o
controle antilarvario quanto a dedetizacdo domiciliar contra os adultos.
Inicialmente, os resultados dessa técnica se mostraram bastante satisfatorios,
possibilitando, por exemplo, a eliminacdo de focos de maléaria na maior parte do
territorio brasileiro. Por outro lado, ap6s algumas décadas, os resultados dessa
estratégia se mostraram muito danosos. Além do DDT ser um inseticida quimico
de alta toxicidade, observou-se um rapido desenvolvimento de resisténcia
fisiologica dos culicideos, além do efeito negativo com a contaminacdo do
ambiente e de organismos ndo-alvo. Vale ressaltar que os residuos acumulados
demonstraram ser altamente prejudiciais aos inimigos naturais dos culicideos e
também ao préprio homem.

Frente a esse quadro, é evidente a necessidade do desenvolvimento de
novas estratégias e do aprimoramento dos programas atuais destinados ao
controle da transmissdo das enfermidades transmitidas por mosquitos.

Atualmente, cientistas de todo mundo trabalham com formas alternativas
de controle de mosquitos de importdncia médica com a finalidade de
implementar um inseticida ambientalmente seguro (HOUGARD & BACK, 1992;
FEDERICI, 1995; CHARLES & NIELSEN-LeROUX, 2000; MONNERAT et
al., 2004). Dentro desse panorama, o controle bioldgico exercido por bactérias
produtoras de endotoxina, como Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus, tem
se mostrado eficaz no controle de insetos das Ordens Diptera, Lepiddptera e
Coleoptera, atuando somente sobre a fase larval, nunca sobre os adultos
(RABINOVITCH et al., 1998). Esses bacilli possuem a vantagem de ser seguros
aos organismos nédo-alvo, ndo cumulativos e, portanto, seguros ao meio ambiente
(WHO, 1985).



O Bacillus sphaericus € uma bactéria aerdbica gram-positiva que produz
um esporo esférico na por¢do terminal da capsula bacteriana. Seu efeito larvicida
é produzido principalmente a partir de duas toxinas (BIN 1 e BIN 2) que atuam
em sinergia. As toxinas apresentam uma alta toxicidade as larvas de Culex
(Culex) quinquefasciatus Say, 1823, o que resulta no sucesso da utilizacdo dos
bioinseticidas de Bacillus sphaericus para o controle dessa espécie de Culicidae.
Além disso, o Bacillus sphaericus apresenta a caracteristica de persistir no
ambiente por até 60 semanas, se reciclando no tecido de larvas mortas
(GANUSHKINA et al., 2000).

No Brasil, bioinseticidas produzidos com o principio ativo de Bacillus
sphaericus vém sendo desenvolvidos e comercializados para o controle biol6gico
de algumas espécies de mosquitos da familia Culicidae (SILVA-FILHA et al.,
2000). Contudo, é importante ressaltar que melhores resultados podem ser
obtidos a partir da implementacdo de estudos que permitam desenvolver meios
de cultivo de baixo custo e elevada concentracdo de toxinas.

O objetivo do presente trabalho é formular um meio de cultivo de Bacillus
sphaericus a partir de materias-primas encontradas na regido do Parana, sul do
Brasil, padronizar as condic¢Oes ideais de crescimento e aferir sua toxicidade
frente a larvas de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti. O trabalho se divide
em dois capitulos, o primeiro com todos os passos que conduziram a elaboragéo
e padronizacdo do meio até sua fermentacdo em biorreator de 2L, o segundo
capitulo confrontando o meio de cultivo com o meio Luria Bertani, uma vez que
este € o meio indicado e mais utilizado para o cultivo do microrganismo
(SAMBROOK et al., 1989).
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CAPITULO 1
Elaboracéo e otimizacdo de um meio de cultivo com fontes
alternativas para a producéo de Bacillus sphaericus Meyer e Neide,
1904



RESUMO

A padronizacdo de um meio de cultivo para Bacillus sphaericus a partir de fontes
alternativas testou produtos do beneficiamento da soja como fonte de nitrogénio (farelo,
farelo branco, extrato e farinha) e derivados da cana-de-actcar como fonte de carbono
(melago e aglcar mascavo). Apds fermentarem, os meios de cultivo eram aplicados em
diferentes diluicbes a larvas L4 de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, tendo a
mortalidade das larvas aferida. Como fonte de nitrogénio, o farelo branco de soja
propiciou uma maior mortalidade de larvas de Aedes aegypti. Compostos ricos em
carboidratos nao resultaram em acréscimo na mortalidade de larvas de Aedes aegypti e
ndo demonstraram ser aproveitaveis como fontes de carbono. As larvas de Culex
quinguefasciatus foram mais suscetiveis ao bioinseticida quando comparadas as larvas
de Aedes aegypti, numa relacdo superior a 1:100. Em pequena escala, o melhor
desempenho de mortalidade foi propiciado pelo meio composto apenas de farelo branco
de soja, concentracdo de 20g/l, que fermentou por 72h, a 30°C, 120rpm e taxa de
indculo de 5%. A mortalidade de larvas de Culex quinguefasciatus obtida foi de 100%
numa diluicdo de 1/100.000. Em biorreator de 2L, a padronizagéo foi farelo branco de
soja, concentracao de 40g/l, que fermentou por 72h, 30°C, 200rpm e taxa de indculo de
10%. A mortalidade de larvas de Culex quinquefasciatus obtida foi de 100% numa
diluicdo de 1/200.000.

Palavras-chaves: Bioinseticida, Bacillus sphaericus, Culex quinguefasciatus, Aedes
aegypti, farelo branco de soja.

ABSTRACT

The standardization of an alternative culture medium for Bacillus sphaericus was
performed by testing processed soya bean products as a nitrogen source (flakes, soy
protein concentrated, extract, flour) and sugar cane derivatives (Syrup and organic
mascavo sugar) as a carbon supplement. After fermentation process, different dilution
of obtained media were applied on mosquitoes larvae (L4) of Aedes aegypti and Culex
quinquefasciatus, and mortality rates were verified. High mortality of Aedes aegypti
larvae was observed by using soy protein concentrated as a nitrogen source. None of
the high concentrated carbohydrate compounds showed increase in mortality of Aedes
aegypti larvae and consequently they were not usable as carbon source. Compared to
Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus larvae were more susceptible to the
bioinsecticide in a rate greater than 1:100. In a small scale of bioinsectcide production,
mortality rate was best observed by using medium based on soy protein concentrated
alone, with concentration of 20g/l, fermentation time of 72h at 30°C, rotation of 120rpm
and inoculum rate of 5%. At 1/100,000 dilution of the bioinsecticide, mortality of Culex
quinquefasciatus larvae were 100%. Standardization method for fermentation in 2L
bioreactor system was performed using soy protein concentrated with concentration of
40g/1, fermentation time of 72h at 30°C, rotation of 200rpm and inoculum rate of 10%.
Culex gquinquefasciatus larvae mortality of 100% was observed at 1/200,000 dilution of
the product.

Keywords: Bioinsecticide, Bacillus sphaericus, soy protein concentrated, Culex
quinguefasciatus, Aedes aegypti.



1-INTRODUCAO

A veiculacdo de patdgenos através da picada de mosquitos representa uma
forma de transmissdo muito bem sucedida e adaptada ao estilo de vida do
homem. Nesse processo, a adequagao dos insetos vetores aos criadouros urbanos
foi um passo indispensavel para a grande disseminacdo de muitos organismos
parasitas. Doengas como maléria, dengue e filariose ocupam até o presente
momento uma posicao de destaque nas politicas de satde publica, especialmente
em paises subdesenvolvidos.

Por muitas décadas, os programas de controle aos mosquitos vetores
consistiam em sua maioria na utilizacdo de inseticidas sintéticos, normalmente
organoclorados e organofosforados. Produtos como o DDT foram amplamente
empregados em todo mundo, alcancando relativo sucesso num primeiro
momento. Contudo, apos alguns anos de aplicacdo as méas conseqliéncias dessa
estratégia comecaram a aparecer. Por apresentar um raio de acdo de amplo
espectro, a contaminacdo da cadeia alimentar trouxe seus efeitos nocivos aos
organismos ndo-alvo e, em muitos casos, a intoxicacdo chegou até o homem
(HAYES, 1992).

A descoberta de bactérias entomopatogénicas nas décadas de 50 e 60 abriu
uma nova perspectiva aos programas de combate aos mosquitos da familia
Culicidae. Dentre esses microrganismos, o Bacillus thuringiensis serovar
israelensis (Bti) e o Bacillus sphaericus (Bs) apresentaram maior potencial
larvicida (RABINOVITCH et al., 1998). Seus produtos apresentam a vantagem
de ser ambientalmente seguros, sem efeito cumulativo na cadeia trofica, bastante
especificos, ndo acometendo organismos ndo-alvo, e inécuos ao homem (WHO,
1985).

O Bacillus sphaericus € uma bactéria aerdbica gram-positiva que produz
um esporo esférico na porcdo terminal. Seu efeito larvicida é produzido
principalmente a partir de duas toxinas que atuam em sinergia. As toxinas

apresentam uma alta toxicidade as larvas de Culex quinquefasciatus, o que



resulta no sucesso da utilizagdo dos bioinseticidas de Bacillus sphaericus para o
controle dessa espécie de Culicidae (SINGER, 1974). Segundo muitos autores,
sua aplicabilidade também incluiria mosquitos do género Anopheles e, sendo
assim, podendo ser utilizado nos programas de controle de malaria (YAP, 1985;
SKOVMAND & SANOGO, 1999; LABIB & DAWOUD, 2003; SELEENA et
al., 2004).

Atualmente existem disponiveis no mercado bioinseticidas produzidos a
partir de Bacillus sphaericus, como Vectolex® e Spherix®, porém deve-se
ressaltar que a maioria desses produtos é produzida longe dos locais onde serdo
aplicados, geralmente paises desenvolvidos, e posteriormente exportados. Além
de encarecer os custos e, consequentemente, limitar sua utilizagdo, muitas vezes
o transporte e estocagem inadequada acaba influindo negativamente na eficiéncia
do produto. Semelhante processo ja foi observado com bioinseticidas de Bti no
controle de pragas agricolas, como, por exemplo, alguns lepidopteros
(BHUMIRATANA, 1991).

Sendo assim, afim de possibilitar a reducdo dos custos de producdo e
possibilitar uma maior agilidade na aplicagdo, muitos autores tém sugerido a
implementacdo de uma producéo local dos bioinseticidas (OBETA & OKAFOR,
1983; BHUMIRATANA, 1991; POLLOM, 2003). Essa producdo seria proximo
aos locais onde os bioinseticidas s8o0 mais necessarios, normalmente paises
tropicais subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, e eliminaria a dependéncia
tecnoldgica dos paises desenvolvidos.

A implementacdo de uma producéo local de bioinseticidas apresenta como
vantagem a estabilidade, pois os produtos fermentados localmente ndo ficam
muito tempo estocados ou ndo precisam viajar grandes trajetos até que possam
ser utilizados. Outra vantagem estaria na formulagdo, pois os bioinseticidas
comercias nem sempre sdo formulados a partir de um estudo amplo ou testados
suficientemente (BHUMIRATANA, 1991). Dessa forma, podem ser melhorados
a partir de mais ensaios biologicos testando formulacgdes diversas.

Outro fator importante sdo as diferencas locais. Muitas vezes, as

padronizagOes atingidas s&o mais apropriadas para uma dada regido com



caracteristicas particulares. Tais caracteristicas ndo sao obrigatoriamente as
mesmas do local onde os produtos seréo usados. Os resultados, muitas vezes, sao
bastante inferiores, haja vista que os bioinseticidas sdo produzidos em paises
desenvolvidos, normalmente de clima temperados, e geralmente aplicados em
locais tropicais com ambientes distintos (BHUMIRATANA, 1991).

Dentro desse panorama, o cultivo de Bacillus sphaericus (Bs) adequa-se
bem a realidade brasileira. O Bs € uma bactéria que ndo necessita de condi¢cbes
especiais para se desenvolver, sendo de simples manuseio. Apresenta um
crescimento aerdbico que ndo necessita de um sistema de aeracdo especial,
alcangando bons resultados a partir de uma fonte de ar comum (YOUSTEN et
al., 1984). Além disso, a imensa variedade de recursos naturais possibilita a
formulacéo de meios de cultivo bacteriano a um baixo custo e alta produtividade
mantendo-se a qualidade.

Em todo mundo, diversos produtos agricolas empregados no cultivo de
Bacillus sphaericus ja foram testados com sucesso, usando como base sementes e
extratos de legumes. Além das qualidades nutricionais, 0 custo da matéria-prima
é importante para que se consiga reduzir o precgo final. Outro fator importante €
que a matéria-prima empregada seja disponivel e de facil aquisicdo. Todas essas
caracteristicas fizeram dos derivados da soja, um produto abundante no Estado
do Parand, a fonte alternativa preterida neste trabalho.

POLLOM (2003) obteve resultados de 100% de mortalidade de larvas em
instar L4 de desenvolvimento de Aedes aegypti usando um bioinseticida a partir
de Bti produzido com derivados de soja como fonte de nitrogénio e melaco de
cana como fonte de carbono. Porém, ndo existem dados referentes ao uso destes
produtos em fermentacdes em pequena e grande escala para a producdo de
Bacillus sphaericus. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivos:

1. Otimizar um meio de cultivo de alta produtividade de Bacillus sphaericus.
2. Determinar o grau de toxicidade do produto contra larvas do quarto instar
(L4) de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, aferindo a concentragéo

ideal para uma maior eficiéncia.



3. Fermentar em biorreator de 2L um meio de cultivo de alta produtividade

de Bacillus sphaericus com alto potencial larvicida.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Principais bactérias entomopatogenicas

As duas espécies de bactérias entomopatogénicas mais estudadas e
utilizadas como bioinseticidas sdo o Bacillus thuringiensis israelensis e o
Bacillus sphaericus (RABINOVITCH et al., 1998). Ambas produzem
endotoxinas protéicas, as quais, quando ingeridas pelas larvas de insetos atacam e
destroem o seu epitélio do estbmago (intestino médio), levando a morte. Bacillus
thuringiensis israelensis é eficaz contra espécies do género Aedes, Anopheles,
Culex e até certo ponto contra Mansonia, sendo ainda ativo contra larvas de
simulideos. Bacillus sphaericus mostrou-se especialmente eficaz contra larvas de
Culex (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

2.1.1. Bacillus sphaericus Meyer e Neide, 1904

Bacillus sphaericus é uma bactéria aerobica que produz um esporo
esférico na porgéo terminal da célula (DAVIDSON, 1988). O efeito larvicida é
produzido a partir de dois tipos de proteinas: os cristais e as toxinas Mtx. Ambas
apresentam composicOes distintas e tempos de sintese diferenciados. Os cristais
sd0 0s principais responsaveis pela alta atividade larvicida e sua liberacdo esta
associada ao processo de esporulacdo da bactéria. Porém, evidéncias recentes
apontam para um papel importante das toxinas Mtx na toxicidade contra larvas
de diferentes espécies de culicideos (SHI et al., 2003; PROMDONKOY et al.,
2004).

2.1.2. Mecanismo de a¢ao do cristal protéico
O cristal é formado por dois polipeptideos, Bin 1 (41,9 kDa) e Bin 2 (51,4

kDa). Ambos atuam de maneira sinérgica, isto €, uma potencializando o efeito



larvicida da outra, sendo que Bin 1 € mais toxica. A endotoxina binaria funciona
ativando receptores livres da camada unilamelar e da bicamada lipidica através
da formacdo de poros. O processo é favorecido pelo pH alcalino do trato
digestivo da larva associado com a presenca de acidos lipidicos (SCHWARTZ et
al., 2001).

Além disso, o Bacillus sphaericus apresenta a caracteristica de
multiplicacdo bacteriana na hemolinfa, causada pela germinacdo do esporo e
determinando um processo septicémico (RABINOVITCH et al.,, 1998). A
associacdo do dano tecidual com o quadro septicémico propicia uma alta
toxicidade as larvas suceptiveis.

LABIB & DAWOUD (2003) estudaram a acdo citopatolégica em larvas
de trés diferentes espécies de Culicidae ap6s a ingestdio do complexo
esporo/cristal do Bacillus sphaericus. O trabalho comprovou os diferentes efeitos
citotoxicos nas larvas gerados a partir do uso de bioinseticida de Bacillus
sphaericus. Observou-se que 24h apds a ingestao, as bactérias passavam por um
periodo germinativo, isto é, multiplicando-se no Iimen do trato digestivo da
larva. Entre 36 e 48h, as larvas apresentavam mudancas ultraestruturais no trato
digestivo conforme a espécie. Em Anopheles (Anopheles) pharoensis Theobald,
1901 a mucosa intestinal se encontrava dilatada com deformacg6es no reticulo
endoplasmaético rugoso, as mitocondrias estavam excessivamente aumentadas.
Em Culex (Culex) pipiens Linnaeus, 1758, grandes vacuolos apareceram por todo
trato digestivo, sendo que o reticulo endoplasmatico liso fragmentou-se em
pequenas vesiculas. O trato digestivo de Aedes (Ochlerotatus) caspius Edwards
1920 também apresentou mitocondrias aumentadas e grandes vacuolos foram
observados no reticulo endoplasmatico liso.

2.1.3. Especificidade

Apesar da alta toxicidade, o Bacillus sphaericus possui um raio de agéo
bastante restrito, acometendo apenas um pequeno namero de espécies
susceptiveis. Enquanto o Bacillus thuringiensis israelensis € considerado um
bioinseticida de amplo espectro, apresentando toxicidade contra larvas de

lepidoptero, simulideos e culicideos, o Bacillus sphaericus & muito mais seletivo,



geralmente atuando contra larvas de mosquito do género Culex (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994).

BROWN et al. (2004) avaliaram a aplicacdo de Vectolex®, bioinseticida
produzido a partir de Bacillus sphaericus, na Australia. Apés a utilizacdo do
produto contra larvas de diversas espécies de mosquitos, comprovou-se uma
maior susceptibilidade das espécies do género Culex. Comparadas com espécies
ndo-alvo, como Aedes (Ochlerotatus) vigilax Skuse, 1889 e Aedes (Stegomyia)
aegypti Linnaeus 1762, o Culex spp. foi de 10 a 100 vezes mais vulneravel ao
produto. Além da seguranca as espécies nao-alvo, pOde-se constatar que o

bioinseticida de Bacillus sphaericus nio afetou os peixes ou a qualidade da agua.

2.1.4. Controle da filariose linfatica usando bioinseticida

A especificidade do Bacillus sphaericus possibilita o controle de
determinados mosquitos sem afetar espécies ndo-alvo. Normalmente sua
aplicagdo é amplamente destinada ao controle de Culex quinquefasciatus, devido
a sua participacdo no ciclo da filariose e arboviroses (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994).

MULLA et al. (2001) notificaram os bons resultados da aplicacdo do
Bacillus sphaericus no controle de Culex quinquefasciatus na Tailandia. Eles
observaram uma grande diminuicdo no numero de larvas que antecedeu um
substancial declinio na densidade de adultos. No periodo de 7 a 14 dias foi
observado 0 maximo declinio do ndmero de adultos. Durante 2.000 testes
realizados em Wat Pikul, observou-se uma reducdo de 87-98% de adultos em
aplicagcOes de maior concentragéo do produto.

SILVA-FILHA et al. (2001) comprovaram resultados consistentes da
aplicacdo de Bacillus sphaericus no controle de Culex quinquefasciatus por trés
anos em Recife. Foi observada uma reducdo significativa no niumero de larvas
nos locais onde o produto era aplicado, principalmente a partir do segundo ano.
Os resultados se mantiveram no ano subseqtiente, quando a densidade de adultos

permaneceu baixa mesmo na auséncia de tratamento.



2.1.5. Eficiéncia no controle da malaria

Além da eficiéncia ja comprovada do Bacillus sphaericus no controle do
vetor da filariose linfatica, trabalhos recentes vém mostrando a aplicabilidade do
bioinseticida no controle dos vetores da maléaria. FILLINGER et al. (2003)
relataram resultados satisfatorios da aplicacdo de Bacillus sphaericus no combate
a larvas de Anopheles gambiae, responsavel pela transmissdo da malaria no
Quénia.

Semelhante aplicacdo também foi relatada por SELEENA et al. (2004),
que relataram a associacdo de bioinseticidas e inseticidas quimicos no controle
do Anopheles balabacensis, vetor da malaria na Malasia. Enquanto inseticidas
quimicos a base de alfa cipermitina eram usados para o controle dos insetos
adultos, os bioinseticidas eram aplicados para o controle anti-larvario. Os
resultados dessa estratégia se comprovaram no ano seguinte, quando foi
registrada uma reducdo significativa no numero de casos de malaria nos locais

nas cidades tratadas durante o estudo.

2.1.6. Tempo de permanéncia do bioinseticida no ambiente

Outra caracteristica importante dos bioinseticidas formulados a partir de
Bacillus sphaericus é a capacidade de se reciclar no corpo de larvas mortas de
Culicidae, persistindo muito mais tempo no ambiente. GANUSHKINA et al.
(2000) afirmaram que o tempo de persisténcia depende principalmente da
concentracdo em que o produto é aplicado. A presenca de larvas mortas
estenderia o efeito larvicida por até 60 semanas.

LABIB & MOHAMAD (2003) estudaram o processo de reciclagem de
Bacillus sphaericus em larvas de Culex pipiens e Anopheles pharoensis,
monitorando a atividade microbiana. Observou-se que 0 numero de esporos
viaveis comegou a decair 12h apds a ingestdo, alcancando valores maximos de
12h a 24h. Nos cadaveres, o numero de células bacterianas comecou a crescer
apos o primeiro e segundo dia, atingindo o &pice uma semana depois, quando

chegou a ser 20 vezes maior do que a quantidade ingerida.



2.1.7. Resisténcia dos mosquitos ao Bacillus sphaericus

Apesar da grande eficiéncia no controle de mosquitos do género Culex e
outras espécies, rapidamente foi observado o desenvolvimento de resisténcia
contra a toxina do Bacillus sphaericus. Sucessivas aplicagdes do produto
formariam, com o passar do tempo, geracOes de insetos resistentes ao
bioinseticida. O mecanismo molecular dessa resisténcia e a forma de transmisséo
dessa heranca foi tema de uma séria de trabalhos recentes.

OLIVEIRA et al. (2004) estudaram o0s mecanismos moleculares da
resisténcia do Culex quinquefasciatus ao bioinseticida de Bacillus sphaericus.
Foi constatado que a resisténcia dos insetos coletados no Brasil e na China era
resultado de uma modificacdo no receptor presente na mucosa da larva que
reconhece o cristal BIN 2. Esse receptor alterado ndo reconheceria o peptideo do
Bacillus sphaericus perdendo assim o efeito citopatico no trato digestivo da
larva. O estudo revelou ainda que a heranca € recessiva e autossémica.

Uma concluséo parecida foi atribuida a NIELSEN-LeROUX et al. (2002),
que avaliaram a resisténcia a toxina do Bacillus sphaericus em Culex pipiens
procedentes de paises do oeste do Mediterraneo. Também foi observado que a
resisténcia era resultado de uma alteracdo no receptor para o peptideo Bin 2 do
cristal. Porém, a heranca seria transmitida de forma recessiva de um gene ndo-
autossomico.

Problemas no receptor para Bin 2 também foram detectados em SILVA-
FILHA et al. (2004), estudando colonias resistentes de Culex pipiens. Dessa vez,
porém, foi observada a perda completa desse receptor nas membranas do trato
digestivo da larva. Além disso, o receptor para Bin 1 também se mostrou falho
em colbnias que apresentavam resisténcia a outra cepa do microrganismo. Foi
demonstrado, entdo, que 0s mecanismos de resisténcia podiam ter uma
explicagdo nos dois receptores para a endotoxina do Bacillus sphaericus.

Estudando coldnias de Culex quinquefasciatus resistentes ao Bacillus
sphaericus na India, POOPATHI et al. (2002) afirmaram que ndo ha quaisquer
diferencas significativas nos instares larvais, tempo de vida dos adultos ou

quantidade de ovos. A biologia desses insetos resistentes ndao diferia dos demais.



OLIVEIRA et al. (2003), compararam colbnias susceptiveis com resistentes e
concluiram que as colbnias resistentes apresentam menor fecundidade e
fertilidade. Além disso, elas teriam um tempo maior de desenvolvimento do que

coldnias susceptiveis.

2.1.8. Manejo da resisténcia dos insetos a toxina do Bacillus sphaericus

Apesar do desenvolvimento de resisténcia ao Bacillus sphaericus ser
frequentemente observado nos programas de controle anti-larvario, trabalhos
recentes mostram que diferentes estratégias podem facilmente reverter a
resisténcia e dar prosseguimento aos programas de controle. Sendo assim, 0s
bioinseticidas de Bacillus sphaericus continuam sendo uma excelente ferramenta
para o controle de vetores de agentes patogénicos.

POOPATHI et al. (2003) constataram que a resisténcia ao Bacillus
sphaericus ndo implica em resisténcia aos inseticidas quimicos. Aplicando
Malathion, inseticida organofosforado, sobre larvas de uma populacédo de Culex
quinguefasciatus resistentes obtiveram a mesma eficacia observada em larvas
susceptiveis. Seus resultados indicariam o uso do inseticida quimico no manejo
de mosquitos resistentes ao Bacillus sphaericus.

Outra estratégia bem sucedida foi notificada aplicando bioinseticidas de
Bacillus thuringiensis israelensis. YUAN et al. (2003) constataram ndo haver
resisténcia cruzada entre os dois bioinseticidas testando Bacillus thuringiensis
israelensis sobre larvas de Culex quinquefasciatus resistentes ao Bacillus
sphaericus.

PEI et al. (2002) submeteram duas col6nias de Culex quinquefasciatus a
trés cepas de Bacillus sphaericus. Observou-se resisténcia a partir de 13-18
geracOes nas cepas C3-41 e IAB59, 46 geracOes para a cepa 2362. Em todos os
casos, ndo foi verificado resisténcia ao Bacillus thuringiensis israelensis por

parte das larvas resistentes. POOPATHI et al. (2001) obtiveram o mesmo



resultado aplicando Bacillus thuringiensis israelensis sobre larvas de uma
populacdo muito resistentes a cepa 2362 de Bacillus sphaericus.

ZAHIRI et al. (2002 e 2003) testaram com sucesso uma formulagdo com a
mistura de Bacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis israelensis em um
colonia resistente a cepa 2362. Apos 36 geragdes ndo havia ainda observado
resisténcia, sendo que bastariam 15 geragGes para o desenvolvimento de
resisténcia ao Bacillus sphaericus isoladamente.

Mais recentemente, ZAHIRI et al. (2004) obtiveram resultados
satisfatérios com uma cepa recombinante de Bacillus sphaericus e Bacillus
thuringiensis israelensis contra larvas de Aedes aegypti e larvas de uma
populacdo resistentes a cepa 2362 de Bacillus sphaericus. A bactéria
recombinante produzia as duas endotoxinas, o que ampliava o seu potencial

larvicida.

2.2. Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823

O Culex quinguefasciatus € um mosquito amplamente distribuido no
mundo com o potencial vetorial de agentes causadores de doengas humanas e
veterinarias. Além do ja conhecido papel na veiculacdo da Wuchereria bancrofti,
agente causador da filariose linfatica, segunda maior doencga parasitaria em
namero de casos, mais recentemente tem sido amplamente estudado devido ao
papel na transmissdo do Virus do Oeste do Nilo. Este inseto esta inteiramente
adaptado aos ambientes urbanos, o que Ihe confere a capacidade de carrear
agentes patogénicos silvestres, como arboviroses, aos aglomerados
populacionais. Sendo assim, o combate a esses mosquitos se faz necessario por

uma questao de salde publica.

2.2.1. Distribui¢io

O Culex quinquefasciatus é considerado tropico-cosmopolita, isto e,
amplamente difundindo nas regides de clima tropical e subtropical ao redor do
mundo. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Ocorre, basicamente, nas porgdes

meridionais da Asia, na Africa, nas Américas (do sul dos Estados Unidos ao



norte da Argentina) e na Oceania. Em todas essas areas, a presenca do inseto
pode ser relacionada diretamente com a incidéncia da filariose linfatica (WHO,
2006).

2.2.2. Comportamento

O Culex quinquefasciatus pode se desenvolver tanto em criadouros
naturais quanto artificiais, desde que ambos estejam associados a presenca
humana, como em ambientes peridomiciliares. Na natureza podem se
desenvolver no solo ou recipientes ricos em matéria organica em decomposicao,
muitas vezes de aspecto sujo e mal cheiroso. Em recipientes artificiais,
geralmente sombreados, como vasilhames, latas, copos ou bebedouros de
animais sao muito procurados para a desova e criacdo do culicideo (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994).

Sdo mais frequentes nos meses quentes e chuvosos, favorecidos pelo
acumulo de agua no solo e nos recipientes, mesmo assim pode ser coletado
durante todo ano, ininterruptamente (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

A atividade hematofagica do Culex quinquefasciatus é preferencialmente
noturna. Apesar de fémeas e machos normalmente invadirem habitacbes
humanas permanecendo durante todo dia e noite, preferem praticar a hematofagia
nas horas mais avancadas da noite e 0s momentos que antecedem o amanhecer
(PESSOA & MARTINS, 1977).

E altamente antropofilico, procurando o homem dentro de sua habitacio
para exercer o hematofagismo. Portanto, além de veiculadores de agentes
patogénicos sdo insetos que molestam o homem e 0s animais com suas picadas.
Porém, existe nesses mosquitos uma certa ornitofilia, pois, apds 0 homem, sdo as
aves domeésticas as mais atacadas pelas fémeas. Alem disso, em condicdes
experimentais, verificou-se uma consideravel saurofilia, algo que ampliaria ainda
mais a gama de hospedeiros (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Mesmo assim,
quando o homem esta presente é ele o alvo preferencial do Culex

quinguefasciatus.



2.2.3. Veiculacao de patogenos

O Culex quinquefasciatus é o principal vetor da Wuchereria bancrofti,
agente causador de 90% dos casos de filariose linfatica. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude, a filariose ¢ uma doenca endémica em 80 paises,
principalmente na América do Sul, Africa e Asia, onde vivem aproximadamente
1,1 bilhdo de pessoas em é&reas de risco. Atualmente, estima-se que ha
aproximadamente 120 milhGes portadores de filariose linfatica, segunda maior
doenca parasitaria em nimero de casos, sé superada pela malaria (WHO, 2006).

Sua predilecdo pelo sangue humano e sua preferéncia por sugar durante a
noite facilitam muito o contato das microfilarias com este culicideo. Isso porque
0 homem é o Unico hospedeiro da Wuchereria bancrofti e durante a noite ocorre
um aumento da microfilaremia periférica. A associagdo desses dois eventos torna
0 Culex quinquefasciatus um vetor mais eficaz que 0s outros mosquitos
susceptiveis.

No Brasil, a situagcdo mais cadtica da filariose linfatica se encontra no
Estado de Pernambuco. Estudos mostraram que em alguns bairros de Recife e
Olinda a prevaléncia de individuos microfilarémicos atinge indices superiores a
10%. Segundo ROCHA & FONTES (1998), isso mostra que passados mais de 40
anos dos primeiros levantamentos, as taxas de prevaléncia estdo maiores que as
descritas no passado em Recife. A manutencdo da bancroftose endémica em
Recife esta certamente associada com a baixa qualidade de vida na maioria da
area urbana do municipio, realcada pela migracdo desordenada (urbanizacéo),
pelo grande nimero de favelas e saneamento precario na cidade que favorecem a
proliferacdo do mosquito vetor.

Além da filariose, o Culex quinquefasciatus também pode atuar como
vetor de arboviroses como, por exemplo, o virus do Oropouche e encefalites do
tipo St. Louis e Venezuelana (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Dentro do grupo
das encefalites, destaca-se a Febre do Oeste do Nilo. A doenca é causada pelo
flavivirus West Nilo virus (WNV), encontrado naturalmente em aves e descrito
no ano de 1937, em Uganda. Em humanos, porém, é responsavel por uma forma
severa de encefalite, podendo resultar em ¢bito (FIOCRUZ, 2006).



O virus nunca havia sido registrado nas Américas até 1999, quando foi
responsavel por seis mortes em Nova York naquele ano (SPIELMAN et al.,
2004). Atualmente, diversos estudos tém comprovado a presenca do WNV em
diferentes animais. Conforme BLITVICH et al. (2003), os equinos podem
funcionar como reservatérios e desenvolver o quadro de encefalite, chegando a
6bito. KIENK et al., 2004 comprovaram que a viremia pode ser sustentada e
transmitida por crocodilos. Atualmente, um consorcio envolvendo Estados
Unidos, Venezuela, Porto Rico e Brasil faz o monitoramento das aves
migratérias que podem introduzir o WNV na América do Sul (WHO, 2006).
Além disso, segundo especialistas algumas espécies de mosquitos que foram
encontradas com o virus no sul dos Estados Unidos sdo frequientes em areas
urbanas na América do Sul (FIOCRUZ, 2006).

2.3. Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762

O Aedes aegypti € um mosquito amplamente distribuido no mundo com o
potencial vetorial de agentes de doencas causadores de doencas humanas. No
final do XIX, o Aedes aegypti foi responsavel por uma grande epidemia de febre
amarela no Brasil, sendo duramente combatido no inicio do século XX até ser
considerado extinto anos depois. ApoOs ser reintroduzido, passou a ser o

responsavel por veicular o dengue.

2.3.1. Distribuicao geografica

Embora oriundo do Velho Mundo, o Aedes aegypti acompanhou 0 homem
ao longo da histéria. Hoje é considerado um mosquito tropico-cosmopolita, com
ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais, compreendidas principalmente
entre 45° latitude Norte e 35° latitude Sul ou mesmo fora desses limites, mas
dentro das zonas isotermais de 20°C (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

2.3.2. Comportamento
Seus criadouros séo preferencialmente os recipientes artificiais, tanto os

abandonados pelo homem a céu aberto e preenchidos pelas dguas da chuva, como



aqueles utilizados para armazenar &gua para uso doméstico (PESSOA &
MARTINS, 1977). A Unica condicdo € que a 4gua armazenada seja limpa, isto &,
ndo turva, pobre em matéria organica em decomposicdo e em sais. Além disso,
h& uma preferéncia por locais sombreados e de fundo ou paredes escuras.

No Brasil, o Aedes aegypti tem sido surpreendido criando-se em
recipientes naturais como bromélias usadas com o fim ornamental, buracos em
arvores, escavacdo em rocha e bambu. Contudo, tais encontros sdo muito raros
em comparagdo com o0s criadouros preferenciais (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994).

O Aedes aegypti tem sua densidade populacional diretamente influenciada
pela presenca de chuvas. Embora possa manter uma populacdo consideravel
durante as estagcbes menos chuvosas, a custa de criadouros semipermanentes e
independentes da chuva (caixas d’agua, cisternas e latdes). Porém, é durante a
estacdo chuvosa que sua populacdo realmente alcanca niveis elevados e de
importancia para fins de transmissdo de patogenos (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994).

As fémeas de Aedes aegypti restringem seus habitos hematofagos aos
horéarios diurnos. Seus picos de maior atividade acham-se, geralmente, situados
no amanhecer e pouco antes do crepusculo vespertino, mas ataca 0 homem, e por
vezes animais domeésticos, a qualquer hora do dia (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994).

Observa-se que o Aedes aegypti é dotado de um certo ecletismo em
relacdo a fonte sanguinea para alimentacdo, mas o homem é sua principal vitima.
Ataca animais das mais diversas categorias, desde que estejam proximos a seus
criadouros e abrigos. Como, no Brasil, tais locais acham-se quase sempre no
domicilio ou em sua imediata vizinhanga, € 0 homem o hospedeiro mais visado
por esse Culicidae (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

2.3.3. Veiculacio de patogenos
No Brasil, Aedes aegypti foi o Unico vetor conhecido de febre amarela

urbana e é o Unico transmissor do dengue, em nossos dias. A febre amarela,



embora, causada por um mesmo tipo de arbovirus (um flavivirus) pode se
manifestar de duas formas: Febre Amarela Silvestre e Febre Amarela Urbana
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

A forma silvestre é veiculada na floresta por mosquitos silvestres que
picam animais susceptiveis ao virus, especialmente macacos, sendo 0 homem um
hospedeiro acidental. Por outro lado, a forma urbana da febre amarela é veiculada
dentro das cidades e vilas, de homem para homem, pelo Aedes aegypti.

A febre amarela urbana foi considerada extinta do pais desde 1942,
quando ocorreram seus Ultimos casos. Sua ultima epidemia na América,
produzida a custa do Aedes aegypti, aconteceu em 1929. Por outro lado, pouco
apos sua reintroducdo no Brasil, 0 mosquito iniciou uma progressiva e alarmante
propagacéo do dengue (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

A epidemiologia do dengue no Brasil, pelo aspecto entomoldgico, em tudo
se assemelha a da febre amarela urbana, sua atual distribui¢do coincide com a do
Aedes aegypti. Tanto na febre amarela urbana como na dengue ha transmisséo
transovariana do virus, de maneira que, variavel percentual de fémeas filhas de
um espécime infectado, nasce ja infectada (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. LOCAL

As atividades desenvolvidas no trabalho foram realizadas no Laboratorio
de Parasitologia Molecular da Universidade Federal do Parana. Nesse local eram
mantidas a criacdo de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus e onde eram
realizados os bioensaios. As fermentacdo em pequena e grande escala eram
realizadas no Laboratério de Biotecnologia e Bioprocessos, também da

Universidade Federal do Parana.

3.2. MICRORGANISMO
O microrganismo usado no presente trabalho é o Bacillus sphaericus
Meyer e Neide, 1904, (cepa 2362) procedente do Instituto Pasteur de Paris. O

material foi conservado em pequenas aliquotas de 4ml contendo o meio



referéncia Luria Bertani (SAMBROOK et al., 1989) conservadas em freezer a
uma temperatura de -20° C.
3.2.1. Preparo do pré-inoculo

A partir do material bacteriano liofilizado, inoculou-se em meio Nutrient
Broth e incubou-se por 24h em estufa a 37°C. Em seguida, 0 meio fermentado era
passado para o gar Nutriente, onde foi plaqueado. Apds fermentar por 24h em
estufa a 37°C, as colonias foram plaqueadas e inoculavam um Erlenmeyer
contendo 100ml do meio de cultivo Luria Bertani (LB). O pré-indculo foi
fermentado em incubadora rotativa por 72h a 120rpm, 30°C. O meio fermentado,
que serviria de pré-inéculo, era adicionado em pequenas aliquotas de 3ml
juntamente com 1ml de glicerol 10%, que eram estocadas no freezer a -20°C até

Seu uso.

3.3. Fontes alternativas de nitrogénio e carbono

Sabendo que POLLOM (2003) alcangcou uma mortalidade de 100% contra
larvas de Aedes aegypti usando derivados de soja e melaco de cana compondo
um meio de cultivo para Bacillus thuringiensis, buscou-se semelhante resultado
com Bacillus sphaericus. Para tanto, foram testados através de bioensaios alguns
produtos do beneficiamento da soja como fonte de nitrogénio (Tabela 1).
TABELA 1 - DERIVADOS DE SOJA TESTADOS COMO FONTE DE

NITROGENIO
PRODUTO CARACTERISTICA
Extrato de soja Gréos selecionados, lavados e triturados. Recebe a adicéo

de polpa de frutas e agucares. Direcionado ao consumo
humano em forma de leite de soja

Farelo de soja Gréos de soja descascados, moidos e tratados para
extracdo do Gleo de soja. Usado como ingrediente para
racdo animal.

Farinha de soja Adequacdo do farelo de soja destinado ao consumo
humano.

Farelo brancode  Farelo de soja desengordurado, sem lipideos, sem
soja carboidratos totais e enriquecido com 65% de proteina.




Como fonte de carbono, outros produtos foram testados como matéria-

prima para o cultivo de Bacillus sphaericus (Tabela 2).

TABELA 2 - PRODUTOS TESTADOS COMO FONTE DE CARBONO PARA
Bacillus sphaericus

PRODUTO CARACTERISTICAS
Sub-produto da fabricacéo do agucar e
Melago de cana-de-agUcar materia-prima na fabricacéo

de alcool combustivel

AcUcar mascavo Feito a partir de cristais de aclcar
obtidos do xarope de melago

3.4. CRIACAO DE Aedes aegypti E Culex quinquefasciatus PARA
BIOENSAIO

3.4.1. Aedes aegypti
3.4.1.1. Manutenc¢ao de adultos e producio de ovos e larvas

Larvas de Aedes aegypti foram usadas nos bioensaios e a criacdo foi
iniciada a partir de ovos provenientes de uma colonia referéncia do Instituto
Pasteur de Paris.

A criacdo iniciou-se a partir dos ovos, que eram mantidos durante a fase
larval em potes com agua. A alimentacdo do periodo larval era efetuada a partir
de racdo de peixe (Alcon®), que era acrescida aos potes diariamente. Quando
atingiam o estagio de pupa, os individuos eram transferidos para pequenos potes
com &gua mantidos em gaiolas cubicas (25cm x 25cm) forradas com tela. Apds a
emergeéncia, adultos eram alimentados por repastos sanguineos semanais, com a
introducdo de camundongos recém-natos no interior da gaiola. Para a ovoposicao
das fémeas eram colocados papéis de filtro apoiados em copos de plasticos (5¢cm
X 6cm) com agua. Estes papeis, contendo os ovos, eram retirados semanalmente,
secos a temperatura ambiente e acondicionados em ambiente protegido da

umidade, hermeticamente fechados até o momento de serem usados. Quando



eram necessarias grandes quantidades de larvas, 0s ovos eram imersos em agua

para que ocorresse a incubacéo e eclosao.

3.4.2 Culex quinquefasciatus
3.4.2.1 Manutenc¢ao de adultos e producio de ovos e larvas

Larvas de Culex quinquefasciatus foram usadas nos bioensaios e a criagéo
foi iniciada a partir de larvas provenientes de uma col6nia referéncia do IBEX do
Rio de Janeiro.

A criacdo iniciou-se a partir das larvas, que eram alimentadas diariamente
com racao de peixe (Alcon®). Quando atingiam o estdgio de pupa, os individuos
eram colocados em pequenos potes com agua guardados em gaiolas cubicas
(25cm x 25cm) forradas com tela. Os adultos eram alimentados com repastos
sanguineos semanais. A ovoposi¢cdo era realizada no interior de copinhos de
plasticos com agua. As “jangadas” de ovos eram transferidas para potes com

agua e mantidos em estufa a 27°C até a ecloséo.

3.5 BIOENSAIO

Os bioensaios constituem a principal parte do presente trabalho. Todas as
decisGes tomadas durante a padronizagédo do meio tinham origem resultados dos
bioensaios. Essa postura foi adotada gracas a caracteristica inerente dos meios
utilizados, elaborados com ingredientes insolUveis resultando em um meio de
cultivo extremamente particulado. Por apresentar essa caracteristica, ndo foi
possivel realizar cinéticas de crescimento por peso seco ou densidade Gtica, como
é feito na maioria dos trabalhos que envolvem fermentacdes. Por outro lado, 0s
resultados obtidos oriundos dos bioensaios apresentam a vantagem de ser
inteiramente confiaveis, ja que quantificam diretamente a eficiéncia do produto

atraves da real aplicacdo dos bioinseticidas.



Figura 1: Procedimentos do bioensaio,  1- pote com
90ml de agua recebe 20 larvas, 2- Aplicacdo do
bioinseticida diluido, 3- afericdo de mortalidade apds
48h.

O bioensaio era realizado em potes que recebiam dosagens diferentes do
bioinseticida fermentado. Inicialmente, dilui-se 2 gramas do fermentado bruto em
200ml de &gua, obtendo-se uma diluicdo de 1/100. Retirando-se 10ml desse
conteudo e misturando a 90ml de &gua, obtinha-se a diluicdo de 1/1.000, e assim
sucessivamente. Em cada pote, eram depositadas 20 larvas de 4° instar num

volume de 90ml de &gua, as larvas podiam ser de Aedes aegypti ou Culex



quinquefasciatus, dependo de teste. Os potes recebiam o acréscimo de 10ml do
produto diluido, completando um volume total de 100ml. Sendo assim, se 0 pote
contendo 90ml de &gua recebesse 10ml do produto diluido a 1/100, obtinha-se a
diluicdo de 1/1.0000. Em cada diluicho eram feitos outros dois potes com
repeticdo para aumentar a amostra. Dois potes contendo o mesmo numero de
larvas ainda eram usados como controle, isto é, sem receber qualquer dosagem
do produto. Nos experimentos com Culex quinquefasciatus, os potes recebiam
uma dosagem diaria de alimento. Apds 48h, a mortalidade das larvas era aferida
e determinada quantitativamente a eficacia do bioinseticida. Se a mortalidade das
larvas dos potes controle ficasse entre 5 e 20%, era aplicada a formula de
correcdo de Abbott (1925). Sendo assim, nos resultados de mortalidade
apresentados no trabalho néo trardo as taxas de mortalidade dos potes controle,
pois estes sdo levados em consideracdo na formula de correcdo de Abbott. Caso a
taxa de mortalidade do grupo controle atingisse valores superiores a 20%, todo

experimento era anulado e repetido.

Correcdo de Abbott: = teste de mortalidade — mortalidade do controle (%) x 100
100 — mortalidade do controle (%)

3.6. ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram analisados e passavam pela Andlise de Variancia
(ANOVA) com 95% de intervalo de confianga. Posteriormente eram

transformados em graficos com auxilio do programa Excel, Microsoft.

3.7. OTIMIZACAO DE MEIO DE CULTIVO PARA Bacillus sphaericus

3.7.1. Escolha da fonte de nitrogénio

A padronizacdo em pequena escala do meio de cultivo com Bacillus
sphaericus utilizou como base o meio de cultivo que POLLOM (2003) utilizou
para produzir Bacillus thuringiensis serovar israelensis, composto de farelo de

soja 20g/l e melago 2g/I.



O primeiro bioensaio foi um teste qualitativo que visava determinar-se
qual seria 0 composto que, funcionando como fonte de nitrogénio, propiciaria
uma maior mortalidade de larvas L4 de Aedes aegypti. Para tanto, foram testados
quatro produtos do beneficiamento da soja: a farinha, o extrato, o farelo e o farelo

branco.

3.7.2. Escolha da fonte de carbono

O segundo teste qualitativo teve como finalidade determinar a fonte de
carbono do meio de cultivo para Bacillus sphaericus. Para tanto, foram
fermentados meios utilizando os seguintes compostos: melaco de cana-de-agUcar
e aclcar mascavo. Além disso, para se aferir a importancia dos carboidratos na
fermentagcdo, preparou-se um meio de cultivo que ndo recebeu qualquer
composto dessa origem. O produto da fermentacdo foi testado contra larvas L4

de Aedes aegypti.

3.7.3. Determinac¢io da melhor concentrac¢io dos compostos

Apds os testes qualitativos que determinaram o0s compostos melhor
empregados como fonte de nitrogénio e carbono, restava saber qual seria a
concentragcdo mais adequada as fermentacGes de Bacillus sphaericus. Neste teste
quantitativo, foram empregadas quatro concentracGes distintas para aferir quais
as quantidades minimas dos compostos que propiciaria maior mortalidade de

larvas L4 de Aedes aegypti.

3.7.4. Determinacao do tempo de fermentacio

O periodo de fermentacdo foi determinado através de um bioensaio
utilizando o meio com diferentes tempos de fermentacdo aplicados sobre larvas
L4 de Aedes aegypti. Foram utilizados os intervalos de tempo de 0, 24, 48, 72 e

96 horas de fermentacéo.



3.7.5. Determinacao do pH inicial

Com a padronizacdo dos meios de cultivo concluida, isto €, com o0s
compostos definidos e quantidades ajustadas, o passo seguinte foi determinar
qual seria o pH inicial do meio mais adequado para as fermentacdes de Bacillus
sphaericus, propiciando maior mortalidade de larvas L4 de Aedes aegypti. Foram
testados os seguintes valores de pH: 6,5; 6,8; 7,0 e 7,2 corrigidos com adicdo de
NaOH.

3.7.6. Quantificacao da taxa de indculo

Para que se garanta uma boa fermentacdo e conseqiiente producgéo
satisfatéria de microrganismos e endotoxina, é indispensavel a utilizacdo de uma
boa quantidade de células como indculo. No sexto bioensaio, diferentes taxas de
indculo foram testadas como o intuito de descobrir a quantidade suficiente para
obter-se maior percentagem de mortalidade de larvas de Culex quinquefasciatus a
partir do bioinseticida de Bacillus sphaericus. Foram testados trés valores como

taxa de inoculo: 2%, 5% e 10% do volume final.

3.8. SUSCETILIDADE DE LARVAS

Embora a literatura relate que Bacillus sphaericus seja mais eficiente para
o controle de Culex quinquefasciatus, enquanto que Bacillus thuringiensis é mais
indicado para o controle de Aedes aegypti, dados quantitativos dessa relacdo séo
bastante escassos (SINGER, 1974; BHUMIRATANA, 1991, CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994). Este bioensaio teve a finalidade de determinar
quantitativamente a suscetibilidade dessas duas espécies de Culicidae frente ao

bioinseticida de Bacillus sphaericus.

3.9. “SCALE-UP”

Apbs a padronizacdo em pequena escala, parte-se para o escalonamento
em biorreator de 2L. Os meios eram compostos com 1,5 litro e receberam uma
taxa de in6culo de 10%, que se mostrou mais adequada para fermentacdes em

grande escala. A agitacdo foi de 200rpm e uma taxa de aeracdo de 1v de ar por



volume de meio. Os produtos da fermentacdo foram aplicados contra larvas L4

de Culex quinguefasciatus.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Escolha da fonte de nitrogénio

Conforme observa-se na Figura 2, os resultados mostraram que das quatro
fontes de nitrogénio testadas - extrato de soja, farinha de soja, farelo de soja e
farelo branco -, o farelo branco de soja propiciou uma maior taxa de mortalidade
na fermentacdo com Bacillus sphaericus quando aplicado contra larvas L4 de
Aedes aegypti. Esse resultado foi comprovado através da analise de variancia
(ANOVA), onde o meio com farelo branco de soja alcangou valores

significativamente superiores as trés demais fontes de nitrogénio.
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* - Valor significativamente mais elevado com 95% de intervalo de confianga.

FIGURA 2: MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Aedes aegypti FRENTE AO
BIOINSETICIDA PRODUZIDO COM QUATRO DIFERENTES
FONTES DE NITROGENIO.

Analisando o resultado do teste, pode-se observar dois diferentes platds

nos desempenhos de mortalidade. O primeiro deles, mais elevado, com o meio de



cultivo composto pelo farelo branco, o segundo com 0s meios compostos com
farinha, farelo e extrato. Tal observacdo sugere uma diferenca determinante na
composicédo do farelo branco com os demais derivados da soja, que possibilitou
um melhor desempenho no crescimento do Bacillus sphaericus.

Esse resultado pode ser explicado pela caracteristica intrinseca do produto.
Diferentemente dos demais produtos do beneficiamento da soja, o farelo branco
apresenta um acréscimo de proteina em sua composicdo, alcancando valores
superiores a 50%. Em contrapartida, compostos como lipideos e carboidratos séo
quase inteiramente extraidos durante esse processo. A associacdo dessas
caracteristicas demonstrou ter um efeito positivo no crescimento de Bacillus

sphaericus utilizando o farelo branco como fonte de nitrogénio.

4.2. Escolha da fonte de carbono

Os ensaios demonstraram que 0s trés meios de cultivo tiveram
praticamente os mesmos desempenhos, sem quaisquer diferencas significativas
(Figura 3). Esse dado indica que compostos energéticos ricos em carboidratos
pouco interferem na producdo de Bacillus sphaericus, isto é, sdo inteiramente

dispensaveis num meio de cultivo.
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FIGURA 3: MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Aedes aegypti FRENTE AO
BIOINSETICIDA PRODUZIDO COM DUAS DIFERENTES
FONTES DE CARBONO.

Semelhante resultado foi observado e amplamente estudado por ALICE et
al., 2003. Neste trabalho, os autores relataram que Bacillus sphaericus nédo era
capaz de utilizar acucar como fonte de carbono por ndo dispor de enzimas que
metabolizam tais compostos. Seus genes ptsH responsaveis por ativar o ciclo
Fosfoenolpiruvato-Fosfotransferase se encontram mutados e perdem essa
caracteristica. Somente apos a insercdo de clones, extraidos de Staphylococcus
aureus, esta via é restaurada e entdo as cepas de Bacillus sphaericus foram

capazes de utilizar agucares e carboidratos como fonte de carbono.

4.3. Determinacio da melhor concentracao de farelo branco de soja

Com o resultado do segundo bioensaio, optou-se por compor o meio de
cultivo apenas com farelo branco de soja. Foram testadas as seguintes
concentracdes de farelo branco: 10g/1, 20g/l, 409/l e 60g/l. Apos a fermentacéo,

os meios foram confrontados contra larvas de Aedes aegypti (Figura 4).
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FIGURA 4. MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Aedes aegypti FRENTE AO

BIOINSETICIDA PRODUZIDO COM QUATRO DIFERENTES

CONCENTRAQ@ES DE FARELO BRANCO DE SOJA.

Como pode ser observado na Figura 4, ao término do bioensaio pode-se
constatar que a concentracdo de 40g/l apresentou o melhor rendimento no que se
refere @ mortalidade das larvas de Aedes aegypti. Por outro lado, quando
submetido a Andlise de Variancia, esse melhor desempenho nédo se comprovou
significativo. Sendo assim, as diluicbes de 20g/l, 40g/l e 60g/l obtiveram
resultados estatisticamente iguais (95% de intervalo de confianga). Nessas
condigdes, optou-se por utilizar a concentracdo de 20g/l em fermentacdes de
pequena escala por uma questdo de economia. Em grande escala, porém, o teste
mereceria ser repetido para saber se a diferenca das concentragdes 20g/l e 40g/I

permaneceriam abaixo dos valores significativos.

4.4. Determinac¢ao do tempo de fermentacio
Periodos distintos de fermentacdo forneceram percentagens de

mortalidade diferentes, como bem observado na figura 5. Ao término do



experimento, constatou-se que o tempo de 72h é o periodo de fermentacdo que
possibilita maior producdo de células e consequiente maior producdo de

endotoxina.
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FIGURA 5: MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Aedes aegypti FRENTE AO
BIOINSETICIDA COM  DIFERENTES TEMPOS DE
FERMENTACAO.

O tempo de 72h também foi encontrado por POOPATHI et al. (2001), que
padronizou como sendo o tempo para cultivo de Bacillus sphaericus e Bacillus

thuringiensis israelensis com o seu meio de cultivo a base de batata.

4.5. Determinacio do pH inicial
Conforme observa-se na Figura 6, o pH de 7,0 propiciou um melhor
desempenho na porcentagem de mortalidade de larvas de Aedes aegypti e, sendo

assim, foi padronizado como sendo o pH inicial dos meios de cultivo.
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FIGURA 6: MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Aedes aegypti FRENTE AO
BIOINSETICIDA FERMENTADO EM QUATRO DIFERENTES
pHS.

Tal valor ndo coincide com o pH usado no meio referéncia mais
comumente usado. No meio Luria Bertani, o pH inicial tem o valor de 7,2.
Apesar da diferenca, é importante ressaltar que ambos meios de cultivo

apresentam composicdes distintas, o que impossibilita uma comparacdo direta.

4.6. Quantificacao da taxa de inéculo

Os resultados mostraram que a taxa de indculo de 5% é suficiente para
alcangar-se uma maior percentagem de mortalidade de larvas de Culex
quinguefasciatus em pequena escala (Figura 7). O desempenho de mortalidade
foi bem superior a taxa de inoculo de 2% e ndo apresentou diferencas
significativas ao meio fermentando numa taxa de indculo de 10%. Em grande

escala, porém, taxas de inoculo de 5 e 10% devem ser testadas novamente.
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FIGURA 7: MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Culex quinguefasciatus
FRENTE AO BIOINSETICIDA FERMENTADO EM TRES
DIFERENTES TAXAS DE INOCULO.

4.7. Suscetibilidade de larvas

Na Figura 8 consta a mortalidade das larvas de Aedes aegypti e Culex
quinguefasciatus tratados com o bioinseticida de Bacillus sphaericus. Esses
resultados atestam que Bacillus sphaericus apresenta uma alta especificidade
para larvas de Culex quinquefasciatus, comprovando seu melhor aproveitamento
quando aplicado contra esse culicideo. Para o controle de larvas de Aedes
aegypti, o bioinseticida ndo se mostrou téo eficiente, atingindo baixos valores de
mortalidade mesmo em pequenas diluicdes do produto. Esse resultado corrobora
com as afirmacgoes de SINGER (1974), BHUMIRATANA (1991), CONSOLI &
OLIVEIRA (1994). Contra o Culex quinquefasciatus, o bioinseticida apresentou
100% de mortalidade numa diluicdo de até 1/100.000. J& o Aedes aegypti ndo se
mostrou tdo vulnerdvel ao produto, sem alcancar sequer 80% de mortalidade
numa diluigdo de 1/1.000.
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FIGURA 8: MORTALIDADE DE LARVAS DE Aedes aegypti E Culex
guinquefasciatus FRENTE AO BIOINSETICIDA DE Bacillus

sphaericus.

Uma especificidade tdo elevada as larvas de Culex quinquefasciatus ndo
sdo frequentemente relatadas. POOPATHI et al. (2001), utilizando um meio de
batata, também encontraram uma maior eficiéncia do bioinseticida de Bs contra
larvas de Culex quinquefasciatus, porém a diferenca de susceptibilidade entre as
duas espécies ndo apresentou valores tdo discrepantes. 1sso pode significar que a
composicdo do meio de cultivo com farelo branco de soja esteja produzindo uma
resposta celular diferenciada, favorecendo uma maior eficiéncia do bioinseticida
contra larvas de Culex quinquefasciatus e baixa mortalidade de Aedes aegypti. A
diferenca pode estar na producéo das toxinas entomopatogénicas, o cristal binario
(mais eficiente contra Culex quinquefasciatus) e a toxina Mtx (alta toxicidade

contra diferentes espécies de culicideos).

4.8. “Scale-up”
Para o escalonamento em biorreator de 2L, a taxa de in6culo de 10%

mostrou-se a mais adequada. Empregaram-se duas configuragbes para o



meio de cultivo de farelo branco para determinar qual apresentaria os melhores
resultados. A primeira recebeu uma concentracdo de 40g/l de farelo branco de
soja, concentragdo que apresentou um maior resultado de mortalidade de larvas, a
segunda com 20g/l, concentracdo que apresentou um resultado de mortalidade de

larvas estatisticamente igual & concentracao de 40g/I.
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100% -
90% -

80% -
70%

60% -
50% -

40%
30% - \\
-~ \\

Cx. quinquefasciatus

% de mortalidade de larvas L4 de

10% -
0%

1/100.000 1200.000 1/500.000 1/750.000 1/1000.000 ¥2.000.000

Diluicbes

FIGURA 9: MORTALIDADE DE LARVAS DE Culex quinquefasciatus FRENTE
AO BIOINSETICIDA DE Bacillus sphaericus FERMENTADO EM
BIORREATOR DE 2L.

Ao término do bioensaio, pdde-se constatar que a concentracdo de 40g/I
de farelo branco de soja propiciou um maior crescimento de Bacillus sphaericus
e consequente maior mortalidade de larvas de Culex quinguefasciatus.
Diferentemente do ocorrido em pequena escala, a concentragdo que 40g/|
alcangou uma taxa de mortalidade significativamente maior que a concentragéo
de 20g/l. Esses resultados aparentemente conflitantes podem facilmente ser

explicados quando analisa-se as diferencas dos processos fermentativos



empregados. Quando trabalha-se em pequena escala, a concentragdo de 20g/l se
mostrou suficiente para se atingir o limite de mortalidade em pequena escala,
100% de mortalidade de Culex quinquefasciatus numa diluicdo de 1/100.000.
Concentragdes mais elevadas ndo propiciaram valores significativamente maiores
devido a baixa atividade microbiana presente. Quando fermenta-se em biorreator,
a alta concentracdo de oxigénio disponivel possibilita um metabolismo
microbiano mais exacerbado resultando num maior aproveitamento do meio de
cultivo.

Quando comparado a fermentacdo em pequena escala, a fermentacdo em
biorreator de 2L representou um ganho de producdo do bioinseticida e uma
maximizacdo dos resultados de mortalidade de larvas, dependendo da
concentracdo aplicada. Com o scale-up, foi possivel trabalhar com dilui¢des
bastante elevadas e ainda obter-se resultados de mortalidade significativamente
altos, como, por exemplo, atingir uma mortalidade de 90% numa diluicdo de
1/500.000 e uma mortalidade superior a 50% numa dilui¢cdo de até 1/1.000.000.

5. CONCLUSOES

Do trabalho pode-se concluir que:

e Em pequena escala, 0 meio de cultivo de Bacillus sphaericus é composto
de farelo branco de soja 20g/l, fermentando por 72h a uma temperatura de
30°C, pH inicial do meio de 7,0, agitagdo de 120rpm e taxa de inoculo de
5%. Nessas condicdes apresenta uma taxa de mortalidade de 100% de
Culex quinquefasciatus numa diluigéo de 1/100.000.

e Em biorreator de 2 litros, 0 meio de cultivo de Bacillus sphaericus €
composto de farelo branco de soja 40g/l, fermentando por 72h a uma
temperatura de 30°C, pH inicial do meio de 7,0, agitacdo de 200rpm,
aeracdo de 1v de ar por volume de meio, taxa de inoculo de 10%. Nessas
condigbes apresenta uma taxa de mortalidade de 100% de Culex

quinguefasciatus numa dilui¢do de 1/200.000.
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CAPITULO 2:
Controle biolégico de Culex (Culex) quinquefasciatus exercido
pelo Bacillus sphaericus cultivado no meio de farelo branco de

soja



RESUMO

A eficiéncia do bioinseticida de Bacillus sphaericus produzido a partir do meio de
cultivo de farelo branco de soja 40g/l foi comparado ao meio referéncia Luria Bertani,
composto de peptona 10g/l, extrato de levedura 5g/l e cloreto de sédio 5g/l. Os testes
foram realizados com larvas L4 de Culex quinquefasciatus e tiveram suas respectivas
mortalidades aferidas. Os meios de cultivo fermentaram em biorreator de 2L por 72h,
temperatura de 30°C, a velocidade de 200rpm e taxa de in6culo de 10%. Observou-se
uma maior eficiéncia na mortalidade de larvas propiciado pelo meio de cultivo
produzido com farelo branco de soja, que alcan¢ou uma eficacia de 100% numa diluicédo
de 1/100.000, 98% numa diluicdo de 1/250.000, 90% numa diluicdo de 1/500.000, 54%
numa diluicdo de 1/1.000.000 e 46% numa diluicdo de 1/2.000.000. O meio Luria
Bertani propiciou uma mortalidade de 100% numa dilui¢do de 1/100.000, 88% numa
diluicdo de 1/250.000, 42% numa diluicdo de 1/500.000, 2% numa diluicdo de
1/1.000.000 e nédo apresentou resultado numa dilui¢do de 1/2.000.000. A comparagédo do
gasto necessario para a formulacdo dos meios de cultivo também favoreceu 0 meio com
farelo branco de soja, que mostrou-se mais econdmico que o0 meio referéncia Luria
Bertani numa relacéo préxima de 1:140.

Palavras-chaves: Bacillus sphaericus, farelo branco de soja, Luria Bertani, Culex
quinquefasciatus,

ABSTRACT

The efficiency of Bacillus sphaericus as a bioinseticide using soy protein concentrated
as a culture medium (40g/l) was compared to the reference medium Luria Bertani. This
medium is composed by peptone 10g/l, yeast5g/l and sodium cloride 5g/l. Tests were
made observing mortality of Culex quinquefasciatus L4 larvae. Culture media were
fermented in 2L bioreactor system during 72h at 30°C, rotation of 200rpm and inoculum
rate of 10%. The bioassay showed 100% mortality of Culex quinquefasciatus larvae
using soy protein concentrated at 1/100,000 dilution of the bioinsecticide, 98%
mortality at 1/250,000, 90% at 1/500,000, 54% at 1/1,000,000 and 46% at 1/2,000,000
dilution. As for Luria Bertani medium, mortality of this mosquito was 100% at
1/100,000, 88% of mortality was observed at 1/250,000 dilution, 42% at 1/500,000, 2%
at 1/1,000,000 and none of the larvae have died at 1/2,000,000 dilution. Concerning to
costs spent on media preparation, the one using soy protein concentrated was far low-
cost compared to Luria Bertani medium in a rate near to 1:140.

Keywords: Bacillus sphaericus, soy protein concentrated, Luria Bertani, Culex
quinguefasciatus.



1. INTRODUCAO

A descoberta de bactérias produtoras de endotoxina como Bacillus
thuringiensis serovar israelensis e Bacillus sphaericus abriu um novo campo de
possibilidades aos programas de controle e erradicacdo de dipteros vetores.
Comparados aos inseticidas sintéticos usados ha muitas décadas, esses bacilli
apresentam a vantagem de ser ambientalmente seguros, ndo cumulativos na
cadeia trofica e indcuos a organismos nao-alvo. Sendo assim, nos Gltimos anos
pdde-se constatar um crescente aumento no interesse a utilizacdo dos
bioinseticidas por parte das autoridades sanitarias.

O Bacillus sphaericus (Bs) € uma bactéria aerGbica gram-positiva
produtora de uma toxina binaria com um alto poder larvicida a algumas espécies
de Culicidae. Sua aplicabilidade geralmente é destinada aos programas de
controle de Culex quinquefasciatus, tendo um papel importante na prevencao da
filariose linfatica (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Além disso, bioinseticidas
de Bs também podem ser utilizados contra larvas de espécies do género
Anopheles, podendo ser empregados nos programas de controle de maléria
(YAP, 1985).

Embora o potencial dos inseticidas biolégicos seja seguramente
incontestavel, existem alguns entraves a utilizagdo. Normalmente 0s processos
fermentativos que originam esses produtos sdo por demais dispendiosos,
aumentando significativamente o custo final dos bioinseticidas. Esse custo
adicional muitas vezes desestimula o seu uso, principalmente quando
comparados com 0s inseticidas quimicos baratos de Ultima geracdo, como 0s
piretroides.

O Bacillus sphaericus é considerado uma bactéria ndo exigente, sem
necessitar de meios de cultivo diferenciados ou seletivos. Da mesma forma,
também ndo depende de condicbes especiais para se desenvolver. Estudos ja
revelaram que um sistema de aerag@o convencional é suficiente para garantir uma
boa taxa de crescimento, esporulacdo e formacdo da toxina larvicida de forma
satisfatoria (BHUMIRATANA, 1991). Todavia, apesar do cultivo de Bacillus



sphaericus seguir uma técnica simples e comum aos microrganismos, além de
ndo exigir uma formulacdo complexa e enriquecida, 0 meio de cultivo
usualmente utilizado na producdo de Bacillus sphaericus contribuiu para uma
elevacdo do custo final do produto. O meio referéncia Luria Bertani
(SAMBROOK et al., 1989) comp0Oe-se de Peptona, Extrato de Levedura e
Cloreto de Sodio, numa proporcao 10:5:10, compostos que resultam num custo
elevado demais para ser empregado como matéria-prima.

Segundo BHUMIRATANA (1991), estudos indicaram que o0 custo com
matérias-primas nao deve superar 2% do custo total de producdo de cultivo de
Bacillus sphaericus. Os custos operacionais (agitacdo, aeragéo, esterilizacao,
esfriamento) compdem 36% e o custo laboratorial 62%. Para que a producéo de
um bioinseticida seja um investimento viavel, os gastos com a matéria-prima
devem ser reduzidos ao maximo, pois 0s custos operacionais e laboratoriais
geralmente sdo invariaveis.

Na década de 80, a busca por matérias-primas de baixo custo se acentuou
bastante, quando diversos pesquisadores elaboraram meios de cultivo a partir de
produtos de origem animal e vegetal. OBETA & OKAFOR (1983) testaram o
uso de sementes de feijdo de corda, amendoim e soja adicionados a uma base
composta de sangue bovino ressecado e sais minerais para producdo de Bacillus
thuringiensis. VANDEKAR & DULMAGE (1982) usaram amendoim, semente
de algoddo, mandioca, batata doce juntamente com sangue bovino ressecado,
0ssos de carne, partes de frango, farinha de peixe entre outros para Bacillus
thuringiensis. ARCAS et al. (1984) noticiaram o uso de extrato de broto de malte
para Bti. HERTLEIN et al. (1981), visando reduzir os custos, chegaram a propor
o cultivo de Bti e Bs usando proteina animal, esterco, agua de dejetos e restos
agricolas.

Por outro lado, embora o uso de uma infinidade de subprodutos agricolas e
dejetos animais tivesse o intuito de reduzir o gasto em matérias-primas, essa
estratégia acabou ndo surtindo o efeito esperado. Apesar do custo dessas fontes
ser infimo, o investimento economizado era transferido aos extensivos pré-

tratamentos necessarios para possibilitar o uso de tais fontes, como purificacéo,



extracdo e hidrolise. No final, o custo dessas matérias-primas ndo se mostrou
viavel.

Atualmente, algumas formulac¢des vém sendo empregadas com sucesso no
cultivo de Bacillus sphaericus, a maioria delas, porém, nas méos de fontes de
interesses econdmicos que ndo revelam sua formulacdo (BHUMIRATANA,
1991). Paralelamente a isso, embora bioinseticidas formados a partir de Bacillus
sphaericus sejam a cada dia amplamente estudados e utilizados, trabalhos que
envolvam sua producdo a partir de materiais-primas simples sdo extremamente
escassos. Geralmente opta-se por empregar as formulagdes comerciais, como
Vectolex® ou Spherix®.

Recentemente, POOPATHI et al. (2003) empregaram com Sucesso um
meio de cultivo composto de batata enriquecido com agucares na producdo de Bti
e Bs. FODA et al.,, (2003) testaram diversas matérias-primas e alcancaram
maiores niveis de toxicidade a larvas de insetos utilizando farinha de semente de
algodao e farinha de gergelim, demonstrando o grande potencial existente nos
graos.

O presente trabalho tem como objetivo comparar 0 meio de cultivo de
Bacillus sphaericus composto com farelo branco de soja com o0 meio da literatura
Luria Bertani fermentados em biorreator de 2L avaliando:

1. Resultados de mortalidade frente larvas L4 de Culex quinquefasciatus.
2. O preco final das matérias-primas necessarias para a producdo do

bioinseticida.

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Processo de obtencao do farelo branco de soja

A soja (Glycine max) é uma leguminosa de ciclo anual, nativa do sudeste
da Asia que atualmente é considerado um dos grios mais importantes no cenario
mundial. Em média, a soja possui 40% de proteinas, 34% de carboidratos, 20%
de lipidios (6leo) e 5% de minerais (EMBRAPA, 2006). Sua utilizacdo abrange



uma infinidade de produtos, desde a industria alimenticia (6leo e leite de soja),
farmacéutica (isoflavona e lecitina) e até a producdo de combustiveis (biodiesel).

No Brasil, o destino principal da soja é a extracdo do 6leo de soja. O
processo comeca descascando-se a semente e em seguida moendo.
Posteriormente, a soja € embebida a uma solugdo de n-hexano e armazenada no
interior de um silo, onde os lipidios sdo extraidos da soja para o solvente. Como
resultado desse processo, obtém-se o farelo de soja desengordurado e a mistura
solvente-6leo. O Oleo é separado do solvente por destilacdo, sofrendo outros
processos antes de estar pronto para o consumo. O farelo desengordurado passa
por um processo de desolvatizagdo, secagem, tostagem e resfriamento (SOLAE,
2006).

Para se adicionar uma quantidade ainda maior de proteinas ao farelo, outra
metodologia é empregada. Nesse processo, 0s agucares sdo extraidos usando uma
solucéo de etanol 60% como solvente. Na reacdo, os acucares sdo solubilizados e
retirados, impregnando a solucdo de etanol, e assim as proteinas sao mantidas no
farelo. Através de um processo de destilacdo, o etanol é separado voltando para o
extrator e os agUcares sdo concentrados em forma de melaco de soja. O farelo
oriundo desse processo, agora livre do Oleo, lipideos e carboidratos totais,
alcanga uma concentracdo protéica de até 65%. Nessas condigdes passa a ser
chamado de Farelo Branco de Soja, Proteina Concentrada de Soja ou SPC, “Soy
Protein Concentred” (SOLAE, 2006).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MICRORGANISMO

O microrganismo usado no presente trabalho é o Bacillus sphaericus (cepa
2362) procedente do Instituto Pasteur de Paris. O material foi conservado em
pequenas aliquotas descritas no capitulo 1, item 3.2.1. e fermentou em biorreator

de 2 L como relatada no capitulo 1, item 3.9.



3.2. MEIOS DE CULTIVO

Foram utilizados neste trabalho dois meios de cultivo que tiveram 0s
desempenhos em bioensaios comparados. O primeiro meio de cultivo era o
referéncia Luria Bertani (LB), composto de peptona 10g/l, extrato de levedura
5¢/1 e cloreto do sodio 10g/l, pH 7,2. O segundo foi 0 meio de cultivo proposto
no presente trabalho composto de farelo branco de soja numa concentracdo 40g/I,
pH 7,0.

3.3. BIOENSAIOS
O desempenho dos meios de cultivo foram aferidos através da mortalidade
de larvas em bioensaios contra Culex quinquefasciatus. O procedimento ocorria

conforme descrito no capitulo 1, item 3.3.

4. RESULTADOS

Nos bioensaios utilizando o meio de cultivo de Bacillus sphaericus Luria
Bertani e farelo branco de soja fermentados em biorreator de 2L, obteve-se um
resultado varidvel de mortalidade conforme a diluicdo empregada (Tabela 1 e
Figura 1).

TABELA 1. MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Culex gquinquefasciatus
PRODUZIDA PELO MEIO DE CULTIVO LURIA BERTANI E
FARELO BRANCO DE SOJA

diluicéo LB Farelo branco
1/100.000 100% 100%
1/250.000 88% 98%
1/500.000 42% 90%
1/750.000 20% 80%
1/1.000.000 2% 54%

1/2.000.000 0 46%
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FIGURA 1. MORTALIDADE DE LARVAS L4 DE Culex quinquefasciatus
PRODUZIDA PELO MEIO DE CULTIVO LURIA BERTANI E
FARELO BRANCO DE SOJA

De acordo com o resultado, fica nitido o melhor desempenho obtido pelo
farelo branco de soja quando comparado com o meio referéncia LB. O meio de
cultivo com farelo branco de soja apresentou uma eficacia bastante elevada nas
primeiras diluicbes do produto, mantendo 90% de mortalidade das larvas de
Culex quinquefasciatus numa diluigdo de 1/500.000. A eficicia do produto se
manteve estavel enquanto aumentava-se a diluicdo, permanecendo superior a
50% de mortalidade mesmo quando aplicado em uma dilui¢do de 1/1.000.000, o
que equivaleria a 1 grama do produto diluido em 1.000 litros de agua.

O meio referéncia LB ndo apresentou semelhante eficiéncia. A
mortalidade das larvas de Culex quingquefasciatus permaneceu elevada apenas
nas duas primeiras diluicdes do produto, 1/100.000 e 1/250.000. Logo em
seguida, quando trabalhou-se com a diluicdo de 1/500.000, foi observado uma
queda acentuada na toxicidade do bioinseticida, atingindo uma mortalidade
inferior a 50%. A queda se manteve elevada até praticamente desaparecer na
diluigdo 1/1.000.000.



Da mesma forma que os resultados de mortalidade de larvas de Culex
quinquefasciatus apresentaram valores amplamente favoraveis ao meio farelo
branco de soja, a comparacdo do custo empregado na formulagcdo dos meios

permanece igualmente desigual, como visto na Tabela 2.

TABELA 2 - COMPARACAO DOS CUSTOS NA ELABORACAO DO MEIO
REFERENCIA E O MEIO PROPOSTO.

Meio de Composicdo  Quantidades  Custo final Diferenca no
cultivo (g/l) (US$N) custo
Luria Bertani  Peptona + 10+5+10 2,24
extrato de
levadura +
cloreto de
sédio 1:280
Farelo branco  Farelo branco 40 0,016
de soja de soja

A diferenca do custo empregado na formulacdo dos meios se mostrou téo
discrepantes devido a origem das materias-primas utilizadas. Enquanto o meio
referéncia Luria Bertani é produzido a partir de substancias laboratoriais de custo
elevado vendidos em pequenas quantidades, o meio farelo branco de soja néo
emprega ingredientes de pregos elevados. Tendo na sua composi¢do apenas o
proprio farelo branco de soja, o custo termina sendo quase desprezivel, tendo em
vista que esse derivado da soja é usado como ingrediente de racdo animal,
vendido apenas em grandes quantidades, por tonelada. Como resultado observa-
se uma proporcao acima de 1: 140 no custo para a producgédo de 1 litro do meio
farelo branco de soja quando comparado ao necessario para a producdo da
mesma quantidade do meio referéncia Luria Bertani. Além disso, como 0 meio
com farelo branco de soja apresentou uma mortalidade mais elevada, menores
quantidades do bioinseticida eram necessarias. Sendo assim, para obter-se uma

mortalidade de 90%, por exemplo, empregava-se apenas a metade da quantidade



do meio farelo branco de soja. Como resultado, a proporg¢ao do custo duplicaria,

passando para 1:280.

5 - DISCUSSAO

5.1. Consideracoes sobre o farelo branco de soja

O sucesso na utilizacdo do farelo branco de soja como matéria-prima do
meio de cultivo para Bacillus sphaericus pode ser explicado devido a sua
composi¢do quimica. Como ja mencionado, esse produto do beneficiamento da
soja possui a caracteristica de apresentar uma alta concentracdo de proteinas.
Como resultado, temos um farelo de soja cuja composicdo ndo se assemelha
muito ao grdo in natura, que € de uma semente que possui, além de proteinas,
carboidratos e lipidios. Por esse motivo, outros trabalhos que empregaram a soja
como componente do meio de cultivo ndo demonstraram resultados tao
consistentes. KUPPUSAMY (1990) e KUMAR et al. (2000) chegaram a testar
meios de cultivo com soja, mas observaram apenas resultados similares aos
obtidos com o meio referéncia LB. 1sso provavelmente ocorreu devido ao fato de
estarem trabalhando com o grdo in natura, que ndo propicia resultados de
mortalidade de larvas t&o elevados.

Da mesma forma, durante o processo de formacdo do farelo branco de
soja, componentes como lipideos e carboidratos totais sdo quase inteiramente
extraidos nos procedimentos quimicos aos quais o0s graos de soja sdo submetidos.
A auséncia dessas substancias ndo demonstrou decréscimos na produtividade de
células bacterianas e endotoxinas. De acordo com ALICE et al, (2003), a
impossibilidade de metabolizar acucares faz com que esse compostos sejam
inteiramente dispensaveis no meio de cultivo. O oOleo, um ingrediente tdo
presente no grdo de soja, também demonstrou ser superfluo, ja que o
microrganismo se desenvolveu com sucesso no farelo branco, derivado da soja
que dispde quantidades infimas de 6leos e lipideos. Por ndo utilizar carboidratos

no seu metabolismo, imagina-se que o Bacillus sphaericus utilize outra rota



metabdlica que possibilite crescer, multiplicar e produzir endotoxina. Essa

estratégia parece ser muito favorecida pela composi¢do do farelo branco de soja.

5.2. O meio farelo branco de soja e o meio batata

Em 2002, POOPATHI et al. relataram o desenvolvimento de um meio de
cultivo de baixo custo para a producdo de Bacillus thuringiensis israelensis e
Bacillus sphaericus. Os autores propuseram trés meios, dois deles compostos de
batata e uma fonte diferente de aglcar e outro apenas com batata. Para tanto, 0s
autores demonstraram bons resultados de mortalidade de trés espécies de
culicideos utilizando as duas bactérias como biolarvicidas. Os meios foram
comparados entre si e com o meio referéncia, mostrando uma eficiéncia muito
préxima do Luria Bertani.

Por outro lado, embora 0 meio de batata proposto por POOPATHI et al.
(2002) tenha se mostrado igualmente eficiente e muito mais econémico do que o
meio Luria Bertani, uma comparagdo com o meio farelo branco de soja ndo se
mostraria tdo favoravel. Por utilizar batata em sua composicdo, 0 meio proposto
por aqueles autores necessita de uma grande quantidade do vegetal para obter
recursos nutricionais suficientes para 0 microrganismo. A composi¢do do meio
batata necessita 1509/l de batata, que devem ser fervidos e processados antes de
compor 0 meio. Tal quantidade resultaria um custo elevado se comparado com o
meio farelo branco de soja, que utiliza apenas 409/l do farelo previamente moido.
A diferenca na quantidade de matéria-prima necessaria pode ser explicada pela
composicdo distinta de cada ingrediente. A batata € um tubérculo rico,
principalmente, em amido, sendo pobre em proteinas. Por isso pode-se entender
porque foram necessarios 150g de batata para alcancar as necessidades
nutricionais do Bacillus sphaericus. O farelo branco de soja, ao contrério,
apresenta uma composi¢do nutricional muito mais rica em nitrogénio, sendo

necessario apenas 409/l para se garantir uma fermentacdo bastante produtiva.



5.3. Estabilidade do bioinseticida

O bioinseticida de Bacillus sphaericus produzido a partir do meio de
cultivo com farelo branco de soja apresenta uma boa estabilidade. Conservado a -
4°C, vem apresentando a mesma eficacia de mortalidade de larvas de culicideos
h& um periodo superior a um ano, quando os primeiros bioinseticidas com essa

formulagéo foram produzidos.

6. CONCLUSOES

O meio de cultivo composto de farelo branco de soja 40g/l mostrou-se
mais eficiente do que o meio referéncia Luria Bertani contra larvas L4 de Culex
quinquefasciatus. Fermentando em biorreator de 2L, o meio farelo branco de
soja obteve uma mortalidade de 90% numa diluicdo de 1/500.000 e acima de
50% numa diluigdo de 1/1.000.000. O meio referéncia obteve respectivamente
42% e 2% nessas mesmas diluicdes.

No que diz respeito ao custo empregado na elaboracdo de cada meio de
cultivo, o meio farelo branco de soja demonstrou ser mais econémico do que o
meio Luria Bertani numa propor¢do proxima a 1:280.

Apesar dos bons resultados obtidos em ensaios laboratoriais, trabalhos
mostrando o desempenho do produto em campo se fazem necessarios. Da mesma
forma, a composicdo do bioinseticida pode ser otimizada a formulacGes de facil

aplicacéo e transporte.
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