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PRODUCAO DE BACTERIAS ENTOMOPATOGENICAS

Deise M.F. Capalbo»

I -~ Conslideracoes sobre Baclllus thuringiensis

1. Historico

Bacillus thuringiensis foi isolado pela primeira ves no
JapBo em 1902 por Ishiwata, de lagartas do bicho da seda. Em
191%, foi demonstrado que apenas culturas esporuladas eram tosi
cas  as larvas do bicho da seda (Bombyx mori). Para os japoneses
cate microrganismo € de grande importancia pelo perigo que apre-
senta 3 industria da seda. Ainda em 124%, Berliner isolou B. thu-
ringiensis (IBt) cde larva de Anagasta kuehnlella (traga das fari-
nhas), na Thuringia, sendo portanto designada Baclllus thurin-
giensls. Ele comentouw a presenga de um corpo de inclusio no espo-
oo omas  NROo 0 relacionou com as propriedades inseticidas do mi-
crorganismo. Mencionon também a possibilidade de utilizia-1o no
controle da traca.

Entre 1920 e 1950 sua utilizagio em campo trouxe resul-

tados variaveis. Notou—-se que seu controle se limitava & Lepi-
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doptera. Somente em 1956, Angus constatou gue a atividade inseti-—
cida se localizava no corpo de inclusfo.

0 desenvolvimento do Bt como inseticida ficou entretanto
relegado a plano inferior, visto que os inseticidas quimicos eram
produzidos a custos muito reduridos e seun espectro de atuaglo era
maito mais amplo. Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia
contra a maioria dos inseticidas, os distirbios no balango da po-
pulaciio de insetos € o impacto ambiental provocado pelos produtos
quimicos favoreceu a pesquisa € aplicacgio em campo do Bt de 1960
para Ca.

Qs produtos que se encontram no mercade hoje em dia s8o
confidaveis e apresentam resultados consistentes. 0 homem do campo
sabe 0 que esperar do Btiapesar do produto n8o eliminar totalmen-
te a populacBo do inseto-praga, ele assegura o controle suficien—
te para aue o nivel permaneca abaixo do nivel de dano econdmico.

0s produtos comerciais se utilizam de variedades com @&
delta~endotoxina (corpo de inclusfo) mais potente, principalmente
a variedade Kurstaki serotipo 3a, 3b.

Durante a dltima década, as pesquisas sobre Bt se expan-—
diram em diferentes campos® metabolismo, relacgio entre esporula-—
¢Ao € formaglo de esporo, andlise quimica € ativacfo do cristal
protéico, modo de agdo do cristal, melhoramento genédtico € melho-
res técnicas de aplicagio.

L]

Mais especificamente no Brasil, desde {972 vem sendo es-—
tudada a producdo de Bt por processo fermentativo em meio 1igui-
do. Em 1976 foi depositada a patente do processo de fermenta¢cio

submersa, hoje ja registrada sob n@ BR PI 76408688: pela profd
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Iracema O. Moraes; em 1980 foi depositada pela mesma professora,
a patente do processo de producBo da exotoxina termoestdavel de
Bt. Além dos processos de fermentagio, foram realizados na UNI-
CAMP, pesquisas sobre a cinédtica de crescimento ¢ esporulagio do
Bt, influéncia da aeraglio € agitacio no processo de fermentaglo e
ainda estudos sobre a producio de Bt em fermentacio continua, e
barateamento do meio de cultura liquido, através da utiliiacﬁo de
residuos industriais. A utilizaclo de processo fermentativo semi-
s6lido foi assunto de projeto da EMBRAPA/CNPDA desenvolvido em
colaboracio com a UNICAMP.

Além dessas pesquisas sobre processo de produgfo outras
foram desenvolvidas em diferentes Instituicies nos dltimos 4
anos, € as aplicacoes de campo vém sendo realizadas separadamente

em varios pontos do Pais, utilizando produtos comerciais.

2. Crescimento, esporulaglo e produgSo de toxinas

O esporos bacterianos sfio extremamente resistentes e

sobrevivem a condigoes desfavoraveis por um longo periodo. O pro-

cesso  de desidratacio do protoplasto do esporo durante a esporu-
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lagdo, € o responsavel pelo estado ametabdlico € pela alta resis—
téncia quimica, a irradiacio, desseca¢io € ao calor.

Sob condigcdes naturais o esporo voltarda & fase vegetati-
VA por um pr;cessn de ativacdo muito lento. Em laboratdrio o pro-
cesso pode ser acelerado por um choque térmico no qﬁal sUsSpeEnsies

de esporos s3o submetidas a temperaturas de 65-900C/ 10-30 minu-

tos. 0 inicio da germinaglo também pode ser induzido por substan-



cias como agucares € aminodcidos.

Até hoje, s8o poucos os estudos sobre as necessidades
nutricionais do Bt. Para fins gerais, entretanto, sabe-se que
bons resultadeos sio conseguidos com meios suplementados com  ex-
trato de levedura ou caseina hidrolizada. Sabe-se também que
meios minimos glicose~sais precisam ser complementados com pelo
menos 0,2% de glutamato para promover crescimento de Bt.

£ durante o crescimento vegetativo que essa bactéria de-
ve assimilar nitrogénio'(na forma de amonia) para a etapa de es-—
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porulagfo bem como “excrecio” de metabhdlitos (como antibidticos).
£ também nessa etapa que ocorre a produ¢cio da exotoxina termoes—
tdvel que passa para o meio de cultura.

EntdEo, em um meio com bom suprimento de carbono, nitro-
génio e fosforo, o Bt cresce vegetativamente, € a esporulagio
ndo ocorre. Ao final , ocorre a exaustiio do meio em seus nutrien-
tes, o que induz A esporulagio. Neste ponto a fase estacionaria
e inicia, e a célula comeca sua transformacio morfoldégica gque
gerara o esporo, apos algumas horas. Neste periodo, os dAcidos or-

9anicos sHo metabolizados, aumentando o pH do meio. E € também

nesta etapa que ocorre o aparecimento do cristal.

3. As toxinas € seu significado
.
Entre os metabdlitos biologicamente ativos produzidos
pelo Bt, a delta-endotoxina merece destaque.
Fasa toxina esta contida no cristal proteico paraespo-

ral, o qual € termoldBil e soliivel em solugdes alcalinas. Com



raras excecoes, apenas um cristal é produzido por esporo. Ele tem
forma bipiramidal tendo dimenstoes mécdias de 0,8 x 2,0 um (note-—-se
que A célula vegetativa tem 3,9 ¢ 4,2 um e o cristal representa
20-40% do peso seco do esporo).

Apesar das muitas peséuisas realizadas até hoje, nao se
sabe a0 certo a funcio exata desse cristal para a célula; a  sua
origem genética € as etapas metabdlicas de sua produclo carecem
de resultados concisos.

A de]ta—endotouina do Bt é especifica para larvas de le-
pidopteros, apesar de outros tipos de insetos serem susceptiveis,
como alguns besouros, moscas € mosauitos.

Outro metabdlito, a beta-endotoxina difere da delta-en-

dotoxina em diversos aspectoss

~ & termo estdavel (15’ a 120°C)
¢ excretada para o meio durante a fase de crescimento loga-
ritmico
produz anomal ias morfoldgicas no inseto

causa morte durante a fase de pupa

Seu espectro de atuagio € grande, envolvendo vertehrados

e

€ invertebrados, sendo que ot dipteros 830 os mais susceptiveis
(Musca domestica e Aedes aegypti).
]

Outros metabolitos de Bt com atividade inseticida tem

sido comentados, sendo de menor ou nenhuma aplicacio pratica.



II - Produg¢l3o

Assim como o Bt, a maioria das bactérias tidas como
teis para o controle bioldgico de insetos s80 aquelas que produ-—
zem  esporos. O fato do esporo ser mais resistente que a célula
vegetativa favorece seu processo de recuperacio, formulagio e
aplica¢gio em campo.

Desta forma, muito do que nos referimos a produclo de Bt
se aplica A producio de outros esporos bacterianos, reservando-se
a cada um, naturalmente, suas peculiaridades nutricionais € bio-
quimicas.

A producio comercial de microrganismos ouw de seus produ-
tos invariavelmente requer a sele¢io de uma linhagem especifica,
mais bem adaptada ao processo, de forma a crescer sob condigoes
economicas de fermentagio.

Pode-ase esquemat izar a producio comercial do inseticida

B. thuringiensis, por fermentagio submersa, conforme segue!l
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Meio de cultura pré—-fermentacio do indculo
SN s
. -
//
{ inoculagio e incubacﬁoJ
’ fevmentacﬁo]

I I"(-??C'.IPEI’RG:’:\'C) dos esporos € toxinas }

| padronizacio € hioensaio I

l formulacho

comercializagio '

Meio de fermentacfo: As células microbianas requerem agua, carbo-
no (para biosintese e energia), nitrogénio, minerais e fatores de
crescimento. As gquantidades de cada componente € a forma em que
se apresentam dependeriio do processo de fermentagiio utilizado.
1)
O Bt pode utilizar como fontes de carbono, amido, mela-
¢o, farelos de grios, subprodutos industriais como, dgua de coco,

soro de gqueijo, etc. O nitrogénio pode ser suprido por sais de

aménio, aminoacido, peptideos, farelos de cereais, dgua de mace-



rFagao de miltho, farinhas, extratos de levedura, hidrolisados de
caseina, € soro de aueijo. 08 sais inorginicos, ESSENCiais para a
esporulacio (como cidalcio € magnésio) podem ser acrescentados ao
meio ou, no caso de serem utilizados subprodutos, estes ja tem
quant idade suficiente de minerais presentes em sua COmpoOsSiGHROo. A

propria dgua, nao destilada, pode ser fonte de minerais.

Condigoes de crescimentot elas s3o estabelecidas em fungio do ma-
#imo rendimento em espéroa/cristal toxico, € nao somente em fun-
cR0 do crescimento celular.

O pH inicial da cultura fica ao redor do valor 7. Du-
rante o crescimento ha uma queda do pH ( em raziao da formaglo dos
acidos orgdnicos pela degradacio dos carbohidratos) até um valor
ao redor de 5. Quando o pH retorna ao valor 7 ¢ o ultrapassa, a
célula j& completou seu ciclo e esporuloun. Assim, o acompanhamen-
to da fermentagio do Bt através do pH € um fator de importa@ncia
industrial? rapidez e simplicidade.

0 suprimento de oxigénio (Bt & aerdbico) é fator impor-
tante tanto no rendimento como economicamente (alto volume de
oxigénio = altos gastos de energia). A injecho de ar € realizada
através de filtros para evitar contaminagfo, e a transferéncia de
On para o meio € auxiliada pela agitacHo.

Como se deduz, os gastos de energia com injeglo e agita~

\
¢ao0 costumam ser elevados.
A temperatura é mantida em 30°C * 20 visto ser o Bt

um microrganismo mesofilo.
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Processo fermentativo:®

a) Semi~sdélido®

Numa fermentaclo semi~sdlida, © microrganismo cresce em
um nutriente liquido que foi absorvido na superficie de pequenas
particilas de suporte. Isso permite uma alta razfo drea superfi-
cial: volume, e utiliza pouco espaco para uma interface liquido-
gas. OGeralmente utiliza-se suporte organico (como farelo de tri-
go, de milho, farinha eifar910$ de oleaginosas) que além de su-
portes, fornecem nutrientes para a fermentagio. Algumas vezes
adicona~se suporte inorgdnico que reduz a tendéncia de alguns fa-
relos se aglutinarem quando umedecidos. Apresenta vantagens?® bai-
0 custo; equipamento simples & sem grande sofisticacios recupe-
ragio do material é simples.

Como desvantagens, observa-se que nao se mantém esteri-

lidade absoluta, € que controle da fermentagio pode ser dificil.

b) Fermentaglo submersa ou liquida

a fermentagio submersa € realizada em frascos agitados
on em fermentadores com controles de entrada de ar e temperatura,
dispercsando~se uma cultura do microrganismo (proveniente de uma
pré—-fermentacio liquida ou sdlida) em um meio liguido. O ar € in-
troduzido no fundo do tanquey o meio € agitado para melhorar =

1}

transferéncia de 0p e de nutrientes para o microrganismo, a tem—
peratura €6 controlada por mantas ou camidas ou ainda por serpen-

tinas. O problema de formaglo de espuma € solucionado pela adi¢lo

de anti espumantes (dleos, poliglibois, silicones, etc.). O
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controles de agitacfo, retirada de amostras, entradas de ar e ou-
tros 8o desenhados de forma a manter a esterilidade do processo.

0s processos de recuperaciio do produto final podem ser
por centrifugacio ou filtragio no caso de produto insoldvel, ou
senfio utilizados extracdes e precipitagoes para produtos soliveis
no meio. 0 processo de recuperacio costuma ser caro, visto que ha
pequena quant idade de produto para o volume fermentado (para o Bt
costuma-se citar 1-3g de célula/1000ml fermentagflo). Um bom ren-
dimento & considerado 5 % 3107 - § 3 1019 egporos/ml, correspon-
dendo a 2-49 de produto formulado final.

Como o Bt sera comercializado formalado para controle
principalmente de pragas da ordem lLepidoptera, a inddstria esta
interessada na delta endotoxina principalmente, € no esporo em 29
lugar, uma ver que ele pode ter alguma atuacfo no controle. Ambos
sido produzidos tanto em processo semi-sdlido, como submerso & am-—

bos s3o comercialmente viaveis.

III - Padroniza¢Bo € Formulaglo

i confiabilidade dos preparos de Bt reside na manutengido
de sua qualidade. A padronizaclo € relativamente dificil, uma vex
que o ingrediente ativo nido estd na forma pura (endotoxine + es-—
poro + restos do caldo de fermenta¢io) .

]

0 métode de padronizacio aprovado € adotado mundialmente

¢ baseado em U.I. (Unidades Internacionais). A referéncia padrio

(E~-61) - preparada pelo 1. Pasteur, contem 1000 Ul/mg € tanto se

usa traga das farinhas como outros lepidopteras como inseto tes-



te. Apesar dos muitos detalhes envolvidos, o mais importante é o
ajuste das diferentes bateladas de fermentacio ao mesmo nivel de
atividade.

A maior dificuldade, é¢ o tenpo gue demora para se obter
o resultado de um bivensaio € o custo envolvido, caso se deseje
resultados confidveis. 0O ideal seria um método de determinagio

direta do cristal proteico. Varias tentativas foram feitas neste

tuma  ser que 50 Servem para comparar amostras derivadas de uma
mesma linhagem de Bt, pois eles medem apenas a quantidade de
cristal e ndo sua atividade especifica.

A formulacio do Bt € pouco estudada, porém € uma - etapa

critica para que haja eficiéncia no campo.



63

LITERATURA CONSULTADA

ALVES, S.B. Controle Microbiano de Insetos. Editora Manole.

1986 .

CAPALBO, D.M.F. & MORAES, 1.0. Boletim de Pesquisaa 1. CNPDA/

EMBRAPA, 1987.

DE BARJAC, H. & BONNEFOI, A. (1962). Entomophaga Z¢(1): 5-31,

1962 .

RODOFF, M.H. & YOUSTEEN, A.A. (1269). Ann Rev. Microb. 23: 347~

386, 1969.

HEIMPEL, A.M. (1967). Ann. Rev. Entomol. 122 287-232, 1947.

HEIMPEL, A.M. & ANGUS, T.A. (19263). In® “"Insect Pathology, Aan

Advance Treatise” (F.A. Steinhans, ed.) Vol. 2. p. 2473,

Acad. Press, N.Y.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12

