MEIOS ALTERNATIVOS PARA A PRODUÇÃO DE Bacillus sphaerius ENTOMOPATOGÊNICO.
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1. INTRODUÇÃO
     O clima vem sendo alterado em todo o mundo. Um efeito percebido pela população é o aumento da temperatura durante os meses de inverno. A temperatura entre 25° e 30°C é favorável para o desenvolvimento dos insetos, onde ocorre o máximo de viabilidade e período curto de desenvolvimento, consequentemente aumentando a população dos mesmos (Costa et al., 1994). 

     O Culex quinquefasciatus (Say, 1923), o mosquito urbano, é um exemplo. Esse mosquito se desenvolve em águas paradas, com grande quantidade de matéria orgânica característica de águas encontradas nas cidades. Durante seu ciclo, as fêmeas invadem as residências para fazer hematofagia necessária para ovopostura, causando desconforto e transtornos a população.

     O aumento da população deste mosquito, no período de inverno, faz com que as autoridades sanitárias, em muitos casos, buscando um efeito rápido, utilizem inseticidas químicos, provocando resistência em determinadas populações, exterminando inimigos naturais que convivem no mesmo habitat e gerando resíduos nas cadeias tróficas e no ambiente.  
      O controle biológico de insetos é uma alternativa ao controle químico, pois diminui o impacto tóxico no ecossistema.   Entre os microrganismos utilizados para o controle biológico, destaca-se a bactéria Bacillus sphaericus, que produz uma toxina específica contra certos mosquitos. A larva do mosquito ingere a toxina, esta age nas células do trato gastro-intestinal, desencadeando uma série de eventos, como desequilíbrio eletrolítico, formação de vacúolos, culminando com a morte das larvas (Germani, 1993).
     O objetivo desse trabalho foi utilizar resíduos industriais como alternativas de baixo custo para produzir bioinseticida à base de Bacillus sphaericus. 
2. METODOLOGIA
     O trabalho foi desenvolvido no Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia, onde foram conduzidos os experimentos, e a criação de C. quinquefasciatus, segundo metodologia de Costa et al (1994), para a utilização nas provas biológicas.

     O meio de cultivo padrão utilizado foi o NYSM (Kalfon, et al, 1985), e os meios alternativos testados foram denominados, segundo seu constituinte principal:  farinha de carne (FC), subproduto frigorífico, água de arroz (AA), resíduo resultante do processo de parboilização e goma de peixe (GP), resíduo da indústria pesqueira.
     Os meios preparados foram distribuídos em alíquotas de 50mL, em Erlenmeyers de 250mL e esterilizados para posterior inoculação.

     Amostras puras de B. sphaericus, obtidas da coleção do Departamento, foram isoladas e inoculadas em 50mL de NYSM, que serviu de inóculo para os experimentos.  Cada Erlenmeyer contendo os diferentes meios foram semeados com 25µL do inóculo e incubados em agitador orbital (150 rpm) a 30°C.
      Ao final de 24 e 48 horas de cultivo, foram retiradas alíquotas de 2mL de cada suspensão dos três meios, para a execução da contagem de células totais, esporos e realização das provas biológicas.
     A contagem de células totais e esporos foram obtidos pelo método das diluições seriadas e plaqueamento, sendo que para a contagem dos esporos, as diluições foram submetidas a banho de água a 80°C, por 12 minutos para posterior plaqueamento. As provas biológicas foram efetuadas contra larvas de C. quinquefasciatus de 3°estágio de desenvolvimento, seguindo a metodologia de Guideline Specifications for Bacterial Larvicides Health, 1999.”E calculadas as Doses Letais 50 % pelo método de Reed&Muench, 1938.
3. RESULTADOS E DISCUSÃO
     Os resultados da contagem do número de células viáveis, esporos e bioensaios estão expressos nas figuras 1 e 2:
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Figura 1: Número de células viáveis as 24 e 48 horas de cultivo de B. sphaericus, nos diferentes meios NYSM (controle), AA (Água de arroz) e FC (Farinha de carne). Os dados representam as médias +/- EPM (Erro Padrão da Média).
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Figura 2: Número de esporos as 24 e 48 horas de cultivo de B. sphaericus, nos diferentes meios NYSM (controle), AA (Água de arroz) e FC (Farinha de carne). Os dados representam as médias +/- EPM (Erro Padrão da Média).
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Figura 3: Dose letal 50% contra as larvas de C. quinquefasciatus de B. sphaericus cultivado nos diferentes meios. Os dados representam as médias de DL50 % +/- EPM , calculados pelo método estatístico Reed&Muench. 
     Após a análise dos resultados, observou-se que o número de células totais viáveis foi significativamente maior no meio NYSM, comparado aos outros meios, tanto as 24 quanto às 48 horas de cultivo. Este resultado era esperado, já que este meio é específico para o desenvolvimento do B. sphaericus. 
     O meio farinha de carne produziu uma quantidade semelhante de esporos, em relação ao NYSM, sugerindo que este resíduo possui potencial como fonte para a produção de bioinseticida a base de B. sphaericus, pois o processo de esporulação, influencia a formação da toxina, responsável pela morte das larvas. Com relação ao meio de arroz, observou-se uma diferença significativa no número de esporos, comparando este meio com os outros dois às 48 horas de cultivo (Fig.2). Entretanto, esta diferença não foi observada na prova biológica, sugerindo que embora este meio venha a induzir uma alta esporulação, não induziu a uma produção proporcional de toxina.
     Os resultados das provas biológicas são os mais significativos, pois esta prova é que demonstra o real potencial destes meios como alternativa de cultivo. Embora a mortalidade das larvas tenha sido maior no cultivo com meio de água de arroz, não foi observado diferença significativa entre os mesmos (Fig. 3).
     O número de esporos variou entre 24 e 48 horas cultivo, porém no teste biológico a mesma diferença não ocorreu. Uma possibilidade é que os meios não forneceram estabilidade à toxina, devido à alcalinidade durante o cultivo, ou não induziram a formação da mesma.
     Outro fator analisado foi o tempo de cultivo, este pode encarecer a produção do bioinseticida em escala industrial. Pode-se observar um número maior de esporos nos cultivos de 48 horas, porém esse fator não alterou significativamente, a diferença na mortalidade das larvas observada às 24 horas. Esta observação sugere que cultivo de 24 horas, utilizando estes meios alternativos, possa ser uma alternativa viável na produção de bioinseticida à base de B. sphaericus.
    Com o meio goma de peixe não se obteve resultado satisfatório, ocorreu pouca multiplicação do B. sphaericus, possivelmente pela grande quantidade de lipídeos, constituinte principal desse meio, não servir de fonte nutricional para o desenvolvimento da bactéria, portanto não é indicado como alternativa de cultivo para a produção de bioinseticidas. 
4. CONCLUSÕES
     De posse destes resultados foi possível concluir que os meios alternativos, água de arroz e farinha de carne, demonstraram um grande potencial para a produção de bioinseticida à base de B. sphaericus.
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