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Resumo

O controle de insetos ¢ realizado, em sua maioria, por produtos quimicos; cujos efeitos cumulativos
ocasionam grandes prejuizos ambientais ¢ a satide humana, destacando-se ainda a rapida selegdo de
insetos resistentes. O controle bioldgico por entomopatdgenos ¢ uma alternativa eficiente, principalmente
devido a sua alta especificidade, auséncia de resisténcia nos insetos alvos e baixo efeito residual no
ambiente. Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva esporulante, produtora de cristais
protéicos com atividade inseticida. Apesar do amplo uso B. thuringiensis no controle bioldgico, ha
poucos trabalhos publicados quanto a sua multiplicagdo, esporulagdo e producdo de cristais, visto que
muitas informagdes sdo segredos industriais. Esta revisdo teve por objetivo reunir informagdes gerais
sobre B. thuringiensis, bem como quanto sua producdo em meios de cultivo.
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Abstract

The insect control is carried out mostly by chemical products, whose cumulative effects cause serious
losses to environmental and human health, highlighting rapid selection of resistant insects. Biological
control by entomopathogenic bacteria is an efficient alternative, mainly due to high specificity, absence
of resistance in the target insects and low environment residual effect. Bacillus thuringiensis is a Gram-
positive spore-forming bacterium that produces a parasporal crystal protein toxic for many insect
species. Despite the widespread use of B. thuringiensis based products in biological control of insects,
there are little studies about its multiplication, sporulation and crystal production, as so many trade
secrets information. This revision was aimed at gathering general information about B. thuringiensis, as
well as its production in culture media.
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Introducao

Estima-se que existam cerca de 2,5 milhdes de
espécies de insetos, das quais 10% causam danos ao
ser humano ou perdas econdmicas na pecudria ou
na agricultura (ALVES, 1998). Muitas doencas de
interesse da satde publica, como malaria, dengue,
febre amarela, filariose ¢ doenga de Chagas sdo
transmitidas por insetos vetores. Em geral, os paises
mais atingidos por estas doencas sdo os tropicais
e subtropicais, devido principalmente as suas
caracteristicas climaticas favoraveis a proliferacao
de insetos. O crescente aquecimento global demanda
preocupacao especial, estendendo as areas propicias
a esta proliferagdo também a regides atualmente
com clima temperado (ABDEL-HAMEED, 2001;
BECKER; MARGALIT, 1993; TALUIL, 2002).

O controle atual da populagdo de insetos ¢
realizado, principalmente, por inseticidas quimicos,
cujo uso indiscriminado e massivo causa danos
ambientais ¢ a saude humana. Produtos quimicos
com alta toxicidade, porém com baixa especificidade
e alto efeito residual, prejudicam o meio ambiente,
além de contribuirem para a existéncia de
consideravel numero de espécies de insetos com
populagdes resistentes, inviabilizando a aplicagdo
de tais produtos (ALVES, 1998; ARANTES et al.,
2002).

Uma alternativa aos inseticidas quimicos ¢ o
controle bioldgico, que pode ser feito com o uso
racional de entomopatégenos, que constituem os
componentes ativos dos bioinseticidas ou inseticidas
biologicos. Entre as vantagens dos bioinseticidas
destacam-se: alta especificidade,
ambiental e a saide humana, menor freqiiéncia de

menor risco

resisténcia nos insetos alvo e a possibilidade do
entomopatogeno se multiplicar no ambiente e, com
isso, aumentar sua permanéncia. Como desvantagem
principal destaca-se maior suscetibilidade as
condi¢Oes ambientais, o que pode ser atenuado com
0 uso de boas formulagdes e estudos para aplicagao
dos produtos, a fim de torna-los mais resistentes
as condigdes ambientais ¢ com maior tempo de

prateleira (ALVES, 1998).

A comercializagdo de bioinseticidas corresponde
a cerca de 5% do mercado mundial de pesticidas.
Porém, o uso destes produtos vem crescendo dez
vezes mais do que o uso de inseticidas quimicos
(BRAR et al., 2006). As bactérias destacam-se
como promissoras no controle bioldgico. Entre
estes microrganismos, Bacillus thuringiensis (Bt)
¢ o mais utilizado. Estima-se que os produtos a
base dessa bactéria correspondam a cerca de 90%
do mercado mundial de bioinseticidas (VILAS-
BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Os maiores
produtores de produtos a base de B. thuringiensis
sdo Estados Unidos e Canada, que respondem por
cerca de 50% da produgdo mundial (TAMEZ-
GUERRA et al., 2001).

O Brasil ¢éum pais de climatropical cuja economia
¢ bastante ligada a agricultura, onde insetos causam
perdas substanciais na produgdo alimentar, além de
serem vetores de uma variedade de doengas como
dengue, malaria e febre amarela (FORATTINI et
al., 1995; SERUFO et al., 1993; TALUIL, 2002).
Na sua maioria, o controle efetivo de insetos tem
sido feito com inseticidas sintéticos, sendo pouco
utilizados produtos a base de B. thuringiensis, uma
vez que, no Brasil existe apenas uma unica empresa
que produz e comercializa formula¢des nacionais a
base desta bactéria.

A maioria dos produtos & base de B. thuringiensis
encontrados no mercado nacional ¢ importada, o
que causa aumento no pre¢o final ao consumidor
e conseqiente diminuicdo da competitividade
destes produtos em relag@o a inseticidas sintéticos.
Este quadro demonstra a necessidade de producao
nacional de formulagdes a base de B. thuringiensis,
os quais poderiam ser empregados em programas
locais de controle de insetos, como sugerido por
varios autores (COUCH; ROSS 1980; SALAMA;
MARGALIT, 1993; ALVES et al., 1997; MORRIS;
KANAGARATNAM; CONVERSE, 1997; VORA;
SHETHNA, 1999; POOPATHI; KUMAR, 2003;
PRABAKARAN; BALARAMAN, 2006).

A produgdo de formulacdes a base de B.
thuringiensis passa por diversas fases como a
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escolha de uma linhagem geneticamente estavel,
altamente toxica aos insetos alvo e que ndo apresente
necessidades nutricionais exigentes para a sua
produ¢ao em meio de cultivo, o que pode encarecer
a produgdo. Apos a selecdo, ¢ feito um estudo sobre
sua producdo em escala menor e posteriormente
em grande escala. Concomitante a esses estudos
ou apods a otimizagdo da producdo, faz-se o estudo
da formulacdo, a qual tem por objetivo aumentar
a permanéncia do produto no ambiente onde sera
aplicado e facilitar sua aplicagdo. Sdo feitos também
testes da toxicidade do produto, tanto em condicdes
de laboratério como em condi¢des de campo
(COUCH, 2000). Muitas informagdes referentes a
esses estudos ndo sao divulgadas, por serem segredos
industriais dos produtores de bioinseticidas.

O objetivo desta revisao ¢ apresentar aspectos
gerais da biologia de B. thuringiensis, bem como de
aspectos relacionados a sua produgao.

A base da entomopatogenicidade de Bacillus
thuringiensis

Bacillus thuringiensis foi descrito em 1915
na Alemanha, isolado a partir de traca de farinha
(Anagasta kuehniella). Anteriormente, em 1902,
no Japao, o pesquisador Ishiwata ja havia isolado
uma bactéria a partir de Bombyx mori, que
posteriormente se soube ser também uma subspécie
de B. thuringiensis. A comercializa¢do do primeiro
produto a base de B. thuringiensis foi iniciada
em 1938 na Franca, com o nome de “Sporeine”
(BRAR et al., 2006; CAPALBO; VILAS-BOAS;

ARANTES, 2004).

Pertencente a familia Bacillaceae, a qual engloba
a maioria das espécies formadoras de esporos, B.
thuringiensis ¢ um bastonete Gram-positivo, com
célula vegetativa de 1,0 a 1,2 um de largura por 3,0
a 5,0 pum de comprimento, geralmente moveis. O
esporo dessa bactéria possui formato elipsoidal e
localiza-se na regido central ou paracentral quando
no interior da célula-mae. A espécie é aerdbia nao
estrita com faixa de temperatura de crescimento

entre 10 e 45 °C. B. thuringiensis apresenta um
amplo complexo enzimatico, o que lhe permite
utilizar uma variedade de substratos. A principal
caracteristica que distingue a espécie das outras do
mesmo género € a presencga intracelular de um cristal
protéico, cuja producao foi descoberta somente em
1953 por Hannay (GLARE; O’CALLAGHAN,
2000; HABIB; ANDRADE, 1998; MORAES;
CAPALBO; ARRUDA, 2001; VILAS-BOAS;
PERUCA; ARANTES, 2007).

A producao de cristais protéicos representa
uma caracteristica tipica de B. thuringiensis e,
em geral, ocorre durante a esporulacdo. Estes
cristais apresentam atividade entomopatogénica
para varias espécies de insetos, destacando-se as
Ordens dos lepiddpteros, dipteros e coledpteros.
Porém, ha subespécies de B. thuringiensis que
apresentam cristais toxicos contra insetos das
Ordens Orthoptera,
Phthraphera ¢ também para alguns nematoides,
protozodrios e acaros (BRAR et al., 2006; GLARE;
O’CALLAGHAN, 2000; SCHNEPF et al., 1998).

Himenoptera, Hemiptera,

Os cristais de B. thuringiensis sdo formados
principalmente por proteinas denominadas Cristal
(Cry), antigamente conhecidas como d-endotoxinas
(BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007). Ao final da
esporulagdo, o cristal protéico corresponde a cerca
de 20% a 30% do peso seco da célula, sendo liberado
no momento da lise celular (ARANTES et al., 2002;
GLARE; O’CALLAGHAN, 2000).

Proteinas Cry

As proteinas Cry sdo consideradas como os
principais constituintes dos cristais que caracterizam
B. thuringiensis, sdo codificadas por genes que
geralmente se localizam em plasmidios e, com
menor freqiiéncia, no cromossomo bacteriano.
Atualmente estdo descritas 436 proteinas Cry, sendo
que a cada ano novas proteinas sdo descobertas.
Somente no ano de 2008 foram descritas 42 novas
proteinas (CRICKMORE et al., 2008). Existe um
banco de dados on-line que, periodicamente, atualiza
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a classificagdo e nomenclatura das proteinas Cry
(CRICKMORE et al., 1998, 2008). De acordo com
a definicdo mais aceita, uma proteina ¢ considerada
Cry, quando forma uma inclusdo paraesporal
(cristal) em B. thuringiensis, exibe algum grau de
toxicidade a insetos alvos, ou apresente seqliéncia de
aminodacidos similar a uma proteina Cry ja descrita
(BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007; SCHNEPF,
et al, 1998).

As proteinas Cry sdo sintetizadas na forma de
protoxinas. Desta forma, sua acdo depende de
processos de ativacdo, que ocorrem no interior
do aparelho digestorio do inseto. Atualmente, ha
dois modelos, baseados em dados experimentais,
que explicam o modo de acdo das toxinas Cry.
As primeiras etapas desses dois modelos sdo
idénticas: apds a ingestdo dos cristais, esses sdo
solubilizados no intestino do inseto, local com pH
alcalino, liberando as protoxinas que sao clivadas
por proteases do proprio inseto, resultando em
toxinas ativas, com cerca de 60 a 70% do tamanho
da protoxina. A toxina ativa € capaz de ligar-se a
receptoresespecificospresentesnasmicrovilosidades
das células intestinais do inseto (BRAVO; GILLB;
SOBERON, 2007; SCHNEPF, et al., 1998).

O modelo de a¢do denominado “formacdo de
poros” € o mais antigo e parece ser 0 mais comum
entre as diferentes ordens de insetos (Dipteros,
Lepidopteros e Coledpteros). Segundo esse modelo,
aligacao datoxina comreceptores especificos levaria
a formagdo de oligdmeros de toxinas, os quais se
ligariam a receptores secundarios da membrana
da célula intestinal. Como resultado dessa ligacao,
ocorreria a insercdo da toxina oligomérica na
membrana da célula epitelial intestinal, resultando
em poros nesse epitelio (BRAVO; GILLB;
SOBERON, 2007; BRAVO; SOBERON, 2008;
HABIB; ANDRADE, 1986).

Outro modelo, recentemente publicado, ¢
denominado “transducdo de sinal” e foi estudado
em apenas poucos insetos-alvos. De acordo com

esse modelo, a ligacdo da proteina Cry com

receptores especificos, induziria uma série de
reagdes intracelulares, que envolvem a proteina
G ¢ a adenilato ciclase, resultando no aumento da
concentracdo de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) intracelular e ativagdo da proteina quinase
A. Todas
um desequilibrio da pressdo interna celular,
danificando-a (BRAVO; SOBERON, 2008).

essas conseqiiéncias provocariam

A acdo das toxinas, seja por qualquer um dos
modelos, resulta na paralisia do aparelho digestorio,
ocasionando morte por inani¢do, paralisia geral
dos musculos e septicemia (BRAVO; GILLB;
SOBERON, 2007; BRAVO; SOBERON, 2008;
HABIB; ANDRADE, 1986; VALLETE-GELY;
LEMAITRE; BOCCARD, 2008).

A formacgdo de proteinas Cry é determinada por
genes denominados ¢ry € uma mesma linhagem de
B. thuringiensis pode conter um unico gene cry ou
varias copias de um mesmo gene, Ou mesmo Varios
genes cry diferentes, determinando a formagao
de diferentes proteinas Cry, que podem compor
um ou mais cristais intracelulares. Grande parte
dos genes cry localiza-se em plasmideos grandes,
freqlientemente conjugativos, o que pode possibilitar
a passagem destes plasmideos de uma linhagem
para outra, resultando na formacao de linhagens
com uma grande diversidade de perfis de toxicidade
(CAPALBO; VILAS-BOAS; ARANTES, 2004;
LERECLUS; DELECLUSE; LECADET, 1993).

A transcrigdo da maioria dos genes cry ¢
dependente do fator sigma, produzido durante o
processo de esporulagdo, por isso a maior parte
das proteinas que compdem o cristal ¢ produzida
durante essa etapa. Apenas uma pequena parcela
dos genes cry ¢ regulada independentemente da
esporulagdo, sendo, portanto, expressos também
durante o crescimento vegetativo. Em ambos
os casos, a proteina Cry ¢ fruto do metabolismo
secundario (ARANTES et al., 2002; LERECLUS;
DELECLUSE; LECADET, 1993).

A massa molecular das proteinas Cry varia
entre 40 e 140 KDa. A molécula destas proteinas
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¢ globular, formada por trés dominios estruturais
ligados entre si por pequenas pontes. Até o
momento, seis proteinas Cry tiveram suas estruturas
bem determinadas por cristalografia por raios-X
(BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007). Estas
proteinas apresentam alto grau de similaridade entre
seus dominios, indicando modo de agdo similar. O
dominio I, composto pela extremidade N-terminal
das proteinas, ¢ formado por cadeias polipeptidicas
com estrutura em o-hélice, sendo uma central
(hidrofobica), cercada por 6 cadeias marginais. O
dominio II € composto por trés cadeias polipeptidicas
antiparalelas com estrutura folha [ pregueada,
enquanto que o dominio III apresenta estrutura tipo
B sanduiche (BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007).

Embora estudos atuais indiquem que varias
por¢des dos diferentes dominios da proteina se
insiram na membrana no momento de formacéao dos
poros, acredita-se que o dominio I seja o principal
responsavel pela inser¢cdo (NAIR; DEAN, 2008).
Os dominios II e III apresentam similaridades
estruturais com cadeias polipeptidicas que se ligam
a carboidratos e estariam envolvidos principalmente
no reconhecimento de receptores presentes na
membrana das células dos insetos-alvo (BRAVO;
GILLB; SOBERON, 2007).

Proteinas Cyt

As proteinas Cyt sdo definidas como proteinas
com atividade hemolitica que compdem uma
inclusdo paraesporal de B. thuringiensis, ou alguma
proteina que apresente seqiiéncia de aminoacidos
altamente similar as proteinas Cyt ja descritas.
Estas proteinas
estrutural com a valvatoxina, produzida pelo fungo
Volvariella volvacea. As proteinas Cyt sao formadas
por apenas um dominio, composto por duas cadeias
externas em forma de a-hélice, ¢ uma cadeia interna
em forma de B-folha pregueada. Atualmente sdo
conhecidas 27 proteinas Cyt (BRAVO; GILLB;
SOBERON, 2007; CRICKMORE et al., 1998,
2008), classificadas em grupos principais: CytlA,

apresentam uma similaridade

CytlB, CytlC, Cyt2A e Cyt2B. O mesmo comité
responsavel pela classificagdo das proteinas Cry,
também gerencia a classificacdo e nomenclatura das
proteinas Cyt (CRICKMORE et al., 2008).

Assim como as proteinas Cry, as Cyt também
sdo sintetizadas na forma de protoxinas. No interior
do inseto, as proteinas Cyt sofrem quebras, onde
suas por¢des C-terminal e N-terminal sdo clivadas,
liberando a toxina ativa. Ao contrario das proteinas
Cry, Cyt ndo se liga a receptores especificos da
membrana celular, e sim, diretamente aos lipidios
da membrana. Apds sua ligacdo, as proteinas
Cyt induzem a formagdo de poros ou agem
desestruturando a bicamada lipidica das membranas
(BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007).

Varios estudos tém demonstrado ocorrer um
efeito sinergistico entre as proteinas Cry e entre
estas e as proteinas Cyt, ou seja, a maior toxicidade
¢ devida a interagdo das proteinas, onde uma
potencializa o efeito da outra (BRAVO; GILLB;
SOBERON, 2007; OSKAN et al., 2003).

Outras toxinas B.

thuringiensis

produzidas por

Além das proteinas Cry e Cyt, B. thuringiensis
sintetiza outras toxinas que podem contribuir
para a agdo entomopatogénica. Em 1967 Heimpel
sugeriu o nome de B-exotoxina para uma substancia
termoestavel e toxica para alguns insetos. Devido
a sua estrutura quimica o nome [-exotoxina vem
sendo substituido por thuringiensina. Essas proteinas
possuem baixo peso molecular, a sua toxicidade
relaciona-se a inibicdo da RNA polimerase, pois
¢ analoga a nucleotideos. Embora ndo possua
especificidade, a agdo de thuringiensina contribui
paraatoxidade global das linhagens que a expressam
(GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; HABIB;
ANDRADE, 1998; LERECLUS; DELECLUSE;
LECADET, 1993). Alguns trabalhos citam a
importancia dessa toxina no controle de besouros
e algumas espécies de acaros (WU et al., 2002). No
entanto, as linhagens comerciais de B. thuringiensis
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ndo devem produzir esta toxina, pois ela poderia
ocasionar efeitos adversos em organismos nao
alvos.

Muitos sorotipos de B. thuringiensis produzem
proteinas denominadas Vip (vegetative insecticidal
proteins), as quais sdo sintetizadas na etapa
vegetativa do crescimento. Essas proteinas foram
descritas por Estruch et al. em 1996. Apesar de ndo
integrarem o cristal protéico, elas contribuem para a
toxicidade global das linhagens que as apresentam
e possuem forma de intoxicagdo similar as das
proteinas Cry (CRICKMORE et al., 2008; GLARE;
O’CALLAGHAN, 2000). Alguns trabalhos relatam
a importancia das proteinas Vip na agdo inseticida
contra coleopteras (Vipl and Vip2) e lepidopteras
(Vip3), as quais parecem intensificar a acdo das
proteinas Cry (ESTRUCH et al., 1996; CHEN;
HONG; WU., 2003; SHI et al., 2004). Os estudos
de Yu et al. (1997) indicam que o principal modo de
acdo das proteinas Vip resulta na ruptura das células
do intestino, sendo essa a forma de acdo primaria
dessas toxinas.

No mesmo site onde se encontra a classificagdo
das proteinas Cry e Cyt, pode ser encontrada
também a classificacdo e nomenclatura das proteinas
Vip  (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil
Crickmore/Bt/vip.html).

Em acréscimo as proteinas Cry, Cyt e Vip, no
ano 2000, Mizuki et al. descreveram uma nova
toxina em uma linhagem de B. thuringiensis a
qual passou a ser denominada Parasporina. Este
termo ¢ definido como uma proteina paraesporal
de B. thuringiensis e bactérias relacionadas, sem
atividade hemolitica e que apresentam a capacidade
de atacar células cancerigenas em geral (OHBA et
al., 2008). Atualmente existem 14 paraesporinas
diferentes, classificadas em quatro grupos PS1A
a PS4A. A nomenclatura destas proteinas segue
os mesmos critérios adotados para as proteinas
Cry e Cyt e um comité fundado no ano de 2006
determina a classificacao e a nomenclatura de novas
parasporinas (http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/
index.html).

Além das toxinas, o esporo de B. thuringiensis
também contribui para sua toxicidade, pois estes
podem germinar no
ocasionando septicemia; ou potencializando o efeito
das toxinas em uma acdo sinergistica (GLARE;
O’CALLAGHAN, 2000; RAYMOND et al., 2008).

interior do inseto-alvo,

Producio de B. thuringiensis
Etapas da produgdo

Embora a producdo de B. thuringiensis seja
bem estudada, ha poucos dados na literatura a
esse respeito, visto que muitas informagdes sdo
segredos industriais. Em geral, os produtos a base
de B. thuringiensis sdo compostos por uma mistura
de cristais, esporos, poucas células vegetativas
e ingredientes secundarios da formulagdo
(CAPALBO; VILAS-BOAS; ARANTES, 2004).
As principais etapas para a produgdo de B.
thuringiensis sdo: selecdo da linhagem, estocagem,
processo fermentativo, recuperagdo do principio
ativo (esporos e cristais), formula¢do do produto
e analise da qualidade (MORAES; CAPALBO; F;
ARRUDA, 2001; COUCH, 2000).

Segundo Couch (2000) os principais critérios
para selecdo de uma subespécie bacteriana para
producao de espectro de
acdo, poténcia por unidade de volume da cultura,
requerimentos nutricionais, facilidade de produgao,
estabilidade genética e facilidade de estocagem.

bioinseticidas sdo:

A estocagem apropriada é de grande importancia,
pois a linhagem deve conservar seu potencial
toxico e velocidade de crescimento. No caso de
B. thuringiensis, as trocas de plasmidios ocorrem
com certa freqii€éncia e ha relatos de perda de
toxicidade apds sucessivas fermentagdes, sendo
essencial a constante busca por novas linhagens e o
monitoramento durante o processo de fermentacao
(COUCH, 2000; BIZARRI et al., 2008).

A forma mais comum de produgdo de B.
thuringiensis ¢ por fermentagdo submersa (liquida)
descontinua, também conhecida como processo
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em batelada. Nesta fermentacdo, um recipiente
contendo meio de cultura liquido ¢ inoculado com o
microrganismo, nao havendo acréscimo ou retirada
significativa do meio fermentado. Portanto, ocorre
todo o desenvolvimento da cultura, sendo retirado
o produto apenas no final do processo. Em geral,
as proteinas Cry de B. thuringiensis sao formadas
no fim da fermentagdo, quando as condigdes do
meio se tornam desfavoraveis, sendo o processo em
batelada satisfatorio para tal producdo (MORAES;
CAPALBO; ARRUDA, 2001).

Alguns pesquisadores tém estudando
fermentacdes solida,
alimentada, porém até o momento, o mais viavel para
producdo de proteinas Cry ainda é o processo em
batelada submersa (ADAMS; EITENAN; HANEL,
2002; CHEN; HONG; WU, 2003, MORAES;
CAPALBO; ARRUDA, 2001; VALLEJO et al.,

1999).

as
continua e em batelada

Na fermentacdo industrial os passos a serem
seguidos s3o: pré inoculo, geralmente feito em
frascos pequenos, pré fermentador, comumente com
1/5 do volume da fermentacédo e o fermentador final.
Durante todas as etapas deve-se analisar a cultura
quanto a contaminagao, caracteristicas morfoldgicas
e potencial entomopatogénico. Em geral, os reatores
utilizados permitem o controle das condigdes
principais de cultivo, as quais sdo: temperatura, pH,
aeragdo ¢ agitagdo. O pré-inoculo, pré-fermentador
e o fermentador em volumes crescentes sao feitos a
fim de diminuir o tempo da fase lag, ou seja, o periodo
de adaptagdo do microrganismo as condi¢des de
cultivo. Em geral, pré fermentadores e fermentador
possuem os mesmos ingredientes no meio de
cultivo. E importante limitar o niimero de passos no
processo de producdo a fim de evitar contaminagdes
e mudangas indesejaveis no comportamento da
bactéria (COUCH, 2000; MORAES; CAPALBO;
ARRUDA, 2001).

Ao final da fermentagdo, a cultura de B.
thuringiensis apresenta em média 6 a 8% de solidos,
sendo que os esporos ¢ cristais podem corresponder

até a metade deste total. Ha varios métodos que
podem ser utilizados para a recuperagdao destes
cristais e esporos, sendo a centrifugacdo e a micro-
filtragio os mais comuns. E importante ressaltar
que processos
principalmente das proteinas Cry. Muitas outras
toxinas que podem contribuir para a toxicidade final
do produto sdo perdidas. Atualmente novas técnicas
de recuperagdo e/ou concentragdo do produto estdo
sendo desenvolvidas para complementar as mais
utilizadas, destacando-se: a liofilizagao ¢ a flotagdo
(BRAR et al., 2006; COUCH, 2000).

tais permitem a recuperagdo

Apos a metabolitos de
interesse, os produtos sdo formulados. No caso
dos bioinseticidas, a formulagdo tem trés objetivos
principais: conferir estabilidade ao produto durante
a estocagem e aplicagdo, facilitar a aplicacdo do
produto e proteger o microrganismo e os cristais das
condigdes adversas do ambiente (BRAR etal., 2006;
COUCH, 2000). Embora sejam segredos industriais,
os produtos formulados geralmente contam com
uma combinac¢do de aditivos reconhecidos pela
USA/FDA (Food and Drug Administration) ou
pelo érgio competente do pais. E comum o uso de
dispersantes, protetores e surfactantes (GLARE;
O’CALLAGHAN, 2000; BRAR et al., 2006).

recuperacdo dos

Antes de ser comercializado, o produto formulado
deve passar por testes de analise de qualidade
que atestem principalmente sua poténcia toxica.
Para B. thuringiensis, a toxicidade ¢ geralmente
analisada por meio de bioensaio com o inseto-alvo
(COUCH, 2000). Além dos testes de toxicidade, os
bioinseticidas comercializados devem passar por
uma série de testes que assegurem sua segurancga
ambiental e a saude humana. Em geral, sdo feitos
testes com mamiferos sadios e imune-suprimidos,
os quais sdo submetidos a exposi¢do dérmica,
ocular, inoculagao intraperitoneal e subcutanea. Em
relacdo a inocuidade ambiental, sdo feitos testes
para avaliar a toxicidade dos produtos sobre aves,
vertebrados aquaticos, invertebrados, incluindo
insetos ndo-alvo, vegetais e até mel de abelhas. Estes
ensaios de toxicidade ndo devem indicar efeitos
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adversos significativos nos organismos testados,
0 que garante a seguran¢a ambiental dos produtos
(VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Nos
Estados Unidos, esses testes sdo regulamentados
pela Agéncia de Protecdo Ambiental (US-EPA)
e departamento de agricultura dos estados, os
quais exigem uma licenca para que o produto seja
comercializado. No Brasil, essa licenca ¢ expedida
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), a qual também exige testes padroes para
liberagdo da comercializagao do produto.

Meios de cultura

A escolha do meio de cultivo adequado ¢é
extremamente importante para o sucesso de um
produto. Esta escolha deve proporcionar a maxima
produgdo com o minimo custo (COUCH, 2000). Os
meios de cultivo para B. thuringiensis geralmente

possuem uma fonte de nitrogénio, outra de carbono
e sais minerais. Algumas vezes se adicionam ao
meio alguns tampdes e anti-espumantes a fim de
facilitar o processo. A fonte de carbono, além de
fornecer matéria prima para muitos compostos
celulares, serve como fonte de energia. O nitrogénio
¢ requerido principalmente para sintese de proteinas
e acidos nucléicos. Os sais minerais atuam como
co-fatores, sendo também importantes no controle
da osmolaridade celular.

Couch (2000) cita os principais componentes
e suas concentracdes utilizadas no cultivo de B.
thuringiensis na América do Norte (Tabela 1).
Apesar das industrias ndo revelarem a composi¢do
de seus meios, sabe-se que estes geralmente sdo
resultantes da combinagdo dos produtos listados.
Muitos dos produtos utilizados sdo componentes
indefinidos, porém ndo devem apresentar muita
variacdo de um lote para outro.

Tabela 1. Principais ingredientes utilizados em meios de cultivo de bactérias entomopatogénicas e suas

concentragdes.

Ingrediente

Concentracio (g/L)

Farinha de soja 20-40
Farinha da semente do algodao 14-30
Proteina de batata 15-40
Licor de milho ou so6lidos derivados de milho 15-30
Glicose 10-30
Peptona 2-5
Xarope de milho 20-45
Melago 1.0-18.6
Glicerol 2.0-10
Amido de milho 10-15
Extrato de levedura 2.0
KH,PO, 1.0
K,HPO, 1.0
FeSO, 0.02
FeSO,.7H,0 0.0005-0.02
MgSO, 7TH,0 0.3
MnSO,. H,0 0.02
ZnSO,.7H,0 0.02
(NH,),SO, 2
CuS0,.5H,0 0.005
CaCO, 1.0-1.5

Fonte: Couch, 2000.
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Meios alternativos vém sendo estudados a fim
de baratear o produto final, principalmente nas
producdes regionais e em escala piloto. Varios
autores obtiveram resultados satisfatdrios com meios
de cultivo empregando componentes alternativos:
Poopathi et al. (2002) em cultivos em meio a base
de batata, Vora e Shethna (1999) estudaram um
meio contendo extrato de soja suplementado com
cistina, ¢ Prabakaran et al. (2008) desenvolveram
um meio de cultivo a base de 4gua de coco.
No Brasil, a possibilidade de se utilizar meios
alternativos apresenta um amplo potencial tendo
em vista a diversidade natural e variabilidade da
agroindustria.

Virios estudos tém sido feitos utilizando-se
como meio de cultivo para B. thuringiensis aguas
residuais de industrias e de estacdes de tratamento
de agua, tais trabalhos tém apresentado bons
resultados, e muitas produ¢des em escala piloto em
varias regioes do mundo ja utilizam tais residuos
(LACHHAB; TYAGI;VALERO, 2002; MONTIEL;
TYAGI; VALERO, 2001; VIDYARTHI et al., 2002;
YEZZA et al., 2005, 2006; CHANG et al., 2008).

Afonte de carbono paracultivode B. thuringiensis
varia muito conforme o objetivo da fermentagdo,
bem como qual linhagem esta sendo cultivada. A
maioria dos trabalhos revela que a melhor fonte para
crescimento vegetativo ndo corresponde a melhor
fonte para esporulagdo e formacdo dos cristais
protéicos (ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ, 2002b;
OSKAN et al., 2003).

Os estudos de I¢gen, Iggen e Ozcengiz (2002b)
indicam um efeito inibidor de altas concentracdes de
glicose durante a sintese da 6-endotoxina. De acordo
com este trabalho, as melhores fontes de carbono
para produg¢@o dos cristais toxicos e esporulagio sdo
lactose, sacarose e inulina.

Segundo de Oskan et al. (2003), glicose, amido
e melaco inibem a producdo de proteinas Cry, em
particular da proteina Cry4B (134KDa). Este estudo
foi feito com B. thuringiensis subsp. israelensis ¢
ressalta o efeito repressor da glicose, a qual agiria em

etapas de fosforilagdo da proteina quinase Calfostina
C, responsavel pela produgdo das protoxinas Cry.
Segundo os autores, as melhores fontes de carbono
para biossintese da d-endotoxina seriam dextrina,
aveia, maltose, lactose, inulina, glicerol e sacarose,
sendo a dextrina a mais promissora de todas quanto
a esporulacao e produgdo de toxina.

Resultados conflitantes aos deste trabalho foram
obtidos por Vora e Shethna (1999) e Prabagaran et
al. (2004), os quais indicam o melago-de-cana como
uma boa fonte de carbono para produgdo de toxina.
Todos estes estudos, entre outros, comprovam que €
necessario otimizar um meio para cada sorotipo, ou
mesmo para cada linhagem, pois os resultados de
estudos com um determinado sorotipo muitas vezes
nao podem ser extrapolados para outros.

As fontes de nitrogénio podem ser tanto organicas
quanto inorganicas, sendo comum a utiliza¢do
conjunta das duas formas. Os estudos de Arcas,
Yantoro e Ertola (1984), I¢gen, Iggen e Ozcengiz
(2002b), Oskan et al. (2003) e Zouari e Jaoua (1999)
indicam que o uso de apenas nitrogé€nio inorganico
ndo ¢ aconselhavel para o cultivo de B. thuringiensis,
pois ha diminui¢ao de crescimento, esporulacao e
biossintese, em relacdo aos meios com nitrogénio
organico e inorganico. Dentre as mais promissoras
fontes de nitrogénio inorganico apontadas por estes
autores, destacam-se os fosfatos [NH,H,PO, e
(NH,),HPO,], isto ¢, fosfato de amdénia monobasico
e dibésico, respectivamente, e sulfato de amonia por
otimizarem esporula¢do e muitas vezes a produgao
de toxinas.

Entre as fontes orgénicas de nitrogénio, o
extrato de levedura é bastante utilizado no cultivo
de B. thuringiensis, porém peptona e derivados de
soja apresentam resultados satisfatorios (VORA;
SHETNA, 1999; ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ,
2002b; MORRIS; DEAN, 1997). Como fontes
alternativas, vém se destacando farinhas derivadas
de proteina animal (farinha de peixe e de crisalida) e
alguns cereais (cevada e trigo) (ALVES et al., 1997;
DEVI; RAVINDER; JAIDEV, 2005; GHRIBI;
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ZOUARI; JAOUA, 2005; MORRIS; DEAN, 1997;
PRABAKARAN; BALAMARAN,2006; ZOUARI;
JAOUA, 1999).

A concentragdo de sais no meio de cultivo
influencia diretamente a osmolaridade do mesmo.
Entretanto, ndo ha consenso sobre qual porcentagem
de sais ¢ mais adequada, bem como quais os sais
que devem ser adicionados (ARCAS; YANTORO;
ERTOLA, 1987; ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ,
2002a; OSKAN; ICGEN; OZCENGIZ, 2003).

Arcas Yantoro ¢ Ertola (1987) obtiveram uma
boa produgdo de toxina com um meio contendo
osmolaridade de 808 miliosmol, tal trabalho ¢
experimento classico que resultou em um meio
bastante adotado para crescimento e produgdo de B.
thuringiensis. E importante ressaltar que embora os
sais ajam como um todo na osmolaridade, cada ion
fornecido pelos sais pode ter um efeito diferente.
Muitas vezes, produgdo e crescimento ndo estdo
associados e a presenca de alguns ions melhora um
parametro e prejudica ou € neutra para outro.

Os estudos de Oskan et al. (2003) e I¢gen, Icgen
e Ozcengiz, (2002a) revelaram que o manganés é
critico para a diferenciacdo celular, sendo requerido
para esporulacao e formagao do cristal. Os melhores
resultados aparecem quando a concentracdo de
mangangés varia entre 10 ¢ 10*M, sendo que valores
maiores que estes se tornam toxicos para todos os
processos celulares.

Assim como manganés, o magnésio influencia
o metabolismo secundario, portanto, com efeito na
produgdo das proteinas Cry. Sua concentragdo ideal &
em torno de 10°M. O calcio é bastante importante no
processo de esporulagdo, promovendo a estabilidade
do cristal protéico. A concentracdo de 10> M de
calcio estimula a esporulacdo, porém ¢ inibidora
para o crescimento vegetativo e sintese protéica. Ao
que parece, o calcio ndo é essencial para a sintese
das proteinas Cry. Desta forma, diversos estudos
recomendam o uso de concentragdes menores
que 10°M de calcio, a fim de ndo comprometer
a formacgdo das proteinas Cry (ICGEN; ICGEN;

OZCENGIZ, 2002a; OSKAN et al., 2003).

Metais como zinco, cobre e ferro apresentam
resultados negativos para o crescimento, esporulacao
e produgdo de toxina Cry mesmo em concentragdes
pequenas como 107 M (ICGEN; ICGEN;
OZCENGIZ, 2002a; OSKAN et al., 2003).

Tendo em vista a influéncia de diferentes
variaveis, o desenvolvimento de meios de cultivo
para a produgdo de B. thuringiensis ¢ bastante
complexo. Além disso, ha uma variagdo muito
grande de uma linhagem para outra, 0 que, muitas
vezes, dificulta a extrapolagdo dos resultados de um
trabalho. Ressalta-se nesse sentido, a necessidade de
utilizagdo de métodos de planejamento e otimizacao
eficazes, como a metodologia de superficie de
resposta, a qual leva em consideracao varios fatores
que influenciam em uma produgéo.

Parametros fisicos durante a fermentacao

Geralmente, os parametros monitorados durante
o processo de fermentacdo sdo: temperatura, pH
e taxa de oxigénio dissolvido. Sendo este ultimo
influenciado, principalmente, pelas taxas de aerag@o
e agitacao (COUCH, 2000).

O cultivo de B. thuringiensis é feito com
sendo que
temperaturas superiores podem induzir a supressao

temperaturas em torno de 30°C,

da formacdo de proteinas Cry e conseqiiente
diminui¢do do rendimento. Da mesma forma,
temperaturas inferiores desaceleram o ciclo de
multiplicacdo celular, o que causa aumento no
tempo e conseqiiente custo da produgdo (MORAES;
CAPALBO; ARRUDA, 2001; COUCH, 2000).

O pH do processo fermentativo pode ser
monitorado por eletrodos sensiveis a variagdes, 0s
quais acionam reservatorios de acidos ou bases a fim
de manter o pH constante. Uma op¢do comumente
empregada para inibir varia¢des de valores de pH € o
usodesolugdestampao. Noentanto, ha controvérsias,
pois alguns estudos apontam que variacdes na faixa
de pH podem proporcionar melhorias na produgao,
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enquanto outros consideram estas variagdes
prejudiciais (ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ, 2002a).
Essas variagoes nos valores de pH durante o cultivo
de linhagens de B. thuringiensis em diferentes meios
de cultivo ja foi demonstrada anteriormente, como
no estudo de Abdel-Hameed (2001), com o meio
TYG-agar, a base de triptona, extrato de levedura e
glicose e com pH inicialmente neutro. Neste estudo
sem controle de pH, a cultura apresentou redug@o
nos valores de pH para valores acidos no inicio
da esporulacdo, seguindo-se de valores alcalinos
no final do processo de fermentagdo (ABDEL-
HAMEED, 2001).

A quantidade de oxigénio dissolvido no meio
de cultura é dependente de diversos fatores como
osmolaridade do meio, taxa de aeracdo e agitagdo
(COUCH, 2000). Este ¢ um fator bastante critico para
biossintese das proteinas Cry por B. thuringiensis e
deve ser bem analisado, pois em grandes volumes
de fermentagio o suprimento adequado de oxigénio
torna-se ainda mais dificil e oneroso.

Segundo o estudo de Wu etal. (2002) amorfologia
das células de B. thuringiensis ao microscopio
optico pode variar conforme as mudangas nos
parametros de cultivo, com especial destaque para
o suprimento de oxigénio, sendo que o excesso de
aeracao pode provocar uma desaceleracdo no ciclo
de producao das proteinas Cry, por estender demais
a fase de crescimento. Os estudos de Maldonado-
Blanco, Romero e Galan-Wong (2003) indicam
uma melhor producdo de proteinas Cry quando o
oxigénio dissolvido estd em torno de 26%. Este
valor ¢ conseguido com uma agitacdo de 300 rpm
e aera¢ao de lvvm ou 500 rpm e 0.6vvm, para
B. thuringiensis subespécie israelensis em um
fermentador de 5 litros.

Embora muitos estudos sejam feitos analisando-
se os parametros individuais, o cultivo deve ser visto
e estudado como um todo. Neste sentido destaca-
se o método de superficie de resposta que permite
uma analise mais ampla dos parametros, bem como
o estudo da combinagdo destes fatores (HSU; WU,
2002).

Conclusdes
Devido as caracteristicas Dbiologicas, B.
thuringiensis  destaca-se como a principal

bactéria utilizada no controle bioldgico. No
entanto, a utilizacdo de produtos derivados desse
entomopatogeno ¢ menos difundida no Brasil
que em paises desenvolvidos, sendo necessaria
a divulgacdo de produtos, implementagdo de
produgdes regionais, as quais diminuem o custo e o
estabelecimento de incentivos para implantacao de
programas de manejo integrado de insetos (MIPs).

Apoio financeiro: Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq)
por meio de concessao de bolsa de mestrado.
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