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1. INTRODUCAO

No transcurso dos ultimos decénios do século passado
e na primeira metade deste,” surgiu o foi tomando forma, a idéia
do controle microbiano de insetos. Neste campo, merecera destague
as toxinas que atuam como iInseticida obtidos por fermentacdo com
Baczziiu th.aA.Inglin.ili, cujo desenvolvimento tem se intensifica
do notadamente pelo fato de ser isento de residuos toéxicos, per
mitindo a aplicacdo para controle de insetos, tanto em produtos

de origem vegetal ate a colheita, como em produtos alimenticios ar

mazenados.

0 interesse no estudo do B. thuKinglini—ii € na sua produ

cdo comercial se deve aos seguintes fatores:

e especificidade, poténcia e eficacia para os iijsetos visa
dos;

. garantida inocuidade ao homem, vertebrados e insetos bf
"m T néficos;

e possibilidade de producdo econémica em larga escala;

ndo tem havido constatacdo de qualquer forma de resif
> téncia em insetos tratados com este inseticida.

0 B. thu~In3-iiLn.ili, bactéria meso6fila, aerdbica, apresen

ta um corpo proteico para-esporal nas células esporuladas, que atua



como potente toxina a LzpidoptiKa, Esse cristal denominado "de”
ta endotoxina"™ é toxico & cerca de I1SO espécies de Lipidoptvui que
na fase jovem se apresentam como lagartas fitéfagas en sua abso
luta maioria, prejudicando tremendamente a horticultura, sijviculL

tura e produtos armazenados.

Além de sua conhecida atuacdo contra LtpidopteAa, 0 8. thuxin
gliniii produz por fermentacdo, outras toxinas, dentre as quais
se destaca a beta exotoxina, que é ativa especialmente no contro
le a Dipteros entre os quais se apresentam inUmeras espécies no
civas a humanidade, quer pelos danos que causam a agricult@ara, quer

pelas moléstias que transmitem ao homem e aos animais.

Como exemplo, podemos citar a mosca de frutas que, pelo seu
potencial bidtico e extraordinaria capacidade de invasédo,vera oca
sionando elevados prejuizos a fruticultura nacional. A mosca do
méstica, as moscas califorideas sdo de importancia médica por-S£

rem vetores de doencas através de suas larvas.
N,

Esta toxina termoestavel atende também ao propésito de inf
cuidade aos vertebrados aliado a efetiva acdo no controle ao in

seto visado.

0 desenvolvimento do 8. thaA.In3iin.0ii como inseticida
cou relegado a um plano inferior, visto que os inseticidas quim®
, COs eram produzidos a custos muito mais reduzidos e seu espectro
de atuacdo era muito amplo. Entretanto, 0 desenvolvimento de resif
téncia do inseto a maioria desses inseticidas quimicos, o distir
bios no balanco da populacdo de insetos e 0 impacto ambiental prO
vacado pelos produtos quimicos favoreceu a pesquisa .e aplicacao

em campo do Bacizi”~ thuAingizmii. de. 1970 para ca. Atualmente,



se faz wuma estimativa de producdo mundial ao redor de 2500 tonf£
ladas/ano, sendo os Estados Unidos o maior produtor (cerca de-
1000 t/ano), seguido da Franca e Inglaterra. Ha uma previsdo de
aumento de 10 a 20i na produgdo mundial até 1990 (ndo incluindo

a producdo da Unido Soviética, que & consideravelmente grande).

Confirmando essas perpoctivas, observa-so que durante a
ultima década, as pesquisas sobre B, thu'L~ngiinizi se expandiram em
diferentes campos: metabolismo da bactéria, relagdo entre espora”
-lacdo e formacdo do cristal téxico, anadlise quimica e ativagcdo™ do
cristal proteico, modo de acdo do cristal e da exotoxina, raelho

ramento genético e técnicas”de aplicacao.

Apesar das elevadas quantidades de esporos e cristais de
5. th.aA.Ingle.ni.li que Vvém sendo e serdo produzidos no exterior,o
Brasil se apresenta ainda apenas como importador do produto, ava
liando-se que a causa da ndo producdo reside no investimento ne

cessario para equipamentos de fermentacédo.

Sabe-se que a producdo de um inseticida microbiano depen
de em grande parte do custo com que“ele pode ser produzido,e este ,
por sua vez, dependo da eficiéncia com a qual o microorganismo se.
desenvolve o produz suas toxinas. Na producdo estdo envolvidos
a escolha de uma linhagem apropriada, as condig¢bes dc fermentacéo
(temperatura, aeracdo, etc.), a forma pela qual o produto S recu
perado do caldo de fermentacdo e, finalmente do custo do meio de

cultura utilizado.

De uma forma geral, o meio de cultura consiste de fontes
de carbono e energia como glicose, fonte de-nitrogénio como pepto

na pu extrato de levedura e sulfato de aménia,’e sais "minerais.



Além déstes, muitos liiicronutrientes como manganés, calcio, zin
. CO e ferro tém sido recomendados. A presenca de manganés é con
siderada essencial para crescimento e formagdo do esporo. O potaf
sio é importante para crescimento celular e formacdo da endotox”
na. 0 extrato de levedura e Tfonte de aminoacidos, vitaminas e
sals minerais. Do ponto de vista- industrial osto extrato é one
roso uma vez que o processo de producdo de esporos gera, um volu
me pequeno de produto final (@ ~ St do volume de meio correspon
dente S mistura bruta de cristal e esporos). Por essa razéo,
outros componentes s&o procurados para elaboracdo do meio de au}®

tura.

A introducdo de sub-produtos da agroindistria como meio de
cultura vem sendo estudada em muitos paises como Egito,. Estados

Unidos, Argentina e também no Brasil.

No Brasil, na Faculdade de Engenharia de Alimentos, (ia UNI
CAMP, 1iniciou-se a pesquisa em fermentacdo de BacAMui thufiingizmli
em 1971, tendo se estudado O comportamento da fermentacdo eameio de
cultura citado na literatura, usando glicose como fonte de carbo
no. 0s. resultados encontrados propiciaram & defesa de tese de
mestrado (Moraes, 1.0.), cm 1973, tcndo-sc estudado a producdo das
endotoxinas ou seja, complexo csporo-cristal proteico, ao qual sdo

-"suscetiveis 150 espécies de lepidoptera.

A partir de 1973 até 1976 continuou-se estudanto a producdo

>."das endotoxinas de 3ac.—Lzzui .th.uAlnglzniii (complexo esporo-cri”
tal), porém pesquisando novos meios de cultura e condig¢des opera
cionais. 0 meio de cultura economicamente iInreressante para o
Brasil, foi; aquele composto de melago de cana de”acgulcar e &dgua

de maccracdo de milho. Em 1976 defendeu-se a tese de Doutor”



do (Moraes, 1.0.). e foi depositada a patente BR 7608588 para pro
ducdo das endotoxinas para emprego contra Lepidoptera. O produto

foi testado contra Aicia monaiti on.ifiii

Iniciaram-se em seguida as pesquisas sobre as condigcdes ope
racionais e a ampliacdo de escala para fermentadores de 20 e 2001
e sobre fermentacdo continua sendo defendida duas teses de Mestra

do (Santana, M.H.A. 1980 e Capalbo, D.M.F. 1982).

Paralelamente foi iniciada a pesquisa sobre a producédo de
exotoxinas de BaclZIm tkuA.—ing—ie.ni—-ii, objeto de tese de Livre Do

céncia (Moraes, 1.0.). defendida em 1981.

Em 1985, depositou-se a patente BR 8500663 tendo-sé recehi®

do o Prémio Governador do Estado de Sdo Paulo.

De 1977 a 1979 foi desenvolvido Projeto EMBRAPA/CNPSA/FEA -

de aplicacdo das exotoxinas a racdo dée suinos para controle de in
setos.

De 1984 a 1986 desenvolveu-se o Projeto FINEP/FUNCAMP/FEA
para pesquisar subprodutos industriais viaveis para composicdo de
meio de cultura.

Encontra-se em andamento o Projeto OEA, de Ensino e Pesquj®
sa em Processos Fermentativos , que inclue a produgcdo de Bac-Cliui

ikafu.ngZe.niii.

2. CONDICOES DE PRODUGAO DAS ENDO/EXO TOXINAS
A producéo comercial de microrganismos ou de seus prf£
dutos invariavelmente requer a selecdo de uma linhagem especifica

mais bem adaptada ao processo, de forma a crescer sob condic¢des-



econdmicas de fermentacdo.
/

Manutencdo das culturas: A forma mais aceita de manutencdo é a
liofilizacdo, onde os esporos ou as cé
lulas vegetativas, suspensas em SOro es
téril sado rapidamente congeladas em tu
bos e secas sob vacuo; os tubos sela
dos, s&o armazenados. Outras form™:refrl
geracdo, congelamento em nitrogénio ir
quido, solo seco estéril.

Meio de cultura, por repiques mensais em laboratério: meio nutrien
te agar, inoculado com algca, mantém 28-307C por
48h c entdo guarda sob refrigeracdo. Mantém-se
sem ressecamento, cobrindo (apés crescimento) a
cultura com glicerina liquida.

Meio de fermentacdo: As células microbianas requerem agua, carbo
no (para biossinteseé e energia), nitrogéniol
minerais e fatores de crescimento”™. As quan
. tidades de cada componente e a fo"rma em que
se apresentam dependerdo do-processo de fer
mentacdo utilizado,

0 Bt pode utilizar como fontes de carbono, o amido (produz
amilase extracelular), melaco, farelos de gréos,. subproduto,s in
dustriais como agua de coco, soro de queijo, etc. 0 nitrogénio
pode ser suprido por sais de aménio, aminoacidos, peptideos, fa
relos de cereais, agua de maceracdo de milho (obtido na producgéo
de amido), farinhas, extratos de levedura, hidrolisados de casef
na e soro de queijo. Os sals 1inorganicos, essenciais para a e®
porulacdo (como calcio e magnésio), podem ser acrescentados ao meio

~ou, no caso de serem,utilizados sub-produtos, eles ja tém quant”
dade suficiente de minerais presentes em sua composicao.A prépria

agua, nado- destilada, pode ser fonte de minerais.

Na UNICAMP, utiliza-se agua de maceracdo de milho e melago

de cana como Unicos”™ngredientes do meio de cultura, com resulta

9 1 0
dos excelentes (10 .a .10 esporos/mi em 24 horas de fermentacao



Condigdes de crescimento: Elas sdo estabelecidas em funcdo do raéa
ximo rendimento em esporos/cristal toxl
COS e nao somente em funcdo do crescF
mento celular.

O pH inicial da cultura ocorre ao redor do valor 7, Duran
te o crescimento ha uma queda do pH C™ razdo da formagdo dos &ci
dos orgéanicos pela degradacdo dos carboidratos) até um valor ao
redor de 5. Para o Bt ndo se controla o pU do meio visto que es
sa queda auxilia/Zinduz & formacdo do esporo + cristal. Quando o
pd retorna ao valor 7 e o ultrapassa, a calula ja completou seu ci
cio e csporulou. Assim, o acompanhamento da fermentacdo do Bt
através do pH é um fator de importancia industrial: rapidez e sim

plicidade.

0 suprimento de oxigénio (Bt é aerdbico) é fator importan
te tanto no rendimento como economicamente (alto volume de oxi®
génio = altos gastos de energia). A injecdo de ar e realizada
através de filtros para cgvitar contaminagdo e a transCcréftcia do

02 para o meio é auxiliada, pela agitacdo do meio.

Como se deduz, os gastos de energia com injecdo e agitacdo
costumam ser elevados. Apbs estudos realizados na UNICAMP , ve
rificou-se que para as condigcdes do laboratério (meio de cultura
e volume de fermentagdo) 0.8 vvm é suficiente, acompanhado de ro
tacdo = 200-300 rpm.

A temperatura é mantida em 30°’C + 2°C visto ser o Bt um

crorganisno mesofilo.

Os tempos de duracgdo dessas duas fases sdo relativos a ef

cala de producéo. Em frascos agitados tivemos 15-24 e 24-30 Ko



ras, em minifermentador de 1 litro tivemos 5-10 e 15-20 horas, en
quanto que em fermentador de 200" tivemos 3,5 a 5h e 7,5-10 horas,

respectivamente, para crescimento e esporulacSo.* e

3. RECUPERACAO
A recuperacdo do produto se faz geralmente.através da
separacdo das endo/exo toxinas através de filtros com auxiliares

de filtracdo ou através de .centrifugas apropriadas.

4. padronizacgédo
0 Instituto Pasteur da Franca, através do seu ''Labora
torie de Luttle Biologique" produz o padréao que é usado para
padronizacdo dos produto”™, enquanto que os Estados Unidos usam a-
designacdo de unidade internacional. -0 produto comercial DIPCL

(da Abbott Laboratories) esta padronizado em unidades internado

nais.
- 5. normalizacéo
N
A normalizacdo do produto é um assunto bastante contro
vertido, devido a sua natureza. Os inseticidas quimicos normaH

zam-se através de porcentagem, do principio ativo, mas para os

seticidas é o bioensaio que define a poténcia tdxica dos mesmos.

Quando do desenvolvimento inicial do produto comercial, a
normalizacdo era feit®, através da contagem de esporos (métodos pre
suntivos). Apesar de impréprio, ainda é muito usado por muitos

pesquisadores. Deve-se usar o método conclusivo que é através



do bioensaio, medindo-se em unidades arbitrarias, porém relaciona
das a um padrdo internacional com a adequada escolha do inseto-te®
te. Este inseto-teste pode ser um problema se for inexistente nc;
pais, dai varios autores sugerirem o uso de mais que um inseto-
-teste para validacdo dos resultados, empregando-se o padrédo e o
produto obtido para determinacdo da dose letal media LD"g ou con
contracao letal media Melhor que cada produtor tenha sua

amostra-referéncia, mantendo-a para controle na rotina industrial.

6. RECOMENDACOES PARA USO DAS TOXINAS

a. das endo-toxinas

0 inseticida bacteriano (fracdo endotdxica) pode
ser empregado e é mesmo recomendado (FDA) para pragas de magd, a”
cachofra, feijdo, broécoli, couve, couve-flor, alho, algoddo, alfa
cc, meldo, batata, espinafre, tomate, soja, re_florestamento®. Em
1966, houve proibicdo do uso de inseticidas quimicos em fumo, ten
do sido recomendado o uso de B. palas autoridades
da Agricultur.a norte-americana, com excelentes resultados contra-
PA—otopafLCi ifxta € He.lloth.ii v-iKZicini. Na FEA o produto obt»
do teve sua toxidade verificada contra Vhodia. In.tzn.pmz”e.tla. €Ai

cia. monuite. on.ie.ii. R,
Com vantagens da utilizacdo de Bt podemos citar:

1. dolta-endotoxina, como também os esporos incorporados
aos produtos, ndo apresentam toxidez aocs mamiferos. Nao
sdo toxicos aos predadores e insetos benéficos, nédo

] sao fitotoxicos. Devido a essas caracteristicas, oOs.
produtos de Bt, sdo iiisetos de quaisquer restricao de
uso, podendo inclusive__ser aplicados imediatamente, an
tos da colheita (esse e um fator muito interessante -na
protecdo das culturas) .



2. Até o momento”™ apenas uwa artigo foi publicado demons
trando resistencia de insetos ao Bt, porém alguns cien
tistas questionam este artigo.

3. Bt possui um potencial inexplorado. A descoberta ou
producdo de novas linhagens com mailor atividade ou com
espectro de atuacio diferente s&o possibilidades dif
tintas (ex: variedade iin.ailin6-L.i), "

As desvantagens dos preparados a base de Bt (endotoxinas)r

)
=

Espectro pequeno de atuacdo, limitando a Lzpidoptzxa.
(em protecdo- de plantas). Como em certos casos dese
ja-se controlar insetos de outras ordens 5imultaneamen
te 0 uso de Bt fica limitado, uma vez que s6 os quimT
COS teriam tal atividade. ~

2. A producdo de novas linhagens_de Bt estdo ainda despro
tegidas pois suas patentes ndo podem ser deposi®
das. Isso desencoraja pesquisas por parte das induf
trias.

3. 0 uso de Bt requer maior sofisticacdo por parte dos agr™
cultores; posto que é necessario conhecer o tempo de
aplicacdo, énquanto__os quimicos sSo geralmente aplica-
dos de forma proéfilatica. Apesar da acdo da delta-en
dotoxin.i scr rapida, os insetos morrem lentamente e os
produtores estdo acostumados a ver o efeito dos inseri_
cidas quimicos imediatamente, “

4. O Bt deve ser ingerido pelos insetos-alvo. A ativida
de de alimentacdo dos insetos depende das condicdes dd
ambiente, bem como temgeratura, luz, umidade e qualida
de do alimento. Se nao houver toxina suficienté inmjr
porada na racdo, a larva ird se recuperar das lesdes
provocadas pela”toxina no trato digestivo e recomeca a
se alimentar apds 2-3 dias.

5. Até o momento, ou autos custos do Bt tem dificultado
0 trabalho de difusdo do produto. Porém com a possi
bilidade de producdo nacional, baseada era subproduto?
(baratos) o quadro pode se tornar mais favoravel.

Lembrando-se dos aspectos de impacto ambiental e dos aspec
tos de seguranca envolvidos com o uso de Bt, conclui-se que as

vantagens superam as desvantagens-



b. das exotoxinas

A beta exotoxina é& um nucleotideo que & produzido du

rante a fase de desenvolvimento vegetativo do Sacillui ihanln
giinoli . E composta de adenina, ribose, glicose e acido alari
co. Foi descoberta em 1959 e teve sua estrutura quimica publica
da dez anos depois. E um composto muito estavel, que pode até

ser autoclavado a 121»C por 15 minutos.

Seu espectro.de acdo cobre uma ampla faixa de insetos prin
cipalmente VApte.fia, moscas e mosquitos, dos quais a Muica domtiti
ca OoUu Aidii aigijpti podem se; usados como inseto teste, por se
rem altamente suscetiveis. Os sintomas causados pela beta exoto
xina, sdo: mudancas teratoldég”as. deformacdo e morte durante a
fase de pupa, A toxina interfere com as RNA-polimerase DNA de

pendentes, bloqueando a formacdo de RNA.

Quanto a sua toxidade a vertebrados, existem estudos far
macologicos que garantem que exotoxina encontrada* no meio de aul_
tura de st eé absolutamente ndo toxica.a vertebrados e praticamen

te ndo toxica a peixes.



