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RESUMO:

O controle de insetos é feito, geralmente, empregando produtos quimicos, cujos danos ao ambiente e a salde humana
sdo preocupantes. O controle bioldgico por entomopatégenos é uma alternativa eficiente, principalmente dada a alta
especificidade, auséncia de resisténcia nos insetos alvos e ndo acumulam no ambiente. Os principais microrganismos
entomopat6genos incluem bactérias (Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus), fungos (Beauveria bassiana,
Metharizium anisopliae) e virus (Baculovirus). Dentre estes, 0 mais empregado é o Bacillus thuringiensis, cujo gene
responsavel pela sintese das toxinas por meio da Engenharia Genética permite obter plantas transgénicas. Com excec¢ao
dos virus, os demais sdo produzidos em processos fermentativos. A producdo industrial € atingida se houver
conhecimento de processos de ampliagdo de escala, fundamentados pela engenharia. Esta revisdo teve por objetivo
reunir informagdes gerais sobre tais microrganismos e suas produgdes em meios de cultivo.

Palavras-chave: Biotecnologia. Inseticidas. Controle biolégico. Entomopatégeno. Fermentacéo.

ABSTRACT:

Usually, the insect control is done with chemicals, which environmental impacts and human health effects are worrying.
The biocontrol by entomopathogenic is an effective alternative, due to the high specificity, absence of resistance in
target insects and because it do not accumulate in the environment. The main entomopathogenic microorganisms
include bacteria (Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus), fungi (Beauveria bassiana, Metarhizium Metharizium)
and virus (baculovirus). Among these, the most used is Bacillus thuringiensis, whose gene is responsible for the
synthesis of toxins through genetic engineering that results in transgenic plants. With the exception of viruses, the
others are produced in fermentative processes. Industrial production is reached if there is knowledge of range expansion
process, based on engineering. This paper aims to review the literature about the subject and to reunite the general
information about such microorganisms and their production in culture media.

Keywords: Biotechnology. Insecticide. Biological control. Entomopathogenic. Fermentation.

1. INTRODUCAO

Os insetos que causam danos ao ser geralmente, por  produtos  quimicos,
humano devido as perdas econdmicas na constituidos, em sua  maioria  de
pecudria e na agricultura ou promovendo organoclorados (como DDT, Endri, etc.) e
vetores de doencas (malaria, dengue, febre organofosforados (monocrotofos, paration
amarela, doenca de Chagas) sdo um metilico, etc), cujos efeitos cumulativos
problema. O controle destes é realizado, levam a grandes prejuizos ambientais e a
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salde humana, bem como a rapida selecdo de
insetos resistentes. Esses produtos quimicos
problematicos  sdo  denominados  de
inseticidas. Sua funcdo diversificada vem
estimulando a producdo de defensivos
agricolas e seu uso indiscriminado mostra-se
como um problema para o agronegécio e de

saude publica (ALMEIDA e BATISTA

FILHO, 2001; ANGELO et al, 2010;
THOMAZONI et al., 2014).
Almeida e Batista Filho (2001)

descrevem que nesse ano 0 mercado mundial
de defensivos agricolas atingiu US$ 1,8
bilhdes, sendo os inseticidas e os acaricidas
responsaveis por 30% do total. E de acordo
do Sindicato

com dados consolidados

Nacional da Inddstria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG), no ano de 2012
foram vendidos no Brasil 823 mil toneladas
de agrotoxicos, o que movimentou um valor
de US$ 9,7 bilhGes. Todavia, devido aos
problemas ambientais e de saude publica
provocados pela sua utilizagdo, o novo
industrial buscando

panorama vem

alternativas que substituam, de forma
eficiente, tal defensivo.

De acordo com Angelo et al. (2010) o
controle também

por entomopatdgenos,

conhecidos como bioinseticidas, é uma
alternativa eficiente a substituicdo dos
inseticidas. Os bioinseticidas (BI) possuem
alta especificidade, auséncia de resisténcia

nos insetos alvos, requerem um namero
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menor de aplicacbes 0 que junto com sua

composi¢do natural promovem  impacto

ambiental nulo ou insignificante. Porém,
demandam estudos mais aprofundados no
isolamento de novos microrganismos, testes
de selecdo de isolados, processos eficientes de
producéo e formulagéo do produto.

Almeida et al. (2001) afirma que os
bioinseticidas participavam apenas com 1%
do montante do mercado de defensivo
agricolas. J& Brar et al. (2006), apresenta um
valor corresponde a cerca de 5% do mercado
mundial de pesticidas, evidenciando assim
que o uso destes produtos vem crescendo. De
acordo com Angelo et al., (2010) as possiveis
causas do crescimento de 4% de 2001 a 2006
foram os elevados custos de producdo, ao
carater especifico, o que para a preservacao
do meio ambiente € uma grande vantagem. Ja
para o agricultor pode ser um sério problema,
devido a necessidade da utilizacdo de outros
produtos contra as pragas nao controladas
pelos Bl e a baixa persisténcia do efeito
larvicida quando
(FISCHER, 2014).

Segundo Angelo et al.

aplicados em campo
(2010) a
aplicacdo de BI requer grandes quantidades
(2001)

descreve que no processo de produgdo do Bl

do agente ativo. Capalbo et al.

priorizava-se 0 desenvolvimento em meio
artificial (in vitro) que garantia a producdo em
larga escala. De acordo com o0s autores agente

bioldgico virus, bactérias e fungos podem ser
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utilizados para producdo dos Bl. Os autores
mencionam como dificuldade o Bl viral visto
que virus tinham que ser produzidos em
células animais viaveis, ja os fungos e
bactérias poderiam  ser

produzidos em

processos fermentativos. Atualmente,
Gusméo (2013) explica que a para produzir
Bl em escala industrial deve-se utilizar
processos fermentativos, os quais facilitam a
producdo e estocagem do Bl o que se
priorizava até agora a producdo com fungos e
bactérias. Todavia, Almeida (2010) e Dantas
et al. (2014) afirmam que € possivel a
producdo de BI virais através de processos
fermentativos sendo esta a nova expectativa
para pesquisas posteriores.

De acordo com Dias (1992) as bactérias
utilizadas na producdo de Bl podem além de
atuarem como agente  bioldgico na
fermentacdo serem utilizadas como agente
fornecedor do gene de modificacdo para
outras bactérias ou vegetais. Os autores
descrevem o caso da utilizacdo das bactérias
Bacillus thuringiensis (Bt) na producéo de Bl
por meio da engenharia genética onde o0s
genes do Bt foram inseridos em vegetais e
bactérias. No primeiro caso, 0S genes que
codificam as proteinas responsaveis pela
sintese das toxinas do BI foram inseridos em
vegetais modificando sua cadeia genética o
que resultou na producdo de
No

transferéncia dos genes foi realizada para

plantas

transgénicas. segundo  caso, a
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outras bactérias consideradas de facil cultivo

possibilitando a sintese das toxinas
empacotadas. Outros exemplos da utilizacdo
de Bt para modificacdo genética de vegetais
foram
por (2002);
Bobrowski et al. (2003); Knaak e Fiuza
(2006);
al. (2012).

Visto o exposto, a producdo de BI

tornando-os resistentes a pragas

estudados Serafini et al.

Pinto e Fiuza (2008); Zancanaro et

utilizando processos fermentativos vem se
tornando predominante o que estimula o seu
estudo devido sua importancia econémica,
industrial e ambiental. Este trabalho teve
como objetivo apresentar uma revisdo sobre
0s aspectos biotecnolégicos que envolvem os
utilizados  na

processos  fermentativos

producéo de BI.

2. ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO
DE BI

Segundo Capalbo et al. (2001) as

condicbes de assepsia durante todo o
procedimento devem ser observadas para
evitar contaminacgdes por outros
microrganismos, todo o equipamento e meios
de cultivo devem ser esterilizados em
autoclave ou por vapor, de forma a manter as
condicbes de assepsia necessarias, exigidas
pelos processos bioldgicos.

O Quadro 1 mostra informacdes
provenientes do Banco de Microrganismos
“Oldemar

Entomopatogénicos Cardim

Abreu”, do Instituto Biologico de Campinas,
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Sdo Paulo sobre os microrganismos que
podem ser utilizados para producdo de Bl e

namero de representantes dos mesmos.

Quadro 1 - Microrganismos entomopatogénicos

. . Numero de
Microrganismos
Isolados
Bactérias
Bacillus thuringiensis 3
Bacillus sphaericus 2
Fungos
Arthrobotrys SP. 1
Aschersonia aleyrodis 1
Beauveria bassiana 197
Beauveria broghniartti 6
Beauveria amorpha 1
Cladosporium sp. 3
Cordycipes sp. 1
Hirsutella thompsonii 2
Metarhizium anisopliae 61
Nomuraea rileyi 9
Isaria fumosoroseus 21
Isaria farinosus 15
Isaria lillacinus 2
Sporothrix insectorum 7
Verticilium lecanii 2
Virus
Familia Baculoviridae | 5
Nematdides
Steinernema carpocapsae \ 8

Fonte: Almeida e Batista Filho (2001).

O Quadro 1 mostra o potencial
biologico das variedades de microrganismos
que atuam como BI, tais com bactérias,
fungos, virus e nematelmintos. Pode se
observar que os fungos apresentam o maior
numero de representante, contudo as bactérias
dominam o setor de producéo de Bl., segundo
Fischer (2014), o Bacillus thuringiensis é
90%

mercado

responsavel por mais de dos

bioinseticidas  disponiveis  no
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internacional, mesmo tendo um custo superior
ao do Baculovirus.

Silva et al. (2012) utiliza isolados
provenientes do banco de microrganismos
Oldemar Cardim Abreu em seus bioensaios
com o objetivo de avaliar e comparar a
eficiéncia dos fungos S. insectorum, M.

anisopliae, Isaria  fumosorosea, Isaria

farinosa e S. insectorum no controle de
Leptopharsa heveae. Isso mostra que o
referido banco citado no Quadro 1 possui
importéancia internacional e nacional devido a

qualidade dos isolados.

3. BIOINSETICIDAS BACTERIANOS
As bactérias formadoras de enddsporos
apesar de gerarem problemas a industria de
alimentos sdo importantes agentes biolégicos
na obtengdo de BI. Seus principais
representantes pertencem em sua maioria a
familia Bacillacea, incluindo cinco géneros:
Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridium,
Desulfotomaculum e Sporosarcina. Dentre 0s
géneros mencionados apenas Bacillus é capaz
de produzir a toxina utilizada na fabricacdo de
Bl. Este

facultativo e em termos de quantidade possui

género  possui  metabolismo
0 maior numero de representantes seguido
pelo Clostridium de metabolismo anaerébio
(LIU et al., 1994).

Serafini et al. (2002) caracterizam
Bacillus thuringiensis (Bt) como bactéria
anaerobia

Gram-positiva, facultativa,
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mesofila, quimioheterotrofica, com forma de

bastonetes e o  principal  agente
endopatogénico. Os autores mencionam que
em condicBes adversas esta desenvolve um
ciclo de esporulacdo caracteristico de género
Bacillus, com enddsporo.

Bechtel et. al (1976) apresenta que para

Btum evento adicional, que ndo ocorre
normalmente em outros bacilos, é a formagéo
de um cristal parasporal proteico, que é
visivel na fase de esporulacdo. O enddsporo e
a formacéo dos cristais s@o analogos as fases

de esporulagdo convencionais. O processo

esta ilustrado na Figura 1.

1
Figura 1. Diagrama esquemaético da esporulacdo em Bacillus thuringiensis.

Fonte: Bechtel et al., (1976).

mature—
uniysed

Legenda: | - formacdo do filamento axial. Il - formacdo do septo do pré-esporo. Ill — invaginacdo da membrana e
citoplasma e formacdo do pré-esporo. IV a VI - formacgdo de exoesporo, parede celular primordial, cértex, capa dos
esporos acompanhadas da transformacao do nucledide. VII - maturacdo de esporos e lise dos esporangios.

O evento apresentado por Bechtel et al.
(1976), que se inicia na Fase Il (Figura 1)
durando até a conclusdo da esporulagdo, é o
responsavel pela atividade entomopatogénica
do Bt. As inclusdes cristalinas denominadas
delta-endotoxinas  ou  proteinas  Cry
constituem o principio ativo toxico aos
insetos. O cristal é identificadono
compartimento da célula mée, e segundo
(2002),

aproximadamente 25% do peso seco da

Adams et. al corresponde a

célula. Tais proteinas sdo codificadas por
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genes que em geral se localizam em

plasmidios e, em menor fragdo no
cromossomo bacteriano.
Os cristais quando ingeridos pelas
larvas dos insetos sdo solubilizados em pH
alcalino, caracteristico do intestino do
artropode, liberando as pro-toxinas que sao
clivadas por proteases do préprio inseto,
resultando em toxinas ativas. Fischer
(2014)apresenta a acdo das toxinas na
paralisia do aparelho digestor, ocasionando

morte por inanicdo e paralisia geral dos
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musculos. Se o enddsporo também é ingerido,
este pode germinar no interior do inseto
ocasionando septicemia ou, potencializando o
efeito das toxinas em acdo conjunta.

Adams et al. (2002) descreve que
durante a fase de esporulacdo ha também a
producdo Thuringiensia, essa substancia é
uma o ¢ - exotoxina, caracterizada por ser
termoestavel e tdxica para alguns insetos e,
diferente das endotoxinas esta pode ocasionar
efeitos adversos em organismos néo alvos.
Segundo Angelo et al., (2010), além desta
exotoxina, muitos tipos de Bt produzem
Vip
insecticidal proteins) que séo sintetizadas ao

proteinas  denominadas (vegetative
longo da Fase vegetativa de crescimento. As
proteinas Vip ndo integram o cristal proteico,
mas contribuem para a toxicidade global
intensificando a acdo das proteinas Cry.

(2001) o

isolamento de bactérias do género Bacillus

Segundo Almeida et al.

normalmente é realizado a partir de amostras
de solo e de lagartas infectadas, utilizando-se
0 método de Travers et al.(1987). Neste,
emprega-se um tratamento térmico com pH
de 6,8, eliminando grande parte das bactérias
ndo-esporulantes, restando apenas 0s esporos.
Os esporos sdo entdo cultivados em meio com
extrato de levedura e, posteriormente as
bactérias do género Bacillus em estado
vegetativo sdo isoladas por métodos de

coloragio de Gramm ou coloragio

diferencial. Por fim as bactérias isoladas
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podem ser armazenadas em tubos de cultura
com o6leo mineral sob £ 10°C, em galdo de

nitrogénio ou forma liofilizada.

3.1. Meio de cultura

As matérias-primas utilizadas segundo
estudo de Dias (1992) diferem um pouco, no
caso de B. thuringiensis e de B. sphaericus,
uma vez que este ultimo ndo consome
acucares, sendo aminoacidos e proteinas as
suas principais fontes de carbono e
nitrogénio. Bt consome agucares e amido,
além de aminoacidos e proteinas, sendo assim
mais simples a escolha de seus substratos.

A fonte de carbono para cultivo de Bt
conforme

varia muito 0 oObjetivo da

fermentacdo, bem como da
cultivada. O trabalho de Oskan et al. (2003)

revela que a melhor fonte para crescimento

linhagem

vegetativo ndo corresponde a melhor fonte
para esporulacdo e formacdo dos cristais, e
que glicose amido e melaco tem efeito
repressor no na producdo de proteinas Cry. E
segundo os autores, as melhores fontes de
carbono para producdo de cristais toxicos e
esporulacdo sdo lactose, sacarose, dextrina,
aveia, maltose, glicerol e insulina.

Na obtencdo de bioinseticida a partir de
(Bti),

Ernandes (2004) empregou como meio de

Bacillus thuringiensisvar.israelensis
cultivo residuos e subprodutos tais como agua
de maceracdo de milho (“milhocina”), um

subproduto do processamento industrial do
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milho, (“manipueira”), um subproduto do
processamento da farinha de mandioca e
sangue bovino oriundo de abatedouros. Foi
verificado

que a concentracdo  de

“manipueira” nao influencia tanto no
processo, mas foi evidenciada a necessidade
de esterilizagdo do meio, e que a adigédo do
sangue bovino também promove maior
eficiéncia.

A otimizacdo realizada por Pessanha
(2008) demonstrou o efeito da composicédo de
meios formulados com caldo de cana, extrato
de levedura e sulfato de amonio, sendo que
elevadas concentracdes residuais de sacarose
foram observadas nos meios com caldo de
cana ou sacarose P.A, indicando baixa
capacidade do (Bti) para metabolizar este
dissacarideo.

Rodrigues (2009) avaliou a viabilidade
de emprego do xarope residual da
desidratacdo de abacaxi para o cultivo de
(Bti), para o controle de Aedes aegypti
obtendo um O6timo de substrato acucares
redutores correspondentes a 30g L™.

Angelo et al. (2010) apresentam 0s
principais ingredientes utilizados em meios de
cultivo de bactéerias entomopatoganicas e suas
concentragdes empregadas no cultivo de Bt
na América do Norte. Além disso, mostra
também os diversos meios alternativos
estudados, tais como: a base de batata, extrato
de soja suplementado com cistina, a base de

agua de coco, aguas residuais de industrias e
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de estacOes de tratamento de agua, sendo
alcangados bons resultados.

As fontes de nitrogénio sdo tanto
organicas quanto inorganicas, e ambas sao
utilizadas em conjunto. Angelo et al. (2010)
afirmam que n&o é aconselhavel o uso apenas
de nitrogénio inorganicos, pois ha diminuicao
do crescimento e da esporulagdo em relagdo
ao que emprega ambas as fontes. Entre as
fontes organicas de nitrogénio, o extrato de
levedura é bastante utilizado, assim como
peptona e derivados de soja apresentam bons
resultados. Alternativamente, destacam-se:
farinhas derivadas de proteina animal (farinha
de peixe e de crisdlida) e alguns cereais
(cevada e trigo).

A utilizacdo da cama de frango em
meio de cultivo de Btipara controle do vetor
da dengue foi estudada por Melo et al. (2011)
e 0 bioinseticida obtido possibilitou uma
maior mortalidade de larvas em comparacao
com os bioinseticidas produzidos com bagaco
de mandioca e polpa citrica.

(2012) a glicerina
(GR)

propicia um meio fermentado mais potente do

Segundo Rossi
residual da producdo de biodiesel
que o0 mesmo produzido empregando
glicerina purificada (GP), demonstrando que
a GR é uma fonte de carbono mais viavel
economicamente. O autor concluiu que a
melhor composicdo de meio de cultura foi
utilizando a concentracdo de 10 g L™ de GR,

6 g L de extrato de levedura, 3 g L™ de
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(NH4)2S04, 0,12 g L™ de CaCl,.2H,0, 1,5 g
L™ de MgS0,.72H,0, 0,009 g L™ de MnSO,,
1,5 g L™ de KoHPO, e 1,59 L™ de KH,PO,
com condicao de aeracdo otimizada em 45%
de oxigénio em relacdo ao valor de saturacao.
Esse resultado permitiu produzir um meio
fermentado 583 vezes mais potente que
utilizando GP nas mesmas condicdes.

Chagas (2012) além da producdo de
bioinseticida por Bt a partir de glicerol
proveniente do biodiesel, avaliou o efeito do
pH

Empregou-se concentracesde 1 g L™, 3g L™

e do é&cido acético no processo.

e 59 L™ de 4cido acético, sendo comparada
as adi¢des no inicio, no ponto de menor pH e
no de desaceleracdo do aumento do pH. E o
resultado mais expressivo de producdo de
toxinas foi obtido com adicdo de 5 g L™ no
inicio da fermentacéo.

Gusmao (2013) cita que as matérias-
primas mais empregadas como subtrato para
o crescimento de Bt sdo farelo de soja, agua
de maceragdo de milho, melago, farelo de
semente de algodao, farelo de feijdo, caseina
e farinha de peixe. Perini (2014) acrescenta
que o leite UHT pode ser utilizado como
matéria prima para crescimento de Bt, pois 0s
autores observaram desenvolvimento de
bacterias género Bacillus spp ao realizar
estudos microbiologia preditiva descritos
atraves de modelagem matematica.

Com base no exposto em relacdo aos

meios de cultura, o Bacillus thuringiensis
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pode ser cultivado em meios de culturas
provenientes de diversos tipos de matéria
prima.  Neste contexto o0s  residuos
agroindustriais com destaque para a glicerina
proveniente da producdo do biodiesel. Além
disso, o B. thuringiensisvar.israelensis € a
subespécie mais estudada devido ao problema

social de controle da dengue.

3.2 Processos de fermentacéo

Dias (1992) afirma que a producéo,
tanto de Bt quanto de Bacillus sphaericus
(Bs), é bastante simples. Isso porque 0s
substratos passam por pré-tratamentos e sdo
transformados em meios de cultura pela
adicdo de sais minerais. A fermentagéo deve
ser conduzida em temperaturas entre 28 e
32°C, havendo necessidade, em alguns casos
de controle de pH em torno de 7. O tempo de
processo, dependendo das condi¢des pode
demorar de 24 a 72 horas, e ocorrem em
tanque de 2 a 500 mil litros. Em seguida, o
caldo fermentado passa por operacdes de
separacdo  (precipitacdo,  centrifugacéo,
filtracdo tangencial, ultrafiltracdo, etc.) e a
biomassa concentrada é formulada.

Capalbo et al. (2001) descrevem as
de Bt

controle,

etapas da fermentacdo industrial

realizada em reatores com

monitoramento e registro das condi¢Ges

(temperatura, aeracdo, e outras) da
fermentagdo submersa descontinua. As etapas

preliminares sdo realizadas em pequenos
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reatores de 1 a 5 litros, seguidas de etapas
intermediarias em reatores entre 10 e 20
litros, sendo que as etapas posteriores atingem
até 10.000 litros ou mais por reator.

Angelo et al. (2010) citam que a forma
mais comum de producdo de Bt, € por
fermentacdo submersa descontinua, processo
em batelada, realizada em tanques agitados. O
pré inoculo, geralmente feito em frascos
com 1/5 do

volume do fermentador final. Em geral, as

pequenos, pré-fermentador,
proteinas Cry sdo formadas no fim da
fermentacdo, quando as condi¢cdes do meio
ficam desfavoraveis, e como o produto é
retirado apenas ao fim do processo, em que
cerca de 6 a 8% da cultura é de sdlidos, e 0s
esporos e cristais chegam a representar 50%
dessa fracdo. O cultivo de Bt é feito em torno
de 30°C e o pH constante é comumente
empregado, havendo controvérsias dada a
variacdo na faixa de pH proporcionar
melhorias na producdo enquanto outros
consideram tais variacfes prejudiciais. Por
fim indica que a melhor producdo de toxinas
se da com teor de oxigénio em torno de 26%,
alcancado com agitacdo de 300 rpm e aeracao
de 1 vvm ou 500 rpm e 0.6 vvm, para Btiem
um fermentador de 5 litros.

(2008)

concentracdo de glicose na cinética de

Berbert-Molina avaliou a
crescimento de Bti. A concentragdo inicial de
glicose variou de 10 a 152 gL™. A velocidade

de crescimento especifica maxima p ndo foi
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afetada até 759 L™, sendo observada inibicdo
do crescimento e retardo da esporulacdo para
valores superiores. O valor maximo de
rendimento Y s obtido foi de 0,83g g, para
concentragdo inicial de glicose de 10 g L™.

A cinética de crescimento, esporulagao,
e toxicidade de Bti foram avaliados por
(2012)

oxigénio.

Boniolo et al. em diferentes

concentragdes de Realizaram
experimentos a 5%, 20% e 50% de oxigénio
dissolvido, sendo obtidos melhor rendimento
celular e concentracdo de biomassa com 50%,
além de maior nimero de esporos com
aumento da atividade toxica do caldo nove
vezes superior a obtida com 5% (DLsp de 39 e
329mg L™). Subsequentemente, depois de
atingida a concentracdo celular maxima,
alterou-se o teor de oxigénio, para 0, 5, 20 e
100%. A interrupcdo do fornecimento de
oxigénio reduziu fortemente a producdo de
esporos e a saturacdo de 100% favoreceu o
aumento da atividade toxica cerca de quatro
vezes (DLso de 8,2 mg L™). Com a utilizagdo
obtido 70% da

concentracdo de biomassa em relacdo aos

de oxigénio puro foi

ensaios com ar, ndo ha esporulacdo nem
sintese de toxinas.

Segundo Gusméo (2013), a producdo de
Bt ¢ em sua maioria por fermentacdo
submersa descontinua, sendo que seu
crescimento ocorre na faixa 6tima de pH entre
6,5 e 7,5. E a temperatura ideal é entre 26 e

37°C. E na separagdo e recuperagdo das
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toxinas 0s métodos citados sdo0 a
centrifugagao e micro-filtragdo, mais comuns,
e em desenvolvimento destacam-se a
liofilizacdo e a flotagéo.

Dias (1992) apresenta um estudo muito
importante na otimizacgdo do processo
fermentativo realizado na Argentina, onde
foram comparados parametros de producdo de
Btem processo descontinuo e descontinuo
alimentado, em que em ambos a toxidade
microbiana foi diretamente proporcional a
concentragdo celular. Sendo que o processo
descontinuo alimentado mostrou-se mais
vantajoso, obtendo-se produtividades
celulares e de toxinas cerca de 90%
superiores ao descontinuo.

Segundo Dias (1992) e Moraes et al.
(2001) é raro o uso da fermentacdo continua
para  microrganismos  esporulaveis. O
crescimento em processo continuo favorece a
formacdo de colbnias distintas da col6nia
mée, e em condicGes laboratoriais 0 processo
continuo com Bt é bem sucedido para
sistemas com mais de um estagio, uma vez
que variacOes na velocidade de crescimento e
no teor de carboidratos do meio aceleram a
esporulacao.

Os resultados analisados mostraram que
os trabalhos realizados atualmente utilizam o
processo descontinuo. O processo
descontinuo alimentado foi avaliado apenas
por Dias (1992). Nao foram encontrados
exemplos de cultivo

em fermentacgéo

723

continua.

3.3 Transgenia

No final do seculo XX, a engenharia
Genética permitiu a obtencdo de produtos
biotecnoldgicos pela insercdo de genes de
interesses em plantas, englobadas pelas
plantas transgénicas. O Bacillus thuringiensis
¢ um importante fornecedor de genes na
criacdo das plantas-Bt, as quais produzem
suas proprias proteinas Cry, ficando
resistentes e protegidas do ataque de insetos
susceptiveis (SERAFINI et 2002;
BOBROWSKI et al., 2003; CAPALBO et al.
2005).

Contudo, como apresentado por Moraes
et al. (2001) e Bobrowski et al. (2003), tal

pratica possui limitaces, dada a dificuldade

al.,

das células vegetais em produzir o cristal em
niveis que rapidamente matem as larvas ou,
podendo também exp6-las a doses muito altas
de toxina, induzindo assim & resisténcia
toxina.

Trata-se de um tema que envolve
producdo agropecuéria e de alimentos, assim
a selecdo de novos genes responsaveis pela
resisténcia aos insetos € recorrente em
pesquisas desenvolvidas por Serafini et al.,
(2002); Bobrowski et al. (2003);Knaak e
(2006); (2008);

Zancanaro et al. (2012); Bedin et al. (2015).

Fiuza Pinto e Fiuza

3.4. Toxinas empacotadas
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Em seu estudo, Dias (1992) relata que
através da transferéncia de genes que
codificam a endotoxina Bt para Pseudomonas
fluorescens, esta passa a produzir o cristal
proteico ao final da fase exponencial de
crescimento, mas ao contrério do bacilo, ndo
sofre a lise celular, ndo ha a formacdo de
endosporo. Industrialmente, esta caracteristica
permite obter a toxina encapsulada, cuja acao
aparecera apenas no intestino das lagartas,
onde a alcalinidade e as proteases degradam a
parede celular.

Essa estratégia pode ser empregada para
outras bactérias receptoras de genes, de modo
a obter capsulas de toxinas especificas para
insetos. Sendo dois

diversos aspectos

relacionados a esta alternativa: a

biosseguranca e a inducdo de resisténcia.
Como este bioinseticida ndo contém nem
microrganismos Vivos,

nem esporos, sSsua

~

utilizacdo ndo acarreta problemas de
biosseguranca. Por outro lado, por conter
apenas a toxina como principio ativo, pode
levar a resisténcia pelos insetos, com maior
rapidez do que o complexo microrganismo-

esporo-toxina poderia levar.

4. BIOINSETICIDAS FUNGICOS
Segundo Junges (2010) os principais
fungos utilizados para controle de pragas

pertencem ao grupo Hypocreales dentre eles o
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com ciclo de vida mais explorado é o
anamorfico, antes chamados de hifomicetos
ou fungos mitosporicos. Esses fungos agem
por contato sobre seus hospedeiros, 0s
conidios ou esporos sao “sementes” do fungo
que funcionam como unidades infectivas e
constituem o ingrediente  ativo  dos
micoinseticidas.

De acordo com Dalzoto e Uhry (2009)
0s conidios podem penetrar em qualquer parte
da cuticula do inseto, e tal penetragdo é
mediada por enzimas liticas, podendo também
ocorrer pelos aparelhos respiratério e
digestorio. Como exposto por Junges (2010),
0 biocontrole mais eficiente, por meio do
melhoramento genético, é promovido pela
selecdio de linhagens com  expressao
aumentada de enzimas hidroliticas, como as
quitanases, que sdo fundamentais na
penetracdo através do hospedeiro e da
superexpressdo de toxinas inseticidas na
hemolinfa.

Os fungos comumente utilizados em
bioinseticidas no Brasil, de acordo com
Pacheco (2015), sdo Bauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, sendo
comercializados como uma suspensdao de
esporos e 0 melhor desempenho dos produtos
sdo dependentes das condi¢cbes ambientais
otimas.

Segundo Almeida et al. (2001) os
fungos, dentre os entomopatogénicos, Sao 0s

mais faceis de ser isolados, tanto de insetos,
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quanto de partes de plantas ou do solo. E os
procedimentos de isolamento variam com a
Ordem do fungo envolvido, j& que os fungos
apresentam o maior nimero de representantes
entomopatdgenos. A selecdo de isolados de
Beauveria bassiana patogénicos ao bicudo do
algodoeiro foi realizada por Silva (2001) em
diferentes regides geograficas brasileiras e o
isolado CG138 de B. bassiana destacou-se

como um dos mais virulentos.

4.1. Meio de cultura

No Brasil, segundo Faria e Magalhaes
(2001), a producdo massal de fungos se dava
a base de cereais, 0s quais fornecem
condigBes nutricionais e fisicas necessarias ao
crescimento do microrganismo, como arroz
cozido como substrato. Ap6s a colonizacdo do
arroz  pelo microrganismo, a mistura
“arroz+fungo” ¢ triturada e comercializada na
forma de p6 molhavel.

Sene et al. (2010) averiguou a producao
de conidios de M. anisopliae a base de arroz
polido (meio padréo), arroz vermelho, arroz
polido suplementado com melaco (2,5; 5 e
10)%, e residuos agroindustriais, tais como:
da cervejeira (farelo ou bagaco de cevada) e
da fecularia (farelo ou bagaco de mandioca),
arroz polido+residuo de cervejaria (1:1) e
arroz polido + residuo de fecularia (1:1).
Dentre os testados, o0 meio composto por
arroz+residuo de cervejaria foi verificado a
elevada 11,3 x

mais produgédo de
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10%conidios.g? de substrato, sem perda na
atividade inseticida e com reducdo em 50%
nos custos de producdo do fungo.

A proporcdo carbono e nitrogénio (C:N)
do meio é um importante fator a ser
considerado no desenvolvimento de meios de
cultura, sendo sua composicdo estreitamente
relacionada ao custo e qualidade do fungo,
sendo que meios ricos em C, mas deficientes
em N, tendem a produzir maior quantidade de
conidios (LEITE, et al., 2003).

Silva et al. (2012) realizaram o cultivo
de isolados de fungos entomomatdgenos. As
pré-matrizes em placas de Petri foram
preparadas com meio de cultura BDA (Agar,
dextrose e batata), a partir destas placas,
matrizes foram preparadas contendo arroz
como meio de cultura e, canjica de milho
como meio de cultura foi empregada na

preparacédo das sacolas.

4.2 Processos de fermentacéo

Em seus experimentos, Sene et al.
(2010) utilizaram erlernmeyer de 250 mL com
30g do substrato e umidade de 70 + 10%. Os
frascos foram inoculados com 0,5 mL da
suspensdo de conidios (1 x 10° conidios mL™)
e incubados em BOD (25 + 1°C, fosfatase por
12 horas, num periodo de 7 dias).

De acordo com Silva et al. (2012) a
producdo em sacolas € a empregada em escala
industrial para tais tipos de fungos. Em suas
isolados de

analises de fungos
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entomopatogénicos, utilizaram sacos plasticos
de polipropileno e como meio de cultura 400g
canjica de milho e 200 mL de solugéo aquosa
de é4cido citrico a 0,3gL™. Apés esterilizagdo
por 40 minutos a 120°C em autoclave, foram
inoculadas com 40 mL da suspensdo obtida
das matrizes e, mantidas na sala de
germinacao climatizada a 26 + 2°C e fotofase
de 12 foras por 15 dias.

Mascarin e Quintela (2013) apresentam
uma técnica de producdo do fungo M.
anisopliae com todas as etapas e condigdes
para o cultivo de tal fungo. Neste trabalho é
fornecido metodologias para o preparo do
inoculo inicial, a producdo do fungo em arroz,
a secagem em estufa elétrica, a extracdo dos
conidios secos, a secagem final e o modo de
armazenamento. A  producdo se da
basicamente por fermentacdo semi-solida, em
que o fungo coloniza o cereal e sdo realizadas
em sacos plasticos, sob temperatura ambiente
de 25°C, com um tempo de fermentacdo de 7
a 8 dias, apds esse periodo a viabilidade dos
conidios pode ser comprometida, pois sofrem
estimulo para germinar.

Thomazoni et al. (2014) realizaram a
producdo de conidios de M. anisopliae e B.
bassiana em arroz. Para tal, sacos de
polipropileno contendo 200g de arroz polido e
pré-cozido por 3 minutos em agua fervente
foram autoclavados por 15 minutos a 120°C.
foi realizada a

Apos 0 resfriamento,

inoculacdo de 10 mL da suspensdo de
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conidios. Os sacos foram incubados a 26 +1°c
e 12 horas de fotofase por sete dias.
Posteriormente o seu contetdo ficou exposto
a um fluxo de ar em bandejas de plastico em
camara asseptica por quatro dias, sob
temperatura de 25 %1°c e 24 horas de
fotofase.

A partir do exposto, a fermentagéo
semi-solida é a mais empregada, sendo o
arroz, o cereal predominante na producdo de
micoinseticidas. As sacolas plasticas sdo 0s

locais utilizados para germinacao e condicoes

ambientais amenas S30 necessarias a
manutencdo do cultivo.
Michereff  Filho et al. (2007)

apresentam um panorama do emprego de
micoinseticidas no Brasil e afirmam que, séo
vendidos tal como sdo produzidos, ndo héa
uma formulacdo, ou seja, ndo ha adicdo de
substancias que Ihe assegurem melhorias na
eficiéncia de controle, conservacdo ao
armazenamento ou praticidade de manuseio,
que resulte em vantagens em relagédo do
produto bruto. S&o comercializados como p6-

molhéavel ou mistura “arroz+fungo”.

5. BIOINSETICIDAS VIRAIS
(1999) afirma ser o

Baculovirus ¢ o mais estudado dentre os

Castro et al.

agentes entomopatogénicos virais. Esse virus
¢ composto por uma fita dupla de DNA e

pertence a familia Baculoviridae que é
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taxonomicamente dividida em dois géneros:
Nucleopolyhedrovirus e Granulovirus, que
diferem pela morfologia do corpo de
(NPV)

possuem corpos de inclusdo poliédrica (PIB),

oclusdo.0s  nucleopoliedrovirus
contendo multiplas particulas virais, enquanto
os granulovirus (GV) contém, em geral,
particulas  Unicas, ocluidas em corpos
proteicos de forma ovoide.

Segundo Dantas (2010) a infeccdo do
inseto ocorre por ingestdo dos poliedros virais
e a penetracdo ocorre nas células epiteliais do
intestino médio. Os nucleocapsideos sdo
transportados para o nucleo das células, logo
ap6s a penetracdo, liberando o seu DNA e
iniciando o processo de replicacdo viral. Nos
estagios finais da infeccdo na lagarta, ocorre a
ruptura das células, seguida da morte do
inseto e oclusdo de novos virus. Atua
principalmente no controle da lagarta-do-
cartucho do milho Spodoptera frugiperda,
que causa danos consideraveis as culturas de
milho.

De acordo com Almeida e Batista Filho
(2001) o isolamento de virus da familia
Baculoviridae, principal representante dos
virus entomatdgenos, também é possivel a
partir de amostras de solo, assim como fungos
e bactérias, porém exige mais tempo para a
purificacdo em relacdo as bactérias e aos
fungos e, de insetos suscetiveis a fim de que

se possa testar a patogenicidade e obter a
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replicacdo, j& que sdo  hospedeiros
obrigatdrios.

Moscardi e Souza (2002) apresenta uma
lista os insetos alvo por baculovirus e os
respectivos paises que utilizam a pratica em
determinadas culturas. Mostra o caso de
sucesso do seu emprego no controle da lagarta
da soja. Apresenta ainda, que o emprego de
baculovirus é realizado apenas uma Unica vez
durante a safra, contra uma média de duas
aplicacbes com inseticidas  quimicos,
resultando em beneficio econémico da ordem

de cerca de R$ 10,00 por alqueire.

5.1. Producéo comercial

Segundo Alcantara e Martins (2014) a
producdo de baculovirus é feita in vivo,
através de lagartas infectadas no campo. As
lagartas passam por um processamento para
purificacdo do virus em laboratério. Assim,
este  processo  rustico,

possui  algumas

limitacBes, pois a producdo depende da
presenca das lagartas, ou seja, s6 pode ser
feita durante a época da producdo da cultura
infectada.

Valicente et al.(2010) fornecem as
etapas e condi¢bes do processo em grande
escala de baculovirus, que envolve
basicamente a criagcdo massal do hospedeiro
sadio, sequida da infeccdo do hospedeiro com
0 agente de controle biologico e coleta e

armazenamento do hospedeiro apos a morte.
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Primeiramente realiza-se a producéo

massal do hospedeiro alternativo

artificialmente  em salas de criagdes
aclimatizadas, em condicBes assepticas e
controladas. A sala de criacdo do hospedeiro
sadio fique separada fisicamente do local
onde se faz a infeccdo, a coleta e o
armazenamento do hospedeiro infectado. No
caso de contaminacdo da colbnia, esta deve
ser reiniciada com lagartas sadias. A
temperatura ideal para a criagdo da lagarta-do-
cartucho é de 25°C. A umidade relativa do ar
deve ser mantida em torno de 70+10% para
que ndo haja ressecamento da epiderme dos
insetos, e mesmo a proliferacdo de
contaminantes no recinto. Cria-se os adultos
(mariposas) em gaiolas sob uma dieta de
agua, mel e acido ascérbico (10%).

A etapa seguinte, de infeccdo, é
realizada no 7° dia de idade as lagartas, que
sdo submetidas a exposicdo ao baculovirus,
produto comercializado, por 24 a 48 horas, a
temperatura do laboratério de incubagdo
também deve permanecer em 25°C. Lagartas
cujo ponto ideal de infeccdo foi monitorado
produzem uma maior quantidade de
poliedros/lagarta aumentando o rendimento e
diminuindo o custo de producéo.

Quando produzido em larga escala, o
fator limitante é o rompimento do tegumento
apos a morte, fazendo com que o liquido
interno extravase e dificulte a coleta e
material. E

armazenamento do alguns
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isolados conseguem se multiplicam sem
liquefazer as larvas, assim as lagartas mortas
podem ir para o0 processamento e formulacéo,
ou serem congeladas em freezer para posterior
processamento. As lagartas mortas infectadas
com baculovirus permanecem viaveis por
mais de 1 ano quando congeladas a -20°C.

De acordo com Almeida et al. (2001) a
purificacdo é realizada através da maceracao
das lagartas mortas, filtragem e centrifugacéo
da suspensdo para retirada de residuos.
Afirma ainda que dentre 0s microrganismos,
sdo o0s mais facies de

0S virus ser

armazenados, podendo-se utilizar uma
suspenséo aquosa em geladeira (+10°C).

A producéo de baculovirus como Bl de
acordo com o exposto acima se da ainda in
vivo, em que lagartas do cartucho do milho
sdo empregadas para replicacdo do virus.
Havendo o modo de producdo por coleta de
lagartas em campo e o de criacdo das lagartas
sadias em laboratorio

para  posterior

contaminag&o.

6. NOVAS PERSPECTIVAS

Dantas (2010) apresenta perspectivas ao
uso de BI virais. Segundo o autor um fator
limitante ao emprego de virus € a
impossibilidade (técnica e econdmica) de se
produzir Baculovirus in vitro, com o emprego
de células de insetos em biorreatores de
grande porte, sendo que o maior desafio

apresentado é a instabilidade genética gerada
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pela passagem seriada em cultivo nas células
de insetos.

Almeida (2010) estudou estratégias de
producdo in vitro de BI viral selvagem e
recombinante, realizando 0s experimentos

laboratoriais em batelada e batelada
alimentada. No processo produtivo foram
empregadas células do inseto Spodoptera
frugiperda, e constatou-se que a batelada
alimentada permitiu aumento de trés vezes na
producdo de corpos de oclusdo (OB) quando
comparada a producdo em cultivo em batelada
(5,3x10" e 1,8x10" OBmL™, respectivamente).
Ja Dantas (2010) avaliou o efeito da adi¢édo de
colesterol e ecdisona na producdo in vitro do
baculovirus, também em células de
Spodoptera frugiperda, sendo observada uma
queda na producdo de OB de 170 para 92 da
terceira para a quarta passagem e indicou
influéncia negativa da adigdo do colesterol e
positiva na adi¢do do hormonio.

Duarte (2015) afirma que atualmente as
biofabricas que comercializam micoinsetcidas
o fazem na forma de conidios aéreos
produzidos por método de fermentacdo semi-
solida, empregando substratos a base de
cereais, tal como exposto na se¢do 3 de
Fungos Entomopatogénicos. O autor propde
que o cultivo de fungos através da
fermentacdo submersa. A expectativa é que
por meio desta seja possivel produzir grandes
fases

quantidades de blastosporos,

leveduriformes, microesclerédios ou conidios
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submersos em um curto intervalo de tempo.
Além disso, a fermentacdo submersa requer
menor espago fisico e pouca dependéncia de
méao-de-obra em relacdo ao método de
fermentacdo solida. Entretanto os resultados
desta pesquisa ainda ndo estdo disponiveis.

(2016)

desenvolvidos pelo engenheiro agrénomo e

Silveira relata  estudos
entomologista Luis Garrigds Leite sobre a

producdo de Bl por nematelmintos em

simbiose com bactérias e prevé a
comercializacdo do produto no Brasil entre
2017 e 2018. Acredita-se que este produto
atue por contato no controle dos insetos, sem
causar danos a cultura vegetal. O mecanismo
de acdo do BI se baseia na penetracdo do
nematoide por orificios presentes no corpo
dos insetos e, uma vez dentro do organismo,
liberam as bactérias que causam septicemia,
Os

estudados sdo dos Qéneros Steinerma e

matando-os em 48 horas. vermes

Heterorhabditis que estabelecem simbiose

natural com as bactérias dos géneros

Xenorhabdus e Photorhabdus,
respectivamente. O meio de cultura usado €
composto por gema de ovo, 6leo vegetal e
extrato de levedura. A comercializacdo
produto Bl é realizada com os vermes
envoltos em diatomita, um po de origem
mineral,

capaz de conservar 0s vermes

Umidos e em estado de laténcia, sendo

ativados quando diluidos em agua.
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7. CONCLUSOES

Os bioinseticidas constituem uma
alternativa aos inseticidas quimicos, com
menores dados ao meio ambiente e ao
consumidor possibilitando o controle de
insetos nas lavouras.

Devido as caracteristicas bioldgicas, o
B. thuringiensis (Bt) destacou-se como a
principal bactéria utilizada no controle
bioldgico de insetos. A pratica do emprego de
plantas trangenicas modificadas com genes de
Bt tem permitido reduzir efetivamente os
danos causados

por insetos-pragas e,

consequentemente, reducdo do uso de
inseticidas quimicos, sem causar danos aos
inimigos naturais e demais seres presentes no
meio ambiente.

Os entomopatdgenos independente da
origem  (bacteriana, fungica ou viral)
demandam de estudos a cerca do melhor
modo de como

producéo selecdo do

microrganismo  ideal, otimizacdo  dos
processos fermentativos, emprego de matérias
primas de baixo valor comercial. Os residuos
agroindustriais que viabilizam 0s processos ja
estdo sendo avaliados como matérias primas
alternativas para producéo de BI.

O emprego de fungos e virus necessita
de maior estudo em relagdo aos processos
produtivos, formulacdo e a quantia aplicada
para controle dos insetos em campo. Em
especial aos fungos que possuem um grande

nimero de representantes.
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Os processos fermentativos envolvidos
na producéo industrial séo
predominantemente descontinuos, ou seja, em
batelada que propicia melhores condigcdes
para que ocorra a esporulacédo, fase em que se
Os

envolvendo bactérias sdo em geral submersos,

produzem as toxinas. processos
enquanto que na producdo dos fungos os
meios semi-solidos se mostram 0S mais
indicados.

O Brasil

produtor de Bl devido ao elevado custo de

ainda ndo é um grande

producdo, a concorréncia com os inseticidas

quimicos e a escassez de incentivo ao

desenvolvimento de formulagdes e novos
produtos.
A integracdo do uso de plantas capazes

de expressar as toxinas de Bt e a

conscientizagdo do produtor perante o uso de
bioinseticidas consiste em um dos principais

desafios apresentados para sucesso da

alternativa ecologicamente correta.
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