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RESUMO — Dentre os agentcs de controle bioldgico em utilizagio em todo o mundo, os ba-
cilos entomopatogénicos apresentam especial importincia. Produtos A base de Bacillus
thuringiensis sio comercializados h4 mais de 50 anos, com um mercado estimado em 60 a
80 milhGes de délares por ano. Prevé-se que esta utilizagio vd anmentar, na medida em que
legislagdes de protegio ambiental mais rigorosas forem adotadas e produtos mais eficientes e
baratos forem langados. O mercado de bioinseticidas para controle de vetores também devers
se expandir acentuadamente. Atualmente, sio usados produtos i base de B, thuringiensis
israelensis para controle de mosquitos do género Aedes e de simulideos. Produtos 2 base de
B. sphaericus, que sio efetivos contra Culex estio em fase final de desenvolvimento. Em
um trabalho de campo efetuado em Brasilia, foram substitufdos os larvicidas quimicos por
bioinseticida & base de B. sphaericus no controle de Culex quinquefasciatus, manten-
do-se o mesmo nivel de controle. Muitos progressos tem sido feitos na produgio de bioinseti-
cidas bacterisnos, principalmente no isolamento de estirpes mais eficientes e com diferentes
insetos-aivo, no desenvolvimento do processo fermentativo (meios de cultura, condigdes de
cultivo € modo de operagéio) e no desenvolvimento de novas formulagbes mais estdveis e com
maijor persisténcia. Através da biologia molecular estio sendo desenvolvidos novos conceitos
em protegio de plantas contra o atague de insetos, como as plantas transgénicas e as toxinas
empacotadas, o que permite prever que os bacilos entomopatogénicos ainda seréo usados, di-
retamente on como fonte de material genético, por muito tempo.

Termos para indexagdo: Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, controle biol6gico,
inseticidas biol6gicos, mosquito, lagarta, Coleoptera, fermentagéio de Bacillus.

PRODUCTION AND USE OF BACTERIAL INSECTICIDES

ABSTRACT — Among the biocontrol agents used in the world, the entomopathogenic bacilli
are of special importance, Bacillus thuringiensis (Bf) products have been commercialized
for more than 50 yeats, with an annual market of 60 to 80 millon dollars. It is expected that
the use of Bt will implement, as stricted environmental protection regulations are adopted,
and more efficient and less expensive products become available. The bioinsecticide market
for vectors control might also significantly improve. Today, a product based on B.
thuringiensis israelensis is being used to control simulids and mosquitoes of the gennus
Aedes. B. sphaericus products, effective against Culex, are in the final stage of
development. A field work is being conducted in Brasfliz, where chemical larvicides were
substituted by B. sphaericus, keeping the same control level. Much progress is being made
with bacterial bioinsecticides, mainly in the isolation of more efficient strains for different
insect pests, in the development of fermentation (culture media, process condition and
operation) and more stable and persistent formulations. Through molecular biology, new
concepts are being formulated for plant protection against insect attack, such as transgenic
plants and packed toxins. This allows to predict that the entomopathogenic bacilli will
continue to be used for many years, either directly or as source of genetic material.

Index terms: Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, biological control, biological
insecticides, mosquitoes, Coleoptera, caterpilar, Bacillus fermentation.
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descoberta ¢ a exploragiio comercial das bacté-
rias entomopatogénicas B. thuringiensis e B.
sphaericus sio eventos do Século XX, como
pode ser visto na Tabela 1, onde se apresenta
a cronologia de alguns fatos marcantes rela-
cionados a esses microrganismos.

A primeira mengio a doengas em insetos
causada por esse tipo de bactéria data de
1902, quando ISHIWATA, no Japéo, descre-
veu uma bactéria esporulante que causava
mortalidade em bicho-da-seda (Bombix mori).
Em 1911, BERLINER, na Alemanha, descre-
veu 0 mesmo tipe de bactéria atuando sobre a
traca-das-farinhas (Anagasta Kuhniella) ¢, em
1915, a batizou de Bacillus thuringiensis
(Habib & Andrade 1986). O potencial do Bt
para o controle de lepidSpteros logo foi reco-
nhecido, tanto que um produto A base desse
bacilo, passou a ser comercializado, na Fran-
¢a, em 1938; chamava-se Sporeine e embora
sua produgio fosse muito rudimentar, era efe-
tivo contra diversas lagartas de hortalicas ¢
pomares (Daoust 1990).

No caso do Bacillus sphaericus o reconhe-
cimento da entomopatogenicidade foi muito
mais demorado. Descrito como um bacilo com

esporo subterminal esférico e deformante e ba-
tizado em 1904 (Neide 1904), apenas em 1965
sua atividade contra larvas de culicfdios foi
reconhecida (Kellen et al. 1965). Entretanto, a
estirpe entio descoberta (B. sphaericus K) ndo
era muito potente, o que limitou sua utili-
zagao.

Ainda na década de 1960, o desenvolvi-
mento da sorologia flagelar por de Barjac &
Bonnefoi (1962) permitiu grande avango na
sistemditica e classificagdo dos bacilos ento-
mopatogénicos, inicialmente para as subespé-
cies de B. thuringiensis e, posteriormente B.
sphaericus (de Barjc et al. 1980). Hoje, a so-
rologia flagelar € um método universalmente
utilizado e, em alguns casos, a classificagfio
sorolégica tem sido associada com a patogeni-
cidade contra alguns insetos (de Barjac &
Frachon 1990).

Em 1977 e em 1983 ocorreram descobertas
marcantes, que ampliaram o espectro de utili-
zagAo dos bacilos entomopatogénicos. No
primeiro caso, Goldberg & Margalit (1977)
trabalhando com solos de Israel, encontraram
uma estirpe de B.¢. efetiva contra dipteros (cu-
licfdeos e simulideos) que logo chamou a

TABELA 1 - Resumo cronolégico da descoberta e utilizagdo de Bacillus thuringiensis ¢

Bacillus sphaericus.

ANO EVENTO

1902

bacilos causando doenga em Bombix mori
1904
1915

Anagasta Kuehniela
1938
1962

1965
1977
1983
1987

de BARJAC & BONNEFOI — sorotipos H

ADANG et al. — tabaco transgénico
BARTON et al. — tabaco transgénico
FISCHOFF et al. — tomate transgénico
VAECK et al. — tomate transgénico
1989

NEIDE - Bacillus sphaericus nao patogénico
BERLINER — (citado por Habib & Andrade 1986) Bacillus thuringiensis atacando

ISHIWATA - (citado por Habib & Andrade 1986)

SPOREINE - primeiro produto vendido (Daoust, 1990)
KELLEN et al. — Bacillus sphaericus patogénico contra mosquitos

GOLDBERG & MARGALIT - Bacillus thuringienses subesp. israelensis atacando culicideos
KRIEG et al. — Bacillus thuringiensis subesp. tenebrionis atacando coledpteros

GELERNTER & QUICK - toxinas dé Bf empacotadas em Pseudomonas fluorescens
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atengio por sua elevada poténcia larvicida e
que foi batizada como Bacillus thuringiensis
subesp. israelensis. Da mesma forma, em
1983, na Alemanha, foi isolada uma estipe
bacilar efetiva contra coledpteros, principal-
mente crisomelfdeos, e que foi batizada como
B. thuringiensis subesp. tenebrionis (Krieg et
al, 1983).

Em 1987 foram conseguidas as primeiras
plantas transgénicas, com a incorporagéo dos
genes codificadores das protefnas t6xicas de
B. thuringiensis em tabaco (Adang et al 1987,
Barton et al. 1987; Vaeck et al 1987) ¢ em
tomate (Fischhoff et al. 1987). Estes trabalhos
abriram grandes perspectivas para a criagéo de
novas variedades de plantas, que podem in-
corporar caracterfsticas de resisténcia seletiva
a insetos, com interesse econémico imediato.

Em 1989, foi desenvolvido o conceito de
“toxinas empacotadas’: os genes codificado-
res das toxinas de B.tz. foram transferidos para
Pseudomonas, que passou, entio, a produzir
08 cristais protéicos (Gelemter & Quick
1989). Essa nova estratégia de utilizagdo das
toxinas serd discutida mais adiante.

Observa-se, entfio, que importantes avangos
cientfficos e tecnolégicos foram realizados re-
centemente, no tocante aos bacilos entomopa-
togénicos, 0 que permite prever que esses mi-
crorganismos continuardo a ser estudados e
utilizados, diretamente ou como fonte de mate-
rial genético, ainda por muito tempo.

PRODUTOS E MERCADOS

O mercado mundial de inseticidas estd es-
timado em cerca de 4,0 bilhdes de dblares e
nele os produtos & base de B. thuringiensis
ocupam modesta posicdo, com vendas anuais
. entre 60 e 80 milhGes de délares, o gue cor-
responde a cerca de 1,5 a 2,0% do total. Quais
as causas para que esses produtos, que, a
principio, teriam utilizaggo vantajosa em ter-
mos de preservagio ambiental, protegio da
sadde dos trabalhadores e produgio de alimen-
tos menos contaminados, apresentem tio pe-
quena expressio?

Existem, pelo menos, trés causas que po-
dem ser imediatamente apontadas como limi-
tantes para a utilizacfio dos inseticidas bacte-
rianos. A primeira diz respeito aos elevados
custos de produgéc, que se refletem em custos
de utilizacio tio ou mais elevados do que os
dos inseticidas quimicos. Qutra causa aparente
para a baixa utilizagio dos bioldgicos € a sua
especificidade. O que para a preservagio do
meio ambiente € uma grande vantagem, para o
agricultor pode ser um sério problema, devido
a necessidade da utilizagio de outros produtos
contra as pragas nao controladas pelos larvici-
das bioldgicos. E um terceiro aspecto, também
importante, € a baixa persisténcia do efeito
larvicida dos predutos quando usados a cam-
po.
As Tabelas 2 e 3 apresentam uma compi-
lagio efetuada recentemente (Rajnchapel-
Messai, 1990) a respeito dos bioinseticidas
comerciais existentes no mundo. Na Tabela 2

"aparecem os produtos & base de B. sphaericus,

Agrobacerium ¢ Pseudomonas. Dos trés, vis-
lumbra-se um mercado promissor para o B.
sphaericus, que serd, dentro em breve, langa-
do: comercialmente na Franga e nos Estados
Unidos, para o controle biol6gico de mosqui-
tos, principalmente os do género Culex.

Os produtos A base de B. thuringiensis
estiio colocados na Tabela 3 e, como se nota
imediatamente, h4 uma grande quantidade de
fabricantes envolvidos, em diversos pafses
como ©os Estados Unidos, Bélgica, Suifga,
Franga e até mesmo na Unido Soviética. Al-
guns destes produtos j4 estdo consolidados no
mercado, enquanto aqueles desenvolvidos
contra coledpteros, iniciaram recentemente seu
ciclo comercial.

Devido, entdo, aos novos principios ativos,
2 tendéncia mundial de diminuigiio do uso de
inseticidas quimicos e ao interesse das indis-
trias, o consumo dos bioinseticidas bacterianos
tende a aumentar. Diversos estudos prospecti-
vos apontam que novos produtos estdo em de-
senvolvimento e que esses produtos irfo com-
binar estirpes mais potentes com melhores
formulagGes para obtengfio de produtos mais
eficientes e estdveis. Um exemplo recente da
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TABELA 2 — Principais bioinscticidas bacterianos {excluindo Bacillus thuringiensis)

Bactéria/Espécie Alvo Cultura Nome Empresa/
Comercial Pafs
Agrobacterium A, tumefa- arvores Galltrol Austrdlia
radiobacter ciens frutiferas Galleine Covagri
K84 e ormament, (Franga)
videira
Pseudomonas Phytium algodéio Dagger G. Ecogen (USA)
fluorescens Rizoctonia
Bacillus mosquitos Sphacrimos* Solvay
sphaericus (Bélgica)
Duphar
(P. Baixos)
* Registro pedido
FONTE: RAJNCHAPEL-MESSAI 1990
TABELA 3 - Principais bioinseticidas i base de Bacillus thuringiensis
SOROTIPO/SUBESPEC. ALVO NOME EMPRESA/PAIS
COMERCIAL
HVthuringiensis muitas Dipel Abott (USA)
H3/kurstaki espécids Bactospeine Solvay (Bélgica)
de Thuricide Sandoz (Sufga)
lagartas Javelin Sandoz (Suiga)
Foray 48B Calliope (Franga)
Biobit Novo-Nordisk
{Dinamarca)
Foil/Condor Ecogen (USA)
Dendrobacilline Glavmikrobioprum (URSS) -
Haizawai Galleria Certan Sandoz
melonella Florbac Solvay
H14/israelensis mosquitos Vectobac Abbot
e Bactimos Solvay
simulideos Teknar Sandoz
Skeetal Novo Nordisk
H8/morrisoni coleSpteros Di-Terra Abbot
(tenebrionis & M-One Mycogen
san diego) Trident Sandoz
Novodor Novo Nordisk

FONTE: RAINCHAPEL-MESSAI 1990
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ampliaciio do uso desses produtos foi apresen-
tado na Reunifo da Society of Invertebrate Pa-
thology-SIP, mostrando que, na China, em
uma unidade fabricante de B. thuringiensis pa-
ra utilizacdo agricola, a produgio, em trés
anos quase triplicou, pois passou de 260 tone-
ladas em 1986 para 732 em 1989 (Tianjian et
al. 1990).

NOVAS ESTIRPES

Um aspecto muito importante no desenvol-
vimento de novos bioinseticidas € a descoberta
de estirpes com maior atividade ou melhor
adaptadas as condigdes em que os produtos
serdo utilizados. Podemos apontar, como
exemplo desse tipo de trabalho, o isolamento,
em nosso laboratdrio, de uma estirpe de B.
Sphaericus altamente téXica contra larvas de
mosquitos. (Schenkel et al. 1988). Essa estir-
pe, batizada como S$2, mostrou-se mais letal
do que a estirpe 2362, recomendada pela Or-
ganizagdo Mundial de Saidde, como demons-
tram os resultados de bioensaios comparativos
efetuados contra larvas de segundo estdgio de
Culex quinquefasciatus que sfio apresentados
na Tabela 4. (Vilarinhos et al. 1988b). De
acordo com os resultados experimentais po-
de-se concluir que o bacilo S2 € cerca de 25%
mais eficiente do que B. sphaericus 2362,
quase duas vezes mais potente do que a

63

Cypermetrina e cerca de nove vezes mais letal
do que B. thuringiensis subesp. israelensis,
nas condigdes estudadas.

ASPECTOS DA FERMENTACAO

Cutro fator muito importante para a dimi-
nuicdo dos custos de produgédo dos bioinseti-
cidas bacterianos € a melhora da fermentagéio,
que pode ser conseguida tanto pela utilizacéo
de matérias-primas mais baratas € que resultem
em maiores fatores de conversio dos nutrien-
tes em células e/ou em toxinas, quanto pela
otimizacio do processe fermentativo propria-
mente dito.

De uma forma geral, a produgio, tanto de
Bacillus  thuringiensis quanto de B.
sphaericus, & bastante simples, (Dulmage et
al. 1990) como pode ser visualizado na Figura
1. Os substratos passam por pré-tratamentos
que visam aumentar sua pureza ou a disponibi-
lidade dos nutrientes essenciais ao crescimento
microbiano, e sdo transformados em meios de
cultura pela adigio de sais mineirais e, muitas
vezes, vitaminas e fatores de crescimento, A
fermentagéo deve ser conduzida em temperatu-
ra entre 28° ¢ 32° C, havendo necessidade, em
alguns casos de controle de pH em tomo de
7,0. O tempo de processo, dependendc das
condigdes pode demorar de 24 a 72 horas. E
muito importante salientar que o processo de-

TABELA 4 — Valores de Cl,, de larvicidas testados em trés dias consecutivos (R1, R2, R3) e
poténcia* comparativa a estirpe S2.

Cly, 48 h (ng/ml)

Larvicida Poténcia
relativa (%)

R1 R2 R3 Média
Bt israelensis 56,8 41,3 81,6 50,9 12,2
Cypermetrina 14,4 14,8 11,2 13,1 55,7
B. sphaericus 2362 53 8.6 11,6 9.5 76,8
s2 7.1 12 7.4 73 100,0

Clso — Concentragio letal para matar 50% da populagao de larvas de Culex de segundo estdgio.
* Poténcia relativa dada por: {(Cls)g2/(Cl;0)x } .100%
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(B. thuringiensis, B. sphaericus)

MATERIA -
PRIMA
TRATAMENTO Bt: agiicares, amidos
Bs: proteinas, aminodcidos
SAIS
MINERAIS
L
PREPARO MEIO
DE CULTURA
INOCULO
R
} T:30°C
FERMENTACAO pH: 7,0 (inicial)
J tempo: 24 a 72 hs
SEPARACAO
FORMULAGAQ
: Secagem,
l emulsificagiio
BIOINSETICIDA

FIG. 1 - Produgfio de bioinseticidas.
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ve ser conduzido através de estratégias que
pernmitam o crescimento bacteriano, a esporu-
Iaglio e a produgfio de toxinas,

Em seguida, o caldo fermentado passa por
operagoes de separaciio e/ou concentragio dos
microrganismos (precipitacio, centrifugagio,
filtracio tangencial, ultrafiltracio, etc.) e a
biomassa concentrada € enviada para a formu-
lagfio e para o controle de qualidade.

As matérias-primas que podem ser utiliza-
das diferem um pouco, no caso de B.
thuringiensis ou de B. sphaericus, uma vez
que este ltimo ndo consome agiicares, sendo
aminodcidos ¢ protefnas as suas principais
fontes de carbono e nitrogénio. Para essa
bactéria alguns outros substratos constitufdos
por fcidos orgénicos e dlcoois estdo sendo
pesquisados e serfio enfocados posteriormente,
B.t. consome agdcares e amido, além de ami-
noécidos ¢ protefnas, tornando mais simples a
escolha de seus substratos.

Existe uma quantidade muito grande de
subprodutos e resfduos de agroindiistrias que
podem ser usados como substratos para os ba-
cilos mencicnados, Melago, dguas de lavagem
e prensagem de frutas e cereais, residuo de
momosdédio glutamato, soro de queijo, pepto-
nas, sangue e resfduos de matadouros, tortas

oleaginosas, farinha de peixe encontram-se en-
tre os que podem ser explorados com a finali-
dade de produglic desses bacilos. Respeitadas
as limitacSes nutricionais do B. sphaericus,
esta gama de substratos,-permiw, inclusive, a
produgéic regionalizada em fungio da disponi-
bilidade de matérias-primas,

Muitos trabalhos tém sido realizados para a
formulagdo de meios de cultura adeguados &
produgiio de bacilos entomopatogénicos (veja
Ertola 1987). Um exemplo & o desenvolvimen-
to do processo de fermentagiio de Bacillus
thuringiensis subesp. furstaki (Btk) efetuado
na Argentina. Esse bacilo ¢ utilizado contra
muitas lagartas de importancia econSmica e &
a base de diversos produtos comerciais, como
pode ser visto na Tabela 3. Arcas et al. (1984)
estudaram a concentracgiio 6tima de glicose pa-
ra o crescimento e toxicidade do referido baci-
lo contra Galleria melonella. No processo
original, usava-se 8 gramas de glicose e 2
gramas de extrato de levedura por litro de
meio de cultura, além de sais minerais. Esses
autores trabalharam com meios mais ricos,
tendo-s¢ aumentado proporcionalmente as
concentraghes de todos os componentes, de 3
a 11 vezes. Como se observa da Figura 2, a
velocidade especifica de crescimento e o fator

100 [ o 1,0
e X(gh m N({E11lcel/D) pmax (1/h) 0 Y (E12 celig)
80 0.8
M
60 \ 0.6
40 // 0.4
// .
20 e/_\. 0.2
0 2 4 6 8 10 12 14
Fator de concentragéo

FIG. 2 - Influéncia da concentragfo de nutrientes no crescimento ¢ toxicidade de Bacillus

thuringiensis. (Arcas 1984)
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de converséio de glicose em células, mantive-
ram-se praticamente constantes até um fator de
concentragdo de 7 vezes e a concentragiio de
biomassa e de células, aumentaram proporcio-
nalmente ao aumento da concentragio de subs-
tratos até esse mesmo fator de concentragio.
Neste caso, a poténcia larvicida do Brk contra
o inseto-alvo foi sempre proporcional a4 con-
centracio celular, o que levou a considerar o
referido meio de cultura 7 vezes mais concen-
trado como 6timo para o processo em questio,
pois permitiu aumentar significativamente a
produtividade celular e de toxinas do proces-
so.

Temos trabalhado para o desenvolvimento
da produgdo de B. sphaericus com 4gua de le-
vedura como fonte de carbono e nitrogénio.
Esse substrato tem algumas vantagens como
matéria-prima industrial, por que a levedura é
um subproduto das indistrias de etanol, sendo,
entao, relativamente barata e de facil aquisigfio
em diversas regides do pafs,

O crescimento, esporulagiio e toxicidade de
B. sphaericus cultivado em dgua de levedura e
em outros dois meios, um A base de caldo nu-
tritivo e extrato de levedura (NYSM) e outro 2
base de infusdo de cérebro e coragio (BHI) e
extrato de levedura estdo apresentados na
Tabela 5. Todos os cultivos foram efetuados
em fermentador de 14 litros com 10 litros de
meic de cultura, em temperatura e pH contro-
lados (31 C ; 7,0) ¢ sem limitagéo de oxigénio.
Os resultados da Tabela 5 referem-se as amos-
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tras de 48 horas (Vilarinhos et al. 1988a).
Como se cbserva, a concentragio celular (tan-
to em massa seca quanto em unidades forma-
doras de colSnias) a concentragio de esporos e
a porcentagem de esporulagfio no ensaio com
dgua de levedura foram inferiores As observa-
das para os cultivos com os outros meios de
cultura. Entretanto, a Cl,, das células cultiva-
das em dgua de levedura mostrou-se idéntica &
obtida com BHI e a metade da obtida com
NYSM, o que demonstra o potencial da agua
de levedura como substrato principal para a
producio de B. sphaericus. Qutros estudos re-
lacionados com a concentragdo Stima de fer-
mento na fgua de levedura e aos métodos de
preparo da mesma (Honda et al. 1989) e com a
influéncia do pH inicial e do controle desse
parimetro no processo (Dias et al. 1990a) fo-
ram posteriormente realizados. Atalmente,
estuda-se a porcentagem Stima de inoculagfo
para o processo descontinuo e a influéncia de
fontes inorgénicas de nitrogénio e vitaminas
sobre a esporulacdo ¢ toxicidade do microrga-
nismo. Com a definiggo desses fatores, espe-
ra-se dentro em breve ter a tecnologia para
produgio de B. sphaericus a partir de dgua de
levedura, o que poderd resultar no langamento
de um produto comercial, caso haja empresas
interessadas em explorar o mercado brasileiro
de produtos para o controle biolégico de mos-
quitos.

Substéncias puras também estio sendo pes-
quisadas como fontes de carbono para B.

TABELA 5 - Influéncia de diferentes substratos nas concentragdes celulares, porcentagens de
esporulagio ¢ toxicidade de B. sphaericus 2362.

Meio de X E %E Clsog48h
cultura /D (cel/ml) (esp/ml) (ng/mil)
NYSM 2,20 1,7.108 1,4.10° 82,4 10
BHI 5,83 9,1.10'¢ 7,7.101° 84,7 5
AGUA DE

LEVEDURA 1,42 3,5.107 3,5.107 70,0 5

NYSM — caldo nutritivo
BHI - infusdo de cérebro ¢ coragdo
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sphaericus. Trabalho recente estudou diversas
vias metabélicas desse microrganismo utili-
zando acetato, gluconato e glicerol como fon-
tes de carbono em meios definidos (Russel et
al. 1989). Cutro aspecto importante foi relata-
do por Friedlender et al. (1989) e Klein et al,
(1989): a toxicidade de B. sphaericus 2362
contra Culex aumentou cerca de dez vezes,
quando glicerol foi adicionado a meios pro-
teindceos em relagio a obtida nos meios de
cultura 4 base de protefnas sem glicerol.

Existem algumas vantagens na utilizagfio
glicerol como componente de meios de cultura
(Dias et al. 1990b) uma vez que 0 mesmo & re-
lativamente barato, é produzido em grande
quantidade no Brasil, & facilmente manuseado
em nfvel industrial e simplifica o processo de
produgio esquematizado na Figura 1. Sendo
assim, procurou-se estudar melhor a possibili-
dade de utiliz-lo isoladamente ou em conjun-
to com outras fontes de carbono para a pro-
ducdio de B. sphaericus 2362 (Villela et al.
1990).

X

Inicialmente efetuou-se a determinagéo da
concentragio étima de glicerol, quando esse
substrato era usado como principal fonte de
carbono. O meic de cultura foi suplementado
com sais minerais e 1,0 g de extrato de leve-
dura/litro. Os-cultivos foram efetuados em 4in-
cubador rotativo, com temperatura controlada
em 30°C ¢ sem controle de pH; A Figura 3
apresenta um diagrama comparativo da con-
centracAo celular ¢ da Cl;, contra Culex
quinguefasciatus das amostras colhidas as 48
horas de cultivo, em ensaios realizados com
concentragdes iniciais de 3, 7, 15 e 20g de
glicerol/litro (G3, G7, G15 ¢ G20 respectiva-
mente).

As concentragées iniciais de glicerol de 3 e
7 g/l conduziram a maiores concentragées ce-
lulares e menores valores de Cl,,. Nas concen-
tragbes mais elevadas, glicerol parece ter ini-
bido o desenvolvimento microbiano e a pro-
dugdo de toxinas, uma vez que os valores de
Cl;, do G15 e do G20 foram cercade 3 e 5
vezes superiores a do G3.

1.5

Bxen

1.2 CL50 (ng/ml)

G3 G7

G20

FIG. 3 - Concentragao celular e C150 de B. sphaericus cultivado em diferentes concentraces

iniciais de glicerol.
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Foi também avaliado o efeito da adigfio de
glicerol ao meio de dgua de levedura, j4 men-
cionado anteriormente (Tabela 5). Foram con-
duzidos ensaios com meio & base de dgua de
levedura e sais minerais, com meio a base de
glicerol (7,0 g/1), sais minerais e extrato de le-
vedura (1,0 g/1) e com meio A base de 4dgva de
levedura, glicerol (7,0 g/1) e sais minerais. Es-
ses ensaios foram denmominados AL, G7 e
ALG7, respectivamente. A Figura 4 apresenta
os resultados obtidos as 48 horas de cultivo. O
primeiro aspecto a comentar diz respeito a
menor concentragio celular obtida no ensaio
ALG?7, em relagio ao AL. A menor massa se-
ca medida noc ALG7 deve-se 2 maior esporu-
lagfio observada nesse crescimento: para con-
centragGes celulares da mesma ordem de gran-
deza (cerca de 3.10* UFC/ml) em ambos os
ensaios, a concentragio de esporos do ALG7
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e 8.10° esporos/ml, respectivamente). Obser-
vando-se a grande diferenga entre as toxicida-
des obtidas nos dois ensaios, chega-se a con-
clusio andloga A de Friedlender et al (1989)
de que o glicerol teve efeito indutor sobre a
esporulagiic e a produgdo de toxinas em B.
sphaericus. Isto € muito importante quando se
pensa na produgho deste microrganismo, na
‘medida em que serd possfvel aumentar a pro-
dutividade do processo, adicionando-se uma
substAncia barata e de grande disponibilidade
com o glicerol.

Um cutro aspecto que merece muita atengio
na busca de melhores rendimentos e produti-
vidades para a produgio de bacilos entomopa-
togénicos e suas toxinas € a otimizacdo do
processo fermentativo propriamente dito. Es-
tudo muito importante nesse sentido foi reali-
zado na Argentina, onde foram comparados os

era cerca de 10 vezes superior 2 do AL (7.107 parfmetros de produgBo de Bacillus
X CL50 (ng/ml)
5 25
il x
41| B8 cuso 20
3 \ 15
\
N
\\
2 10
1 5
\ \
L m \ 3

G7

AL

ALG7?

FIG. 4 - Concentragiio celular final ¢ toxicidade de B. sphaericus crescido em glicerol ¢ igma

de levedura.
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thuringiensis subesp, kurstaki em processo
descontinuo alimentado (‘‘fed-batch’’) (Arcas
1985, Arcas et.al 1985), Usando o meio de
cultura anteriormente determinado (cf fig 3,
Arcas et al.1984) foram feitos ensaios compa-
rativos dos 2 processos em fermentador de 6
littos, A Figura 5 apresenta o resultado de
uma dessas comparagGes, onde o tempo de en-
chimento do tanque de fermentacéio foi de 20
horas. ApSs um tempo total de processo de 48
horas, a concentraciio de biomassa no proces-

so descontinuo alimentado era cerca de 42 g/l,
enquanto no processo descontfnuo era de 25
g/l. Assim como ocorria no processo descontf-
nuo, também em *‘fed-batch” a toxicidade mi-
crobiana era diretamente proporcional & con~
centragio celular, Neste caso, o processo des-
contfinuo alimentado mostrou-se muitoc mais
vantajoso do que o descontinuo, uma vez gue
para © mesmo consumo de substrato, foram
obtidas produtividades celulares ¢ de toxinas
cerca de 90% superiores.

g 55— )
L 00 =«
»
50
— 80
45— fim do CDA
0] 70
comego do CDA
35— cultivo descontfnuo — 60
3 v
_ }_ 50
25 —
40
20 - glicose remanescente
do CDA
/ —30
15 —
10 ¢ / glicose remanescente —20
] / do cultivo descontfnuo
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i | I I
0 12 24 36 48
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FIG. 5 - Curvas de consumo de glicose e crescimento de Bacillus thuringiensis kurstaki om
cultivo descontinmo alimentado (CDA). (Arcas 1984)
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ASPECTOS DA FORMULAGCAO

Tecnicamente, uma formulagdo € qualquer
combinagio de um biocida ativo com um se-
gundo material (Couch & Ignoffo 1981). De-
pendendo das caracterfsticas desejadas para o
produto, os materiais empregados na formu-
lacfio de bioinseticidas podem ter propriedales
aderentes, emulsificantes, dispersantes, prote-
toras contra radiagio, flutnantes, atrativas, ou
praticamente inertes.

Formular um microrganismo tem por objeti-
vo melhorar o bicinseticida, tanto no momento
da produgiio quanto no da utilizagéo. O formu-
lado apresenta, via de regra, maior uniformi-
dade e facilita o controle de qualidade e as re-
comendagdes de usc em campo. Deve assegu-
rar também maior estabilidade entre a pro-
dugio e as diversas etapas da comercializagio
(vida de prateleira), evitando a degradagfo do
principio ativo durante o transporte e armaze-
namento e no momento da aplicagio. A formu-
lagido eficiente, por outro lado, freqiientemente
leva a uma melhora do contacto do microorga-
nismo com os insetos-alvo.

As caracterfsticas dos formulados para uti-
lizagiio em ambientes terrestres cu aquéiticos
t&m que ser completamente diferentes. Para o
controle das pragas da agricultura (lepidopte-
ros e coleépteros) o produto deve se dissolver,
facilmente, no momento da aplicagio necessi-
tando, entio, de um dispersante. Precisa
também manter-se na superficie das folhas,
sem ser carregado por orvalho ou chuvas fra-
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cas: esse efeito ¢ conseguido pela incorpo-
racio de um aderente. A adigdo de um espes-
sante evita-se a evaporagio total, que poderia
eXpor os esporos e as toxinas a efeitos adver-
sos por causa de temperatura e radiagio; Pode
ser necessdrio, ainda, o uso de um protetor
contra as radiagfes solares, principalmente os
raios ultra-violeta. E, finalmente, para melho-
rar a ingestio por parte dos insetos, pode-se
acrescentar uma isca ou um semioguimico.

Quanto aos produtos para matar mosquitos,
que sdo tipicamente aplicados em ambientes
aquéticos, a necessidade principal € que o
princfpio ativo nio afunde muito depressa ou
que fique em suspensdo na interface ar-4gua,
de modo a aumentar a probabilidade de in-
gestio das toxinas pelas larvas de dipteros.
Para tanto sdo usados diversos materiais, de
origem vegetal ou mineral, como vefculos para
o bioinseticida.

A Tabela 6 apresenta alguns dos bioinseti-
cidas comerciais a base de Bacillus
thuringiensis subesp. israelensis. Deve-se ob-
servar que o parfmetro gue norteia a reco-
mendacio de uso, em termos de quantidade a
aplicar por m? ou por hectare de superficie
aquitica &€ poténcia larvicida, expressa em
UTI (Unidades Téxicas Internacionais) /mg e
esse parametro também pode ser usado para
atribuir valores comerciais comparativos aos
produtos.

Para melhorar a persisténcia do Bacillus
thuringiensis subesp. israclensis, estio sendo
desenvolvidas formulacées ‘‘slow release™ que

TABELA 6 — Caracteristicas de formulagdes comerciais de Bacillus thuringiensis subesp. is-

raelensis
Nome Tipo Poténcia Tamanho médio Fabricante
comercial (UT/mg) das particulas
(um)
TEKNAR conc emuls. 600 2,1 Sandoz
VECTOBAC p6 molhdvel 2000 52 Abbot
BACTIMOS p6 molhdvel 3500 4.0 Bactimos
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liberam lentamente o complexo esporo-toxina
e o mantém disponfvel para as larvas por mais
tempo. Essas formulagGes sio em forma de
pastilhas, “pellets” ou briquetes. Segundo
Becker (1990) uma formulacfio de Bacillus
thuringiensis subesp. israelensis em pastilhas
mostrou-se efetiva no controle de Aedes
aegypti por 50 dias em experimento realizado
na Indonésia.

UTILIZACAO DE
BIOINSETICIDAS BACTERIANOS

Como j4 mencionado, os bioinseticidas bac-
terianos vem sendo usados contra pragas da
agropecudria hd mais de 50 anos e extensa li-
teratura a respeito encontra-se disponfvel.
Contra mosquitos, a utilizacho data de cerca
de duas décadas incluindo muitos exemplos de
bem-sucedidos programas de controle de veto-
res, em geral apoiados pela Organizacho Mun-
dial de Savide (Becker 1990).

Na regifo urbana de Brasflia (DF) tem side
utilizado um bioinseticida & base de Bacillus
sphaericus para o contole de Culex
quinquefasciatus. Esse bioinseticida € produ-
zido em meios A base de caldo nutritivo ou de

71

dgua de levedura em nosso laboratério e apli-
cado rotineiramente pela Geréncia de Controle
de Zoonoses nos criadouros dos insetos
(Schenkel et al 1989, Schenkel et al 1990).
Juntamente com o trabalho de aplicagio, os
trabalhadores executam a avaliagfio do Indice
de Positividade do Criadouro, estabelecendo-~
se que o criadouro ¢ considerado positivo se
tiver, pelo menos, uma larva viva de Culex.
Os trabalhos de controle de mosquitos eram
desenvolvidos h4 muito tempo, usando inseti-
cidas organosfosforados e piretréides. A partir
de maio de 1988, passou-se a utilizar o larvi-
cida bacteriano, substituindo completamente
(no restante do citado ano) a aplicacio dos
produtos qufmicos. Os resultados das medidas
efetuadas pelos prdprios aplicadores de in-
seticidas dos parfimetros que eram normal-
mente computados para avaliar a eficiéncia
global do controle de mosquitos estio conden-
sados na Tabela 7. Nota-se que entre 1984 ¢
1986 o fndice de positividade dos criadouros
éstava entre 9 e 15%. Em 1987, quando o in-
seticida biolégico ainda nfio era utilizado, o
nimero de focos examinados decaiu acentua-
damente, devido, provavelmente a problemas
operacionais, Em conseqiiéncia, o fndice de
positividade aumentou para 26,7%. Da mesma

TABELA 7 - Eficiéncia global no controlc dc mosquitos ¢em Brasflia entre os anos de 1984 ¢

1988.
ANO 1984 1985 1986 1987 1988
Total de criadouros
examinados 71.159 164.434 128.97 66.348 90.884
Total de criadouros
positivos 10.270 14.797 12.643 17.697 29.269
Indice de positividade
dos criadouros (%) 14,4 9,0 9,8 26,7 32,2
Média anual de
criadouro por foco :
potencial 1,97 1,89 1,90 2,84 2,82

FONTE: Geréncia de Controle de Zoonoses do Instituto de Sadde do Distrito Federal.
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forma a média anual de criadouros por foco,
que entre 1984 ¢ 1986 mantivera-se inferior a
2,0, aumentou para 2,84 em 1987,

De maio a dezembro de 1988 os inseticidas
qufmicos foram substituidos por caldo fermen-
tado de Bacillus sphaericus, diluido no mo-
mento da aplicacio. O pessoal envolvido, os
equipamentos de aplicagfio e as rotinas opera-
cionais foram mantidos, com a dnica diferenga
de que ndc foram mais utilizados os equipa-
mentos de protegiio individual (méscaras, Scu-
los e luvas). Houve um aumento do fndice de
positividade dos criadouros no ano de 1988
em relagio ao de 1987 da ordem de 4,5%, com
um incremento porcentual de 16,7% (Tabela
7). Esse aumento pode ter sido conseqiiéncia
da necessidade de ajustes na metodologia de
aplicagiio, ajustes esses absolutamente normais
quando se inicia a utilizagfo de um novo pro-
duto, ou devido ao recrudescimentc dos pro-
blemas operacionais que ja4 haviam sido senti-
dos no ano anterior, De qualquer forma, foi
muito positivo que apés a substituicho dos
produtos quimicos pelos bioldgicos, a situacéo
tenha-se mantido sob controle, mostrando que,
nesse caso a mencionada substituigio ndo
acarretou maiores danos. Finalmente, nota-se,
‘pela Tabela 8 um efeito bastante positivo do
controle biolégico de mosquitos em Brasilia:
foi possfvel substituir consideravel parcela dos
inseticidas qufmicos por poucc menos de 40
litros de caldo contendo B. sphaericus, que

ndo tem efeitos adversos sobre as populacdes,
ndo € nocivo para os insetos nio-alve ¢ nido
acarreta problemas para o meio ambiente.

TOXINAS EMPACOTADAS - NOVA
ESTRATEGIA DE
CONTROLE BIOLOGICO

Através da transferéncia de genes de que
codificam a toxina de B.r. kurstaki para
Pseudomonas fluorescens, esta iltima bactéria
passou a produzir o cristal protéico ao final da
fase exponencial de crescimento, mas, ao con-
trario do bacilo, nio sofre a lise celular
(Gelernter & Quick 1989), Para aproveitar es-
sa singular caracteristica em um processo in-
dustrial, ac término da fermentacfio as bacté-
rias sdo mortas através de um processo fisi-
co-quimico que ndo afeta a toxina. Assim con-
segue-se a toxina encapsulada, que pode ser
facilmente formulada e aplicada ¢ cuja agéo
aparecerd apenas no intestino das lagartas,
quando a alcalinidade e as proteases levarem a
degradagio da parede celular da
Pseudomonas. Este €, exatamente, © local on-
de os cristais protéicos sio ativados para de-
sencadear os efeitos citopiticos que levam 2
ruptura das células e & morte dos insetos, de
modo que as toxinas sdo efetivamente produ-
zidas no momento da utilizagdo, sem qualquer
risco para o meio ambiente (Fuxa 1988).

TABELA 8 - Consumo de inseticidas no controle de mosquitos e outros insetos em Brasilia (DF)

nos anos de 1987 ¢ 1988.

Inseticida Ano de 1987 Ano de 1988
(litros ou quilos})

Cythion 111 -
K-Othine 3,65 —
Stockade 8242 -
Ectomin 54,79 48,20
Cymperator - 3,68
Bacillus sphaericus (litros) . 38,8

FONTE: Geréncia de Controle de Zoonoses do Instituto de Satide do Distrito Federal
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Essa nova estratégia pode ser utilizada para
outros bacilos entomopatogénicos ¢ para ou-
tras bactérias receptoras de genes, de modo a
obter céipsulas de toxinas especfficas para di-
versos insetos de interesse econdfmico ou da
satide piiblica.

O bioinseticida a base de genes de Btk em
Pseudomonas, denominado MVP, foi aprova-
do em 12 de margo de 1990, para ensaios de
campo nos Estados Unidos da América
(Gelernter 1990).

Dois aspectos devem ser rapidamente co-
mentados em relagiio ao sistema MVP: a bio-
seguranca € a induglo de resistdéncia. Como
este bioinseticida nfo contém nem microrga-
nismos vivos, nem esporos, sua utilizago ndo
acarreta problemas de bio-seguranga (Fuxa
1988). Esse argumento, aparentemente, levou
as autoridades norte-americanas a aprovar ra-
pidamente a realizagio de ensaios de campo
com este produto. Por outro lado, pot ser um
bicinseticida que contém apenas as toxinas
como principio ativo, pode causar o desenvol-
vimento da resisténcia a esass substincias por
parte dos insetos, com muito maior rapidez do
que o complexo microrganismo-esporo-toxina
poderia causar (Davidson 1990).

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Quase noventa anos passados desde a pri-
meira mengfio aos bacilos entomopatogénicos,
nota-se um incremento no interesse por essas
bactérias, tanto do ponto de vista cientffico,
quanto do ponto de vista tecnoldgico.

No primeiro aspecto, o interesse maior tem
sido descobrir os fatores determinantes da es-
pecificidade da ag@o larvicida, associando-a
com a composigio gendmica e a estrutura dos
cristais protéicos.

No aspecto tecnoldgico desponta o interes-
se em produzir bioinseticidas com diversos in-
setos-alvo e que tenham pregos competitivos
com os dos produtos quimicos atualmente em
uso. Para tanto, além da busca incessante de
novas estirpes com maijores poténcias larvici-
das, tem-se procurado otimizar os processos

de fermentagfio de modo a utilizar matérias-
primas de baixo valor comercial e conseguir
elevadas produtividades de células e de toxi-
nas. Também a formulagéo dos principios ati-
vos tem sido melhorada para garantir maior
persisténcia e eficiéncia da agdo larvicida.

Unindo os aspectos cientfficos com os tec-
nolégicos estio em desenvolvimento os traba-
lhos com toxinas empacotadas e com plantas
transgénicas. Fascinantes em sua concepgio e
extremamente iteis em sua utilizacfo, esses
produtos das biotecnologias modernas apon-
tam a enorme importfincia que a disponibilida-
de de novas estirpes de bacilos entomopatogé-
nicos € o conhecimento mais profundo de suas
caracterfsticas terfio no futuro.
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