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RESUMO 

 

O milho é um dos principais grãos da produção nacional, mas a sua produtividade não 

corresponde a potencialidade. Pragas como Spodoptera frugiperda tem afetado 

diretamente sua cultura. Nos últimos 50 anos, a forma mais efetiva de controle é o uso 

de pesticidas químicos que tem apresentado diversos problemas ambientais e de 

saúde pública. O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria gram-positiva, esporulante, 

que possui a capacidade de produzir inclusões cristalinas com ação tóxica contra 

insetos. Bioinseticidas fabricados a partir de Bacillus thuringiensis são uma alternativa 

biológica aos inseticidas químicos. O biopesticida é fabricado incluindo os esporos e 

endotoxinas. Viabilizar o uso de agrosubstratos locais para a produção desta bactéria 

é uma alternativa para diminuir custos e fornece um produto acessível. O objetivo 

desse trabalho foi produzir endotoxina por B. thuringiensis utilizando meios 

alternativos constituído por extrato de palma e líquido metabólico microalgas 

fotossintetizantes. O B. thuringiensis foi cultivado em meios constituídos por extrato 

de palma e líquido metabólico do cultivo de Arthrospira platensis (meio A), ou 

Scenedesmus sp. (meio B), ou Chlorella vulgaris (meio C), ou Dunaliella tertiolecta 

(meio D). Os mesmos com ou sem a adição de ureia foram colocados em frascos de 

Erlenmeyer de 50mL contendo 20 mL de meio por 96 horas, 200 rpm e 30°. Foram 

analisados a densidade óptica (DO), biomassa, número de esporos, quantidade de 

endotoxinas produzidas e visualização dos cristais de endotoxinas por microscópio 

eletrônico de varredura. Os meios de cultura constituídos por líquido metabólico de C. 

vulgaris com e sem ureia, constituído pelo líquido metabólico de Scenedesmus sp. 

com uréia obtiveram os maiores valores de DO, biomassa, produção de esporos e de 

endotoxinas, com resultados próximos aos obtidos pelo meio de cultura padrão LB.  

Esses dados demonstram o potencial dos micro-organismo constituídos por extrato 

de palma e sobrenadantes de líquido metabólico dos micro-organismos 

fotossintetizantes para produção de endotoxinas produzidas por B. thuringiensis. 

 

Palavras-Chaves: biolarvicida, Bt, micro-organismos fotossintetizantes, extrato de 

palma, uréia 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

1.1 A cultura do milho e a produção mundial 

A questão da oferta agrícola é algo que marca profundamente as populações 

mundiais ao longo dos anos. No entanto o uso em diversas indústrias de 

processamentos de forma prioritária, torna este produto uma cultura de estratégia na 

produção nacional. Sendo um dos principais grãos nacionais pelo uso versátil em 

vários ramificações industriais, pelo subsídio a alimentação humana e animal, como 

também pelo caráter social de sustento de uma gama de pequenos produtores (IBGE, 

2006, p. 146). 

O milho (Zea mães L.) é uma gramínea, pertencente à família Poaceae, ordem 

Poales. Tem como provável região de origem a região central ou México, já que os 

primeiros registros foram em ilhas próximas a essas regiões. Foi umas das primeiras 

culturas a ter seu cultivo dominado pelo homem, sendo os primeiros cultivos 

registrados em civilizações pré-colombianas. Após a retomada de Colombo das 

Américas, começou a ser introduzida na Europa. Desde a antiguidade ocorre a 

seleção natural e artificialque geraram uma diversidade de mais de 300 tipos, em 

diferentes condições ecológicas. Essa diversidade torna o grão com grande variedade 

de genótipos (BURANELLO, 2009; PATERNIANI, 1993). 

No atual cenário econômico os commoditties são essenciais para a 

estabilização da balança do mercado, sendo afetados diretamente por ela (CEPEA, 

2013). Atualmente, o milho é um dos principais commodities produzidos, com seu 

valor acrescido basicamente em grãos “in natura”, sendo utilizado para diversas áreas. 

Tendo uma grande valia como cultura mundial devido aos seus valores nutricionais. 

Ele é caracterizado como uma fonte energética pela grande quantidade de 

carboidratos, onde cerca de 72% da sua composição aproximadamente é de amido, 

contendo ainda lipídeos, fibras alimentares, vitaminas importantes e proteínas 

também podem ser encontradas.  Sendo assim, mais da metade da sua safra é 

destinada ao consumo animal (DIAS e PAES, 2006; FANCELLI e DOURADO NETO, 

2000; Souza e Braga, 2004). 

Pelo alto grau de nutrição é conferido uma grande diversidade para suas 

aplicações culinárias. Puro ou acrescido de ingredientes, é uma importante fonte 

energética que compõe várias receitas. Contrariamente aos outros ingredientes 
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presentes no dia-a-dia, o milho fica com sua casca que é rica em fibras e auxilia na 

eliminação de toxinas do corpo humano. Na indústria é utilizado na produção de vários 

subprodutos, como: óleos, margarinas, maioneses e outros componentes. O amido 

ainda pode passar por processos e ser transformado em dextrina componente de 

adesivos e xaropes, por exemplo, ou ainda em dextrose que é utilizado em enlatados, 

como também em frutose, um dos principais adoçantes na produção de bebidas e 

doces. Atualmente também é utilizado como polímero biodegradável. No EUA, por 

exemplo, a grande maioria de produtos das mais variadas origens de produção tem 

componentes pertencentes ao milho. Contudo seu uso prioritário é para alimentação 

de suínos e aves (OKUMURA et al., 2011; ABIMILHO, 2017; PEIXOTO, 2002) 

A respeito da sua origem não há apenas uma teoria. Weatherwax (1954), 

defende o que chamamos de teoria divergente, onde o milho, teosinto e o tripsacum 

originaram-se de um de um ancestral único. Numa segunda possibilidade o milho e o 

teosinto teriam um ancestral comum de onde divergiram. Na terceira hipótese e mais 

amplamente aceita o milho se diversificou a partir do teosinto. Essa última teoria tem 

se baseado em comprovações genéticas e citológicas, ambos são formados por 20 

pares homólogos de genes e geram a primeira filiação fértil. No entanto, há uma 

grande diferença das variações de milhos para este possível ancestral, já que a 

pressão de mudanças através das seleções é constante (Bennetzen et al; Serratos, 

2012) 

O grau de seleção é tão grande que as espécies só sobrevivem com o 

investimento de cuidados e tecnologias interferindo diretamente. Para atingir um bom 

desenvolvimento dos grãos é necessário um clima adequado e uma oferta regular de 

água. É o cereal mais cultivado do mundo constituindo-se como uma das bases 

alimentar em muitas regiões (NASS; PATERNIANI, 2005; ROSAS- CASTOR et al., 

2014). Ocupa a posição de segundo maior volume mundial em grãos. Três países 

prioritariamente concentram a maior parte da produção. Sendo eles: EUA, China e 

Brasil. Na produção o Brasil ocupa o terceiro lugar. Já no restante dos produtores há 

uma divisão bem equilibrada, onde os 10 maiores produtores após os principais 

concentram um pouco mais que 10% da produção total (USDA, junho/15) 

 

 
 
 
 
 



3 

 

Figura 1 - Principais países produtores de milho na safra 2015/16 

 
Fonte: USDA, junho/15 

 

O mercado internacional do milho possui diversos países importadores.  Sendo 

os principais exportadores: EUA, Brasil que ocupa a segunda posição seguido pela 

Argentina. Esses países somam mais de 70% das exportações (PEIXOTO, 2014). De 

forma estrutural os Estados Unidos têm uma política mais consolidada em seus 

estados para sustentar a produção do milho. Essa produção é destinada a geração 

de ração para animais e produção de etanol, além do consumo humano. Já no Brasil, 

há uma fragmentação da política nacional para sustentar a produção nacional. Essa 

ação seria muito importante para a articulação ao mercado internacional (GLAT, 

2010). 

 A redução da produção americana no ano de 2012 e os aumentos dos preços 

geraram preocupação no mercado que tem suas limitações regionais.  As 

necessidades que precisam ser atendidas nos próximos anos através de investimento 

em tecnologias que estabilizem essas produções. Apesar dos países principais terem 

grandes produções, o valor da exportação ainda é baixo diante das demandas do 

mercado o que causa uma divisão em equidade pelos principais importadores que em 

2016 foram: Japão, México, União Europeia e Coréia do Sul. Até 2020, haverá um 

aumento na diversidade de áreas cultivadas pela expansão territorial. Os países 

participantes desta expansão serão China, Brasil e o continente Africano. No entanto, 

a China tem limitações ambientais e o continente africano tem limitações 

institucionais. Apesar das mesmas limitações institucionais o Brasil tem áreas 
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consideráveis que podem ainda ser incorporadas e a possibilidade de um aumento 

significativo da segunda safra (USDA, 2012; ALVES e AMARAL, 2011). 

 

1.1.1 A cultura de milho no Brasil 
 

No Brasil, antes da chegada dos colonizadores, já havia o consumo de milho 

pelos índios, como um dos principais ingredientes da sua dieta. Após a chegada dos 

portugueses esse é um hábito que vai sendo incorporado a alimentação da população 

(APROSOJA, 2016). Além de ocupar a terceira posição em relação a produção, o país 

é quarto maior consumidor e o segundo maior exportador. Colaborando para a 

dimensão e importância deste grão no país. Diante da demanda de um mercado que 

vem crescendo nos últimos anos. Os três maiores exportadores: EUA, Brasil e 

Argentina, criaram a The International Maize Alliance (Maizall) que visa o aumento da 

produção desses países, como também a produtividades dos mesmos. Desta forma, 

essas alianças tem o objetivo de avaliar barreiras regulatórias deste cereal, 

promovendo um fornecimento cabível as necessidades das exportações (ESTADOS 

UNIDOS, 2016).  

 Dos países que compõem essas alianças, o Brasil se destaca pela produção 

em duas safras anuais. A produção é relativamente dispersada em regiões. O destino 

da produção do país visa atender a demanda nacional e garantir excedente para a 

exportação com plantios em todo país. Na primeira safra, chamada plantio de verão, 

tem a sua realização em períodos chuvosos que varia entre o final de agosto, na 

região Sul, até os meses de outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste (no 

Nordeste este período ocorre no início do ano). Já no plantio de segunda safra ou 

safrinha, no período de inverno, ocorrem depois da soja precoce nas região centro-

oeste e nos estados do Paraná e São Paulo. Esse cultivo começou como um cultivo 

sem pretensões, mas atualmente tem se tornado maior que o cultivo da primeira safra, 

já que na primeira safra há uma preferência pela soja (MAPA, 2013).  

Nos últimos anos é possível observar uma queda considerável da primeira safra 

que se estabelece pela rentabilidade da soja e um risco menor para a produtor. Já na 

segunda safra ao longo dos anos a produção cresceu, já que é necessário uma cultura 

rotacional com a soja e estabelecer um fornecimento para a entresafra favorecendo o 

mercado internacional já que ocorre no período da safra do hemisfério norte e das 

demandas internacionais que surgiram desde 2013 pela seca dos EUA, 



5 

 

conjuntamente com a necessidade mundial comandada pela China. Apesar de uma 

produção diferenciada a segunda safra ainda tem menor produtividade, implicando 

diretamente na produção e economia nacional (CONAB, 2016)  

 

Tabela 1- Produção e produtividade de milho no Brasil das safras de 2010–2011ª 2015–2016 

 
Fonte: Elaborada com dados da Conab (2016). 

Apesar de demonstrar uma das melhores taxas de crescimento na área 

agrícola. Sendo a segunda maior área cultivada e a segunda maior produção, tendo 

a sua taxa de crescimento em exportação sendo validada ao longo dos anos. O Brasil 

tem esbarrado em problemas antigos, com potencial para a produção de que 

equivalente 16 toneladas por hectares, temos produzido, em média, (5.110 kg ha-1) 

apenas. Na região Nordeste, a produtividade média é ainda menor (2.262 kg ha-1), 

sendo que no estado do Rio Grande do Norte essa produtividade é de apenas 448 kg 

ha-1 recolocando os números nacionais inferiores que o potencial (MONTEIRO et al., 

2000; CONAB, 2017). De acordo com Buranello (2009) França, Itália e os Estados 

Unidos conseguem alcançar produtividade que chega a 8 kg por hectare. Mesmo com 

esses indicadores baixos, é necessário investimento no potencial para a 

produtividade. Essa baixa produtividade está diretamente atrelada ao não uso de 

tecnologia, onde apenas 11% dos produtores tem acesso a essas tecnologias. 

 

 1.2 Características de Spodoptera frugiperda 

 

Há um impacto gerado pela remoção da vegetação para o cultivo. Sendo assim 

reajustado e afetado o processo de sucessão natural das espécies. Com a grande 

área plantada no Brasil, cultivos sucessivos, aplicabilidade reduzida dos manejos 

necessários tornam viáveis o surgimento de pragas. Os insetos considerados pragas, 

são aqueles capazes de causar danos nas plantas que geraram um déficit econômico, 

gerando uma diminuição da produtividade ou na qualidade final do produto. Com o 
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passar dos anos essas espécies de plantas evoluem, assim também as espécies de 

insetos acompanham essa evolução em um processo de coevolução (METCALF E 

LUCKMAN, 1994). 

A lagarta Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) da ordem Lepidoptera, é 

umas das principais pragas da cultura do milho no Brasil que ocasiona a destruição 

do cartucho, por isso também é chamada de lagarta-do-cartucho. Seus danos são 

ocasionados pela a sua ação direta na lavoura afetando o rendimento, como também 

a dificuldade do seu controle através de métodos tradicionais e a recorrência nas 

safras. Em todos os estágios do desenvolvimento da planta é afetado pela lagarta, 

causando prejuízos diretos ao grão. A praga ainda pode facilitar o ataque de outros 

microrganismos (MORAES et al., 2015). 

É considerada uma espécie endêmica do hemisfério ocidental com grande 

capacidade de dispersão, holometabólico, ou seja, passa pelas fases de ovo, larva, 

pupa e adultos. Seus centros de imigração estão localizados nos trópicos, mas a sua 

primeira ocorrência foi relada em 1797 na América do Norte, na Geórgia. É um inseto 

de metamorfose completa, as fêmeas podem colocar de 1000 a 2000 ovos. A eclosão 

das lagartas ocorre em três dias, ficando localizadas no interior das folhas jovens de 

onde se alimenta dessa região conhecida como “cartucho” e perfuram toda a planta. 

A duração do período larval tem seu estágio em torno de 15 a 20 dias, quando 

completamente desenvolvida a lagarta mede 40mm de comprimento. No final desse 

período a lagarta penetra no solo passando ao estágio de pupas. O indivíduo adulto 

pode ser encontrado próximo ao solo ou nas folhas. O macho apresenta asas mais 

escuras, mas a fêmea carrega asas cor de palha ou pardas, chegando a quase 3 cm 

(VALICENTE & CRUZ, 1991; GALLO et al, 2002; CRUZ, 2008) 

Dependendo de qual fase de vida a lagarta há um acúmulo de dejetos no centro 

da planta pelo processo de dano causado nas folhas. O parênquima foliar de uma das 

faces da folha do milho é acometido pelas lagartas recém eclodidas, perdendo a 

coloração, em estágios mais avançados há a perfuração e destruição do cartucho. O 

ataque também pode se dirigir para a região da espiga, onde essa ação contra o 

pedúnculo pode causar danos a formação de grãos. Ainda na espiga pode se 

alimentar diretamente dos grãos pela parte basal. Os danos mais severos são 

causados por lagartas de maiores instares pelo seu tamanho e proporção da 

alimentação. Além disso, a abertura de poros ao longo da planta amplia a gama de 
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outros hospedeiros como bactérias e fungos que podem facilitar a morte da planta. 

(CARVALHO, 1982; BIANCO, 1991; VALICENTE & CRUZ, 1991). 

O ataque ocorre em todos os estágios de desenvolvimento do milho. As perdas 

podem reduzir em 34% a 52% o rendimento das plantas. Em função dos sucessivos 

ataques as perdas passam dos 500 milhões de reais perdidos anualmente. O controle 

desta praga é um desafio ao produtor, já que há uma grande diversidade hospedeiros 

disponíveis ao longo do cultivo, como também a deficiência na dimensão dos ataques 

e estágios já que uma variação na localidade do desenvolvimento e a exposição 

externa não dimensiona o grau de incidência (CRUZ et al., 2002; FIGUEREIDO et al., 

2005; GALLO et al., 2002). 

  
Figura 2 -  Estágios de desenvolvimento de Spodoptera frugiperda. Postura de ovos (A); larvas de 

primeiro ínstar (B); lagarta em dieta (C); pupa no solo (D). 

 
Fonte: www.fmcagricola.com.br/coletaneafmc.aspx 

1.2.1 Tipos de controle 
 

No Brasil, o principal controle utilizado desta praga é o controle químico através 

da pulverização de inseticidas. Atualmente existe mais de 100 produtos registrados 

em diversas classes para o controle da mesma. No entanto, há um uso excessivo 

deste método de controle, baseado em calendário predeterminados e na ausência de 

monitoramento adequado. Atualmente se gasta quase 2 bilhões de reais nesta forma 

de controle (FERREIRA et al, 2010). 
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Em uma pesquisa realizada recentemente foram testados os inseticidas 

inseticidas Lambda-cialotrina utilizado juntamente com Chlorantraniliprole, 

Metoxifenozida e Cipermetrina, onde o número de lagartas vivas frente a testemunha, 

foi reduzida em pelo menos uma análise. Porém nenhum dos produtos apresentou a 

eficiência mínima de 80% de controle, contra as lagartas do cartucho. No grupo de 

reguladores do crescimento é muito utilizado o lefenuron que possui uma eficiência 

comprovada (NERI et al, 2005). A planta do milho absorve o silício do solo. Depositado 

nas paredes das células, gera benefícios para a planta, aumentando a sua resistência 

vegetal quando há ataques de insetos e patógenos (NOJOSA et al, 2006) 

Há uma grande variedade de medidas sendo empregadas para a lagarta que 

perpassam desde o controle químico, cultural e biológico (CRUZ, 1995). No entanto, 

o emprego do controle químico não tendo rendido respostas suficientes ao uso 

(BARROS, 2010). Para o controle biológico uma das alternativas são uso de insetos 

predadores, parasitóides ou patógenos. Os predadores se alimentam dos ovos e 

lagarta, sem causar danos a lavoura. Esses insetos são reguladores naturais que não 

influenciam na gama de produção. Os parasitoides utilizam a lagarta ou seus ovos 

como hospedeiros (CRUZ, 2008). Outro tipo de controle é seleção e aplicação de 

plantas resistentes que combinem características genéticas específicas, onde as 

mesmas vão desenvolver mecanismos genéticos através da seleção natura que as 

impediram de ter um maior ataque da lagarta em conjuntura com a atração de 

predadores da mesma (TRACY, 2001). 

Um dos parasitoides utilizados no controle biológico é o Telemonus remus que 

é capaz de parasitar todas as camadas dos ovos dos hospedeiros. É originário da 

Malásia e Nova Guiné, mas introduzido no Brasil na década de 80. É considerado uma 

forma de controle promissora em alguns países atingindo níveis de controle 

satisfatório (POMARI, et al 2013). No entanto, há uma realidade diferente no Brasil. 

As fêmeas desses insetos são capazes de trabalhar durante dia e noite, o que eleva 

as suas chances. Contudo há um método de liberação correta e o controle que deve 

ser feito (IVAN, 2016) 

Tesourinhas, como a Doru luteipes também são utilizadas para métodos de 

controle biológico. A sua utilização é devido ao seu elevado número de consumos de 

ovos por dia, tanto pelos adultos como pelos mais jovens. No entanto, é necessária 

uma grande quantidade do predador nas plantas afetadas para ter uma redução 

significativa e gerar um controle. Além disso a atração de predação só ocorre quando 
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há um pico populacional. No entanto essa eficiência só seria mais significativa se essa 

atração ocorresse antes do pico, já que há uma comum ocorrência dos mesmos nas 

plantações (WAQUIL et al, 2016; NONINO, 2007).  

Além dos controles com parasitas e predadores também é possível realizar o 

controle com baculovirus. Que são vírus que produzem um certo grau de toxidade 

para as lagartas. Os baculovirus isolados da lagarta recebem o nome do seu 

hospedeiro. Atualmente há o uso de um pó que está sendo usado para pulverizar as 

lavouras, feito a partir de isolados da própria lagartas tratadas em laboratório com 

dietas específicas. O ciclo consiste quando são inseridos, se dissolvem, ocorrendo a 

liberação das partículas virais penetrando nas células do intestino e se multiplicando 

no seu núcleo (VALICENTE, 2010). As partículas são capazes de atingir e atravessar 

membranas, chegando na hemolinfa e causando uma infecção sistêmica. A célula 

infectada forma novas partículas virais que penetram em poliedros. Essas células 

rompem-se e são liberadas grandes quantidades de poliedros, tornando a lagarta 

debilitada. No entanto a morte só ocorre em torno de sete dias após a inoculação 

(MOSCARDI, 1983) 

Além das formas citadas, as técnicas inovadoras que surgiram do advento da 

tecnologia genética. São a introdução das plantas geneticamente modificadas que 

carregam genes de bactérias entomopatogênicas no seu DNA. Essa inserção de 

genes resistentes conferem ao milho capacidades de resistência dos ataque das 

principais pragas da cultura. Essa resistência é adquirida através das propriedades 

produzidas pelas proteínas do Bacillus thuringiensis. O gene introduzido codifica as 

capacidades inseticidas da bactéria em partes das plantas que quando ingeridas vão 

conferir a morte dos insetos causando danos as células epiteliais (Loguercio et al. 

2002). 

No passado, o controle de pragas baseava-se no método de aplicação em larga 

escala e continuada de inseticidas, devido ao baixo custo e largo espectro. Entretanto, 

com o tempo verificou-se que essa prática era inadequada por provocar contaminação 

no agroecossistema causando desta maneira, seu desequilíbrio. Sendo assim, nas 

décadas de 50 e 60, surgiu o conceito de controle integrado de pragas, cuja 

característica é empregar com maior amplitude as táticas de controle dos agentes 

nocivos (CARVALHO; BARCELLOS, 2012). 

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) onde são utilizadas táticas isoladas ou 

associadas baseadas no contrapeso do custo/benefício, levando em conta os 
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impactos implicado em nível local, social e ambiental. Está técnica de manejo não visa 

a exclusão dos métodos, mas o uso racional dos métodos de controles disponíveis 

através de técnicas que mensurarão nas quais pragas primárias e secundárias. Desta 

forma, também se define qual a menor população que causará danos aquele cultivo e 

qual forma de prevenção e remediação que causará menos danos aos cultivos e as 

populações de ação positiva sobre as pragas. Fazendo equivalências entres esses 

danos e os melhores padrões de ação. É uma técnica de monitoramento constante e 

especifica desde a fase vegetativa e reprodutiva da planta. Onde é decidido a 

associação a pulverização ou não em determinado tempo de cultivo. Desta forma 

usando daquilo que está disponível para controle de forma a acarretar menos danos 

ao ambiente e as culturas. Dessa forma os bioinseticidas tem proporcionalidades 

financeiras e específicas de ação para serem utilizados neste agrupamento de táticas 

(CRUZ, 1999; PICANÇO, 2004). 

 1.2.1.1 Problemas no controle  
 

Um dos fatores de ingerência desta praga, no Brasil, é oferecimento de uma 

grande variedade de hospedeiros ao longo de um ano de sucessivas culturas e do 

seguimento entre safra e safrinha. Esses cultivos comerciais tem uma grande 

capacidade de hospedar e de sustentar o ciclo de vida de uma safra a outra. A 

extensão territorial também disponibiliza que essa diversidade não restrita da dieta 

seja alimentada pela grande diversidade em quantidade de cultivares ao longo das 

potencialidades cultivadas em cada região do país (BARROS et al, 2010) 

Além de ser uma praga de controle difícil, a ineficácia do seu manejo tem sito 

causada pela falta de monitoramento adequado (MELO et al, 2011). Dessa forma, há 

um combate tardio atrelado ao mal uso de inseticidas. As aplicações são realizadas 

de forma inadequada, sem conhecimento ou avaliações prévias em relação a 

quantidade ou formas mais eficazes das ações especificas, ou seja, há um aumento 

no custo para o controle sem o aumento eficiência (GALLO, et al 2010). 

Uma das dificuldades com o milho Bt é seleção de espécies resistentes que 

reduz a vida útil da tecnologia. Isso ocorre pela morte de indivíduos não resistentes e 

a seleção, seguida de reprodução de indivíduos resistentes que perpassam essas 

características para novos indivíduos que já carregaram essa capacidade (MENDES 

et al., 2011; ZANCANARO et al., 2012). Dentre as estratégias que poderiam ser 
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utilizadas nesta resistência seria o uso de áreas refúgios contendo o milho 

convencional (MENDES et al, 2011). 

A substituição de agrotóxicos por milho Bt aconteceu de forma muito mais 

rápida que o esperado no Brasil, em 2013 já alcançava mais de 80% da área cultivada 

nacional. No entanto, o uso inadequado da tecnologia trouxe a proliferação das 

espécies de lagarta-do-cartucho já resistentes em território nacional. Sabe-se que pelo 

menos mais três espécies de lepidópteras também já se tornaram resistentes. Em 

outros países como EUA e Porto Rico, há relatos também de resistência. Em dois 

anos essas resistências passaram também para outro estágio, onde os insetos 

conseguiu uma vantagem de crescimento populacional nas culturas. Embora haja 

uma regulamentação de áreas de refúgio em outros países, o que coloca em atraso a 

política brasileira que não tem essas mesmas normas na agricultura. Essa forma de 

proteção sozinha não é suficiente para alcançar a desaceleração da evolução desses 

insetos. Em combinação com outras táticas, a descoberta de novas toxinas Bt é 

essencial para a processo de desenvolvimento de um meio eficaz para o combate aos 

prejuízos (WAQUIL et al., 2016; TABASHNIK et al., 2013). 

Essa resistência pode ser atrelada pelos fatores também inerentes a própria 

espécie, como; ecológico e comportamentais, genéticos e outros fatores ligados as 

próprias plantas (MARTINELLI & OMOTO, 2005). Além da gama de hospedeiros 

disponíveis, a lagarta que no detrimento da fenologia das culturas atuais coloca as 

variantes de hospedeiros próximos e disponíveis (BARROS et al, 2010). Em um 

estudo foi verificado que os adultos de S. frugiperda tem um grande espectro de 

movimento, onde os machos poderiam atingir uma distância máxima de 806 metros e 

fêmeas 608 metros. Isto pode ser positivo já que pode reduzir a frequência de um 

alelo favorável para resistência, mas também pode não ser positivo se há uma troca 

de alelos resistentes (VILARINHO, 2011) 

O controle destes insetos e suas fases é essencial para a produtividade da 

produção, como também para a demanda mundial pelos grãos e um desenvolvimento 

rentável da cultura para produtores e na renda nacional. Já que quando o ataque 

ocorre antes dos 30 dias a planta pode ter seu desenvolvimento totalmente 

comprometido e/ou a partir desta fase ter estruturas pertinentes ao seu 

desenvolvimento comprometidas. Há vários anos o controle prioritário desta 

infestação tem sido o controle químico. Ao todo 29 agentes químicos são registrados 

para este controle. Por safra são feitas quase três aplicações. Pelas características 
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de habitat e hábitos há um ciclo preocupante sendo formado, altas aplicações de 

pesticidas comprometem a biodiversidade que geraria uma pressão sobre os insetos, 

como também gera uma resistência. Esses fatores geram maiores aplicações que 

culminaram na necessidade mais agroquímicos (GALLO et al., 2002, VLAK, 1993; 

OMOTO et al., 2013) 

Os órgãos de pesquisas atualmente e apoio ao campo estão extremamente 

preocupados com reincidência de grupos de insetos resistente e a utilização de 

produtos químicos. Já que essa relação de mal uso dos produtos químicos está 

atrelada a diminuição da eficácia de outros modos de controle biológico. Há um 

interesse crescente pela redução direta de produtos fitossanitários, já que essa 

redução estaria atrelada há um planejamento e um controle de formas integradas. 

Essa tendência demonstra a necessidade de pesquisas nos âmbitos de agentes de 

origem biológica que atuam em conformação com o ecossistema atingindo 

diretamente as pragas (FIGUEIREDO et al, 2006) 

 

1.3 Uso de inseticidas e necessidade novas alternativas 

 

O controle dos insetos, devido a sua grande diversidade e capacidade de ação 

apresenta um grande impacto economia, já que podem ser patogênicos ou vetores de 

doenças, além de na agricultura causarem devastação pelas suas necessidades 

alimentícias. Devido a essa interferência nos faturamentos anuais, o controle de 

insetos cresce todos os anos (REGNAULT-ROGER, 1997). Os agrotóxicos, como são 

mais conhecidos, surgiram como uma alternativa, já que eliminariam as pragas que 

causam centenas de danos nas culturas anualmente. No entanto o termo “biocida” 

seria mais adequado para a definição dessas substâncias de controle (MORAGAS E 

SCHNEIDER, 2003) 

“Praguicida” ou “pesticida” que também são termos utilizados, não exprimem a 

ideia de ação dessas substâncias, já que as mesmas não agem diretamente em seus 

espectros de especificidades, podendo também afetar organismos que não são as 

pragas para as quais as suas ações foram pré-determinadas. O termo agrotóxico, que 

é amplamente utilizado, teria surgido na década de 80, a partir dos movimentos 

ambientalistas, para dar uma conotação mais real e pejorativa dos produtos. Os 

biocidas, ou se preferimos, outras determinações de nomenclatura que afunilaram ou 

realçaram as especificidades do tema, não tem a capacidade de confinamento, ou 
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seja, não estão restritos aos seus locais de aplicação. Espalham-se pelos meios 

naturais, seja biológicos, químicos ou físicos. Dessa forma há uma contaminação dos 

recursos naturais e seres vivos através dos contatos com essas substâncias, já que 

esse contato é carregado de erros na escolha do produto, gerência da aplicação e 

excesso de uso, tornando essas substâncias um problema para a sociedade que 

consome esses alimentos e manipula essas substâncias (MORAGAS E SCHNEIDER, 

2003) 

O Brasil é o campeão mundial de utilização de agrotóxicos, consumindo 19% 

da produção mundial (ANVISA, 2010). Segundo dados do Ministério do Meio 

Ambiente, através da legislação vigente é possível observar são produtos ou agentes 

de processos químicos, físicos e biológicos utilizados para o auxílio da produção 

desde a lavoura até o armazenamento e beneficiamento sendo estas nativas ou 

plantadas, de diversos ecossistemas ou ambientes, sendo capazes de alterar a fauna 

e flora. Além disso, seu comportamento no ambiente é complexo, pois possui 

capacidade para atingir, independentemente do modo de aplicação rios e solo, devido 

às chuvas e ventos. Nessa cadeia complexa na qual seu uso está inserido envolve 

transformações influenciadas por outros agentes em seu deslocamento e nas 

transformações que podem ser geradas, resultando em subprodutos, nos quais tem 

diferentes ações dos produtos iniciais, com propriedade distintas cujos danos também 

são diferenciados.  

O mercado brasileiro de agrotóxicos tem crescido o dobro do consumo mundial 

ao longo das últimas décadas. Segundo a Agência de Vigilância sanitária (ANVISA), 

em o consumo chegou a ser de 936 mil toneladas na safra de 2010/2011, constituindo 

um problema de saúde aos que manipulação e consomem os produtos com 

agrotóxicos.   

Entre 2007 e 2011, houve um aumento de mais de 50% de casos não fatais 

envolvendo agrotóxicos e o coeficiente de intoxicação aumentou em mais de 100%. 

Em 2011, quando alimentos foram analisados pela ANVISA, apenas 22% não tinha 

substâncias nocivas, inclusive, alguns tinham substâncias não autorizadas (Rigotto et 

al, 2014). 

Quando observamos a ação dessas substâncias na agricultura, podemos 

verificar os impactos negativos que são gerados pela ação em predadores naturais da 

lagarta, interferências nos polinizadores que são essenciais para os sistemas, além 

da possibilidade de ação em organismos não-alvos, dentre tantos fatores um dos mais 
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importantes é a resistência que pode ser observada por meio de insetos que 

demandam aplicações cada vez maiores para ter os seus danos sanados (ISMAN, 

2002; NEGRISOLI et al., 2010).  

Os agrotóxicos mais utilizadso são os organoclorados, organofosforados, 

carbamatos e piretróides. Os organoclorados podem causar problemas endócrinos e 

se concentram a medida do consumo na teia alimentar, sendo quimicamente estáveis, 

tem a sua degradação de forma tardia, podendo ter o seu acúmulo também nas 

células do tecido adiposo (POOLPAK et al., 2008; TIEMANN, 2008). Os 

organofosforados, podem produzir interferências em órgãos vitais, produzindo 

sintomas ponderosos que podem levar a óbito, interferindo em respostas musculares 

(MULCHANDANI et al., 2001). Os piretróides tem seus efeitos em humanos ainda 

controversos, mas são altamente tóxicos e de fácil degradação, afetando diretamente 

os invertebrados marinhos. Os carbamatos são extremamente tóxicos, já que tem a 

sua ação no sistema nervoso central, com possibilidades de potencial cancerígena e 

mutagênico (SARAJI E ESTEKI, 2008). 

Um grande número de agrotóxicos apresenta atividades potencialmente 

capazes de afetar o equilíbrio endócrino de seres humanos e animais, sendo essa 

exposição associada ao surgimento de vários tipos de canceres, a modificação na 

razão entre sexos ao nascimento, infertilidade, más-formações congênitas no trato 

genital masculino e a modificações na qualidade do sêmen. Além de uma gama de 

problemas causados a nossa espécie, ainda é possível observar que a dinâmica 

bioquímica dos ecossistemas também sofre alterações, ou seja não há como 

mensurar especificamente as alterações nos seres bióticos e abióticos, o que surgirá 

dessas interações, numa escala temporal mensurável ou não (Ji et al. 2001, Alguacil 

et al 2000). 

Esses abusos geraram problemas ambientais, ecológicos, e na área da saúde. 

Muitas vezes potencializados pelo uso excessivo, facilidade de aplicação, retorno 

produtivo mais rápido e falta de conhecimento dos reais atenuantes. Então a partir 

dos problemas gerados novas formas de controle que fossem menos abusivas e que 

oferecem riscos menores começaram a ser cogitadas. Começou uma discussão 

mundial e implementação de implementação do conceito de Manejo Integrado de 

Pragas (MIP), onde vários métodos são aplicados para o combate a pragas com o 

objetivo de uma maiores especificidades, entre estes está a utilização de 

entomopatógenos (GRAVENA, 1992). 
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1.4 Características gerais do Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria cosmopolita, classificada como gram-

positiva, aeróbica, podendo em alguns casos crescer em anaerobiose. Bt pertence à 

família Bacillaceae que engloba a maioria das bactérias que produzem esporos. O 

bacilo é um bastonete gram-positivo com célula vegetativa de 1,0 a 1,2μm de largura 

por 3,0 a 5,0μm de comprimento e geralmente móvel. (Azevedo et al, 2000). 

Segundo Lecadet et al. (1999), Xu e Côté (2008) a classificação das variedades 

de Bt, que é baseada nas propriedades bioquímicas e composição do antígeno 

flagelar 'H', contém 69 sorotipos H, 82 variedades sorológicas (sorovares) e 13 

subgrupos antigênicos. Esta classificação demonstra o elevado grau de variabilidade 

genética apresentado pela espécie. Porém, não considera o perfil de toxicidade 

representado pelos tipos de endotoxinas proteícas apresentado pelas linhagens. 

 
Figura 3 - Morfologia da célula vegetativa de B. thuringiensis. A) Célula vegetativa (sp. Esporo e c. Cristal); B) 

Cristais  

 
Fonte: Foto de Swiecicka et al., (2008). 

 

Essas bactérias apresentam inclusões proteicas cristalinas altamente 

especificas que são produzidas na fase estacionária e de esporulação que são 

responsáveis pela atividade tóxica da espécie (BRAVO et al. 1998; SCHNEPF et al. 

1998; ARONSON et al. 1986; GLARE e O‟CALLAGHAM, 2000). 

A síntese do endósporo pode ser resumida de acordo com as fases 

convencionais de esporulação. O estágio I: formação do filamento axial, estágio II: 

formação do septo do pré-esporo; estágio III: formação do pré-esporo e invaginação 

da membrana e citoplasma. Já nos estágios IV a VI há formação do exósporo, parede 

celular primordial, córtex e capas dos esporos acompanhadas da transformação dos 

nucleóides. Já estágio VII ocorre a maturação dos esporos e a lise. Para Bt, além da 
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formação desse esporo, a partir da fase III, há a formação do cristal proteico 

(BECHTEL e  BULLA, 1976). 

A atividade entomopatogênica desses cristais é diversa podendo agir em 

diferentes espécies de insetos. As ordens que se destacam são lepidópteros, dípteros 

e coleópteros, podendo agir também em outras ordens como Himenoptera, 

Hemiptera, Orthoptera, Phythraphera e também para alguns nematóides, protozoários 

e ácaros, demonstrando a grande diversidade do espectro de ação das proteínas 

produzidas (BRAR et al., 2006; GLARE e O’CALLAGHAN, 2000) 

A classificação do Bt está baseada em propriedades bioquímicas, como 

também a composição química do antígeno flagelar ‘H’ que são compostos de 69 

sorotipos H, 82 variedades sorológicas (sorovares) e 13 subgrupos antigênicos. 

Diante desta classificação percebe-se o elevado grau de variabilidade genética 

apresentado por esta bactéria. Essa classificação não considera o perfil de toxidade 

apresentado pelos tipos de linhagens, já que o mesmo é definido pelas proteínas 

produzidas (LECADET et al. 1999; XU e CÔTÉ 2008). 

Bt crescem em meio artificiais não tão complexos. Em certas condições 

adversas, como restrição de nutrientes ou acúmulo em seu metabolismo de 

componentes indesejáveis, a bactéria pode se manter em latência, na forma de 

endósporo (YAMAMOTO e DEAN, 2000; BRAVO et al, 2005). Dificilmente tem a 

capacidade causar uma doença contagiosa que atingiria diversos insetos, já que não 

uma grande agressividade na sua ação (POLANCZYK; ALVES, 2003). 

Há duas fases que compõem o ciclo de vida: a divisão celular vegetativa e ciclo 

de esporulação. A célula se divide simetricamente em duas células filhas por uma 

formação de um septo ao longo da membrana (BULLA, 1980). A divisão compõe sete 

estágios: no primeiro há a formação de filamentos, no segundo a formação do septo; 

no terceiro é onde ocorre as formações iniciais dos cristais paraesporais, nas etapas 

que seguem do quarto estágio até o penúltimo, há formação de exósporos com os 

componentes essenciais e no último estágio a maturação dos esporos e lise 

esporangial, resultando na liberação dos mesmos (BECHTE E BULLA, 1982).  

Os esporos não têm a mesma resistência a radiação ultravioleta que os cristais, 

sendo estes mais efetivos na resistência. A atividade inseticida reflete a atividade 

específica dos cristais, embora esporos viáveis possam ocorrer em menor proporção. 

Essa característica de esporulação confere a resistência necessária para o seu uso 

amplo como agente biológico de maior potencial inseticida, já que pode ter suas 
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condições de crescimento mais adaptáveis na indústria. O destino e a permeância no 

ambiente ainda não são bem definidos. No entanto é observado que essas toxinas 

tem a capacidade de afinidade com microrganismos que dificultam a sua degradação 

e permitindo que a característica inseticida seja mantida. Nas folhas, por exemplo, os 

esporos se mantém de 1 a 3 dias, e no solo que é de 100 a 200 dias (POLANCZYK & 

ALVES, 2003; MORAES et al., 1998). 

 

1.4.1 Breve histórico 
 

O uso de micro-organismos para o controle de determinados insetos não é uma 

abordagem nova. Já havia relatos de estratégias para controles de pragas em escritos 

antigos de egípcios e chineses. Umas das histórias faz o relato que jardineiros do 

Egito já manejavam coleções de bactérias afim de proteger jardins que circundavam 

túmulos e locais de moradia (CANDAS E BULLA, 2002). 

A era do Bt se inicia no começo do século XX quando o cientista Shigetane 

Ishiwata, estudandando uma doença do bicho-da-seda, consegue isolar a possível 

causa, uma bactéria que propagou a morte de um grande contingente de bichos. 

Inicialmente chamada de Bacillus sotto (Aoki e Chegâsaki, 1915). 

Em 1911, ao estudar larvas de mariposa mortas, em um moinho de farinha, no 

estado alemão da Turíngia, o cientista Ernst Berliner isolou cepas que prontamente 

nomeou de Bacillus thuringiensis, verificando que havia corpos de inclusão 

(BERLINER, 1911). Esses corpos, anos depois, foram chamados de cristais 

paraporais (HANAY, 1953). Uma vez conhecidos como cristais, seguidamente a sua 

capacidade inseticida foi confirmada e verificada (ANGUS, 1953). E em 1955, se 

descobre que a composição desses cristais são proteínas (HANNAY E FITZ, 1955). 

Sporine, foi o primeiro inseticida comercial feito à base de Bacillus thuringiensis 

(Bt), na França, para controlar mariposas de farinha. Nos Estados Unidos, os primeiros 

usos foram em 1958 e anos depois uma grade variedade já estava sendo registrada 

nacionalmente. Já em 1996, houve a grande evolução no uso, foram as chamadas 

culturas transgênicas, que incorporavam partes do DNA bacteriano e sua capacidade 

de resistência (QAIM E ZILBERMAN, 2003).  

O uso de bioinseticidas de origem de micro-organismos que tem uma maior 

especificidade e uma proporção de danos bem diferente dos inseticidas químicos 

marcou com grandes importâncias a nova era contra as pragas. Os anos 80, foram 
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marcados por novas descobertas e técnicas científicas, voltadas, principalmente para 

o uso de DNA recombinante. Com esse desenvolvimento científico houve um 

crescimento das possibilidades de uso de Bt, já que já nessa mesma época se começa 

um questionamento sobre as especificidades dos usos dos inseticidas químicos. A 

partir destas inovações as entidades de pesquisa e científicas começam a cogitar e 

investir na aplicação das especificidades desta bactéria na agricultura e saúde 

(MORAES et al, 2015). 

Ao longo dos anos Bt se tornou um dos organismos entomopatogenicos de 

maior importância. Do ponto de vista científico e industrial, esse desenvolvimento é 

conferido pelo modo de ação altamente específico, pela própria especificidade dos 

cristais e por haver características desejáveis que renderam respostas satisfatórias 

ao longo dos estudos. Destaca-se justamente pelos diversos estudos que renderam 

inúmeros sorotipos identificados, com grande importância na saúde pública e 

agricultura, sendo recomendado ao longo dos anos contra diversas ordens de insetos 

(GLARE & O' CALLAGHAN, 1998; JOUNG & CÔTÉ, 2000).   

Para a produção dos esporos e cristais, são necessários componentes 

essenciais no meio de fermentação. É necessário que haja fontes de carbono e 

nitrogênio em um equilíbrio mineral para o balanceamento deste crescimento 

(ENNOURI, 2015) 

1.4.2 O entomopatogeno de Bacillus thuringiensis  

 

Devido a necessidade de uma agricultura mais sustentável e desenvolvida não 

com um fim em si, mas com consistente preocupação ambiental, tem se buscado 

formas alternativas e não agressivas de controle de insetos-pragas. O uso de 

bioinseticidas formulados baseados nas propriedades de Bt, vem contribuindo para 

uma possibilidade substituição dos inseticidas ou diminuição do uso dos mesmos em 

diversas áreas e culturas. Além da necessidade de incentivo de novas pesquisas em 

torno da sua utilização na agricultura (BOBROWSKI et al, 2003) 

Há uma variedade de agentes microbianos sendo utilizados. No entanto, na 

família Bacillaceae, a espécie B. thuringiensis é a que mais se destaca já que tem um 

destaque de uso no mercado. Essa tomada de decisão pelas pesquisas sobre esta 

bactéria, não estão sem uma premissa, além da bactéria ter um grande espectro de 

ação, a nova necessidade mundial são níveis de resíduos menores e uma maior 
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eficiência que vinha sendo defasada ao longo dos anos por outros métodos 

(BERLINER, 1915; VALADARES-INGLIS et al., 1998; MELO e AZEVEDO, 1998). 

A formulação de bioinseticidas a base de Bt está no favorecimento pelas suas 

toxinas e especificidade no controle de insetos-praga. Desde o primeiro produto que 

foi na década de 30 na França, mais de 300 produtos à base Bt foram lançados, esses 

produtos são responsáveis por mais de 50% do comércio mundial de bioinseticidas. 

No entanto, essa participação diminuiu na primeira década deste século, antes havia 

uma prevalência mais especifica que foi difundida ao longo dos anos. Essa redução 

ocorreu devido ao desenvolvimento e investimento em outros entomopatogenos como 

vírus e fungos na agricultura. O uso de Bt teve o aumento de 36% em sua produção 

e uso. O continente americano e o Canadá são responsáveis por metade desse 

mercado. Já a América Latina chega a somar de 8 a 10% desse mercado (TAMEZ-

GUERRA et al., 2001). 

Na natureza, o controle de insetos ocorre através de seus predadores e 

parasitoides. Foi estudado em condições laboratoriais e em campo, o efeito da 

toxicidade de Bt contra os inimigos naturais dos insetos praga (WRAIGHT et al., 2000). 

 

1.5 Produção de toxinas  

 

A bactéria B. thuringiensis produz cristais proteicos com atividades 

entomopatogênica específicas que ocorrem durante a esporulação. Esse processo 

ocorre pela codificação de genes específicos. Essas atividades inseticidas que são 

realizadas pelas proteínas conferem a ação toxica a diversos insetos. Existem, hoje, 

mais de 390 sequências de genes identificadas, formando 54 famílias e diversas 

subclasses (CRICKMORE et al., 2018). 

B. thuringiensis produz uma grande diversidade de fatores de virulência. 

Basicamente podemos denominar as três proteínas tóxicas principais que atingem 

uma grande variedade de insetos como: Cry, Cyt e Vip, além de outras toxinas como: 

α-exotoxinas, β-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases, nas 

quais também apresentam atividade inseticida. Na fase de crescimento vegetativo 

podem haver a produção de toxinas chamadas VIP. Os insetos das ordens 

Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera e nematoides tem, por exemplo, uma 

especificidade ao grau de toxicidade das proteínas Cry, já a ordem Diptera, na maioria 
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das vezes tem efeito pela ação tóxica das proteínas Cyt (BRAVO et al., 2011; 

SOBERÓN et al., 2012; HANSEN & SALAMITOU, 2000). 

Bt tem uma atividade inseticida amplamente conhecida. Essas características 

advém dos cristais proteicos compostos por proteínas sintetizadas durante a fase 

estacionária. Esses cristais são formados pelo acúmulo dessas proteínas e compostos 

por umas das classes de proteínas produzidas pela bactéria que eram denominadas 

apenas de δ-endotoxinas que estão divididas em dois tipos: proteínas Cry (crystal) e 

Cyt (cytolytic), codificadas pelos respectivos genes. Esses cristais são facilmente 

observáveis na visualização em microscopia, onde é possível fazer distinção nas suas 

formas. (Schnepf et al. 1998; YAMAMOTO e DEAN, 2000). Os genes cry e sua 

toxicidade estão ligados a porção N-terminal, já a porção C-terminal determina a forma 

da estrutura.  O isolamento e caracterização dessas proteínas é essencial para o 

desenvolvimento de inseticidas específicos (BAUER, 1995; LI et al., 1991). 

Uma determinada cepa pode produzir um ou mais cristais. A partir desse cristal 

pode haver mais de uma toxina que pode variar peso. Isso pode ser observado em B. 

thuringiensis kurstaki HD-1 que contém três proteínas Cry1 (130 kDa) e duas Cry2 (70 

kDa) (GLARE e O’CALLAGHAM, 2000). Essa expressão de proteínas está regulada 

em basicamente dois mecanismos. O primeiro é a dependência de fatores sigmas 

específicos da expressão da fase de esporulação. O segundo é a não dependência 

desse fator no processo de esporulação, como o gene vip3 que tem sua expressão 

na fase de crescimento vegetativo. Algumas cepas podem apresentar um único gene 

de codificação e outras mais de um que estão relacionados (VALADARES-INGLIS et 

al., 1998; LERECLUS et al., 1993; SANCHIS et al., 1998). 

Quanto a localização dos genes que determinam essas proteínas, os mesmos 

podem esta contidos em cromossomos ou em megaplasmídeos, mas também podem 

estar contidos em ambos (GONZÁLES et al, 1982). Existem cepas que possuem 

apenas um gene codificador de proteínas, mas outras apresentam genes que 

diferentes, mas que podem ser relacionados. As proteínas tóxicas recebem o mesmo 

nome dos genes das quais são produtos, variando apenas a forma escrita, ou seja, as 

proteínas são escritas com a primeira letra maiúscula, enquanto os genes são 

grafados todos em minúscula e em itálico. Por exemplo, Cry1Ab e gene cry1Ab 

(POLANCZYK e ALVES, 2003) 

A classificação é feita por um sistema de similaridade de aminoácidos. Se a 

similaridade de sequências é maior que 45% do que em outros membros da classe as 



21 

 

proteínas Cry e Cyt foram atribuídas a uma mesma classe. Os sistemas numerais 

antes romanos, passaram a ser substituídos por numerais arábicos.  

Na maioria dos casos, o pH do intestino dos insetos vulneráveis é elevado. 

Nesta condição os esporos não capazes de germinar. No entanto, as endotoxinas 

paralisam o intestino, quando são solubilizadas e proteoliticamente convertidas em 

peptídeos menores no trato digestivo. Essa paralisia gera uma mistura na hemolinfa 

que por conseguinte diminui o pH, essa diminuição fornece condições ideais para 

germinação dos esporos. Assim o inseto e a porção infectada servem como fonte de 

crescimento vegetativo (KNOWLES, 1994). É importante ressaltar que as diferentes 

toxinas, também podem ter receptores diferentes. Esses receptores diferentes é que 

agem em espécies específicas, implicando na especificidade. Devido a este processo 

de ação, os bioinseticidas além de terem na sua composição as toxinas, contém 

também os esporos para aumentar toxicidade (COPPING & MENN, 2000; SCHNEPF 

et al., 1998) 

As etapas da patologia contra insetos começam com o aumento da absorção 

de glicose e início dos sintomas que duram em torno de 5 minutos, após essa etapa 

a paralisia do intestino médio onde as protoxinas convertidas se ligam as 

microvilosidades apicais das células do intestino, ou seja, o processo de alimentação 

cessa, a membrana apical permeável a corantes é afetada pela diferença osmótica 

criada pelos poros, aumentando o volume e vesículas nas células começam a crescer. 

A hemolinfa tem o seu pH alterado, gerando uma diminuição de glicose e leucina para 

a hemolinfa, ou seja, há o início de um colapso metabólico a partir de 10 a 30 minutos, 

onde as funções estabelecidas e necessárias para as funções vitais começam a ser 

afetadas. Em torno de 1 a 7 horas a membrana basal está totalmente rompida e lise 

celular. Todos esses processos vão acarretar na falta de capacidade de se alimentar 

ou septicemia que em torno de 1 a 3 dias levarão o inseto a morte (KNOWLES, 1994; 

FIUZA et al., 1996; SCHNEPF et al., 1998). 

1.5.1 Proteína cry  

 

 No início da esporulação há uma grande quantidade de proteínas que é 

sintetizada, essas proteínas possuem atividade inseticida. As proteínas acumuladas 

formam um corpo de inclusões cristalinas no interior da bactéria. Por essa 

característica são denominadas proteínas Cry (YAMAMOTO e DEAN, 2000). Uma das 



22 

 

definições mais condizentes com essas toxinas é que uma proteína é considerada 

Cry, quando forma cristal, ou seja, uma inclusão paraesporal, formulando algum grau 

tóxico a insetos alvos, ou ainda tem uma sequência de aminoácidos similares a uma 

proteína Cry já descrita (BRAVO et al, 2007; SCHNEPF, et al, 1998). 

As proteínas Cry1 apresenta peso entre 130 e 140 kDa, sendo umas das 

principais em apresentar características contra insetos pragas, com importância 

econômica, tendo seu armazenamento em cristais bipiramidais. Os genes cry são 

responsáveis por quase metade dos genes caracterizados por terem uma maior 

frequência. Em relação ao modo de ação dessas, a complexidade da ação dessas 

proteínas contra insetos é objeto de vários estudos que tentam desvendar e elucidar 

questões importantes do processo de ação. Apesar das pesquisas estarem muito 

avançadas ao longo desses anos, há muitas questões que ainda não ficaram claras 

(SENA et al., 2009; CHAKROUN e FERRÉ, 2014; CRIALESI-LEGORI et al., 2014). 

De um modo geral, é aceito que há uma conversão desses fragmentos tóxicos pelas 

enzimas digestivas de insetos que tem afinidade, posteriormente ligações são feitas 

com as células, causando morte das mesmas, o que leva numa morte por disfunção 

(DE MAAGD et al., 2001; BRAVO et al., 2005; HÖFTE; WHITELEY, 1989). 

A massa molecular das proteínas Cry varia entre 40 e 140 KDa. A molécula 

destas proteínas tem forma globular. Que são formadas por domínios estruturais 

ligados por pontes. Seis proteínas Cry foram determinadas em suas estruturas por 

cristalografia em raio-X. Entre elas foi encontrado um alto grau de similaridade, 

principalmente entre seus domínios. O domínio I, é composto pela extremidade N-

terminal, sendo formado por cadeias polipeptídicas que tem a estrutura em α-hélice, 

no qual se mantém no centro e é hidrofóbica, com mais seis marginais cercando. O 

domínio II é composto por três cadeias polipeptídicas antiparalelas com estrutura folha 

β pregueada, enquanto que o domínio III apresenta estrutura tipo β sanduíche 

(BRAVO et al, 2007) 

Essas proteínas são sintetizadas em forma de pro-toxinas. Dessa forma, a sua 

ação tem uma dependência aos processos de ativação da toxina. Esse processo de 

ativação ocorre no interior do inseto, ou seja, há uma especificidade. Há dois modelos, 

mais aceitos, baseados em dados experimentais, das toxinas Cry. As primeiras etapas 

dessas formas de ativações são semelhantes. Onde as toxinas passam pela 

solubilização, com afinidade ao pH alcalino, para só então as protoxinas serem 

liberadas e serem crivadas por proteases (BRAVO; GILLB; SOBERÓN, 2007). O 
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modelo de ação proposto é a “formação de poros, esse modelo é o mais antigo 

proposto e parece ser o mais comum entre as ordens de insetos, após o processo de 

solubilização inicial as proteases clivam a porção N-terminal, já a porção C-terminal 

torna-se uma toxina ativa, onde o domínio I, da porção N-terminal composto de alfa-

hélices começa a realização dos poros. Já os domínios II e III fazem parte da porção 

de reconhecimento, além do domínio III também ser responsável pela formação de 

poros (DE MAAGD et al., 2001; BRAVO et al, 2007; BRAVO & SOBERÓN, 2008). 

Neste modelo, essa clivagem, resulta na forma oligomérica da toxina. Os 

oligômeros possuem afinidade por receptores secundários como aminopeptidases-N 

(APN) e fosfatase alcalina (ALP), que estão ancorados a glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

(BRAVO et al., 2004). Depois esses oligômeros se ligam a receptores secundários, 

criam os poros na membrana apical das células, essa ruptura causa uma diferença do 

potencial osmótico, essa diferença gera um fluxo diferente que rompe as células, 

culminando então no processo de morte (ZHANG et al., 2006; BRAVO et al., 2004). 

O outro modelo aceito é nomeado “transdução de sinal”, mas foi estudado em 

apenas poucos insetos-alvo. Nesse modelo de ativação é devido uma cascata de 

ativação pela interação da toxina com o receptor primário de cadenina. Onde uma 

série de reações intracelulares são induzidas, uma delas é ativação da proteína G e a 

adenilato ciclase, aumentando a concentração de adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc) intracelular. O aumentando dos níveis de AMP cíclico ativa a proteína 

quitinase A, a qual ativa a via intracelular celular, aumentando a pressão interna. Esse 

desiquilíbrio danifica as células e gera a morte dos insetos (BRAVO e SOBERÓN, 

2008 ZHANG et al., 2006). 

A formação dessas proteínas Cry é determinada por genes cry. Na cepa de B. 

thuringiensis pode haver especificidade de um gen ou mais, gerando a diversidade de 

proteínas Cry e de diferentes fatores de toxidade. Além da formação de diferentes 

cristais. É nos plasmídeos que na maioria das vezes estão os genes cry, esses 

plasmídeos tem a capacidade de conjugação. Essa capacidade de conjugação pode 

resultar na passagem destes plasmídeos de uma linhagem para outra. Esse processo 

resulta em espécies cada vez com uma maior diversidade de genes e capaz de uma 

maior variação do seu perfil tóxico, independente dos modelos e das especificidades 

das suas ações. O resultado é a paralisia do sistema digestório. Essa paralisia geral 

dos músculos gera a morte. (BRAVO et al, 2007; BRAVO e SOBERÓN, 2008; HABIB 

e ANDRADE, 1986; VALLETE-GELY et al, 2008; VILAS-BÔAS et al 2007).  
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Os genes cry, em sua maioria, tem uma co-dependência com a esporulação. 

Já que os genes cry necessitam de um fator sigma que começa a ser produzido na 

fase de esporulação. Por isso, a maioria dessas proteínas formadoras do cristal serão 

secretadas nessa fase. No entanto, há uma parcela desses genes que não é regulada 

pelo fator na esporulação, sendo expressos também na fase de crescimento 

vegetativo. Em ambos os casos de dependência ou não do fator as proteínas são 

constituições do metabolismo secundário (ARANTES et al., 2002; LERECLUS et al, 

1993). 

 

1.5.2 Proteína Cyt  

 

As proteínas Cyt são definidas como proteínas que tem a atividade hemolítica 

que compõem uma inclusão para esporal de B. thuringiensis. Como também alguma 

proteína que apresente sequência de aminoácido que tem semelhança com outras 

proteínas Cyt já descritas. O fungo Volvariella volvacea produz uma toxina chamada 

valvatoxina que tem uma similaridade cm essas proteínas. Há apenas um domínio 

que forma as proteínas Cyt, apresenta duas cadeias externas em forma de α-hélice, 

e uma cadeia interna em forma de β-folha pregueada. Atualmente são conhecidas 27 

proteínas Cyt (BRAVO, 2007; CRICKMORE et al., 2018) 

As Cyt, assim como as proteínas Cry, também tem a sua síntese na forma de 

protoxina.  Também no interio do inseto tem sofrem processos de ativação que 

resultaram na clivagem da porção C-terminal e N-terminal. Nesses processos a toxina 

ativa é liberada. No caso das proteínas Cry, há uma ligação a receptores de 

conformações específicas. Já as proteínas Cyt, terão essa ligação aos lipídeos 

componentes da membrana celular. Após essa ligação também é induzido a formação 

de poros, como também a desestruturação da estrutura da bicamada lipídica gerando 

uma pressão osmótica e levando as células a lise. Todo esse processo acarreta 

também na morte de insetos-alvo (BRAVO, 2007) 

Pela similaridade na ação e pelo resultado dos processos celulares que levam 

a morte dos indivíduos. Uma grande diversidade de estudos tem demonstrado uma 

ligação sinérgica entre as proteínas Cry, já que há uma similaridade da ação das 

mesmas. Esses resultados têm demonstrado uma capacidade de associação entre os 

resultados. Dessa forma, as interações entre elas geram um maior efeito de 
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toxicidade, onde uma potencializa o efeito da outra. Alcançando um maior potencial 

de eficiência na morte dos insetos (BRAVO, 2007; ÖSKAN et al., 2003). 

1.5.3 Proteínas Vip  

  

Muitos isolados de B. thuringiensis, produzem outras proteínas que são 

chamadas de Vip (vegetative insecticidal proteins). A síntese ocorre na fase vegetativa 

do crescimento. A sua descrição ocorreu em 1996 por Estruch et al. Essas proteínas 

não integram o cristal proteíco, mas podem contribuir para ação tóxica de das 

linhagens já que possuem efeito similares as proteínas Cry. No entanto, não tem 

homologia de sequência ou estrutura. Em alguns estudos podemos observar as ações 

desta proteína inseticida contra coleópteras (Vip1 and Vip2) e lepidópteras (Vip3), as 

quais podemos observar o favorecimento e intensidade de ação em favor da 

toxicidade das proteínas Cry (ESTRUCH et al., 1996; CHEN et al, 2003; SHI et al., 

2004). Yu et al. (1997) demonstram que a forma de ação dessa toxina também resulta 

na ruptura das células do intestino dos insetos. Sendo essa uma forma de ação 

primária que lisa as células e que gera a morte dos insetos. 

A estrutura de proteína binária é formada pelas classes Vip1 e Vip2 com 

atividade de ação contra larvas de coleópteros (WARREN, 1997; LEUBER et al., 2006; 

HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ et al., 2009). A proteína Vip3 tem um grande espectro de 

ação contra uma grande gama de insetos, tendo uma importância agronômica da 

ordem Lepidoptera, com alta atividade inseticida para: vários insetos (ESTRUCH et 

al., 1996; LIU et al., 2007). 

 

1.6 Etapas da produção  

 

Embora haja muitos estudos que sintetizem formas e componentes da 

produção de B. thuringiensis, os dados não são tão conclusivos enquanto a produção, 

já que em alguns casos esses dados são segredos industriais. Em geral, os produtos 

que tem Bt na composição são compostos por cristais, esporos, poucas células 

vegetativas e alguns ingredientes específicos (CAPALBO et al, 2004). As principais 

etapas são: seleção da cepa, estocagem, processo fermentativo, recuperação do 

princípio ativo (esporos e cristais), formulação do produto (fórmula e componentes) e 

análise de qualidade (MORAES et al, 2001; COUCH, 2000). 
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Existem critérios específicos para a produção de bioinseticidas a base B. 

thuringiensis que são espectro de ação, potência por unidade de volume da cultura, 

requerimentos nutricionais, facilidade de produção, estabilidade genética e facilidade 

de estocagem. O processo de estocagem é essencial, já que a linhagem não pode 

deteriorar o seu potencial tóxico e capacidade de crescimento. Essa bactéria tem uma 

grande troca de plasmídeos, fator que é de grande importância da diversidade, mas 

em sucessivas fermentações pode gerar perda da ação tóxica, sendo necessário um 

acompanhamento durante e após os processos de fermentação, além da necessidade 

de uso de novas cepas isoladas (COUCH, 2000; BIZARRI et al., 2008). 

A forma mais comum de produção de B. thuringiensis é por fermentação 

submersa (líquida) descontínua, também conhecida como processo em batelada. 

Nesta fermentação, um recipiente contendo meio de cultura líquido é inoculado com 

o microrganismo, não havendo acréscimo ou retirada significativa do meio 

fermentado. Portanto, ocorre todo o desenvolvimento da cultura, sendo retirado o 

produto apenas no final do processo. Em geral, as proteínas Cry de B. thuringiensis 

são formadas no fim da fermentação, quando as condições do meio se tornam 

desfavoráveis, sendo o processo em batelada satisfatório para tal produção 

(MORAES et al, 2001) 

A fermentação submersa (líquida) contínua é processo mais comum na 

produção de Bt, esse processo também é conhecido com batelada. Nesse tipo de 

fermentação, um recipiente contém o meio de cultura líquido, é nesse recipiente que 

a bactéria é inoculada, durante o processo não acréscimo ou retirada significativa do 

meio de crescimento. Portanto, todo o desenvolvimento da cultura ocorre em um 

mesmo local e todos as fases de crescimento são no mesmo recipiente. Apenas o 

produto final é retirado. Em geral, as proteínas mais usadas, as Cry, são formadas ao 

final da fermentação, quando as condições de nutrientes já não são as mesmas e não 

satisfatórias para o microrganismo. Desta forma esse processo de produção é muito 

importante (MORAES et al, 2001). Algumas pesquisas têm testado as fermentações 

sólida, contínua e batelada alimentada. Porém, o crescimento em batelada submersa 

ainda é o mais satisfatório (ADAMS, 2002; CHEN et al, 2003, MORAES et al, 2001). 

Em média, Bacillus thuringiensis apresenta 50% do seu peso em esporos e 

cristais no final da fermentação. A microfiltração e centrifugação são os métodos mais 

comuns de recuperação de cristais e esporos, mas há uma grande diversidade de 

técnicas para este processo. Esses processos permitem, em sua maioria, a 
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recuperação primordial de proteínas Cry. Atualmente outras formas de recuperação, 

como também concentração estão sendo desenvolvidas para auxiliar ou substituir as 

mais utilizadas. Podemos destacar entres elas a liofilização e a flotação (BRAR et al., 

2006; COUCH, 2000). 

Após a recuperação de metabolitos de interesse para a produção da toxicidade 

do bioinseticida. O produto passa a ser formulado. A formulação tem três objetivos: 

conferir estabilidade ao produto durante a estocagem e aplicação, facilitar a aplicação 

do produto e proteger o microrganismo e os cristais das condições adversas do 

ambiente (BRAR et al., 2006; COUCH, 2000). Embora essas formulações sejam 

secretas, devido ao seu valor comercial, é possível entender alguns produtos 

presentes no formulado. Há algumas combinações de aditivos reconhecidos que são 

reconhecidos pela USA/FDA (Food and Drug Administration) ou pelo órgão específico 

de cada nação. É comum o uso de dispersantes, protetores e surfactantes (GLARE & 

O’CALLAGHAN, 2000; BRAR et al., 2006) 

O produto formulado, antes de ser comercializado, deve passar por testes de 

análise da qualidade. Principalmente para testarem os seus efeitos tóxicos. 

Geralmente o processo de toxicidade é avaliado em bioensaios contra o inseto-alvo 

(COUCH, 2000). A sua efetividade não se restringe a teste de tóxicos somente. São 

necessários testes que a garantam a segurança ambiental e à saúde humana. Em 

geral, o bioinseticida é testado em mamíferos sadios e imune-suprimidos, sendo 

expostos à exposição dérmica, ocular, inoculação intraperitoneal e subcutânea. Em 

relação a capacidade de prejuízo ambiental são feitos testes de exposição ao produtor 

com sobre aves, vertebrados aquáticos, invertebrados, incluindo insetos não-alvo, 

vegetais e até mel de abelhas para garantia de uma grande variedade de capacidades 

de contaminação. Nestes testes não devem indicar nenhum tipo de efeito adverso de 

importância através dessas exposições aos organismos. A não toxidade desses testes 

garante a segurança ambiental nas aplicações futuras. Os testes são regulados pela 

Agência de Proteção Ambiental (US-EPA) e departamento de agricultura dos estados, 

nos Estados Unidos, no qual a regularização ocorre através de licenças. No Brasil, 

também são exigidos testes específicos, onde a licença é expedida pela ANVISA 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária) (VILAS-BÔAS et al, 2007; COUCH, 2000). 
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1.7 Meios de cultura  

 

Para o sucesso nos processos de fermentação e obtenção da produção 

proteínas com atividades entomológicas é necessário um meio de cultivo adequado 

para o crescimento e desenvolvimento metabólico das bactérias. Além desse meio 

proporcionar uma condição de cultivo adequada, ele precisa ser produtivo, ou seja, 

menos recursos, menor custo e maior ação de produção. Geralmente, fontes de 

nitrogênio, carbono e sais minerais são componentes essenciais do meio. Em alguns 

casos são adicionados tampões para estabilização do pH e anti-espumantes para 

otimizar os meios. A carbono é a fonte de energia para o crescimento e 

desenvolvimento, além de ser um componente essencial para as funções de 

desenvolvimento celular. Para a síntese das proteínas que são essenciais para o 

processo de ação desta bactéria e dos ácidos nucleicos são requeridas quantidades 

de nitrogênio. A osmolaridade celular é importante para o controle do metabolismo, 

sendo os sais minerais essenciais nesse controle, além de atuarem como co-fatores 

importantes na célula (COUCH, 2000). 

A fonte de carbono para o crescimento desta bactéria pode variar de acordo 

com o objetivo da fermentação e com a necessidade da linhagem cultivada. Por terem 

etapas e fases do metabolismo, a fonte que mais se adequa ao crescimento vegetativo 

normalmente não tem a mesma eficiência para o crescimento de cristais e esporos. 

Por isso, é necessário a adaptação dependendo das condições para as quais a 

fermentação é feita. Por exemplo, a glicose do amido e melaço não tem um efeito 

desejado já que suprimem o desenvolvimento das proteínas Cry. Já são lactose, 

sacarose, dextrina, aveia, maltose, glicerol e insulina são as melhores fontes de 

carbono para o crescimento dos cristais de atividade inseticida e os esporos (IÇGEN, 

2000; ÖSKAN et al., 2003). 

Glicose, amido e melaço resultam na produção ineficaz das proteínas Cry em 

particular da proteína Cry4B (134KDa). Essa capacidade repressora seria nas etapas 

da fosforilação da proteína quinase Calfostina C, essa proteína participa da síntese 

das protoxinas Cry. Segundo Öskan et al. (2003), dextrina é a fonte de carbono mais 

promissora para produção de toxinas e esporulação. Vora e Shethna (1999) e 

Prabagaran et al. (2004) relataram que o melaço é fonte de carbono importante para 

as toxinas. Assim, cada subespécie de Bt apresentem necessidades de fontes de 

carbono diferentes para o crescimento e produção de endotoxina.  
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As fontes de nitrogênio podem ter sua origem de forma orgânica ou inorgânica. 

No entanto, geralmente, são usadas as duas formas. Apenas uma fonte não é 

suficiente para as demandas de crescimento e esporulação. Quando usado apenas 

nitrogênio inorgânico houve um crescimento retardado, desaceleração da biossíntese 

e queda na esporulação. As fontes mais promissoras deste componente que tem se 

destacado é o fosfato de amônia monobásico e dibásico. Esse destaque se deve ao 

aumento da produção de toxinas (Içgen et al, 2002, Öskan et al., 2003). 

Entre as fontes orgânicas de nitrogênio, o extrato de levedura é bastante 

utilizado no cultivo de B. thuringiensis. Peptona e derivados de soja apresentam 

resultados satisfatórios (VORA e SHETNA, 1999; IÇGEN et al, 2002; MORRIS; DEAN, 

1997). Como fontes alternativas, vêm se destacando farinhas derivadas de proteína 

animal (farinha de peixe e de crisálida) e alguns cereais (cevada e trigo) (DEVI et al, 

2005; GHRIBI et al 2005; PRABAKARAN; BALAMARAN, 2006). 

O extrato de levedura é uma das fontes mais utilizadas de nitrogênio orgânico 

em meio de cultivo. No entanto peptona e derivados de soja, também apresentam 

resultados importantes (VORA e SHETNA, 1999; IÇGEN et al, 2002; MORRIS & 

DEAN, 1997). Como alternativa a essas fontes mais conhecidas, destacam-se: 

farinhas derivadas de proteína animal (farinha de peixe e de crisálida) e alguns cereais 

(cevada e trigo) (DEVI et al, 2005; GHRIBI et al, 2005; PRABAKARAN & 

BALAMARAN, 2006). 

É comprovada a diferença na osmolaridade pela concentração dos sais no meio 

de cultivo. Apesar deste consenso sobre a necessidade, o mesmo não existe quando 

se fala em proporções adequadas, como também quais sais seriam essenciais para 

manter a osmoralidade (IÇGEN et al, 2002). Arcas et al (1987) obtiveram uma boa 

produção de toxina com um meio contendo osmolaridade de 808 miliosmol. Esse 

trabalho foi utilizado como um parâmetro clássico de aceitabilidade para o crescimento 

e produção de toxina. É de suma importância ressaltar que cada íon fornecido por 

esses sais pode ter ações diferentes, mesmo a finalidade seja a ação na 

osmoralidade. Muitas vezes um íon pode beneficiar um parâmetro especifico, mas 

trazer prejuízos ou nenhuma ação em outro. ÖSKAN et al. (2003) e IÇGEN, et al, 

(2002) colocam o manganês como um dos principais sais, já que o mesmo é essencial 

para diferenciação celular, sendo também um componente participativo na produção 

de toxinas e esporulação. As melhores concentrações para os resultados esperados 
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foram de 10-6 e 10-4 M, já que quando esses valores são mais elevados prejudicam os 

processos celulares, se tornando tóxicos. 

O magnésio também influencia no metabolismo secundário, sendo componente 

necessário para produção de proteínas. A concentração otimizada vai de 10 a 3 M. O 

cálcio é promove a estabilização dos cristais proteicos, sendo um componente 

essencial para a capacidade inseticida de Bt. Quando em concentração de 10 a 3M 

age como estímulo para a esporulação. No entanto, acarreta na contrariedade ao 

crescimento vegetativo e síntese de proteínas. Dessa forma, diversos estudos têm 

requerido concentrações menores para não comprometer a síntese dessas proteínas 

Cry, já que parecem não ter uma dependência desse componente, pois não poderão 

serem estabilizadas se não tiverem sido produzidas. O crescimento, a esporulação e 

a síntese de proteínas são prejudicados com o acréscimo de metais como:  zinco, 

ferro e cobre. Mesmo em concentrações menores, os resultados não foram 

satisfatórios. Diante destes fatores é necessária uma constante aplicação de 

resultados que expressem inovações e diferenças nos complexos participantes dos 

meios de cultivos para que se possa avaliar e otimizar a sua produção (IÇGEN et al, 

2002; ÖSKAN et al., 2003). 

1.7.1 Uso de resíduos ou subprodutos agroindustriais  

 

Em um processo de geração de lucros, se fazem necessário valores de 

produção cada vez menores.  É importante ressaltar que se adeque as condições de 

cultivo às condições locais afim de diminuir os custos de produção. Sendo o processo 

de fermentação um componente essencial para as etapas posteriores de uso das 

toxinas e esporos produzidos. É considerável que as condições de fermentação sejam 

potencializadas com ingredientes mais acessíveis para que o processo de produção 

seja mais barato. 

Abdel-Hameed (2001) realizaram experimentos com ingredientes de 

fermentação de baixo custo e da sua determinada localidade onde o trabalho estava 

sendo desenvolvido. Além de serem de baixo custo, deveriam fornecer condições 

ideais de nutrientes para o cultivo. Os bioensaios foram realizados contra mosquitos. 

Foi utilizado grão de feijão preto, ervilhas e lentilhas, as quais apresentaram um 

fornecimento satisfatório em oposição a outras substâncias como amendoim, levedura 

alimentar, soro de queijo e xarope de milho que proporcionaram pouca quantidade 
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toxinas. Melaço com concentrações entre 2 e 3% para fornecimento de carbono e soja 

com concentração em torno de 3% para fornecimento de carbono proporcionou um 

melhor rendimento de toxinas paras as linhagens especificas. 

Na obtenção de bioinseticida a partir de Bacillus thuringiensis var.israelensis 

(Bti), Ernandes (2004) utilizou subprodutos industriais e resíduos como meio de 

cultivo, sendo eles água de maceração de milho (milhocina) e um subproduto do 

processo de produção industrial do milho (maniqueira), um subproduto do 

processamento de mandioca e sangue bovino dos processos de abatimento de 

matadouros. A manipueira não demonstrou mudanças significativas no 

processamento, todavia para o seu uso há necessidade de esterilização. Já o sangue 

bovino demonstrou a promoção de uma maior eficiência do meio de cultivo.  

No uso de da composição por meio formulado a base de caldo de cana de cana, 

extrato de levedura e sulfato de amônio. Sendo que essa composição elevou a 

concentração residual de sacarose P.A, já que há elevadas concentrações no caldo e 

na sacarose. Essas altas concentrações indicam que para essa subespécie há uma 

dificuldade em metabolizar dissacarídeos (Pessanha, 2008). As matérias primas mais 

utilizadas para o crescimento de Bt em seus meios de cultivo são: são farelo de soja, 

água de maceração de milho, melaço, farelo de semente de algodão, farelo de feijão, 

caseína e farinha de peixe. Perini (2014) pontua que leite UHT pode também ser 

utilizado para o crescimento de Bt.  

Ângelo et al. (2010) apresentam os ingredientes que são mais aplicados no 

cultivo alternativo de bactérias entomopatogânicas e suas aplicações mensuradas no 

cultivo de Bt na América do Norte. Além disso, faz o comparativo entre diversos meio 

de cultivo não convencionais, tais como: à base de batata, extrato de soja 

suplementado com cistina, à base de água de coco, águas residuais de indústrias e 

de estações de tratamento de água, sendo alcançados resultados expressivos com 

os mesmos. 

Muitos estudos também estão utilizando como meio de cultura alternativo 

águas residuais provenientes de industrias e estações de tratamento, esses trabalhos 

apresentam parâmetros e resultados positivos em suas produções. Muitas produções 

laboratoriais já utilizam desses meios como alternativa (MONTIEL et al., 2001; 

VIDYARTHI et al., 2002; YEZZA et al., 2006; CHANG et al, 2008). 
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Com a finalidade de diminuir custos na produção total de produtos formulados 

a partir de Bacilus thuringiensis tem se investido constantemente na produção e 

avaliação que utilizam meios alternativos e de origem regionais.  
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2 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um dos principais produtores mundiais de insumos agrícolas 

essenciais, produtos que tem um impacto mundial pelo seu uso.  O milho (Zea mays) 

um dos produtos produzidos nacionalmente que tem grande importância econômica. 

Com dados do último ano o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial, com uma safra 

que chegou a mais de 84 milhões de toneladas. O milho está no prato de milhões de 

brasileiros diretamente ou através dos seus subprodutos em diversas receitas 

nacionais. Entretanto, é utilizado na ração de animais, e na fabricação industrial de 

vários produtos. Apesar dos números alcançarem a casa dos milhões estima-se que 

a produção poderia ser muito maior se houvesse investimento em tecnologia e 

controle de pragas. 

Há uma estimativa de que existem mais de 2 milhões de espécies consideradas 

pragas que causam danos ou perdas na agricultura ou na pecuária. A agricultura gera 

um impacto ambiental, já que os sucessivos plantios afetam o processo de seleção 

natural, colaborando para o aumento e diminuição de determinadas espécies. As 

pragas surgem nos contextos de espécies que se alimentam e causam danos 

secundários as plantas que possuem importante valoração econômica. Geralmente, 

os agentes das pragas tem um grande sucesso habitacional e a capacidade de 

adaptação as dificuldades dos ambientes naturais. Portanto, pela diminuição da 

geração de lucro se fazem necessárias novas alternativas de controles que interfiram 

no ciclo dessas espécies.  

A produção do milho tem tido severas quedas devido a percas sofridas pelos 

ataques de pragas. A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, é classificada como 

uma das principais pragas que atacam a cultura do milho, e a qual demanda um alto 

investimento para o seu controle. Ela tem uma grande variação de hospedeiros e uma 

taxa de reprodução alta. Além de terem a sua localização no hospedeiro em áreas 

difíceis de serem tratadas. O ataque desta praga pode ocorrer em qualquer estágio 

do cultivo. Dependendo da quantidade da população e estágio da ação os danos são 

irreversíveis.  

Estima-se que 500 milhões de reais ao ano sejam perdidos pela ação da lagarta 

do cartucho. Existem estudos sobre diversas formas de controles. No entanto o 

controle químico ainda é o principal método utilizado. Pela reincidência da praga, 

muitos produtores aplicam quantias predeterminadas sem seguir as especificidades 
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dos seus cultivos. Muitas vezes as pragas reincidem e os produtores optam pelo uso 

de quantidade ainda mais elevada dos agrotóxicos, chegando a fazer mais de 10 

aplicações, mas apenas duas são recomendadas. Esse uso pode gerar a resistência 

dos insetos e a morte de insetos secundários que são de suma importância para a 

lavoura, como também danos ambientais, como a contaminação de nascentes, até 

danos à saúde de produtores e o desenvolvimento de tumores. Esses produtos são 

altamente tóxicos, inexpressivamente específicos e de efeito residual acumulativo. 

Os bioinceticidas são produtos de origem biológica que tem como finalidade 

serem mais específicos na sua ação, menos agressivos ao meio ambiente e também 

a saúde humana. Todavia, seu uso representa apenas 5% do controle de pragas do 

mercado mundial. Dentre os organismos empregados no controle biológico, as 

bactérias se destacam, a exemplo do Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria gram-

positiva que produz esporos e que durante sua fase de esporulação produz inclusões 

cristalinas (proteínas Cry e Cyt) e na sua fase vegetativa produz algumas proteínas. 

Essas proteínas e seus esporos são responsáveis pela atividade entomopatogênica. 

As proteínas cristal ou endotoxinas são codificadas por genes denominados cry, vip, 

cyt, e podem ser patogênicas aos insetos das ordens Lepidoptera, Díptera e 

Coleoptera, ordem Acari e filo Nematoda. Essas proteínas no interior desses animais 

através das proteínas e esporos que ao entrarem em contato com o lume do intestino 

levam à morte. Entretanto, esse mecanismo de ação não eficaz em outros 

organismos. 

Apesar da grande vantagem em suas aplicações, algumas limitações precisam 

ser avaliadas e sanadas para a maior eficiência quando em contato com o meio 

ambiente. Uma das limitações é o alto custo da produção para os formulados e um 

preço final que não é atrativo para os produtores. Os meios de cultura fornecem os 

nutrientes necessários para que a bactéria se desenvolva, mas são necessárias 

grandes quantidades dos mesmos em escalas de produção industrial e as 

necessidades nutritivas para as etapas do seu crescimento, nas fases de esporulação 

e de produção das toxinas precisam ser alcançadas. Esses meios de fermentação 

afetam diretamente o custo da produção final, pois os meios padrões são mais caros 

e geralmente são segredos de grandes indústrias. O valor do meio pode acarretar de 

30% a 40% da produção, já que devem proporcionais maior produtividade. No entanto 

a partir do padrão especifico das necessidades de fontes de carbono, nitrogênio e sais 
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minerais, são fornecidas possibilidades de meios alternativos de baixo custo e alta 

produtividade. 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Micro-organismo e manutenção 

 

O Bacillus thuringiensis cepa 370 foi obtido da Coleção de micro-organismo 

DPUA da Universidade Federal de Pernambuco, mantido em meio LB-ágar e depois 

armazenado a 4 ° C. 

 

3.2 Preparo do pré inóculo 

 

O pré-inóculo do B. thuringiensis foi produzido utilizando meio padrão (meio LB) 

em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 50 mL do meio LB. 

Os frascos foram mantidos a 30°C, 200 rpm, por um período de 16 horas 

(SHOJAADDINI ET AL., 2010).  

 

3.3 Preparo do extrato de palma 

 

Os cladódios da palma (Opuntia ficus indica Mill) foram obtidos da Estação 

Experimental de São Bento do Una - PE, cedidos pela Empresa Pernambucana de 

Pesquisa Agropecuária – IPA, submetidos a um processo de higienização com 

hipoclorito de sódio 2% por 20 segundos, em seguida duas lavagens com água 

destilada. O cladódio foi em triturado e o extrato de palma obtido foi diluído na 

proporção 1:5 (v/v) (NASCIMENTO ET AL., 2015) com líquido metabólico dos micro-

organismos fotossintetizantes (LMMF), centrifugado para retirada dos sólidos 

suspensos e estocado a -20 ºC. 

 

3.4 Obtenção do líquido metabólico dos micro-organismos fotossintetizantes 

(LMMF) 
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Os sobrenadantes dos micro-organsimos fotossintetizantes Chlorella vulgaris, 

Dunaliella tertiolecta, Artrhospira platensis e Scenedesmus sp. foram obtidos após 

seus respectivos cultivos em condições padrões.  C. vulgaris, D. tertiolecta e 

Scenedemus sp  foram cultivadas em frascos Erlemeyer com 400 mL dos seus 

respectivos meio de cultura padrão Bold’s Basal (BISCHOFF, 1963), meio F/2 

(GUILLARD, 1975) e  BG-11. Ar filtrado era adicionado para homogeneização e 

fornecimento de CO2.  Arthrospira platensis foi cultivada em frascos de Erlemeyer com 

250 ml de meio padrão (SCHLÖSSER, 1982), em orbital shaker com frequência de 

agitação de 100 rpm. Todos os cultivos iniciaram com concentração celular de 50 

mg.L-1, temperatura de 27 ± 1 ºC e intensidade luminosa de 72 µmol fótons m-2 s-1. 

Após 15 dias de cultivo, as células passaram por centrifugação a 8000 rpm, 4°C 

durante 10 minutos, onde sobrenadante, também chamado de líquido metabólico dos 

micro-organismos fotossintetizantes (LMMF), foi obtido. Os LMMF foram esterilizados 

à 121 °C por 20 minutos, antes de serem utilizados na constituição dos meios de 

cultura. 

 

3.5 Meios de cultura alternativos 

 

Os meios de cultura tiveram em sua composição extrato de palma diluído em 

líquido metabólico dos micro-organismos fotossintetizantes (LMMF) na proporção de 

1:5 e uréia a 1 g/L de acordo com a Tabela 1. Todos os meios foram realizados em 

duplicata com análise a cada 0 à 96 horas. 

 

3.6 Produção de endotoxinas por fermentação submersa  

 

Os meios de cultivo utilizados para a produção foram o meio de cultura 

alternativo (Tabela 2) em frascos de Erlenmeyer de 250mL, contendo 50mL do meio 

de produção com concentração celular inicial de densidade óptica de 0.15, 

correspondendo a aproximadamente 2 x 108 UFC/ml e 0,05 g/L de biomassa seca. Os 

cultivos eram mantidos a 30 °C e 200 rpm em agitador rotativo por um período de 96 

horas (Ghribi et al., 2007). 
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Tabela 2 – Composição dos meios de cultura para produção das endotoxinas de B. thuringiensis 

Meio de cultura Líquido metabólico dos micro-
organismos fotossintetizantes 

(LMMF)  

Uréia 1 g/L 

1 Chlorella vulgaris Sim 
2 Chlorella vulgaris Não 
3 Dunaliela tertiolecta Sim 
4 Dunaliela tertiolecta Não 
5 Artrhospira platensis Sim 
6 Artrhospira platensis Não 
7 Scenedesmus sp. Sim 
8 Scenedesmus sp. Não 
9 Meio de cultura padrão constituído por LB 

 

3.7 Métodos analíticos  

 

3.7.1 Densidade Ótica (D.O)  

 

Foram realizadas leituras dos melhores tempos da absorbância de 1 mL de 

solução de cada meio de cultivo no espectrofotômetro a 600 nm. Os brancos foram 

utilizados para leitura inicial. 

  

3.7.2 Biomassa do cultivo de B. thuringiensis 

 

O procedimento da determinação da biomassa seca dos meios de cultura em 

duplicata foi baseado no método de SHOJAADDINI et al. (2010), onde 2 mL dos meios 

de cultura foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi submetido a 37°C até peso constante.  

 

3.7.3 Contagem das unidades formadoras de esporos (UFC) 

 

Foi colocado 1 mL de cada meio de cultivo em eppendorf e submetido a um 

banho-maria a 80°C por 15 minutos. Em seguida, foi feita uma diluição seriada da 

alíquota presente no eppendorf e retirado 100 microlitros de cada diluição para serem 

colocados em placas de Petri contendo 3 mL de meio LB sólido (1,5 g de ágar para 

cada 100 mL de meio LB líquido). As placas foram incubadas a 37 °C por 20 horas e 
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as colônias desenvolvidas pelo B. thuringiensis foram contadas e expressas em UFC 

(Unidade Formadora de Colônias) por mL (SHOJAADDINI et al., 2010).  

3.7.4 Quantificação de proteínas  

 

A quantificação de proteínas foi realizada para avaliar a quantidade de 

endotoxinas produzidas pelo Bt, ao longo das 96 horas, nos diferentes meios de cultivo 

utilizados. Para tanto, foram centrifugados 2 mL de cada cultivo a 10.000 rpm por 10 

minutos em eppendorf. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspendido em 2 mL de solução salina de cloreto de sódio (1 m/L) e centrifugado 

novamente em iguais condições. O sobrenadante da segunda centrifugação foi 

desprezado e o precipitado ressuspendido novamente em 2 mL da solução salina. 

Repetindo o mesmo procedimento por mais duas vezes com 2 mL de água destilada 

estéril. Por último, foram adicionados 2 mL de NaOH (50 mmol/L) nos eppendorf, a 

fim de solubilizar os cristais de endotoxinas, e incubados à 37°C por 2 horas 

(SHOJAADDINI et al., 2010).  

Em seguida, foi realizada a quantificação das proteínas presentes no 

sobrenadante através do kit BCA Protein Assay em placas no leitor de ELISA a 595 

nm. Os resultados foram expressos em μg/mL em duplicatas. 

 

3.7.5 Microscópio eletrônico de varredura (MEV)  

 

Após o término da realização dos cultivos nos meios de cultura apresentados, 

foram selecionadas amostras dos melhores meios dos meios de cultura e de palma 

forrageira com ou sem a presença de ureia, de 24 e 96 horas, para verificação da 

formação de colônias de esporos e de cristais. A biomassa foi hitratada novamente e 

uma alicota foi retirada.  A leitura foi realizada no microscópio eletrônico de varredura 

(MEV) do Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco. 
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4 RESUTADOS E DISCUSSÃO  

 

Com a finalidade de reduzir o custo de produção do biolarvicida produzido por 

Bt, extrato de palma foi utilizado como fonte de energia o sobrenadante proveniente 

do cultivo dos micro-organismos fotossintetizantes Chlorella vulgaris, Arthospira 

platensis, Dunaliella tertiolecta e Scenedesmus sp. foram usados para substituir a 

solução de sais minerais requerida para a produção da endotoxina no meio de cultura 

padrão de B. thuringiensis 

Como podemos observar no Gráfico 1, Bacillus thuringiensis cresceu em todos 

os meios alternativos avaliados, mas com variações de crescimento entre eles. Exceto 

para os cultivos com sobrenadante de A. platensis, não foi observado fase lag no 

crescimento celular, mostrando que as células se adaptaram rapidamente aos meios 

alternativos. As fases de crescimento de Bacillus thuringiensis são semelhantes as 

fases de crescimento de outras bactérias, constituindo de fase lag, log e estacionária 

(PINTO ET AL. 2010).  

 

Gráfico 1 - Crescimento celular do Bacillus thuringiensis 370 determinado por absorbância em função 
do tempo em diferentes meios de cultura expressa de 0 a 96 horas 

 

 
 
LB: Meio Luria-Bertani padrão; ACU: líquido metabólico de Arthospira platensis com ureia; ASU: líquido metabólico 

de Arthospira platensis com ureia; SCU: líquido metabólico de Scenedesmus sp. com ureia; SSU: líquido 

metabólico de Scenesmus sp. sem ureia); CCU: líquido metabólico de Chlorella vulgaris com ureia); CSU: líquido 
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metabólico de Chlorella vulgaris sem ureia; DCU: líquido metabólico de Dunaliella tertiolecta com ureia) e DSU 

líquido metabólico de Dunaliella tertiolecta sem ureia. 

Na fase log há um crescimento exponencial celular, ou seja há uma oferta de 

nutrientes sendo fornecidos que são compatíveis com as necessidades nutricionais 

da bactéria. Já na fase estacionária, as necessidades nutricionais não são mais 

correspondidas pela queda nos nutrientes. Podemos observar que o crescimento do 

Bt nos meios tem o seu crescimento celular típico, onde há o declínio do crescimento 

após os picos que demandaram elevado consumo de nutrientes. 

No geral, o cultivo com o meio padrão LB obteve maior DO no tempo mais curto 

(24 horas) quando comparado o crescimento nos meios alternativos, os quais 

obtiveram maiores valores de DO após 48 horas de cultivo. Geralmente na escala 

laboratorial, os meios de cultura padrões são constituído por componentes de alto 

custo, mas devido as altas taxas de crescimento e reprodutibilidade dos resultados 

são amplamente utilizados nas pesquisas científicas. O extrato de levedura é um dos 

compostos utilizados no meio padrão, composto por material protéico (73-75%), 

aminoácidos livres e oligopeptídeos de diferentes massas moleculares, além de 

vitaminas, sais minerais e polissacarídeos, constituindo uma fonte nutricional muito 

utilizada para o cultivo de Bt em escala de laboratório (VALLEJO ET AL., 1999; 

KHUZHAMSHUKUROV et al., 2001; ANDERSON E JAYARAMAN, 2003).  

Como podemos observar no Gráfico 1, os maiores valores de densidade óptica 

foram obtidos nos cultivos com o meio constituído por sobrenadante de C. vulgaris 

com e sem ureia, obtendo valores próximos aos cultivos utilizando meio padrão LB 

com valores máximos entre 3,0 e 3,5, no tempo de 48 h. Os cultivos com sobrenadante 

de Scenedesmus sp. acrescido com ureia também obteve crescimento celular 

satisfatório, com valores de densidade ótica de 2,5 após 72 horas.  Içgen et al (2002) 

relataram o crescimento de Bt em diferentes meios de cultura e observaram que o Bt 

cresce até 6 h de cultivo, após este período, o crescimento atinge a fase estacionária. 

O mesmo foi observado por Pootathi e Kumar (2003), só que o crescimento celular foi 

até 18 horas. Essas diferenças podem ser correlacionadas com o isolado de Bt, meio 

de cultura e condições de cultivo utilizados. No entanto foi possível observar 

crescimento após esses tempos citados nos cultivos alternativos usados. 

Os cultivos com sobrenadante de Arhtrospira platensis e Dunaliella tertiolecta 

não obtiveram o mesmo desempenho para o crescimento Bt que os sobrenadantes 

anteriores, independente da presença da ureia. O sobrenadante da A. platensis 
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apresenta pH elevado, acima de 8.0, por ser pH ideal para o crescimento da A. 

platensis. No entanto, esse pH elevado pode ter prejudicado o crescimento do Bt, uma 

vez que seu pH ideal é em torno de 6.0. Os cultivos com sobrenadante de D. tertiolecta 

prejudicaram o crescimento do Bt, provavelmente porque o sobrenadante de D. 

tertiolecta apresenta uma salinidade bem maior que dos outros microrganismos 

fotossintetizantes, uma vez que é constituído por água do mar e sais minerais. Essa 

alta salinidade pode ter prejudicado o crescimento do B. thuringiensis.  Ghribi et al., 

(2005) relata que NaCl a 7 - 8 g/L aumenta a produção de delta-endotoxina pelo 

aumento de UFC. No entanto, para atingir uma concentração media 7,5 g/L, a água 

do mar precisa ser diluída 4 vezes.  Isso está de acordo com o presente trabalho onde 

utilizou o sobrenadante do cultivo de D. tertiolecta, o qual é constituído basicamente 

pela água do mar, acarretando, por sua vez, redução do crescimento do B. thrurigensis 

Bt370. Ghribi et al (2007) substituiu a solução mineral do meio de cultura do B. 

thuringiensis pela água do mar e obteve um aumento na concentração de biomassa e 

na UFC. Uma alternativa seria essa diluição para obtenção de outros resultados. 

Os meios alternativos constituídos por sobrenadante dos cultivos de C. vulgaris 

e Scenedesmus sp, extrato de palma e adição de ureia ou não proporcionaram 

maiores valores de crescimento celular.  

Quando observamos os micronutrientes, íons metálicos como Ca+2, Mn+2 e 

Mg+2 são também importantes para Bt (Yang e Wang, 1998). Segundo Yao et al. 

(2002, 2003), íons Mn2+ e Cu2+ podem estimular ou inibir o crescimento dependendo 

das concentrações utilizadas. Podemos observar que C. vulgaris e Scenedesmus sp 

tem em seus meios de crescimento a presença destes íons em quantidades maiores 

que nos meios de A. platensis e D. tertiolecta, o que pode ter influenciado no 

crescimento da bactéria.  

O crescimento celular do Bt370 em diferentes meios de cultura também foram 

determinado por massa seca. Os maiores valores de massa seca foram após 48 horas 

de cultivo para a maioria dos meios utilizados. Podemos observar no Gráfico 2 que o 

sobrenadante do cultivo de Scenedesmus sp é o meio que tem o crescimento mais 

estável e próximo quando em comparação com o meio padrão. No tempo de 48 horas, 

podemos verificar que o crescimento de Scenedesmus sp é maior que LB.  

Prabakaran e Balaraman (2006) relataram que as toxinas de Bt tem produção 

máxima após 24 horas de cultivo em meio de caldo nutriente e no meio de soja. No 

período de 24 a 42 h não aumentou a toxicidade. Portanto, o produto obtido no final 
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da fase estacionária poderá permitir uma recuperação máxima da endotoxina e 

esporos. 

 

Gráfico 2 - Crescimento celular do Bt370 determinado em massa seca em função do tempo em 
diferentes meios de cultura expressa de 0 à 96 horas 

 
 
LB: Meio Luria-Bertani padrão; ACU: líquido metabólico de Arthospira platensis com ureia; ASU: líquido metabólico 

de Arthospira platensis sem ureia; SCU: líquido metabólico de Scenedesmus sp. com ureia; SSU: líquido 

metabólico de Scenesmus sp. sem ureia); CCU: líquido metabólico de Chlorella vulgaris com ureia); CSU: líquido 

metabólico de Chlorella vulgaris sem ureia; DCU: líquido metabólico de Dunaliella tertiolecta com ureia) e DSU 

líquido metabólico de Dunaliella tertiolecta sem ureia. 

 

A partir de uma análise macroscópica dos cultivos em seus respectivos meios 

de culturas, observou-se que o cultivo com meio de cultura constituído por extrato de 

palma, sobrenadante de Chlorella vulgaris ou Scenedesmus sp. e ureia apresentaram 

uma maior formação de grumos quando comparado com outros meios de cultura, 

sendo portanto considerados mais apropriados como meio de cultura alternativo para 

a o crescimento do BT370.  

Há um tempo necessário para a formação de grumos, ocorrendo ao final do 

crescimento vegetativo e início da fase de transição para esporulação. O tempo de 

formação desses grumos (floculação) coincide com a diminuição da motilidade celular, 

onde há uma diminuição da velocidade de crescimento. Pesquisadores tem 

demonstrado que as condições nutricionais e operacionais podem afetar a formação 
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de grumos (BERBERT-MOLINA et al., 2008). Portanto podemos observar nas Figuras 

4 a 7 que os meios compostos por Chlorella vulgaris, com palma e ureia e 

Scenedesmus sp, palma e ureia apresentam uma turbidez e coloração semelhantes 

ao meio padrão, tendo apresentado formação de grumos, diferentemente dos outros 

meios. 

 
Figura 4 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura padrão LB, após 96 h 

 
 
 

Figura 5 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura constituído de extrato de palma, 
sobrenadante do cultivo de Chlorella vulgaris e ureia, após 96 h. 

 
 
 

Figura 6 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura constituído de extrato de palma, 
sobrenadante do cultivo de Dunaliella tertiolecta e ureia, após 96 h. 
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Figura 7 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura constituído de extrato de palma, 
sobrenadante do cultivo de Arthrospira platensis e ureia, após 96. 

 
 

   

4.1 QUANTIFICAÇÃO DE ESPOROS E ENDOTOXINAS 

 

Os valores de quantidade de esporos e endotoxinas estão expressos nas 

Tabelas 3 – 6. 

 
Tabela 3 – Quantificação das formadoras de colônias (UFC/mL) e endotoxina obtidas nos cultivos 

utilizando meios de cultura constituído por sobrenadante de C. vulgaris, extrato de palma com e sem 
uréia em comparação com o LB. 
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Tabela 4 – Quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC/mL) e endotoxina obtidas nos 
cultivos utilizando meios de cultura constituído por sobrenadante de Scenedesmus sp., extrato de 

palma com e sem uréia em comparação com o LB. 

 
 

Estudos relatam que a formação das toxinas paraesporal em BT geralmente 

ocorrem de duas a três horas após a fase exponencial de crescimento e durante a 

esporulação (Manonmani e Balaraman, 2001).  A produção de esporos foi maior nos 

cultivos utilizando meio de cultura constituído por extrato de palma e sobrenadante do 

cultivo de Chlorella vulgaris com ou sem uréia (Tabela 3), e sobrenadante de 

Scenedemus sp. (Tabela 4) com valores maiores que 380 x 108 UFC/ml, 

impossibilitando a contagem exata de números de colônias devido à grande 

quantidade destas. Assim, esses experimentos precisarão ser repetidos para avaliar 

a contagem de esporos em uma diluição maior que 108  UFC/ml.  

A esporulação é uma forma da bactéria contornar situações adversas, visto que 

os esporos produzidos como sinal de resistência. De forma mais ampla, a esporulação 

inicia na fase estacionária, quando a bactéria consumiu grande parte das fontes de 

nutrientes e esse fator sinaliza a necessidade de proteção. Além disso, durante a 

fermentação, o microrganismo, pode produzir metabólitos que, com o acúmulo, acaba 

por inibir seu próprio crescimento (CARVALHAL & ALTERTHUM, 1999). 

Öskan et al. (2003) e Içgen et al (2002a) revelaram que o manganês é um íon 

essencial para a diferenciação celular, sendo requerido para esporulação e formação 

do cristal.  No entanto, concentrações muito elevadas de manganês tornam-se tóxicos 

para os processos celulares. Podemos observar que os meios de Scenedesmus sp e 

C. vulgaris contém esses íons na composição dos seus meios em valores 

aproximados. 

O cálcio é importante para o processo de esporulação e estabilidade do cristal 

proteico, e tem sua importância limitada para o crescimento vegetativo e síntese 

protética. Diante dessas perspectivas o cálcio não é essencial para a síntese das 
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proteínas Cry. Desta forma, diversos estudos recomendam o uso de concentrações 

menores de cálcio, a fim de não comprometer a formação das proteínas Cry (IÇGEN 

et al, 2002). Os meios de crescimento de Scenedesmus sp. e C. vulgaris tem 

pequenas quantidades de cálcio, o que pode ter levado ao aumento da esporulação 

sem prejuízo a produção de proteínas.  

Os cultivos utilizando o sobrenadante de A. platensis (Tabelas 5) e D. tertiolecta 

(Tabelas 6) obtiveram contagem de esporos máximas na ordem de 104 e 106, 

respectivamente, valores menores quando comparados os cultivos utilizando 

sobrenadante de C. vulgaris, Scenedemus sp., meio mineral e LB. 

 
Tabela 5 – Quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC/mL) e endotoxina obtidas nos 
cultivos utilizando meios de cultura constituído por sobrenadante de A. platensis, extrato de palma 

com e sem uréia em comparação com o LB. 

 
 

 

Tabela 6 – Quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC/mL) e endotoxina obtidas nos 
cultivos utilizando meios de cultura constituído por sobrenadante de D. tertiolecta, extrato de palma 

com e sem uréia em comparação com o LB. 

 
 
A síntese de proteínas ocorre durante a esporulação, portanto, diferente de 

muitos cultivos, a fase estacionária precisa ser considerada para as produções das 

devidas funções no cultivo dessa bactéria (GLARE e O’CALLAGHAN, 2000). Por isso 
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é importante destacar os meios que obtiveram a faixa de esporulação crescente e 

equivalente ao meio padrão em conjuntura com o padrão das fases estacionárias dos 

meios. Sendo de suma relevância já que esse parâmetro avalia uma taxa de 

toxicidade maior e mais eficaz. 

Nas Figuras 8 a 11 estão as fotos das endotoxinas com formato bipiramidal 

produzidas pelo Bacillus thrurigensis BT370 cultivadas nos diferentes meios de 

cultura. A maior quantidade de cristais foi observada no meio de cultura constituído 

por sobrenadante de C. vulgaris e ureia (Figura 9). Isto está de acordo com os 

resultados de contagem de UFC e dosagem de endotoxinas (Tabela 3), o qual 

apresentou maior valor quando comparado aos outros cultivos. Prabakaran e 

Balaraman, (2006) que relataram que as proteínas endotoxinas acumuladas como 

cristal paraesporal são produzidas na fase de esporulação de crescimento. Por isso 

esse parâmetro fornece a mensuração da capacidade de produção das cepas e 

meios.  

 

Figura 8 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura padrão LB, após 96 h 
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Figura 9 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura constituído de extrato de palma, 
sobrenadante do cultivo de Chlorella vulgaris e ureia, após 96 h. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 10 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura constituído de extrato de palma, 
sobrenadante do cultivo de Dunaliella tertiolecta e ureia, após 86 h. 
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Figura 11 - Bacillus thrurigensis Bt370 em meio de cultura constituído de extrato de palma, 
sobrenadante do cultivo de Arthrospira platensis e ureia, após 86 h. 

 
 
 

A atividade larvicida das preparações a base de Bacilllus thrurigensis 

disponíveis no mercado são baseadas em proteínas endotoxinas acumuladas como 

cristal paraesporal produzido por essas bactérias durante a fase de esporulação de 

crescimento (PRABAKARAN E BALARAMAN, 2006). Sabe-se que a produção da 

endotoxina está relacionada com a produção de esporos (ZOUARI AND JAOUA, 

1999) e a produção de protease é importante para determinar a estabilidade da toxina 

(GHRIBI ET AL., 2007).  

Diferentes meios de cultura constituídos por produtos agrícolas têm sido 

avaliado para a produção das endotoxinas de Bt. Prabakaran e Balaraman (2006) 

relataram que meio com soja e minerais obtiveram maior toxicidade após 24 h de 

cultivo, com resultados semelhantes ao obtidos com meio padrão caldo nutriente. No 

Brasil, a soja tem sido relata como meio de referência para produção em larga escala 

de Bt com atividade larvicida. Entretanto podemos observar que os meios alternativos 

compostos por Chlorella vulgaris, extrato de palma e ureia também apresentam essa 

capacidade na produção de endotoxinas. 
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5 CONCLUSÃO 
 

O extrato de palma pode ser uma alternativa para a redução do custo do meio 

de cultura. Este substrato possui outras vantagens como disponibilidade o ano todo, 

permite uma rápida esporulação, alta produção de biomassa, curto tempo de 

fermentação e fácil preparo e estocagem. O uso do líquido metabólico de organismos 

fotossintetizantes permite a reciclagem de resíduos que seriam descartados e que tem 

grande potencial de nutrientes utilizados em suas formulações e produzidos durante 

o crescimento dos organismos. Nesse contexto, o uso do extrato de palma, 

sobrenadante do cultivo de Chlorella vulgaris com e sem ureia e de Scenedemus sp 

são uma alternativa para redução do custo do meio de cultura, principalmente na 

Região do nordeste brasileiro que tem altas produções desse substrato que fornece 

as características nutricionais satisfatórias. 
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