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PRODUGCAO DE INSETICIDA BIOLOGICO
COM BACILLUS THURINGIENSIS

Deise M.F. Capalbo'
Iracema de Oliveira Moraes®

INTRODUGAOQ

O Brasil & um pais favorecido pela grande extensio de terras agriculta-
veis ao lado da diversidade de climas desuas regides. Nao obstante o desenvol-
vimento que a agricultura apresentou nos Gltimos vinte anos, as pragas tém
sido responséaveis por 30-40% de perdas, tanto para o produto no campo quanto
para o produto armazenado. Neste quadre, o Brasil é provavelmente um dos
grandes mercados para defensivos agricolas.

Dentre as alternativas propostas para o controle deinsetos-praga, surgiu
o uso de entomopatdgenos incluindo virus, bactérias e fungos, que sio relati-
vamente especificos e podem apresentar baixa ou nenhuma toxidez aos verte-
bradas e insetos benéficos. O emprego de inseticida bacteriano obtido através
de cultura de Bactllus thuringiensis apresenta-se eficaz contra certo grupo de
insetos-praga, e nomercado externocesse tipodeinseticida é produzido e comer-
cializado por diversos laboratérios.

O Brasil apresenta-se até ¢ momento como importador razoavel (279 to-
neladas em 1980 e 17 toneladas em 1981) e com pesquisas ainda no nivel de
laboratério. Tals pesquisas entretanto, tém demonstrado grandes possibili-
dades de produg¢ido em larga escala em nosso pais.

Histérico

Bacillus thuringiensis & uma bactéria mesofila, aerobica ou anaerdbica
facultativa, gram positiva, que apresenta um corpo paraesporal na célula espo-
rulada. Foi isolada pela primeira vez ne Japdo, em 1902, de uma lagarta de
bicho da seda, sendo posteriormente denominada Bacillus thuringiensis, var,
sotto. Em 1915, Berliner isolou B. thuringiensis var. thuringiensis de Anagas-
ta kuehniella, na Alemanha. Em 1954 foi demonstrado que o corpo paraesporal
era um cristal protéico, o qual atua como potente toxina contra determinados
insetos.
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Autores como Heimpel (1962), Lecadet (1970), Angus & Luthy (1973) e
Cooksey {1973) revisaram detalkadamente o efeito desse cristal protéico, tam-
bém chamado “delta-endotoxina”, em larvas delepidépteros. Resumidamente
pode-se dizer que esta toxina é hidrolizada por enzimas do processo digestivo e
pelo pH alcalino do trato digestivo da lagarta. As sub-unidades do cristal
atacam o tubo digestivo causando a paralisia.

A ampla gama de lepidépteros susceptiveis, a aparente inocuidade a
fauna e flora benéficas, bem como aos vertebrados, e a possibilidadede cultive
“in vitro” foram aspectos positivos para a indéstria se interessar pela pro-
ducdo deste bioinseticida em grande escala.

Uma outra toxina, denominada “beta-exotoxina”, termoestavel e hidro-
solvel é também produzida pelo B. thuringiensis na sua fase vegetativa etem
sido demonstrada sua atividade contra Diptera, Orthoptera e Hymenoptera.

Produgao comercial

O interesse comercial no desenvolvimento de produtos para controle
microbiano de insetos iniciou em torno de 1950, quando se percebeu a possibi-
lidade de manipular microorganismos capazes de causar destruigio ou epizo-
otias em insetos, com a mesma eficigncia dos produtos quimicos e sem causar
danos a organismos benéficos.

Primeiramente, foram as empresas de fermentagéo que, na procura de
novos mercados, se lancaram no estudo da producgéo de B. thuringiensis, que
se apresentava vidvel para crescimento “in vitro”. A seguir, as inddstrias de
produtos quimicos, ja estabelecidas na producéo e venda de inseticidas, de-
monstraram interesse devido & potencialidade comercial que este inseticida
bacteriano representava; facilidade de producio, viabilidade e eficicia no
controle de alguns insetos-praga.

Para a produgio comercial de material de origem microbiana, ha neces-
sidade de selecdo de uma linhagem bem adaptada ao processo fermentativo
bem como adequagdes de pardmetros do processo a fim de maximizar a pro-
dugdo e realizar o crescimento sob condicdes econdmicas.

PRODUGAO

Fermentagdo descontinua

Desde meados do século, todos os produtos contendo B, thuringiensistém
sido obtides por fermentagdo submersa, variando apenas a forma de recupe-
ragio dos esporos ¢ a formulacdo final.

A fermentacio em meio semi-sélido tem sido testada em laboratérios e
também se apresenta promissora. Na China, segundo Hussey & Tinsley (1981)
a fermentaciio em meio semi-sélido é realizada satisfatoriamente pelas comu.-
nas, e bons resultados de aplicagio no campo foram obtidos, Nos Estados



Unidos o processo chegou a ser patenteado (Dulmage & Rhodes, 1973) porém
foi pouco utilizado pelas facilidades que o processo de fermentacfio submersa
apresenta no pais.

A composicio do meio de cultura para fermenta¢fio submersa ou semi-
-s6lida, deve constar de agua, carbono e nitrogénio, para biosintese e energia,
e tracos de minerais. Os niveis e formas desses elementos dependem do proces-
so de fermentacio usado. Assim, uma fonte de carbono apropriada para fer-
mentacio semi-sélida (farelo de arroz, tortas de oleaginosas) pode néo sé-la
para fermentacio em submerso, onde o mais aconselhado seria, por exemplo,
melago de beterraba, melaco de cana, amido de cereais e outros.

0 nitrogénio pode ser suprido com sais de aménio, 4gua de maceragéo
demilhoe farinha de soja. S3o necessarios saisinorgénicos para o crescimento
dos microorganismos, tais como caleio, zinco, manganés e magnésio. C célcio
& necessario para a termoestabilidade de esporos bacterianos, enquanto que o
mangands é requerido para a esporulagfo. A atividadetéxica do B. thuringien-
sis ira depender do meio empregado e da linhagem utilizada.

Uma das chaves para o sucesso da producgdo e comercializacdo do inse-
ticida bacteriano tem sido o desenvolvimento desse meio de cultura. A maioria
dos meios de cultura empregados usa produtos totalmente naturais como fonte
de carhono, nitrogénio e sais. Essa utilizagéio de subprodutos industriais  di-
minui o custo de produgio.

Para producio no Brasil, & interessante usar por exemplo o melago de
cana e a dgua de maceragio de milho. Entretanto, a composicéo do meio de
cultura sera determinada através de analise de custos comparada com o ren-
dimento das fragdes endo e exotéxicas.

As condig¢des industriais de operagio comumente utilizadas e descritas
por varios autores recomendam um pH inicial de 7.2 a 7,6 para o meio de fer-
mentagio, o volume de indculo entre 2 ¢ 5% do volume total de fermentagao,
sendo esse in6culo obtido de pré-fermentacdo que garanta que o microorganis-
mo esteja em fase de crescimento logaritmico, atemperatura de30°C £2°Cea
aeracio variavel de acordo com o tipo de fermentador. O ciclo de fermentagio
pode variar de poucas horas (8-10 horas) até dias (3 dias).

Fermentagdo continua

A maioria dos processos industriais atualmente conhecidos, diz respeito
a técnica de produgfio do inseticida microbiano em processo descontinuo,
Conhecidas as condigbes 6timas para tal técnica, pode-se empregé-las num
processo gontinuo. Na cultura continua, as condi¢bes de equilibrio do sistema
podem ser manipuladas de forma a permitir um estudo profundo da cinética
do crescimento microbiano e os produtos do seu metabolismo.

Apesar da téenica de cultura continua ter sido alvo de muitos estudos e
utilizada com sucesso para fermentaces industriais, o seu uso para microor-



ganismos esporulaveis é raro. Alguns trabalhos como os de Hsu & Ordal
(1969), Freiman & Chupin (1973) e Goldberg et al. (1980) mostraram que va-
riacdes na velocidade de crescimento de microorganismos esporulados, e no
teor de carboidratos do meio, aceleram a esporulacéo.

Freiman & Chupin (1973) estudando especificamente B. thuringiensis
obtido por processo de cultura continua em dois estadios, obtiveram resultados
positivos com um bom grau de maturagéo celular no segundo estadio do proces-
s0. Nesse estudo os autores obtiveram também uma cultura com maxima ma-
turagéo em processo de dois estadios, onde o segundo atuava como fermenta-
dor descontinuo. Goldberg et al. (1980) utilizaram a técnica de cultura continua
para otimizar um meio que possibilitasse alto rendimento do complexo esporo-
-cristal de B. thuringiensis, com sucesso,

Em trabalho recentemente realizado na Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, Capalbo (1982) verificou
que em condiges de laboratério, a fermentacdo continua com B. thuringiensis
& bemn sucedida para sistemas com mais de um estadio, sendo um fator econé-
mico importante a diminuigc&o da aeracfio do tiltimo estadio do processo.

Produgao

O eficiente desempenho e as caracteristicas de inocuidade do B. thurin-
giensis fizeram dele o principal candidato para produgiio e comercializagdo
em larga escala.

Podese esquematizar a producio comercial do inseticida B. thuringien-
sis, por fermentagiio submersa, conforine segue:

| meio de cultura | I pré-fermentacéo do inéeulo

Iﬂmculacﬁo e incubacio I

(fermentador)

l recuperagio dos esporos e toxinas I

I padronizacéio e bicensaio l

I formulagéo I ‘

r comercializaciio ]




Meio de cultura

O meio de cultura requer fontes de carbono e nitrogénio e tragos de mine-
rais cujas quantidades dependem do processo fermentativo escolhido.

Melagos, amidos diversos, outros carboidratos, agua de maceracio de
milho, tortas e farelos de oleaginosas, farinha de peixe, etc., sdo fontes ade-
guadas, muitas das quais ja apresentam os tragos de minerais necessarios por
serem residuos de outros processamentos, em sua maioria em grande disponi-
bilidade no mercado e de baixo custo.

Os substratos escolhidos e disponiveis sdo adicionados de Agua, em pro-
porcdes pré-estabelecidas para fornecer o balanco de nutrientes indispensa-
vel ao microorganismo e caracteristico do processo.

A esterilizacio do meio de cultura & indispensavel para que a produgio
seja maxima e nio acarrete contaminantes indesejaveis.

O pH do meio é corrigido para um valor neutro onde o B, thuringiensis se
desenvolve melhor.

Inoculagido e incubagao

Uma vez esterilizado o meio de cultura no fermentador, a temperatura é
ajustada para 30°C =+ 2°C e promove-se a inoculagdio com B. thuringiensis pro-
veniente de uma pré-fermentacio em meio idéntico ao que serainoculado. O vo-
lume de ingculo corresponde a cerca de 2-5% do volume total a fermentar. A
pré-fermentacfio assegura que o microorganismo que estd sendo inoculado
se encontra em estado de desenvolvimento vegetativo exponencial, e costuma
durar de 8 a 12 horas. Na fermentagio semi-sélida o inéculo & proveniente de
uma pré-fermentacio liquida.

Apés a inoculagiio caracterizada pelos culdados com assepsia e esteri-
lidade de manipulacio, o fermentador é fechado e se promove a agitacio e
aeracao adequadas ao processo. A agitagdo e aeracdo variam em funcio do
volume do fermentador, linhagem do microorganismo e caracteristicas intrin-
secas ao desenho do fermentador.

Na fermentacdo semi-sélida, o fermentador & agitado continuamente ou
néo, conforme o modelo de fermentador escolhido, e a umidade do ar & contro-
lada para favorecer o desenvolvimento e esporulacio do bacilo.

O tempo de fermentagiio para ambos os processos pode variar de algu-
mas horas, até dias (2-3 dias) dependendo do tamanho do equipamento e das
condigdes de fermentacio.

Separacao das toxinas

Em patologia de insetos definem-se as endotoxinas produzidas pelos
microorganismos entomopatogénicos como sendo aquelas toxinas ligadas
A célula microbiana, enquanto que as exotoxinas sdo aquelas excretadas no
meio de cultura. De acordo com Heimpel (1962), o B. thuringiensis possui um



verdadeiro arsenal de toxinas: alfa, beta, gama e delta.

Durante a esporulagéo, forma-se ao lado de cada esporo téxico, um cristal
protéico, toxico A maior parte dos lepidépteros, causando paralisia intestinal
e morte do inseto, Em alguns casos em que o inseto parece nfio ser suscetivel
ao cristal téxico, a ingestdo deste com o esporo acarreta germinagio do mesmo
e producio de uma fosfolipase C que mata o inseto hospedeiro.

Além dessas endotoxinas, h4 a exotoxina termoestavel que é produzida
pelo B. thuringiensis na fase de crescimento vegetativo, que é téxica a alguns
lepidépteros, dipteros, hymenépteros, coledpteros e ortépteros.

Delta endotoxina

A principal toxina conforme Barjac & Burgerjon (1971) é o cristal pro-
téico, sendo sua DLso para Pieris brassicae da ordem de 0,25 g/g de inseto.

Megna (1963} em sua patente industrial, indica a recuperagéio do produto
por filtracfio do mosto fermentadoe com filtre ajuda tipo Celite 512. Verificou-se
que qualquer desequilibrio no suprimento de nitrogénio e carboidrato ao meio
de cultura resulta na esporulagido incompleta, germinacio dos esporos e/ou
autdlise, tornando a recuperacio por filtra¢io mais dificil.

Dulmage (1971} e Dulmage et al. (1970}, centrifugaram o mosto, e o creme
obtido (esporos + cristal) foi suspenso em solucfio 4-6% de lactose e precipitado
com acetona. Este precipitado, filtrado, lavado com acetona e Agua foi seco e
apds fol testado em bioensaios.

Beta exotoxina

Distingue-se a exotoxina do complexo esporo-cristal pelo menoes em qua-
tro aspectos: termo-estabilidade a 121°C por 15 minutos, espectro de insetos
suscetiveis, sintomas diferentes e existéneia de alguns soretipos de B. thurin-
giensis nao produtores do complexo endotéxico que sdo produtores da exoto-
xina termoestavel. Baseados nessas diferencas podese separar a endo da
exotoxina presentes no mosto fermentado.

Segundo Faust (1973) normalmente o B. thuringiensis var. thuringiensis
produz concentragdo aproximada de 50 mg da exotoxina por litro do scbrena-
dante separado do mosto fermentado. Essa separacio se faz por centrifugacéio
com posterior esterelizagie do fluide resultante a 121°C por 15 minutos.

A purificagéio & feita por absorgdo da exotoxina em carvio com posterior
elui¢do com solugiio de etanol a 50%.
Ensaios e formulagao

Com inseticidas quimicos, a produgdo pode ser bem controlada, pois a
padronizagio desses produtos pede ser expressa em percentagem deingredien-
te ativo, jA que os mesmos sfio quimicamente definidos e seus efeitos bem de-
terminados. J4 os produtos de B, thuringiensis, contendo trés principios ativos
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{esporo, cristal e exotoxina) necessitam de biotestes: contagem de esporos {mé-
todo presuntivo) e bioensaios com insetos {conclusivo), para determinar a po-
téncia do produto. A contagem de esporos ou de cristais como finico método,
pode néo ter relagdo com a atividade da toxina, uma vez que o processo de
obteng¢do pode modificar a atividade dos componentes toxicos.

Na rotina industrial a constincia de caracteristica do produto deve ser
verificada através de amostra referéncia, sendo que cada produto teriseu pré-
prio padrio de qualidade.

Para a exotoxina, Burgerjon (1965) propde a utilizacio de uma solucéo
padrio de referéncia para que o produtor padronize seu produto pela referén-
cia, usando o inseto-teste preferido, uma vez que a relagfio entre a contagem
de esporos e a toxina termoestavel é pequena.

Comercializagéo e aplicagéo

Entre as metas que se pretende alcangar através do uso de um inseticida
microbiano, a primeira & certamente o controle de pragas sem acarretar danos
maiores ao ambiente. Para que se atinja esse objetivo, o inseticida precisa ser
inécuo, sobretudo ac homem e aos animais benéficos, € ser compativel de uti-
lizagdo com os métodos tradicionais,

Todos os inseticidas bacterianos americanos receberam a isengio dos
niveis de tolerdncia de residuos da Food and Drug Administration para varias
culturas, significando que as agéncias federais americanas acreditam na ino-
cuidade do preduto. Os produtores ingleses de inszticidas a base de B. thurin-
giensis garantem também sua inocuidade.

Quanto a aplicagdo do B. thuringiensis no campo, sabe-se que ¢le é com-
pativel com alguns inseticidas quimicos, Angus & Luthy (1973) apresentam
uma revisio sobre inseticidas compativeis com B. thuringiensis; a compatibi-
lidade é expressa como:

Campo: bons resultadoes obtidos em testes de campo, implicando que sob
as condicdes estabelecidas, o aditivo néo reduz a eficigncia do inseticida mi-
crobiano.

Recomendado: presumivelmente o aditivo € indcuo a0 B. thuringiensis,

Incerto: com base nos dados reportados, ou devido a néo disponibili-
dade de referéncia original, o efeito do aditivo no entomopatégeno & incerto.

Seguem-se os inseticidas testados em adicio ao B. thuringiensis:

Inseticidas adicionados Compatibilidade

Azinphosmetil Recomendado
Bidrin Recomendado

11



Carbaryl Campo
DDD Recomendado
DDT Campo
Diazinon Recomendado
Dieldrin Recomendado
Dinitrocresol Campo
Endosulfan Campo
Endrin Recomendado
Metilparation Campo
Metiltrition Recomendado
Mevinfos Recomendado
Naled Campo
Piretrinas Recomendado
Rotenona Recomendado
Riania Campo
Toxafeno Campo

Angus & Luthy (1973)

Até hoje s6 se tem conhecimento de um caso de processo infeccioso pro-
vocado por B. thuringiensis em ser humano. O incidente, descrito por Samples
et al. (1983), ocorreu pelo contato de um preparado comercial de B. thuringien-
sis (esporos + cristal) com o globo ocular deum rapaz, aplicador aparentemente
sadio, e provocou uma filcera na cornea, sanada pela aplicagdo topica de gen-
tamicina em concentracio de 1 ug/ml. Em face disso recomenda-se cuidados
especiais durante a aplicagio: lavar com bastante Agua e sab#o a peleque este-
ve em contato com o inseticida; lavar os olhos com bastante dgua em caso de
contato: em raso de ter sido inalado, levar a pessoa para ambiente arejado e
fresco; se for ingerido, os cuidados irdo variar com o tipo de formulacio que foi
ingerido.

A toxina termoestavel do B. thuringiensis var. thuringiensis foi testada
por Barjac & Riou (1969) os quais observaram que por injecio a tolerdncia dos
ratos & esta toxina é muito grande, e por ingestio ela ndo acarreta morte ou
qualgquer problema. Qutros autores como Briggs (1960), Cantwell et al. (1964),
Heimpel (1962) e Raskova & Maser (1970) afirmam a inocuidade da exotoxina
para vertebrades, quando a contaminacio é por ingestio.

Deve-se lembrar que a inocuidade absoluta ndo pode ser garantida em
todos os sistemas vivos em todo o tempo. Toxidez ou patogenicidade podem
ser geralmente demonstrados caso ndo se imponham restri¢tes a dosagem,
ao tipo de sistema vertebrado ou aos cuidados de aplicagéo. Uma decisiio sobre
o campo de uso deum entomopatégeno deve ser baseada em uma prudente con-

sideragdio dos beneficios a serem obtidos em contraposigdo ao potencial de
riscos de uso,
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