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RESUMO

VIANA, Juliete Lima. Encapsulamento de linhagens de Bacillus thuringiensis do Maranhé&o
para o controle de Aedes aegypti em condicdo simulada de campo. 2024. 91 f. Tese.
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade do Estado do Amazonas,
Manaus, 2024.

Os inseticidas biologicos estdo sendo utilizados como alternativas no controle de mosquitos
vetores de doencas, incluindo o Bacillus thuringiensis, um entomopatogeno, capaz de sintetizar
cristais proteicos toxicos durante o processo de esporulacdo, chamados de proteina Cry e Cyt.
Atualmente, os biopolimeros sdo bastante utilizados para o encapsulamento de bioinseticidas,
o0 qual é uma alternativa no sentido de melhorar a persisténcia dos produtos em campo. No
presente trabalho, foi investigada a microencapsulacdo de duas linhagens da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis (BtMA-750 e BtMA-1114), que atuam como
bioinseticidas de alta toxicidade para 0 mosquito vetor Aedes aegypti. Para isso, foi avaliado o
encapsulamento de diferentes concentragcdes de microrganismos em microparticulas de amido
utilizando a técnica de polimerizacdo em suspensdo inversa. Foi possivel observar que maiores
quantidades de bactérias ocasionaram uma leve diminuicdo no didmetro das particulas,
garantindo que mesmo a bactéria encapsulada ainda apresente um diametro médio adequado
para ser consumido pelas larvas do A. aegypti. Além disso, notou-se que a presenca de ambas
as linhagens de B. thuringiensis ndo afetou a estabilidade térmica das particulas. As linhagens
bacterianas microencapsuladas demonstraram elevado nUumero de esporos viaveis e
preservaram a expressdo de proteinas com massas moleculares correspondentes as toxinas
inseticidas Cry e Cyt, reforcando que o processo de encapsulamento foi realizado de forma
controlada. Finalmente, as linhagens encapsuladas foram testadas em laboratério contra larvas
de A. aegypti e manteve 100% de mortalidade das larvas durante 35 dias. O encapsulado de
BtMA-1114 apresentou CLso € CLgo com 0.0075 mg.L? e 0.0872 mg.L?, respectivamente. Ja
a linhagem BtMA-750 apresentou maiores valores de CLso com 0.137 mg/L e CLgo com 10.08
mg.Lt. Em condicdo simulado de campo, observou-se mortalidade larval nos recipientes
expostos a luz solar durante 23 dias de experimento aplicando a CLso do encapsulado BtMA-
750, j& o encapsulado BtMA-1114 observou-se alta mortalidade larval até a terceira semana de
exposicao bacteriana. Portanto, foi demonstrado que a microencapsulacdo de B. thuringiensis
com amido utilizando a técnica de polimerizacdo em suspensdo inversa ndo s6 garante a
atividade bacteriana, mas também prolonga a acdo do bioinseticida. Tais descobertas destacam
o grande potencial dos novos biopesticidas, que podem ajudar a reduzir os indices populacionais
do mosquito vetor A. aegypti de forma sustentavel e sem agressdo ao meio ambiente.

Palavras-chave: Arboviroses; Controle biolégico; Bactéria entomopatogénica; Microparticula
polimérica.



ABSTRACT

VIANA, Juliete Lima. Encapsulation of Bacillus thuringiensis strains from Maranhéo to
control Aedes aegypti in simulated field conditions. 2024. 91 f. Thesis. (Doctorate in
Biodiversity and Biotechnology) — State University of Amazonas, Manaus, 2024.

Biological insecticides are being used as alternatives to control disease vector mosquitoes,
including the Bacillus thuringiensis, an entomopathogen, capable of synthesizing toxic protein
crystals during the sporulation process, called Cry and Cyt proteins. Currently, biopolymers are
widely used for the encapsulation of bioinsecticides, which is an alternative to improving the
persistence of products in the field. In the present work, the microencapsulation of two strains
of the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis (BtMA-750 and BtMA-1114) was
investigated, which act as highly toxic bioinsecticides for the mosquito vector Aedes aegypti.
To this end, the encapsulation of different concentrations of microorganisms in starch
microparticles was evaluated using the inverse suspension polymerization technique. It was
possible to observe that greater quantities of bacteria caused a slight decrease in the diameter
of the particles, ensuring that even the encapsulated bacteria still has an average diameter
suitable for consumption by A. aegypti larvae. Furthermore, it was noted that the presence of
both strains of B. thuringiensis did not affect the thermal stability of the particles. The
microencapsulated bacterial strains demonstrated a high number of viable spores and preserved
the expression of proteins with molecular masses corresponding to the insecticidal toxins Cry
and Cyt, reinforcing that the encapsulation process was carried out in a controlled manner.
Finally, the encapsulated strains were tested in the laboratory against A. aegypti larvae and
maintained 100% larval mortality for 35 days. The BtMA-1114 encapsulate presented LCsg and
LCgo with 0.0075 mg.L*and 0.0872 mg.L™, respectively. The BtMA-750 lineage presented
higher values of LCso with 0.137 mg/L and LCg with 10.08 mg.L™:. In simulated field
conditions, larval mortality was observed in containers exposed to sunlight during 23 days of
experiment applying the LCso of the encapsulated BtMA-750, whereas in the encapsulated
BtMA-1114 high larval mortality was observed until the third week of bacterial exposure.
Therefore, it was demonstrated that microencapsulation of B. thuringiensis with starch using
the inverse suspension polymerization technique not only guarantees bacterial activity, but also
prolongs the action of the bioinsecticide. Such discoveries highlight the great potential of new
bioinsecticides, which can help reduce population rates of the mosquito vector A. aegypti in a
sustainable way and without harming the environment.

Key-words: Arboviruses; Biological control; Entomopathogenic bacteria; Polymer
microparticle.
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1 INTRODUCAO

A regido da Amazonia brasileira possui condi¢6es climaticas com temperaturas elevadas
e altos niveis de insolacdo, que contribuem para a proliferacdo de mosquitos vetores dos agentes
etiologicos da malaria, dengue, zika e chikungunya, os quais sdo de importancia médica e
sanitaria no Brasil (BRASIL, 2022). O controle bioldgico desses vetores € uma alternativa
eficiente quando comparado ao controle quimico. Produtos de origem bioldgica, sédo
ambientalmente viaveis, pois sdo biodegradaveis e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade ao
ambiente. Entre os mais variados produtos bioldgicos usados no controle de vetores ou pragas
agricolas, destaca-se a bactéria gram-positiva Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti)
(BRAVO et al., 2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009; BEN-DQOV, 2014; VARGAS et al.,
2022). Essa linhagem apresenta elevada toxicidade contra mosquitos vetores devido a producao
de proteinas Cry e Cyt, as quais possuem acao larvicida (CRICKMORE et al., 1998;
CRICKMORE et al., 2023).

Na fase de esporulacdo a bactéria produz essas toxinas, que possuem atividade
inseticida, que quando acumuladas formam os cristais proteicos. As proteinas Cry séo tdxicas
para as ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera, ja as Cyt apresentam
toxicidade para insetos da ordem Diptera. As proteinas Cry se ligam aos receptores especificos
presentes na membrana do intestino médio dos insetos, provocando septicemia e morte da larva,
diferentemente as toxinas Cyt ndo se ligam aos receptores, mas se inserem diretamente na
membrana celular, potencializando a ac&o inseticidas das Cry (HOFTE e WHITELEY, 1989;
BRAVO et al., 2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009; BEN-DOV, 2014).

No entanto, alguns fatores ambientais como a exposi¢cdo direta aos raios ultravioleta
(UV) e insolacdo podem inativar a acao dessas toxinas, interferindo assim na sua efetividade e
inviabilizando a persisténcia em campo dos produtos a base de B. thuringiensis Berliner, 1911.
Estudos realizados por Batra et al. (2000) e Viana et al. (2021a) demonstraram que a eficacia e
persisténcia dos formulados de Bti é reduzida quando expostos a essas condi¢cdes ambientais
em campo, a duracdo do larvicida fica entre duas a trés semanas.

Uma alternativa viavel, é o encapsulamento do B. thuringiensis utilizando uma matriz
polimérica natural, que possibilita ampliar o espectro de acdo deste bacilo, sendo capaz de
diminuir a influéncia de fatores ambientais na persisténcia da bactéria e, levando maior tempo
para degradar no ambiente e, consequentemente aumentando o poder residual do produto.

Atualmente, as matrizes poliméricas sdo muito utilizadas para o encapsulamento de

diversos produtos por representar uma das classes de materiais mais versateis, disponiveis para
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aplicacdes em diversas areas tecnoldgicas, além de representarem uma medida ecologicamente
viavel e segura.

Nesse sentido, o presente trabalho realizou o encapsulamento de linhagens de B.
thuringiensis (BtMA-750 e BtMA-1114) pertencentes ao Banco de Bacilos Entomopatogénicos
do Maranhdo (BBENMA) com acdo inseticida comprovada para larvas de Aedes aegypti (L.
1762), Aedes albopictus (Skuse), Culex quinquefasciatus Say, 1823 e Anopheles darlingi (Root,
1926) (BARBOSA et al., 2017; SOARES-DA-SILVA et al., 2017; VIEIRA-NETA et al.,
2021).

O encapsulamento de linhagens com biopolimero possibilitard o desenvolvimento de
bioprodutos extraidos de recursos naturais e o desenvolvimento de materiais sustentaveis, o que
é uma étima alternativa para a seguranca ambiental. Além disso, a utilizacdo de B. thuringiensis,
gue hoje representa 0 melhor principio ativo utilizado mundialmente para o controle biol6gico
de insetos, € de extrema importancia para estes procedimentos, pois diante da preocupacgao
quanto a utilizacdo racional dos recursos naturais e a sustentabilidade, esta estratégia de
encapsulamento de linhagens de B. thuringiensis com o biopolimero amido se enquadra na
proposta de producdo de produtos ecologicamente sustentaveis. As atividades de controle,
contribuem para a reducgdo da poluicdo gerada quanto a aplicacéo de inseticidas quimicos aos
ecossistemas, sendo 0 meio ambiente beneficiado nas condic¢des a serem desenvolvidas nesse
trabalho (DUNKLE e SHASHA, 1988; RAMIREZ-SUERO et al., 2005; WEIMANN, 2014;
HE et al., 2017; KHORRAMVATAN et al., 2017; ESKI et al., 2019).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral
e Avaliar a eficiéncia do encapsulamento de isolados de B. thuringiensis do Maranhéo

com biopolimero amido para o controle de larvas de A. aegypti.

1.2.2 Especificos

e Encapsular as linhagens de B. thuringiensis utilizando o biopolimero amido;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e morfologicas dos encapsulados;

e Caracterizar o conteudo proteico das linhagens encapsuladas de B. thuringiensis com
acédo toxica para larvas de A. aegypti;

e Determinar o potencial larvicida dos bioprodutos em condigdes de laboratério;
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e Determinar a Concentragdo Letal Mediana e o potencial de persisténcia dos bioprodutos

em condigéo simulada de campo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bacillus thuringiensis

O Bacillus thuringiensis Berliner, 1911 (Eubacteriales: Bacillaceae) é uma bactéria
ubiqua, gram-positiva, e com alta toxicidade contra determinadas ordem de insetos, como
Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera (ALVES, 1998; CRICKMORE et al., 1998;
BEN-DOV, 2014; SAUKA e BENINTENDE, 2017; VILLARREAL-DELGADO et al., 2018;
CRICKMORE et al., 2023). Foi descoberta no inicio do século XX, no Japdo, pelo bidlogo
Shigetane Ishiwata a partir de larvas mortas de bicho-da-seda. Em 1911 na provincia de
Thuringia na Alemanha foi isolada larvas de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) por Berliner (HABIB e ANDRADE, 1998; GLARE e O’'CALLAGHAM, 2000).

Essa bactéria possui forma de bastonete de aproximadamente 1 a 1,2 um largura por 3
a 5 um de comprimento, geralmente com motilidade. Sdo formadoras de esporos entre elipticos
e cilindricos, em posic¢do central, com esporangio ndo nitidamente estendido, aerébia, podendo
também crescer facultativamente em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 45 °C (HABIB e
ANDRADE, 1998).

Varias toxinas, com atividade inseticida podem ser produzidas por B. thuringiensis
como: a-exotoxinas, f-exotoxinas, quitinases, proteinas inseticidas vegetativas (VIP — do inglés
“vegetative insecticidal proteins™) e dois tipos de 6-endotoxinas sintetizadas durante o processo
de espolucgdo: Cry e Cyt (CRICKMORE et al., 1998; HOFTE e WHITELEY, 1989; SCHNEPF
etal., 1998; BRAVO et al., 2007; DJENANE et al., 2017; RICOLDI et al., 2018).

As toxinas Cry possuem massa molecular entre 40 e 140 kDa, sintetizadas sob condigdes
restritas de crescimento e codificadas por diferentes genes denominados gene cry, mais de 750
genes cry, que codificam as proteinas Cry, ja foram sequenciados e estdo classificadas em 74
grupos organizados em diferentes subgrupos (AGAISSE e LERECLUS, 1995; BRAVO et al.,
2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009; da COSTA et al., 2010; CRICKMORE et al., 2023).

A toxicidade de um isolado esté relacionada aos diferentes tipos de genes cry funcionais
codificadores das proteinas Cry que 0 mesmo possui. A presenca dos genes serve como
parametro para inferir na efetividade de uma cepa bacteriana contra um determinado grupo de
insetos (PINTO et al., 2003; SOARES-DA-SILVA et al., 2017; VIEIRA-NETA et al., 2021).

As proteinas Cry tornam-se toxicas aos insetos alvo quando sdo ingeridas pelas larvas.
As toxinas ligam-se a receptores especificos no intestino médio das larvas, apds o
reconhecimento do receptor comeca a formacdo de poros na membrana celular do epitélio
intestinal, provocando desequilibrio idnico, aumentando a absor¢do de &gua, ruptura e

desintegracéo das células do intestino médio, levando o inseto a paralisia e 8 morte (HOFTE e
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WHITELEY, 1989; GLARE ¢ O’CALLAGHAM, 2000; SOBERON et al., 2018; VIANA et
al., 2021b) (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquematica do modo de acdo das toxinas de Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis em larvas de mosquito vetor de doengas.
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Fonte: Esquema realizado por Vieira-Neta no Created in BioRender e figuras do epitélio intestinal de Viana et
al. (2021b).

As toxinas Cyt sao o&-endotoxinas com massa molecular de 27-30 kDa, que sdo
codificadas pelos genes cyt, sintetizadas principalmente por isolados de B. thuringiensis ativos
contra dipteros. As proteinas Cyt possuem atividade citolitica e sdo constituidas pelos grupos
Cytl, Cyt2 e Cyt3, com mais de 30 genes cyt sequenciados (KONI e ELLAR, 1993;
CRICKMORE et al., 1998; SCHNEPF et al., 1998; ELLEUCH et al., 2015; CRICKMORE et
al., 2023). Essas toxinas podem agir sinergicamente com toxinas Cry mosquitocida,
funcionando como um receptor para a ligacdo de toxinas Cry em membranas das células do
intestino de insetos alvo, desempenhando assim um papel crucial na atividade téxica das
linhagens bacterianas (CRICKMORE et al., 1995; PONCET et al., 1995; VIANA et al., 2021b).

B. thuringiensis apresenta boa efetividade no controle biologico de insetos, pois
apresenta persisténcia no ambiente, em locais protegidos de raios UV; possui também a
capacidade de esporular em larvas mortas, favorecendo sua manutencdo no ambiente; bem
como, menor probabilidade de causar resisténcia, devido a diversidade de toxinas. Além disso,
o0 bacilo é indcuo aos humanos, mamiferos, aves, repteis, anfibios ou peixes, pois ndo causam
danos, possibilitando a aplicacdo em area onde essas espécies habitam (BETZ et al., 2000;
RAMIREZ-LEPE e RAMIREZ-SUERO, 2012; LOBO et al., 2018).
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2.2 Aedes aegypti e as doencas dengue, febre amarela urbana, Zika virus e chikungunya

O Aedes aegypti (L. 1762) é hoje um dos principais problemas em saude publica no
mundo, devido ao seu papel como transmissor de agentes patogénicos ao homem que causam
doencas como a dengue, febre amarela urbana, Zika virus e chikungunya, entre outros
(FORATTINI, 2002; NATAL, 2002; HONORIO et al., 2015; VASCONCELOS, 2015;
BRASIL, 2022). Esse vetor pertence ao filo Artropoda, classe Insecta, ordem Diptera, familia
Culicidae, género Aedes, subgénero Stegomyia (CONSOLI e LOURENGCO-DE-OLIVEIRA,
1994; FORATTINI, 2002; MONTEIRO, 2014).

Esse mosquito foi introduzido na America durante a colonizacéo e o trafico negreiro.
Foi descrito originalmente no Egito, o que lhe conferiu 0 nome especifico (aegypti) (CONSOLI
e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; EIRAS, 2000; FORATTINI, 2002; BRAGA e VALLE,
2007; FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016). A. aegypti possui ampla distribuicdo geogréfica,
predominando nas areas tropicais e subtropicais situadas entre os paralelos de latitudes 45°
Norte e 40° Sul, e nas zonas isotermais intermediadas a 20 °C (GADELHA, 1985;
FORATTINI, 2002).

O A. aegypti € um vetor que possui habito diurno e alimenta-se preferencialmente de
sangue humano, podendo também utilizar sangue de outros animais (CONSOLI e
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002). Esse vetor possui elevada
preferéncia por ambiente domiciliar e, realiza hematofagia na maior parte das vezes no
intradomicilio (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; TEIXEIRA et al., 1999;
FORATTINI, 2002). Esse mosquito é caracteristico por apresentar escamas brancas, escudo
recoberto por escamas escuras e um desenho em forma de lira composto por escamas brancas
prateadas (FORATTINI, 2002; REY et al., 2006).

Em relacdo ao desenvolvimento desse vetor, sdo holometabolos compreendendo quatro
fases durante o seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e adultos (CONSOLI e LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; HIGGS e BEATY, 2005). As fémeas realizam a oviposi¢do em diferentes
recipientes artificiais, fator que contribui para sua proliferagdo. Os ovos possuem como
caracteristica alta resisténcia as adversidades do meio, uma vez completado o desenvolvimento
embrionario, 0s ovos sdo capazes de resistir a longos periodos de dessecacdo, que podem
prolongar-se por mais de um ano, aumentando seu potencial de dispersdo e sobrevivéncia.
(FORATTINI, 2002; KRAEMER et al., 2015; SOARES-PINHEIRO et al., 2017; ANDRADE
etal., 2019).

A fase larval compreende quatro estadios L1, L2, L3 e L4, que duram até cinco dias

dependendo da temperatura, densidade larval e disponibilidade de alimento e, passam a maior
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parte do tempo alimentando-se de matéria organica presente no fundo e nas paredes dos
criadouros. Posteriormente as larvas entram na fase de pupa, estas desenvolvem-se
aproximadamente em dois a trés dias, nesta fase ndo se alimentam, sendo assim, raramente sdo
afetadas pela acdo de larvicidas (FUNASA, 2001; FORATTINI, 2002; BENEDICT et al., 2007;
POWELL e TABACHNICK, 2013; KRAEMER et al., 2015). Apo6s a fase de pupa o inseto
adulto emerge, e dentro de 24 horas ja pode acasalar, sobrevivendo em média entre 30 a 35
dias. Os mosquitos alimentam-se de seiva elaborada, composta principalmente por aminoacidos
e acUcares. Entretanto, as fémeas sdo hemat6fagas, pois necessitam de sangue para a maturagdo
dos ovos (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Fases de vida do mosquito Aedes aegypti: (A) ovos; (B) larva; (C) pupa; (D) adulto.

Fonte: Imagem esquematizada por Viera-Neta, 2014, Berhnard Nocht (ovos); Richard C. Russel (larva); Stich
A (pupa); Vieira G. J (adulto).

Durante o processo de hematofagia podem transmitir diferentes arbovirus que causam
infeccdes ao homem (FORATTINI, 2002; VALLE et al., 2016), como Dengue (DENV; género
Flavivirus, familia Flaviviridae), Febre amarela urbana (MONATH , 2001; TAVEIRA et al.,
2001; MASCHERETTI et al., 2013; SOO et al., 2016), Zika virus (ZIKV; género Flavivirus,
familia Flaviviridae) (DIALLO et al., 2014; GANGULI et al., 2017) e virus Chikungunya
(CHIKV; género Alphavirus, familia Togaviridae) (LEPARC-GOFFART et al., 2014,
WEAVER, 2014; KANTOR, 2016). Os virus ZIKV e CHIKV foram introduzidos no Brasil
provavelmente no periodo da Copa do Mundo em 2014 (VASCONCELOQOS, 2015).

A dengue é uma doenca febril aguda causada por quatro sorotipos DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4 (MARZOCHI, 1994; SOO et al., 2016). Apds um periodo de 10 a 14 dias
do processo de hematofagia em individuo infectado que se encontra na fase virémica, o
mosquito é capaz de transmitir o virus por toda sua vida por meio da picada. No homem, o
periodo de incubacédo do virus Dengue pode durar de trés a 15 dias (FUNASA, 2001; BRASIL,
2002).

A febre amarela é uma infecgdo viral aguda, também transmitida ao homem por meio
da picada de mosquitos infectados com virus do género Flavivirus, essa doenca possui dois

ciclos de transmissao, o ciclo silvestre tendo como principais vetores, 0s mosquitos do género
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Haemagogus Williston, 1896., 1827 e Sabethes Robineau-Desvoidy e o ciclo urbano, onde o
vetor do virus é o A. aegypti e o Aedes albopictus (Skuse 1894) (TAVEIRA et al., 2001;
MASCHERETTI et al., 2013; SOO et al., 2016).

O virus CHIKYV desencadeia quadros de febre, intensa dor nas articulagdes e cefaleia
(BURT et al., 2014; DONALISIO e FREITAS, 2015; KANTOR, 2016). O virus ZIKV causa
doenca febril, podendo provocar cefaleia, mal-estar, edema, dor nas articulacdes e em casos
mais graves comprometimento do sistema nervoso central, ocasiona microcefalia e distdrbios
neuroldgicos em recém-nascidos, além disso o virus pode estar associado a sindrome de
Guillain-Barré (SALLENT et al., 2016; MORA-CARDENAS e MARCELLO, 2017; WHO e
UNICEF, 2017).

Fatores como mudancas climaticas e sociais, como a urbanizacdo desordenada sem a
devida estrutura de saneamento, abastecimento de agua e globalizacdo da economia favorece a
dispersdo do mosquito A. aegypti, e consequentemente a disseminacdo das arboviroses
(TAUIL, 2002).

2.3 Controle vetorial do mosquito Aedes aegypti

O controle de mosquitos vetores consiste em eliminar ou reduzir a populacdo desses
insetos que transmitem patdgenos causadores de doencas ao homem. O controle vetorial pode
ser dividido em mecénico ou ambiental, quimico e bioldgico (BRAGA e VALLE, 2007; ZARA
etal., 2016; BASSANI et al., 2019).

O controle mecéanico ou ambiental utiliza metodologias que eliminam ou reduzem agua
estagnada em criadouros artificiais como pneus velhos, latas, caixas d"agua, vasos de plantas,
frascos e outros (BRASIL, 2009; BASSANI et al., 2019).

O controle quimico utiliza diversas substancias gquimicas de origem organica ou
inorganica (BRAGA e VALLE, 2007; LIMA et al., 2009; BASSANI et al., 2019). Os
inseticidas quimicos como organoclorados (DDT), organofosforados (malathion e Temephos)
e carbamatos (carbofurano) e os piretroides (cipermetrina) atuam no sistema nervoso central do
inseto (BRAGA e VALLE, 2007). Os principais problemas do uso destes inseticidas é a sele¢do
de populacdes de A. aegypti resistentes, além dos impactos ambientais como contaminagdo do
solo e dos recursos hidricos; além do risco a satde humana provocados por seu uso intensivo
(POLANCZYK et al., 2003; LUNA et al., 2004; ZARA et al., 2016; MOYES et al., 2017,
VARGAS et al., 2022).

Outro larvicida utilizado é o pyriproxyfen pertencente ao grupo quimico éter
piridiloxipropilico, um analogo de horménio juvenil ou juvendide, que atua inibindo o

desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto, ou seja, mantendo-o0 com aspecto imaturo
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e causando esterilidade (DIVE/SUV/SES/SC, 2014; BASTOS et al., 2016). Esse larvicida
comecou a ser a ser introduzido nos estados brasileiros em 2014, em substituicdo ao temephos,
que ndo € mais utilizado devido a problematica de resisténcia (BRAGA e VALLE, 2007,
DIVE/SUV/SES/SC, 2014). Apesar do pyriproxyfen apresentar resultados satisfatorios no
controle dos vetores, ja foi verificado resisténcia cruzada em populacdes de A. aegypti
resistentes a temefos (ANDRIGHETTI et al., 2008; Oo et al., 2018).

Os inseticidas bioldgicos também vém sendo utilizados como alternativas no controle
dos mosquitos vetores (POLANCZYK et al., 2003; BRAGA e VALLE, 2007; VIANA et al.,
2021c). O Bacillus thuringiensis subsp. israelensis é o agente mais efetivo utilizado na
fabricacdo de inseticidas bioldgicos (SCHNEPF et al., 1998; BEN-DOV, 2014). No entanto, a
o0 elevado custo dos bioinseticidas derivados dessa bactéria, ocasiona aumento do preco final
do produto para o consumidor e a diminuicdo da competicdo destes produtos em relacdo ao
mercado dos inseticidas quimicos (ANGELDO et al., 2010).

Desta forma, a busca por novas linhagens de B. thuringiensis € realizada em diferentes
laboratérios do mundo, com intuito de obter isolados que estejam adaptados as condigdes
ambientais de cada regido, além de contribuir para uma maior variabilidade genética das
diferentes linhagens do B. thuringiensis para fabricagdo de novos produtos (SALEKJALALI et
al., 2012; BEN-DOV, 2014; LOBO et al., 2018; TISSERA et al., 2018; VIEIRA-NETA et al.,
2021). Encontrar linhagens brasileiras que possui atividade inseticida mais adaptadas para a
nossa regido, além do uso da tecnologia de encapsulamento com polimeros naturais é
importante para reduzir o preco final e aumentar o poder residual de um novo produto. A
persisténcia no ambiente é um importante fator na efetividade do produto, porque é mediante
esse processo que as bactérias se mantém por maior tempo nos criadouros realizando o controle

das larvas.

2.4 Encapsulamento de Bacillus thuringiensis

Atualmente, no mercado estio disponiveis diferentes formulados como VectoBac®
WG, VectoBac® CG, VectoBac® 12AS, entre outros, & base de B. thuringiensis subsp.
israelensis (Bti), sendo que a maioria desses formulados constitui-se de formas liquidas e
granuladas, contendo os cristais com atividade inseticida e 0s esporos viaveis, estes ultimos
auxiliam o processo de reciclagem da bactéria (BECKER, 2000; COUCH, 2000; SOARES-
DA-SILVA, 2009; VIANA et al., 2021a). A viabilidade dos esporos € um importante fator, pois
sabe-se que para uma maior duracdo da atividade larvicida é necessaria a manutencdo de

esporos viaveis, que em condi¢Oes favoraveis, podem levar a reciclagem destas bactérias no
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cadaver larval, o que aumenta o tempo de acdo da bactéria em campo (SOARES-DA-SILVA
etal., 2017; VIANA et al., 2021a).

Devido a importancia dos mosquitos vetores em transmitir diferentes agentes
patogénicos ao homem, que acometem uma boa parcela da populacéo e, considerando ainda, a
boa efetividade da bactéria B. thuringiensis no controle desses insetos, as alternativas sdo
produzir novos produtos, que possam ter um poder residual maior em campo e garantir
producdo de baixo custo. Desta forma, esses biolarvicidas tornam-se competitivos aos produtos
quimicos e possibilitam a utilizacdo de inseticidas ecologicamente seguros (ARAUJO, 2006;
VIANA et al., 2021a).

As formulagbes devem manter as caracteristicas dos microrganismos
entomopatogénicos necessarias para a sua atuacdo como bioinseticidas. Devem ser de facil
aplicacdo, ter tamanhos de particulas de acordo com o tamanho do inseto alvo, possibilitando
assim, a ingestdo pelas larvas e, ainda, ser possivel 0 armazenamento, por um maior tempo
possivel. Nesse caso, em condi¢fes ambientais que ndo afetem as propriedades do larvicida,
protegendo o principio ativo das condi¢bes adversas, como fotossensibilidade, altas
temperaturas, baixa umidade, entre outras.

Dentre as estratégias para reduzir a fotossensibilidade, a microencapsulacdo com
polimeros, a fim de torna-los mais resistentes as condi¢cGes ambientais e com maior periodo de
validade é uma alternativa viavel (CANEVAROLO, 2006; ANGELO et al., 2010;
HERNANDEZ-SUAREZ et al., 2011). O encapsulamento é definido como uma técnica capaz
de revestir ou empacotar substancias solidas, liquidas ou gasosas, utilizando um revestimento
polimérico, no qual o seu contetdo é liberado de forma controlada e sob condicGes especificas
(SUAVE et al., 2006; FAVARO-TRINDADE et al., 2008; WAY et al., 2018).

Vaérios estudos buscam encapsular diferentes linhagens de B. thuringiensis com uma
ampla variedade de polimeros na tentativa de melhorar o poder residual dos produtos, os quais
sdo influenciados pelas condi¢Ges ambientais, como exposicao direta a luz solar que ocasiona
inativacdo da toxina pela radiagdo ultravioleta e evaporagdo da agua. Geralmente o
encapsulamento de microrganismos é realizado com polimeros biodegradaveis, pois estes
protegem e estabilizam os agentes ativos, e permitem manter o carater toxico e seletivo do
bioinseticida, protegendo-o do meio ambiente, além de auxiliar na cinética de liberagdo do
agente (DUNKLE e SHASHA, 1988; RAMIREZ-SUERO et al., 2005; WEIMANN, 2014; HE
et al., 2017; KHORRAMVATAN et al. 2017; ESKI et al., 2019). Isso pode levar a ampliagéo
do tempo de prateleira do produto, aumentando o seu potencial de aproveitamento econdmico.
Além disso, pode manter sua atividade metabolica durante longos periodos de tempo, nédo s
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durante o armazenamento, mas também depois da aplicacdo (CANEVAROLO, 2006;
VEMMER e PATEL, 2013).

Torna-se relevante também o desenvolvimento de materiais sustentaveis, como 0s
biopolimeros, que podem ser definidos como polimeros naturais biocompativeis,
biodegradaveis e ndo toxicos. Por este motivo, os biopolimeros apresentam alto potencial para
0 encapsulamento de compostos (VAUTHIER e BOUCHEMA, 2009; FANGUEIRO et al.,
2010; FOGLIO et al., 2013; WAY et al., 2018).

O encapsulamento de isolados tdxicos as larvas de A. aegypti, do Banco de Bacilos
Entomopatogénicos do Maranhdo (BBENMA) é de extrema importancia, pois poderdo ser
utilizados para a fabricacdo de larvicidas e adulticidas biolégicos para mosquitos vetores, 0s
quais poderao resultar em produtos biotecnologicos de baixo custo e eficientes para o controle

bioldgico dos mosquitos vetores.

2.5 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas de elevada massa molar, compostas por unidades que
se repetem denominadas meros, ligadas por ligacdo covalente, apresentam matéria prima para
a producéo que é o mondémero, ou seja, uma molécula com um (mono) unidade de repeticéo,
formados por meio de reagGes denominada polimerizacdo. A palavra polimero origina-se do
grego poli (muitos) e mero (unidade de repeticdo) (MANO e MENDES, 2004;
CANEVAROLO, 2006).

Os polimeros podem ser classificados no ponto de vista estrutural, em homopolimeros
e copolimeros, ou seja, de acordo com o tipo de mondmeros que formam a estrutura ou cadeia
polimérica (CANEVAROLO, 2006). Os homopolimeros s&o macromoléculas provenientes da
polimerizacdo de um sé tipo de mondmero (SCICOLONE, 2002; CANEVAROLO, 2006),
enquanto os copolimeros sdo resultantes da polimerizacdo de mais de um monbémero
(CANEVAROLO, 2006; STUART, 2007). Podem ainda ser divididos conforme o tipo de
estrutura que apresentam, de cadeia linear, ou ndo linear (ramificados e reticulados) (UBIETA,
2011; CALLISTER e RETHWISCH, 2012).

Podem ainda ser classificados quanto ao comportamento mecanico em termoplasticos
(plasticos), elastdomeros e fibras. Os plasticos apresentam grande variedade de combinagdes e
aplicacdes, e se dividem em termoplasticos e termofixos (termorrigidos). Os termoplasticos séo
polimeros que podem ser fundidos e solidificados repetidas vezes, com pouca ou nenhuma
variacdo em suas propriedades basicas, enquanto os termofixos sdo polimeros que, apos
sofrerem o processo de ligagOes cruzadas, ndo podem ser fundidos ou dissolvidos sem a

ocorréncia da degradacdo de sua estrutura quimica. Os elastdmeros possuem elasticidade,
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deformacBes maiores que voltam a sua forma inicial. As fibras sdo utilizadas em compdsitos e
na industria téxtil, e podem ser estirados em longos filamentos com uma razdo entre o
comprimento e o diametro de 100:1 (MANRICH, 2005; CANEVAROLO, 2006).

Os polimeros também podem ser divididos em sintéticos obtidos por sintese a partir do
petroleo, e naturais ou biopolimeros naturais que ocorrem normalmente na natureza (MANO e
MENDES, 2004; CANEVAROLO, 2006; SHRIVASTAVA, 2018).

Os polimeros sintéticos sdo bastante utilizados nas industrias, sdo constituidos por
monomeros com carbono e obtidos por meio de reacGes de polimerizacdo. O problema da
utilizacdo desses polimeros ao meio ambiente sdo: a poluicdo dos mares, rios, lagos, igarapés e
a liberacdo de gases toxicos, resultando em alternativa de reciclagem, biodegradacéo e uso de
polimeros biodegradaveis na tentativa de minimizar os efeitos negativos desses polimeros
sintéticos (SCICOLONE, 2002; AZEVEDO et al., 2018).

Os polimeros naturais ou biopolimeros sdo polimeros ou copolimeros obtidos a partir
de matérias-primas de fontes renovaveis como a soja, milho, cana-de-agucar, celulose, dentre
outros. Esses biopolimeros possuem um ciclo de vida mais curto, se renovam de forma rapida,
e sdo mais sustentaveis (MOHANTY et al., 2005; BRITO et al., 2011; SHRIVASTAVA, 2018;
BILAL e IQBAL, 2019).

Os biopolimeros podem ser biodegradaveis ou ndo, ja que os polimeros biodegradaveis
sdo resultantes da acdo de microrganismos, como bactérias, fungos e algas, podendo ser
degradados em semanas ou meses. Esses polimeros biodegradaveis podem ser sintetizados de
fontes naturais renovaveis (biopolimeros), produzidos por bactérias, derivados de fonte animal,
fontes fosseis ou da mistura entre biomassa e petroleo (RAY e BOUSMINA, 2005; PIRES et
al., 2015; BILAL e IQBAL, 2019; ARAUJO et al., 2021).

Dentre os biopolimeros utilizados, tem-se 0 amido formado por moléculas de glicose
unidas entre si por meio de ligagdes glicosidicas com elevado peso molecular. O amido é o
principal polissacarideo de reserva de carboidratos do reino vegetal, pode ser encontrado
abundantemente na natureza, apresenta baixo custo, pode ser adicionado a diferentes polimeros
sintéticos, pode também ser utilizado como carga para a diminui¢do do custo do produto final,
além de ser totalmente biodegradavel (ABDILLAHI et al., 2013; AZEVEDO et al., 2018).

Esses biopolimeros sé@o promissores na substituicdo aos materiais ndo biodegradaveis,
principalmente quando se considera a preocupagao ambiental com o desenvolvimento de novas
tecnologias para o desenvolvimento de bioprodutos no controle biol6gico de mosquitos vetores.

Polimeros naturais, a exemplo do amido, sdo uma excelente estratégia para o

desenvolvimento de produtos ecologicamente sustentaveis, pois sdo produzidos com materia-
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prima renovavel de baixo custo, podendo ser uma alternativa para fabricagdo de bioprodutos
com maior duracdo no ambiente, especialmente para o controle de mosquitos vetores. Além
disso, do ponto de vista da satde, esses produtos poderdo reduzir o uso dos inseticidas quimicos,

0s quais quando utilizado continuamente seleciona populacdes de mosquitos resistentes.

2.6 Técnicas de polimerizacao

O encapsulamento é um método de acondicionamento de materiais liquidos, sélidos ou
gasosos em capsulas pequenas, podendo liberar o conteddo sob condicdes especificas e de
forma controlada (FAVARO-TRINDADE et al., 2008; XING et al., 2014; BARRETO et al.,
2015). O processo de producdo das microcapsulas teve origem na década de 1930, em que o
pesquisador Barret K. Green descobriu e desenvolveu o sistema de formacdo dessas
microcapsulas mediante o processo de coacervacdo (BLENFORD, 1986).

Existem varias técnicas que sdo utilizadas para a producdo das microcapsulas, no
entanto, é importante selecionar a técnica de acordo com a interacdo entre o material de nlcleo
e de parede, se as etapas de processamento sdo adequadas aos materiais utilizados, se a taxa de
liberacdo é premeditada, deve-se observar o tamanho das particulas formadas, como também a
futura aplicacdo da mesma (DE SOUZA SIMOES et al., 2017).

As técnicas utilizadas para o encapsulamento podem ser divididas em fisicos (spray
drying, liofilizacdo, evaporacdo de solventes, precipitacdo de fluidos supercriticos, etc.),
qguimicos (complexacédo de inclusdo molecular, polimerizacgéo in situ, etc.) e os fisico-quimicos
(lipossomas, gelificacdo ibnica, emulsificacdo, coacervacdo, etc.) (MILIAN et al., 2017;
OZKAN et al., 2019; SAIFULLAH et al., 2019).

Dentre as técnicas de polimerizacdo, destaca-se a polimerizacdo em suspensdo, esse
sistema de polimerizacdo pode ser classificado em homogéneos e heterogéneos. O sistema
homogéneo sdo polimerizacdo em massa e a polimerizacdo em solugdo. Ja as técnicas em
sistemas heterogéneos sdo polimerizacdo em lama, polimerizacdo em emulséo, polimerizacao
em suspensdo, polimerizacgéo interfacial e polimerizacdo em fase gasosa (MANO e MENDES,
2004; ODIAN, 2004; CANEVAROLO, 2006).

A técnica em suspensdo utiliza d&gua como meio de transferéncia de calor, em
substituicdo a utilizacdo de outros solventes. No sistema de polimerizagdo em suspensdo
classico, emulsdo inversa ou 6leo-em-agua (O/W), tem-se a fase aquosa continua e a fase
orgénica apresentando mondémeros e o iniciador. A solucdo aquosa € dispersa em uma fase
continua oleosa e essa emulsdo é chamada de emulsdo inversa. Na preparacdo da solugdo é
utilizado um surfactante como agente estabilizante da suspensdo (CANEVAROLO, 2006;
MACHADO et al., 2007; DE SOUZA E CASTRO et al., 2020). Nesse tipo de técnica, a reacdo
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se passa em meio heterogéneo. E importante também para a estabilidade do sistema e controle
do tamanho das particulas a agitacdo desse sistema (ODIAN, 2004; RUDIN e CHOI, 2013; DE
SOUZA E CASTRO et al., 2020).

A técnica de suspensdo permite melhor controle da temperatura, pois apresenta
facilidade de dissipacdo de calor na reacdo, e mais baixa viscosidade do sistema ao longo da
reacdo. Essa técnica resulta em baixos niveis de impureza no produto e, consequentemente,
menor custo de separacio, quando comparada com técnicas em emulsdo. E importante ressaltar
que a técnica de suspensao inversa nunca foi reportada para preparacao de particulas a partir de
polimeros naturais para o encapsulamento de B. thuringiensis.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo o encapsulamento de duas
linhagens de B. thuringiensis em microparticulas de amido, com diferentes combinacdes de
toxinas Cry e Cyt, tdxicas ao A. aegypti. Ademais, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes

concentragdes das linhagens no encapsulamento e as respectivas atividades larvicidas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Selecéo de isolados de Bacillus thuringiensis

As linhagens de B. thuringiensis utilizadas neste trabalho foram selecionadas do Banco
de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdao (BBENMA) do Laboratério de Entomologia
Médica-LABEM da UEMA, Campus Caxias, Maranh&o, Brasil. Atualmente na colecdo ha
1.448 isolados de B. thuringiensis, provenientes dos biomas Amazénia, Cerrado, Caatinga, e
do ecossistema Mangue e Restinga do estado do Maranhdo e Caatinga do Piaui, as amostras
foram isoladas do solo, 4gua e insetos mortos.

Foram selecionadas duas linhagens do Banco de Bacilos BtMA-750 e BtMA-1114
(Tabela 1). Essas linhagens apresentaram maior toxicidade em larvas de A. aegypti e foi
constatado diferentes perfis génicos, incluindo combinagdes de toxinas Cry e Cyt, as quais
apresentaram elevada especificidade para mosquitos (SOARES-DA-SILVA et al., 2017;
VIEIRA-NETA etal., 2021). O trabalho foi desenvolvido conforme o fluxograma simplificado
abaixo: (Figura 3)

Tabela 1. Relacdo das linhagens de Bacillus thuringiensis utilizadas no encapsulamento com amido,
conforme a origem do substrato de isolamento.

Linhagem  Substrato  Ecossistema Municipios Georreferenciamento

. S0 José de 02°27'56.5"S
BIMA-750 solo Restingd  Ribamar-MA 044°11'43.2"W
BtMA-1114 inseto Cerrado Mirador-MA *

* sem localizacdo
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Figura 3. Fluxograma simplificado da metodologia de encapsulamento de linhagens de Bacillus
thuringiensis com ac¢do inseticida para larvas de Aedes aegypti.

Encapsulamento de linhagens de Bacillus thuringiensis

1* ETAPA: Selecao de isolados de Bacillus thuringiensis

Linhagens de Bacillus thuringiensis toXicos a
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Diferentes perfis génicos, incluindo combinagdes
de toxinas Cry e Cyt.

2*ETAPA: Preparacao das amostras para o encapsulamento

Crescimento e liofilizagdo das 9 &) &) &8 &)
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BtMA-750 e BtMA-1114

3*ETAPA: Producao das microparticulas a base polimeros naturais

Reagdo em sistema aberto
L

Bactéria 1 (com bactéria) — 250 mg e 1.700 mg
BtMA-750 — (bactéria/amido)

Bactéria 2 (com bactéria) — 200 mg e 1.700 mg| . COMPQSICAO
. Oleo de Soja 350g
BtMA-1114 — (bactéria/amido) Span 80 24,5¢
Agua 150g

Reagdo 3 (sem bactéria)

Lavagem em acetona (~700mL) Amido

7* ETAPA: Bioensaios em condicao simulada de campo

Experimentos com os isolados de Bacillus thuringiensis (1700 mg)

encapsulados com amido em condigdo simulada.

’ EXPOSTOS A LUZ SOLAR ‘

o e
SEEl===™
SSEl=c ="

CN = controle negativo

Fonte: Autor

Glicose 3g

4* ETAPA: Caracterizacao_fisico-
* Distribui¢do do tamanho das particulas (DTP)

« Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
* Anélise Termogravimétrica (TGA)

* Incorporagdo do bioproduto a matriz polimérica

+ Confirmagdo da expressdo de proteinas nas linhagens encapsulada

5* ETAPA: Atividade larvicida das linhagens de Bacillus thuringiensis

encapsuladas em laboratério: Avaliar a eficiéncia das linhagens de

Bacillus thuringiensis BIMA-750 (250 mg) e BtMA-1114 (200 mg).

6* ETAPA: Bioensaios quantitativos

Determinagdo da CLg, das linhagens encapsuladas com 1700 mg de bactéria.

¥

= 10 mL de dgua

* 20 larvas de 3° instar

= Concentragdo
(esporos/cristais) da
linhagem encapsulada

Para cada linhagem foram utilizadas
cinco a sete concentragdes

T K T 1
4\\ /} l: f} lﬁ 1)\ f\ /H J;
s A
BtMA-1114 1 1 Tl -2
SEEEEEEES
=1 \1/\’/\3/\4/\5/\6ﬂ7/‘;‘c.\'[
“L L L LJL ‘L “L L/ CN = controle negativo

3.2 Preparacdo das amostras para o encapsulamento

Os isolados BtMA-750 e BtMA-1114 foram cultivados em 20 placas de Petri contendo

meio de cultura Agar Nutriente (Kasvi, S30 José dos Pinhais, Parand) e incubado em estufa

bacteriologica (FANEM®, Guarulhos, Sdo Paulo) a 28 °C por 24 h. Posteriormente, foram

transferidas para Erlenmeyer e cultivado em 600 mL do meio caldo nutriente (Kasvi) a 28 °C e

180 rpm, por cinco dias em agitador rotativo (shaker) (Thermo Scientific, Massachusetts,

Estados Unidos), para a completa esporulagdo das bactérias e liberacao dos cristais de proteinas.

A cultura obtida foi liofilizada, baseando-se na metodologia de Santos et al. (2012), sendo

centrifugada a 9.000 xg por 30 min a 4 °C, lavada com agua destilada autoclavada, em seguida,

congelada por 14 h e liofilizada por aproximadamente 6 h em liofilizador Enterprise | (Terroni,

Séo Carlos, Séo Paulo) no Laboratdrio de Maléria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazébnia — INPA.
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3.3 Producdo das microparticulas a base de polimero natural

Todas as etapas desta técnica e de caracterizacdo morfologica e fisico-quimica foram
realizadas no Laboratdrio de Engenharia de Polimerizacao (EngePol) da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os isolados liofilizados foram encapsulados em microparticulas de amido por meio da
técnica de polimerizacdo em suspensao inversa. Para isso, a fase continua oleosa foi composta
por 350 g de dleo de soja (meio continuo) e 24,5 g de Span 80 (surfactante, agente tensoativo)
(Hexagono Quimica, Rio de Janeiro, Brasil), e a fase dispersa aquosa foi constituida por 150 g
de 4gua ultrapura, 3 g de glicose D (+) anidra P.A. acs-dextrose (agente reticulante) (Hexagono
Quimica, Rio de Janeiro, Brasil), 10,5 g de Amido soluvel P.A (polimero natural) (Hexagono
Quimica, Rio de Janeiro, Brasil) e pelas amostras de bactéria liofilizada estudadas BtMA-750
(250 mg e 1700 mg) e BtMA-1114 (200 mg e 1700 mg). Foram produzidas também particulas
de amido reticulado sem a presenca das linhagens das bactérias para serem usadas como
referéncia.

Primeiramente, foi preparada a fase aquosa: a glicose foi solubilizada ema dgua a 80 °C,
em seguida, o amido foi adicionado até a completa solubilizagdo e, por fim, foram acrescentadas
as bactérias. O meio foi mantido sob agitacdo vigorosa para dispersdo das bactérias. Em
seguida, a solucdo aquosa foi vertida sobre a fase oleosa (6leo de soja e Span 80), sendo essa
mistura mantida em reator por 2 horas a 80 °C, sob agitacdo constante de 900 rpm. Ao final da
reacdo, o sistema foi resfriado até atingir 10 °C, com auxilio de um banho de gelo sob agitacéo
constante, para que houvesse a gelificacdo do polimero, obtendo-se uma suspensao das
microparticulas. Apos a etapa de resfriamento, as microparticulas de amido foram lavadas com
acetona, separadas por filtracdo e secas em estufa de recirculagdo, de maneira a remover a

umidade residual.

3.4 Distribuicdo do tamanho das particulas (DTP)

A determinacédo do didmetro médio e a distribuicdo de tamanhos médios das particulas
encapsuladas foi determinada por meio da técnica de espalhamento da luz provocada pela
presenca das particulas poliméricas, com auxilio do equipamento Mastersizer Instruments,
modelo Mastersizer 2000 (Malvern, Reino Unido). As amostras foram dispersas em agua e

analisadas em temperatura ambiente.

3.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
A técnica de FT-IR foi realizada para avaliar os grupos quimicos da matriz (amido) e
bacterias encapsuladas (BtMA-750 e BtMA-1114). Os espectros foram registrados na regido
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do infravermelho médio (4000 cm™? - 500 cm™), com resolucdo de 2 cm™ usando um
espectrofotdbmetro modelo Cary 360 - Agilent Technologies (Califérnia, EUA) equipado com
detector DTGS KBr (Brometo de Potassio) e refletancia total atenuada (RTA) e cristal de

diamante. O espectro médio de cada amostra foi obtido apds 16 varreduras.

3.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas foram realizadas com o equipamento TA Instruments,
modelo Discovery TGA 55 (Delaware, EUA), para avaliar a estabilidade térmica das amostras.
Essas andlises foram realizadas em atmosfera inerte, com fluxo de nitrogénio constante a
20mL/min, taxa de aquecimento igual a 10 °C / min', com temperaturas inicial e final de 25 °C

e 850 °C, respectivamente.

3.7 Incorporacao do bioproduto a matriz polimérica

Para verificar a incorporacdo e liberacdo das linhagens bacterianas encapsuladas foi
realizado ensaio de plagueamento com as amostras BtMA-750 e BtMA-1114, baseando-se na
metodologia de Rabinovitch e De Oliveira (2015). Para isso, foi adicionado 0,5 g do
encapsulado de B. thuringiensis em 2 mL de NaCl a 0,85% (Vetec Quimica Fina, Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brasil). Posteriormente, as suspensdes preparadas foram previamente
homogeneizadas em Vortex Mixer (Vision Scientific, Westland, Michigan) e realizadas
diluicdes seriadas. Em seguida, aliquotas de 100 pL das suspensdes 10, 107, 102 e 10~ foram
semeadas com o auxilio da alca de Drigalski em placas de Petri contendo meio de cultura Agar
Nutriente (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil) e incubadas em estufa bacteriol6gica a
30 °C por 24 a 48 h. Apds esse periodo, foi realizada a contagem de Unidade Formadora de
Colonia (UFC.mL?1) baseada no modelo de contagem em placa (ALVES, 1998). Para as
amostras liofilizadas, foi considerado o fator de ajuste multiplicando-se o resultado por 2 para

que se obtenha o valor mais aproximado do numero de células existentes no microtubo.

3.8 Confirmacao da expressdo de proteinas nas linhagens encapsuladas
Foi realizada andlise proteica a partir das linhagens encapsuladas para verificar se as
proteinas inseticidas Cry e Cyt estavam sendo expressas genes cry e cyt. A técnica foi realizada
segundo Laemmli (1970) por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando o
surfactante ibnico Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) a 12%, em condigdes desnaturantes.
A extracdo das proteinas foi realizada seguindo o protocolo de Lecadet et al. (1991). As
linhagens encapsuladas foram crescidas em Agar Nutriente (Kasvi, Sdo José dos Pinhais,

Parana, Brasil), apos, uma coldnia de cada linhagem foi transferida para Erlenmeyer contendo
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12 mL de caldo nutriente e incubadas em agitador rotativo (shaker) (Nova Técnica, Piracicaba,
Sédo Paulo, Brasil), por 28 °C por 52 a 200 rpm.

Posteriormente, foi retirada de cada amostra uma aliquota de 1,5 pL contendo o
complexo esporo/cristal e centrifugada a 12000 xg durante 15 minutos a 4 °C. O pellet foi
ressuspendido em 1,5 mL de 0,5 M NaCl em agitador Vortex Mixer (Vision Scientific,
Westland, Michigan) e centrifugado novamente, posteriormente o pellet foi ressuspendido em
1,5 mL da solucéo para inibicéo da atividade proteasica (2 mL de 100 mM PMSF + 4 mL do
EDTA a 0,5 M avolumado para 200 mL de &gua destilada), homogeneizada em Vortex Mixer
e centrifugada novamente a 12000 xg por 15 minutos a 4 °C, sendo descartado o sobrenadante.
Esse procedimento foi repetido duas vezes e, as amostras foram estocadas em solucdo de
inibicdo de atividade proteica a -20 °C até o0 momento de uso.

Foram preparadas 50 pL das amostras (25 pL da solucdo contendo as proteinas de B.
thuringiensis e 25 pL de tampéo de amostra (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 25% de Glicerol, 1,0%
de Azul de bromofenol, 10% de SDS e -mercaptoetanol a 1%), e fervidas por 10 minutos a
100 °C. Posteriormente, foi retirada 40 pL. de cada amostra e aplicada em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE na concentracdo de 12%, e como padrdo de massa molecular de proteina foi
adicionado 5 pL do marcador Broad Ronge Protein Molecular 225 a 10 kDa (Promega,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos), como referéncia para identificacdo das proteinas
(LAEMMLLI, 1970).

O gel foi colocado em cuba de eletroforese vertical (Kasvi) preenchida com tampao de
corrida 1X (25 mM Tris-BASE, 35 mM SDS e 1,92 mM Glicina) e submetido a um campo
elétrico de 150 V por 2h30min. Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi corado em solucdo de
Comassie Brilhante Blue (metanol 50%, Acido acético 10% e 0,1% de Comassie Brilhante Blue
R-250) por 1 h em temperatura ambiente, em seguida foi descorado em solucdo de metanol e
acido acético na proporcédo de 4:1 por 24 h, até a visualizacdo das bandas de proteinas. O gel

foi digitalizado e analisado quanto a presenca das proteinas de acdo inseticida.

3.9 Criacao de Aedes aegypti em laboratorio para a realizacédo dos bioensaios

Na realizacdo dos bioensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio de A. aegypti
que foram obtidas da col6nia mantida no insetario no Laboratorio de Biologia da Universidade
Federal do Maranhdo, Campus VII, a criacdo foi realizada conforme o protocolo descrito por
por Consoli e Lourengo-de-Oliveira (1994) adaptado por Pinheiro e Tadei (2002). As larvas
foram criadas sob condicdes controladas, temperatura média de 26 + 2 °C, umidade relativa a
80-90% e fotofase de 12 h. Apos a eclosao, as larvas receberam alimento padronizado (racdo

para peixes) trés vezes por semana e foi realizada a limpeza das bacias, com a troca de 1/3 da
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agua, para evitar a formacao de pelicula e a proliferacdo de microrganismo micrrganismos. As
larvas foram mantidas nas bacias até chegar ao 3° estadio, momento no qual foram utilizadas
nos experimentos.

Na manutencdo dos mosquitos adultos, fémeas e machos foram alimentados com
solucdo de sacarose & 10%, umedecida em algoddo. Para as fémeas foi oferecido o repasto
sanguineo utilizando-se um hamster (Mesocricetus auratus). As fémeas ingurgitadas foram
postas para desovar em copos revestidos de papel-filtro, contendo agua, objetivando evitar
dessecacdo dos ovos. Apds o periodo de oviposicdo, em média de trés a cinco dias, as desovas
foram guardadas em caixas de isopor. Para a realizagdo dos bioensaios, as desovas de A. aegypti
foram transferidas para bacias de plastico, contendo dgua potavel e alimento, seguindo 0 mesmo

ciclo de atividades, mencionado anteriormente.

3.10 Atividade larvicida das linhagens encapsuladas de Bacillus thuringiensis em
laboratdrio

Na realizagdo dos bioensaios para avaliar a eficiéncia das linhagens de B. thuringiensis
BtMA-750 (250 mg) e BtMA-1114 (200 mg) foi seguida a metodologia descrita por World
Health Organization-WHO (2005).

Foi preparada réplicas de trés copos plasticos de 50 mL contendo 10 mL de agua, 10
larvas de terceiro estadio de A. aegypti e 0,5 g.mL™? do produto. Em cada bioensaio, foi
preparado uma réplica sem inoculacdo bacilar, contendo 1 mL de agua tritonada 0,01%
(Triton™ X-100, Sigma-Aldrich) e 9 mL de agua do sistema osmose reversa (QUIMIS®,
Diadema, SP), servindo assim como controle negativo. Semanalmente foram introduzidas dez
larvas de terceiro estadio (totalizando 60 larvas) e o volume de &gua foi ajustado em cada
recipiente para compensar a evaporacdo e adicionado alimento (ra¢do para gato triturada) para
as larvas (WHO, 2005). Os bioensaios foram realizados sob condicdes controladas de
temperatura 26 £ 2 °C e umidade relativa em torno de 80% no Laboratério de Entomologia
Médica (LABEM) do CESC-UEMA, Campus Caxias.

A eficécia inicial do larvicida foi estimada pela mortalidade larval, nas primeiras 48 h
apos a aplicacdo do produto. A persisténcia, definida como o periodo em dias durante o qual a
mortalidade é > 80%, foi estimada pelo nimero de pupas vivas, recuperadas ap0s a reposi¢do

semanal das larvas de terceiro estadio nos recipientes.

3.11 Bioensaios quantitativos

Os bioensaios quantitativos foram realizados para calcular os valores de ClLso

(concentracéo capaz de matar 50% das larvas expostas ao isolado) e CLgo (concentracéo capaz
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de matar 90% das larvas expostas ao isolado), seguindo o protocolo da WHO (2005), no qual
foi preparado uma solucéo a partir do isolado encapsulado na concentragio de 0,05 mg.mL™.
A partir desta solucdo foram preparadas de cinco a sete concentracdes (0.009, 0.008, 0.006,
0.005, 0.004, 0.002 e 0.001 mg.mL™.) das linhagens de B. thuringiensis. Para cada concentragéo
foram utilizadas cinco réplicas de copos plasticos em volume final de 10 mL de &gua e 20 larvas
de A. aegypti de terceiro estadio, sendo que cada bioensaio repetido trés vezes.

Para comparacdo da toxicidade das linhagens encapsuladas de B. thuringiensis no
Maranh&o para larvas de A. aegypti foram utilizados dados de Soares-da-Silva et al. (2017) e
Vieira-Neta et al. (2021) de testes realizados com a estirpe padréo B. thuringiensis subsp.
israelensis - Bti T14 001 (Instituto Pasteur, Franca), fornecida pelo Laboratério de Genética
Bacteriana e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) da FCAV/UNESP Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil. Como controle negativo, em cada bioensaio preparou-se uma réplica sem inoculacao
bacilar. Apo6s a aplicacdo do bacilo foi realizada as leituras de sobrevivéncia das larvas em
intervalos de tempo de 24, 48 e 72 h. Os valores obtidos de CLso das linhagens encapsuladas

com 1700 mg de bactéria foram utilizados nos bioensaios em condigdo simulada de campo.

3.12 Efetividade das linhagens de Bacillus thuringiensis encapsuladas em condicéo
simulado de campo

Na realizacdo dos bioensaios para avaliar a eficiéncia dos isolados BtMA-750 (1700
mg) e BtMA-1114 (1700 mg) encapsulado com polimero natural (amido), foi seguida a
metodologia descrita por WHO (2005) e Aradjo (2006).

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Biologia da Universidade Federal do
Maranhdo, Campus VII, Cod6-MA, utilizando-se recipientes plasticos com capacidade de 50
mL de agua. Os recipientes foram expostos a luz solar, permitindo assim a completa penetracao
dos raios solares através da coluna de agua. Foram testadas as concentraces (CLso) obtidas a
partir de cada linhagem encapsulada nos bioensaios quantitativos (BtMA-750 e BtMA-1114).
Para cada um dos grupos, os recipientes foram preenchidos com agua da torneira (50 mL), e 0s
tratamentos foram feitos em trés repeticGes para cada uma das concentracbes, com trés
recipientes ndo tratados (controle). Semanalmente, foram introduzidas 20 larvas de terceiro
estadio de A. aegypti e em cada recipiente foi ajustado o volume de agua, para compensar a
evaporacéo, e adicionado alimento para as larvas (ragdo para gato triturada) (Figura 4).

A eficacia inicial do larvicida foi estimada pela mortalidade larval, nas primeiras 48 h
apos a aplicacdo do produto. A persisténcia, definida como o periodo em dias durante o qual a
mortalidade é > 80%, foi estimada pelo nUmero de pupas vivas, recuperadas apos a reposicao

semanal das larvas de terceiro estadio nos recipientes.
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Figura 4. Realizagdo dos experimentos com as linhagens de Bacillus thuringiensis encapsuladas
com amido em condicdo simulada de campo.
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BtMA-750 BtMA-1114
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Fonte: Autor

3.13 Analise dos dados

Os dados obtidos nos testes de toxicidade foram submetidos a analise de Probit a P <0,05
(FINNEY, 1971) por meio do programa POLO-PLUS (LeOra Software 2003) para
determinacéo da CLso e CLgo. Os dados de mortalidade dos testes em condicGes simulada de
campo foram digitados em planilhas do Programa Microsoft Office Excel 2013 para montagem

do banco de dados e construcdo de gréaficos e tabelas.
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4 RESULTADOS
4.1 Analises morfoldgicas

A Tabela 2 mostra o tamanho médio das particulas das linhagens de bactérias
encapsuladas (BtMA-750 e BtMA-1114) e das particulas de amido reticulado, que foram
utilizadas como referéncia. Primeiramente, o encapsulamento de quantidades menores de
bactérias (250 mg de BtMA-750 e 200 mg de BtMA-1114) aparentemente ndo afetou
significativamente o diametro médio das particulas. Por outro lado, conforme observado na
Tabela 2, o0 encapsulamento de maiores quantidades de BtMA-750 e BtMA-1114 (1700 mg)
ocasionou uma diminui¢do no didmetro médio das particulas, provavelmente devido a uma
maior estabilizacdo das particulas de polimero. No entanto, € importante ressaltar que todas as
reacOes resultaram em tamanhos de particulas adequados para serem ingeridos pelas larvas do

mosquito.

Tabela 2. Didmetro médio das linhagens bacterianas encapsuladas com amido.

Quantidade de bactérias Diametro Médio das Particulas
encapsuladas
BtMA-750 BtMA-1114
0 mg 176,61 pym 176,61 um
200 mg 272,76 pm -
250 mg - 233,72 um
1700 mg 20,46 um 16,40 um

4.2 Espectroscopia FT-IR

A partir da técnica de FT-IR foram avaliados os grupos funcionais presentes nas
particulas reticuladas de amido sem a presenca das bactérias, utilizadas como referéncia, e nas
linhagens encapsuladas. Observou-se que ndo houve mudanca na intensidade dos picos 2115
cm™e 1645 cm™ apds a incorporacdo de ambas as bactérias nas matrizes poliméricas (Figura
5A). Outras regides, referentes aos picos 1148 cm™, 1075 cm?, 862 cm™, 762 cm™ estdo
relacionadas ao alongamento C-O e C-C, e o pico 997 cm, atribuido a deformages C-OH e
CH (Figura 5A). Resultados semelhantes foram obtidos quando maiores concentragdes de
bactérias encapsuladas foram observadas (Figura 5B), indicando que as principais fungdes
quimicas observadas estdo relacionadas a matriz do amido, provavelmente devido a baixa
quantidade de bacterias e também devido a baixa concentracdo de bactérias nas superficies das
particulas de amido, o que implica que as mesmas podem estar localizadas principalmente na

regido das particulas internas.



Figura 5. Espectros infravermelhos das microparticulas analisadas. A) Linhagens BtMA-750
e BtMA-1114 encapsuladas com 250 mg e 200 mg de bactéria, respectivamente e B)
Linhagens BtMA-750 e BtMA-1114 encapsuladas com 1700 mg de bactéria.
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4.3 Analises térmicas

As curvas termogravimétricas das particulas produzidas estdo representadas na Figura
6, e mostram os valores de temperatura inicial (Tonset), @ temperatura de degradagdo maxima
(Tmax) € a variagdo de massa em funcdo da temperatura (% perda de massa) térmica muito
semelhantes. Em geral, todas as amostras apresentaram um primeiro estagio de perda de massa
menos de 100%, referente a eliminagdo de &gua absorvida pelo amido. Foi observado que o
Tmax 0scilou entre 295 °C e 310 °C (Figura 6A e 6C). Sobre a méxima derivada, as amostras
apresentaram quatro picos caracteristicos de perdas de massa (Figura 6B e 6D). Assim,
comparando-se os resultados da TGA para as linhagens encapsuladas e as particulas de amido
simples, é possivel observar que a presenca de B. thuringiensis ndo influenciou na estabilidade
térmica das amostras observadas pela técnica de encapsulamento.
Figura 6. Curvas termogravimétricas do amido reticulado e das linhagens encapsuladas, no qual
mostram os termogramas (TGA) das amostras e sua respectiva derivada de decomposi¢do térmica
(DTG). A) Linhagem BtMA-750 encapsulada com 250 mg de bactéria; B) Linhagem BtMA-1114

encapsulada com 200 mg de bactéria; C) Linhagem BtMA-750 encapsulada com 1700 mg de bactéria;
D) Linhagem BtMA-1114 encapsulada com 1700 mg de bactéria.
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4.4 Crescimento bacteriano

Para verificar se a bactéria foi incorporada a matriz polimérica, foi realizada a técnica

de contagem de col6nia em placa de Petri (UFC.mL™). O crescimento bacteriano das linhagens
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BtMA-750 e BtMA-1114 nas placas, mostraram que essas bactérias se mantiveram ativas e
foram devidamente encapsuladas na matriz de amido (Figura 7).

Na Tabela 3 observa-se a concentracéo de esporos viaveis, demonstrando que 0 processo
de encapsulamento ndo interferiu na viabilidade microbioldgica da bactéria. No qual, verificou-
se também maiores taxas de esporos vidveis quando utilizado maior quantidade de bactéria para

0 encapsulamento.

Figura 7. Crescimento bacteriano proveniente das microparticulas de amido. (A) Linhagem BtMA-
750 encapsulada com 250 mg de bactéria; (B) Linhagem BtMA-1114 encapsulada com 200 mg de
bactéria; (C) Linhagem BtMA-750 encapsulada com 1.700 mg de bactéria; (D) Linhagem BtMA-1114
encapsulada com 1.700 mg de bactéria.

BtMA-750

Tabela 3. Concentracdo de esporos viadveis das linhagens de Bacillus thuringiensis encapsuladas com
amido.

Quantidade de bactérias Viabilidade Microbiolégica (UFC.mL™1)
encapsuladas

BtMA-750 BtMA-1114
200 mg - 1,5 x 10*
250 mg 1,98 x 10* -
1.700 mg 1,52 x 10° 4,48 x 10°

UFC=Unidade Formadora de Coldnias.

4.5 Perfil proteico das linhagens de Bacillus thuringiensis encapsuladas

Por meio da caracterizacdo proteica das linhagens BtMA-750 e BtMA-1114 apds o
encapsulamento, mediante a técnica de SDS-PAGE 12%, demonstrou que as duas bactérias
continuaram expressando as proteinas com massas moleculares correspondentes as toxinas
inseticidas Cry e Cyt, confirmando que o processo de encapsulamento ndo afetou a produgéo

de toxinas (Figura 8).
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As linhagens apresentaram contetdo proteico com aproximadamente 65 a 150 kDa, que
corresponde as proteinas Cry. Em relacdo a toxina Cyt, as linhagens apresentaram perfil
proteico menor que 50kDa semelhante ao das toxinas Cytl e Cyt2 (Figura 8) (CRICKMORE
et al., 1998; 2023).

Figura 8. Perfil proteico das linhagens de Bacillus thuringiensis encapsuladas com amido
com atividade larvicida contra Aedes aegypti. MM: marcador molecular (Broad Ronge
Protein Molecular 225 a 10 kDa); Bti 1 - Bacillus thuringiensis subsp. israelensis T14 001
e Bti 2 formulado VectoBac.

4.6 Efetividade bacteriana

Verificou-se que as linhagens bacterianas encapsuladas BtMA-750 (250 mg) e BtMA-
1114 (200 mg) apresentaram alta mortalidade das larvas de A. aegypti quando comparadas ao
controle negativo.

Os testes com as linhagens bacterianas BtMA-750 e BtMA-1114 mantiveram 100% de
mortalidade larval por 35 dias de experimento. Para a bactéria BtMA-750 verificou-se
mortalidade larval de 73,33% em 70 dias de experimento, enquanto a linhagem BtMA-1114

apresentou mortalidade de 63,33% em 56 dias de experimento (Figura 9).
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A mortalidade das larvas persistiu até cerca de setenta dias apds o tratamento, quando a
taxa de mortalidade das linhagens BtMA-750 e BtMA-1114 foi inferior a 26,7% e 20%,
respectivamente (Figura 9). O controle negativo, que ndo foi exposto ao tratamento
experimental, apresentou mortalidade inferior a 6% durante 84 dias (Figura 9).

Os resultados experimentais obtidos foram muito precisos e a flutuacdo média da
mortalidade foi igual a 0% quando o tempo de lote foi menor que 42 dias e igual a +-10%
quando o tempo de lote foi menor que 84 dias. Consequentemente, a flutuacdo média da
mortalidade média relatada foi igual a +-0% quando o tempo do lote foi menor que 42 dias e

igual a +-5% quando o tempo do lote foi menor que 84 dias.

Figura 9. Atividade larvicida de linhagens bacterianas encapsuladas estimadas em bioensaios em
condi¢do de laboratdrio.
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4.7 Bioensaios quantitativos

Comparando os valores obtidos de CLso e CLgo € respectivos intervalos de confianga das
linhagens encapsuladas, observou-se que a linhagem mais téxica, com menor valor de CLso e
CLgo, foi BtMA-1114 com 0,0075 mg.L? e 0,0872 mg.L?, respectivamente. Ja a linhagem
BtMA-750 apresentou maiores valores de CLso com 0,137 mg.L* e CLgo com 10,08 mg.L™
(Tabela 4).
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Observa-se que as linhagens encapsuladas BtMA-750 e BtMA-1114 apresentaram
maiores valores de CLso e CLoo em comparagdo com o B. thuringiensis subsp. israelensis
(Tabela 4).

Tabela 4. Estimativa das Concentragdes Letais CLso € CLgoem mg.L? para as linhagens encapsuladas
de Bacillus thuringiensis com toxicidade para larvas de Aedes aegypti.

Linhagens CLso (IC 95%0) CLgo (IC 95%) v’ (GL) Slope +SE

Bti T14 001  0.0028 (0.0021-0.0037)  0.012 (0.0092-0.0180)  6.68(3) NC

Bti T14 001 0.003 (0.0021 -0.0033) 0.011 (0.009-0.015) 3.8 2.055 (0.093)
10.08 (0.6885-

BtMA-750 0.137 (0.0301-448.031) 3.8777(3) 0.687(0.131)

0.0485E+10)

BtMA-1114  0.0075 (0.0052-0.021)  0.0872 (0.027-45.805) 9.9252 (3) 1.206 (0.144)

CLso e CLgo= Concentracio Letal; IC= Intervalo de confian¢a; GL= Graus de Liberdade; ¥?>= Qui-quadrado;
SE= Erro padrdo; NC= N&o calculado e Bti= Bacillus thuringiensis subsp. israelensis T14 001. Fonte:
WIEIRA-NETA et al. (2021) e 2SOARES-DA-SILVA et al. (2017).

4.8 Bioensaios em condigdo simulada de campo

Durante a realizacdo do experimento aplicando-se a Concentracao Letal Mediana (CLso)
do encapsulado BtMA-750, verificou-se mortalidade larval média de 54% durante 23 dias de
experimento. Vinte nove dias apds o tratamento a taxa de mortalidade foi inferior a 29%,
verificando um aumento de 69% no 30 ° dia. Ao final do experimento no 43° dia, a mortalidade
nos recipientes foi inferior a 8% (Figura 10).

Em relacdo ao encapsulado BtMA-1114 observou-se no nono dia de exposicdo das
larvas, mortalidade de 60%, reduzindo para menos de 4% no 37° dia. Os recipientes utilizados
como controle negativo, expostos as condicBes climaticas, apresentaram mortalidade inferior a

20% durante todo o experimento (Figura 10).



Figura 10. Percentual de mortalidade larval de Aedes aegypti utilizadas nos bioensaios em condicao
simulada de campo com linhagens encapsuladas com amido BtMA-750 e BtMA-1114.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo a microencapsulacao foi utilizada como um método para aumentar
a persisténcia de linhagens de B. thuringiensis toxicas ao A. aegypti. O processo de
encapsulamento permite o controle da liberacdo do ativo, além de garantir maior protecdo do
ativo ao ambiente externo. Nesse contexto, a utilizacdo da técnica de polimerizacdo em
suspensdo inversa € bastante vantajosa, pois permite o encapsulamento in situ do ativo,
apresenta menores niveis de impurezas e maior facilidade para recuperacdo do produto
(MACHADO et al., 2007; WAY et al., 2018; DE SOUZA E CASTRO et al., 2020).

Outra vantagem da utilizacdo da polimerizacdo em suspensdo inversa é a obtencao de
didametros de particulas em escala micrométrica de tamanhos regulares como observado no
presente estudo. Bianco (2016) relata que a viscosidade da solucdo polimérica influencia
diretamente na producédo uniforme de microesferas. Assim, uma das vantagens da utilizag&o da
técnica de encapsulamento por suspensao inversa € a facilidade em controlar a distribuicdo de
tamanhos das particulas hidrofilicas por meio da manipulagéo da agitacdo e da quantidade de
agente de suspensdo (KIPARISSIDES, 1996; MACHADO et al., 2007).

Pesquisas realizadas por Rokhade et al. (2006) com polimeros naturais, gelatina e
carboximetilcelulose de sédio (NaCMC), para a liberacdo controlada do farmaco cetorolaco de
trometamina, também obtiveram em seus estudos microesferas com didmetros médios entre
247 a 535 um. Rokhade et al. (2006) também observaram que com o incremento da quantidade
de polimero na reacdo, o tamanho da particula também foi aumentado.

No presente estudo, quando aumentada a concentracao de bactérias nas microparticulas,
houve diferenca no didametro médio e na distribui¢do do tamanho dessas particulas, no entanto,
tais diferencas ndo afetaram a alimentacdo das larvas de A. aegypti, 0 que indica a importancia
da andlise do tamanho das particulas das microesferas para a utilizacdo de novas técnicas e
novas formulagdes para o controle de mosquitos vetores. Conforme discutido na literatura, as
larvas de A. aegypti possuem um sistema de filtros formado por escovas localizadas ao redor
da cavidade oral que se movimentam criando um fluxo que transporta as particulas de alimentos
até o orificio oral. Nesse sentido, a alimentagédo das larvas é orientada principalmente pelo
tamanho/dimensdes das particulas presentes no meio, essas particulas sdo classificadas como
grandes (particulas com diametros maiores que 1 mm), finas (particulas com diametros menores
gue 1 mm e maiores que 50 um) e ultrafinas (particulas com diametros menores que 50 um e
maiores que 0,5 um) (CLEMENTS et al., 1992).

Os resultados referentes a espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR) ndo

mostraram mudancas significativas na intensidade dos picos, em comparagao aos espectros de
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amido reticulado. Muitos trabalhos também relatam as principais absor¢des caracteristicas da
estrutura do amido reticulado. Assim, aparentemente, as principais funcdes quimicas
observadas nos espectros de FT-IR estdo relacionadas a matriz do amido, provavelmente devido
a baixa quantidade de bactérias e também devido a baixa concentrag&o de bactérias na superficie
das particulas de amido, indicando que elas podem estar localizadas principalmente na regido
interna das particulas (THYGESEN et al., 2003; FANG et al., 2004; MUSCAT et al., 2012,
FAZELI et al., 2019; AHMAD et al., 2020).

Nos estudos realizados por De Souza e Castro et al. (2020), os quais analisaram o
encapsulamento de ativos hidrofilicos em microparticulas de amido tambeém foi verificado
perda de massa inicial em torno de 100 °C como observado no presente estudo, o0 que pode ser
em funcdo da agua adsorvida nas particulas. J& os picos de perda de massa em torno de 200,
300 e 400 °C sao correspondentes a degradacdo termica do amido e da glicose, como observado
no presente estudo picos de perda de massa em torno de 294,75 a 309,8 °C. Navarro-Mtz et al.
(2019) analisaram o tratamento de moagem de alta energia de grdos de soja para meios de
cultura de B. thuringiensis e também demonstraram perda de massa em torno de 100 °C
associada a perda de agua.

A microencapsulacdo mediante a técnica de polimerizacdo em suspensdo inversa,
utilizando o biopolimero amido foi promissora para o encapsulamento de B. thuringiensis,
mantendo a atividade bioldgica dessa bactéria, o qual foi observado nas linhagens BtMA-750
e BtMA-1114 que foram devidamente incorporadas a matriz polimérica do amido, apresentando
um numero elevado de col6nias bacterianas nas concentraces avaliadas.

Eski et al. (2019) utilizaram amido como material de parede para o encapsulamento de
B. thuringiensis, no qual mediante os testes de contagem de esporos, também apresentaram
elevado niimero de esporos viaveis de 3.4 x 10, 4.1x 10! e 5.1x 10* UFC/g. Rodriguez et
al. (2015) empregaram a técnica spray drying e, como material de parede utilizaram amido de
amaranto para encapsular B. thuringiensis serovar kurstaki HD-1 (Bt- HD1) e relataram que 0
material utilizado na microencapsulacdo e as secagens dessas matrizes pode influenciar a
viabilidade dos esporos e a eficiéncia do inseticida.

Verificou-se ainda que as linhagens encapsuladas continuaram expressando as proteinas
inseticidas Cry e Cyt, o que evidencia que o encapsulamento ndo afetou a expressao dessas
toxinas, as quais sdo importantes para a agdo entomopatogénica. O presente estudo, mediante a
analise do contetdo proteico, demonstrou que a bactéria encapsulada expressou proteinas com
massas moleculares correspondentes as proteinas Cry e Cyt. Alvarez Lopez et al. (2011)

analisaram a toxicidade de microencapsulado de Bacillus thuringiensis serovar kurstaki HD-1
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contra Manduca sexta (Linnaeus) e verificaram as proteinas por eletroforese (SDS-PAGE), no
qual os genes cry codificaram aproximadamente 133 kDa. He et al. (2017) desenvolveram
microcapsulas de B. thuringiensis no controle de Lepidoptera e verificaram que mediante o0s
resultados obtidos por SDS-PAGE, essas microcapsulas produzidas forneceram uma protecéo
consideravel aos cristais encapsulados contra estresse ambiental analisados durante a pesquisa.

Foi confirmado por meio da técnica de SDS-PAGE a continuagdo da expressao das
proteinas inseticidas das duas linhagens encapsuladas BtMA-750 e BtMA-1114. Essas
linhagens apresentam diferentes perfis génicos, incluindo combinagdes de toxinas Cry (cry4Aa,
cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa e cryllBa) e Cyt (cytlAa, cytlAb e cyt2Aa) com toxicidade para A.
aegypti, como constatado nas pesquisas realizadas por Soares-da-Silva et al. (2017) e Vieira-
Neta et al. (2021).

B. thuringiensis se destaca pela presenca dessas d-endotoxinas Cry e Cyt, sintetizadas
como protoxinas e produzidas em grandes quantidades durante a esporulagdo. A ingestdo das
inclusdes por larvas de insetos leva a solubilizacdo dessas protoxinas e conversdo em toxinas,
e, consequentemente, alteracdes ultraestruturais e morte celular (VIANA et al., 2021b). As
proteinas Cry sdo codificadas por um ou varias copias de um mesmo gene, ou diferentes genes
cry, no qual se tem linhagens contendo diferentes combinagdes e distintos perfis de toxicidade,
como observado na analise proteica deste estudo. J& as proteinas Cyt tém sido relatadas agindo
sinergicamente com as toxinas Cry, mostrando-se importantes para aumentar a eficiéncia de
um isolado no controle biolégico de mosquitos vetores (CRICKMORE et al., 1998; JOUZANI
et al., 2008; BEN-DOV, 2014).

No presente estudo, observou-se 100% de mortalidade até 35 dias de exposicdo as
linhagens bacterianas encapsuladas. Nos resultados apresentados por Nasser et al. (2021),
envolvendo hidrogéis a base de k-carragena, apresentaram que as amostras produzidas foram
eficazes na liberacdo gradual e na persisténcia de B. thuringiensis var. israelensis contra larvas
de A. aegypti durante 11 semanas de bioensaio em laborat6rio, com uma taxa de mortalidade
em torno de 100%. He et al. (2017) realizaram a microencapsulacdo de proteinas de cristais
(CrylAc) produzidas por B. thuringiensis HD73 (Bt-HD73) e também verificaram em seus
estudos que as microcapsulas podem aumentar a eficacia da bactéria.

As linhagens encapsuladas BtMA-750 e BtMA-1114 avaliadas no presente estudo
apresentaram eficacia no controle de imaturos do A. aegypti em laboratério. No trabalho
realizado por Elgin et al. (1995) no qual encapsularam B. thuringiensis var. israelensis em

microcapsulas de alginato contra larvas de Culex sp., ap6s 24 horas de exposi¢do bacteriana
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verificaram 30 a 50% de mortalidade, demonstrando que o processo de encapsulamento néo
interferiu na acdo larvicida da bactéria, o que pode ser observado no presente estudo.

Notavelmente, as duas linhagens encapsuladas apresentaram toxicidade as larvas de A
aegypti, com destaque para a linhagem BtMA-1114 que apresentou menores valores de CLso e
CLoo. Essa diferenga na toxicidade pode estar relacionada com a intera¢do das proteinas Cry
aos receptores especificos presentes no epitélio intestinal dos insetos, no qual pode haver
variacdo quanto ao numero desses receptores, o que define a especificidade e os espectro de
acdo de cada proteina inseticida (BRAVO et al., 2007; PIGOTT e ELLAR, 2007; CHEN et al.,
2017; QIU et al., 2017).

Diferentes estudos evidenciaram encapsulados com toxicidade para o controle do A.
aegypti quando comparado com os valores obtidos de CLsoe CLgo, Obtidas no presente trabalho.
Como na pesquisa realizada por Aguilar-Meza et al. (2010) estudando um complexo
microencapsulado de esporos-toxina Bti (MeBti) contra larvas de A. aegypti, no qual também
realizaram bioensaios quantitativos, e verificaram valores de CLso com 0,0612 mg.L™ e CLgo
com 0,1448 mg.L* também utilizados nos bioensaios de semi campo. Maldonado et al. (2002)
encapsularam B. thuringiensis subsp. israelensis utilizando gelatina, goma acécia, alginato de
sddio e parafina, e observaram valores de CLso de 0,016 mg.L™ e CLgo de 0,051 mg.L™ nos
testes realizados com larvas de A. aegypti. Ramirez-Lepe et al. (2003) estudando um complexo
de esporotoxina de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis, encapsulado em
carboximetilcelulose de aluminio (CMC) sem fotoprotetor contra larvas de A. aegypti,
obtiveram CLso de 0,6155 mg.L™ e CLgo 1,3872 mg.L ™. Cavalcante et al. (2018) estudando a
atividade larvicida do Bacillus thuringiensis israelensis microencapsulado com 6leo essencial
de Croton rhamnifolioides com toxicidade para larvas de A. aegypti, observaram que a CLso e
CLgo Obtida do p6 seco foram, respectivamente, 0,12 mg.L e 0,21 mg.L?, ap6s 4 meses de
armazenamento.

As linhagens encapsuladas com amido apresentaram efic&cia no controle de imaturos
do A. aegypti nos recipientes expostos as condicdes climaticas, no qual verificou-se acao
inseticida das linhagens de B. thuringiensis nas primeiras semanas de tratamento, esses dados
tambem foram constatados em estudos realizados no Meéxico utilizando complexo
microencapsulado de esporos-toxina Bti (MeBti) contra larvas de A. aegypti expostos ao sol
(AGUILAR-MEZA et al., 2010). Nos estudos realizados por Viana et al. (2021a) observou-se
gue bactérias do género Bacillus apresentam elevada capacidade de reciclagem, demonstrando
que a persisténcia de B. thuringiensis € um importante fator para determinar o sucesso dessa

bactéria no controle de mosquitos vetores.
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Bashir et al. (2016) estudaram a eficiéncia do encapsulamento de B. thuringiensis para
a liberacdo controlada dessa bactéria em campo, no qual utilizaram encapsularam B.
thuringiensis em microcapsulas coloidossomas para o controle de lepidopteros e verificaram
que apds 12 dias, o nimero médio de larvas foi significativamente menor nas formulacGes
microencapsuladas do que nas formulagdes comerciais de B. thuringiensis. Nos estudos
realizados por Sabbour e Singer (2016) em condi¢bes de campo, os resultados mostraram 0
efeito de dois isolados encapsulados de B. thuringiensis, ap6s 21 dias de aplicacdo, onde as
infestacBes de Tuta absoluta (Meyrick, 1917) diminuiram significativamente.

Apesar das adversidades das condigdes climéticas observadas no Maranhdo com clima
tropical com temperaturas médias anuais superiores a 26 °C (NuGeo UEMA, 2023), a linhagem
encapsulada BtMA-750 conseguiu persistir no ambiente por um longo periodo. Estudos
demonstram que a eficacia e persisténcia dos formulados pode ser afetada pelas condicdes
ambientais (BATRA et al., 2000; LIMA et al., 2005, MELO-SANTO et al., 2009, SETHA et
al., 2016; VIANA et al., 2021a). Esses estudos tém demonstrado que a eficcia do bacilo pode
ser afetada pelas condi¢des ambientais independentes do tipo de reservatorio. Desta forma,
observa-se a importancia do encapsulamento de linhagens de B. thuringiensis para o controle
de mosquitos vetores.

O encapsulamento de B. thuringiensis utilizando a técnica de polimerizagdo em suspensao
inversa e amido como material de parede mostrou ser uma excelente estratégia para o
desenvolvimento de novos larvicidas para o controle de mosquitos. E importante mencionar
que alguns ensaios adicionais podem ser realizados para avaliar possiveis efeitos fora do alvo

do produto encapsulado.
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6 CONCLUSAO

A técnica de polimerizacdo em suspensdo inversa se mostrou eficiente para o
encapsulamento de B thuringiensis, observadas nas analises de caracterizacao fisico-
quimica e morfolédgicas do material encapsulado, no qual mostraram que as bactérias
foram devidamente incorporadas nas estruturas das microcapsulas de amido;
Observou-se que maiores quantidades de bactérias ocasionaram uma leve diminuigéo
no didmetro das particulas, garantindo que mesmo a bactéria encapsulada ainda
apresente um didmetro medio adequado para ser consumido pelas larvas do A. aegypti;
Os grupos funcionais do amido reticulado foram mantidos, apesar do aumento na
quantidade de bactéria encapsulada;

As analises de TGA indicaram que as analises térmicas das microparticulas nao
influenciaram a estabilidade térmica das amostras encapsuladas;

As linhagens BtMA-750 e BtMA-1114 foram incorporadas as microcapsulas de amido
e se mantiveram ativas, conforme os resultados de contagem de esporos viaveis;

A andlise SDS-PAGE evidenciou que as linhagens encapsuladas continuaram
produzindo as proteinas inseticidas Cry e Cyt;

As linhagens bacterianas encapsuladas testadas em laboratorio contra larvas de A.
aegypti, apresentaram 100% de mortalidade larval durante 35 dias de experimento;

O encapsulado BtMA-750 e BtMA-1114 apresentou elevada toxicidade as larvas de A.
aegypti mediante os bioensaio quantitativos;

As linhagens encapsuladas BtMA-750 e BtMA-1114 apresentaram efetividade mesmo
expostos aos fatores ambientais;

A producdo de formulagOes de bioinseticidas a partir de linhagens que estejam
adaptadas as condi¢cdes da regido em estudo proporcionara um produto altamente
eficiente e de baixo custo, além disso, é uma alternativa viavel para reduzir o uso de

inseticidas quimicos que sdo nocivos ao homem e ao ambiente.
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Resumo

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de interesse mundial, devido sua elevada toxicidade a uma ampla gama de
insetos vetores de agentes patogénicos ao homem e pragas agricolas. A acdo inseticida de Bt é conferida pela presenca
de cristal proteico, que atuam como toxinas. Diversos estudos séo realizados com intuito de selecionar linhagens de Bt
de diferentes ecossistemas com acdo mosquitocida para insetos vetores. Observa-se que o solo é o substrato mais
utilizado para o isolamento de Bt, sendo amplamente encontrado na natureza, predominantemente, na forma de
esporos. A busca de novas linhagens de Bt em diferentes regides do mundo tem como objetivo obter novas toxinas
com acdo inseticida, e que possam ser utilizadas na producdo de biopesticidas. Para o cultivo das linhagens, séo
utilizados os meios Agar Nutriente ou NYSM. Os meios de cultura possuem grande variedade de nutrientes, sendo
ricos em carbono, nitrogénio e sais minerais, que sdo utilizados para induzir o crescimento dos microrganismos.
Portanto, diversos estudos buscam aprimorar esses meios para o crescimento de Bt, utilizando meios alternativos
eficazes e econémicos, visando o controle de mosquitos vetores.

Palavras-chave: Entomopatogénico; Inseticida; Crescimento bacteriano; Controle biolégico.
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Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) is a bacterium of worldwide interest, due to its high toxicity to a wide range of insect
vectors of pathogens to humans and agricultural pests. The insecticidal action of Bt is conferred by the presence of
protein crystals, which act as toxins. Several studies are carried out in order to select Bt strains from different
ecosystems with mosquitocidal action for vector insects. It is observed that the soil is the most used substrate for the
isolation of Bt, being widely found in nature, predominantly in the form of spores. The search for new Bt strains in
different regions of the world aims to obtain new toxins with insecticidal action, which can be used in the production
of biopesticides. For the cultivation of the strains, Nutrient Agar or NYSM media are used. Culture media have a wide
variety of nutrients, being rich in carbon, nitrogen and mineral salts, which are used to induce the growth of
microorganisms. Therefore, several studies seek to improve these means for the growth of Bt, using alternative
effective and economical means, the control of vector mosquitoes.

Keywords: Entomopathogenic; Insecticide; Bacterial growth; Biological control.

Resumen

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria de interés mundial, debido a su alta toxicidad para una amplia gama de
insectos vectores de patdgenos para humanos y plagas agricolas. La accion insecticida de Bt se confiere por la
presencia de cristales de proteinas, que actian como toxinas. Se realizan varios estudios para seleccionar cepas de Bt
de diferentes ecosistemas con accion mosquitocida para insectos vectores. Se observa que el suelo es el sustrato mas
utilizado para el aislamiento de Bt, encontrandose ampliamente en la naturaleza, predominantemente en forma de
esporas. La bdsqueda de nuevas cepas de Bt en diferentes regiones del mundo tiene como objetivo la obtencion de
nuevas toxinas con accion insecticida, que puedan ser utilizadas en la produccion de bioplaguicidas. Para el cultivo de
las cepas se utilizan medios de agar nutritivo 0 NYSM. Los medios de cultivo tienen una amplia variedad de
nutrientes, ricos en carbono, nitrdgeno y sales minerales, que se utilizan para inducir el crecimiento de
microorganismos. Por ello, varios estudios buscan mejorar estos medios para el crecimiento de Bt, utilizando medios
alternativos eficaces y econémicos, el control de mosquitos vectores.

Palabras clave: Entomopatdgeno; Insecticida; Crecimiento bacterial; Control biolégico.

1. Introducéo

A espécie Bacillus thuringiensis Berliner é um entomopatdgeno de maior sucesso, apresentando maltiplas vantagens,
principalmente quando comparado ao controle quimico, que ocasionam sérios problemas & satde humana e a natureza (Alves,
1998; Polanczyk e Alves, 2003; Bravo et al., 2011; Soares-da-Silva et al., 2017). Além disso, € uma das bactérias mais
utilizadas na fabricacdo de inseticidas bioldgicos e, para o controle de insetos em todo o mundo (Polanczyk e Alves, 2003;
Galzer e Azevedo Filho, 2016; Liu et al., 2016).

O interesse das pesquisas voltadas para o B. thuringiensis é devido sua elevada patogenicidade e toxicidade a uma
ampla gama de insetos transmissores de agentes patogénicos ao ser homem e pragas agricolas (Alves, 1998; Marrone, 2019;
Saraiva et al., 2019). Portanto, diversos estudos em diferentes partes do mundo s&o realizados com o objetivo de selecionar
novas linhagens de B. thuringiensis com elevada toxicidade (El-Kersh et al., 2016; Soares-da-Silva et al., 2017; Lobo et al.,
2018).

B. thuringiensis é naturalmente encontrado em diferentes locais como no solo, grdos estocados, plantas, insetos
mortos e agua (Guz, Bugla-Ploskonska e Doroszkiewicz, 2009; Konecka et al., 2012; Reyaz, Gunapriya e Arulselvi, 2017;
Argblo-Filho e Loguercio, 2018). Relacionado aos insetos, tem-se constatado que esses organismos sdo altamente infectados
por microrganismos, podendo esta presente externa e internamente, mantendo a relagdo complexa entre eles. Os insetos mortos
sdo fontes de alimento para B. thuringiensis no ambiente, servindo como substrato e matriz natural dos esporos. A ampla gama
de substrato para reproducdo de B. thuringiensis pode gerar variabilidade genética dessa bactéria em condi¢des naturais (Alves,
1998; Ben-Dov, 2014; Raymond, 2017; Viana et al., 2020).

A acdo inseticida de B. thuringiensis é conferida pela presenca de cristal de proteinas produzido durante a fase de
esporulagdo, que atuam como toxinas (Alves, 1998; Polanczyk e Alves, 2003; Fernandez-Chapa et al., 2019). Essas proteinas

sdo conhecidas como 3-endotoxinas, que sdo compostas de duas familias multigénicas, as proteinas Cry (Crystal) e Cyt
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(Citoliticas), as quais sao toxicas a insetos de diferentes ordens (Hofte e Whiteley, 1989; Bravo, Gill e Soberon, 2007; Van
Frankenhuyzen, 2013; Badran et al., 2016; Zogo et al., 2019; Onofre et al., 2020).

Para a selecdo de novas linhagens de B. thuringiensis com potencial de a¢do inseticida, um parametro importante é a
adequacdo do crescimento bacteriano em laboratério, como verificacdo das exigéncias nutricionais, levando em consideracao o
préprio ambiente onde cada linhagem foi isolada. Nesse sentido, a escolha do meio de cultivo adequado é extremamente
importante para o sucesso de producdo da bactéria. Os meios de cultura para crescimento das bactérias, devem proporcionar a
maxima produgdo com custo minimo (Couch, 2000; Angelo, Vilas-Boas e Castro-Gomez, 2010; Boniolo et al., 2012).

Os meios de cultivo utilizados para o crescimento de B. thuringiensis comumente possuem uma fonte de nitrogénio,
carbono e sais minerais. A fonte de carbono fornece energia e matéria prima para muitas organelas celulares, o nitrogénio atua
na sintese de proteinas e &cidos nucléicos e os sais minerais agem como cofatores no controle da osmolaridade celular (Angelo,
Vilas-Bbas e Castro-Gomez, 2010; Boniolo et al., 2012). Nessa revisdo foram identificados os meios de cultura mais
comumente utilizados no crescimento de B. thuringiensis, as principais diferencas desses meios de cultivo e seus componentes

nutricionais fundamentais. Além disso, também foi abordado as principais técnicas utilizadas na identificag8o dessa bactéria.

2. Metodologia

O presente estudo é uma sintese do conhecimento cientifico sobre a identificacdo de B. thuringiensis e 0os meios de
cultura utilizados no crescimento da bactéria no controle de vetores. A escolha dos artigos foi realizada de modo atemporal, ou
seja, independentemente do tempo.

A revisdo foi produzida com base em livros cientificos e artigos disponiveis nas bases de dados de indexacéo, como:
Pubmed, Scielo, Wiley Online Library, cience Direct, Web of Science e Scopus. A busca de artigos nas diferentes bases de
dados utilizou diferentes termos como: cultivos de Bacillus thuringiensis, selecdo de Bacillus thuringiensis, identificagdo de
Bacillus thuringiensis, Prospecgdo de Bacillus thuringiensis, Bacillus thuringiensis no controle de mosquitos vetores, culture
media in the growth of Bacillus thuringiensis, Prospecting for Bacillus thuringiensis, selection of Bacillus thuringiensis in
vector control. Apds a selegdo dos artigos cientificos, os mesmos foram lidos, analisados e interpretados as principais
informagdes para a fundamentagéo tedrica do estudo. A partir da fundamentacéo tedrica foram confeccionadas tabelas com os

dados de cada artigo cientifico referente ao isolamento e meios de cultura utilizados no crescimento de B. thuringiensis.

3. Bacillus thuringiensis

A bactéria B. thuringiensis é um bastonete de 1 a 1,2 um de largura por 3 a 5 um de comprimento, comumente com
motilidade. E gram-positiva, aercbica, crescendo facultativamente em anaerobiose, na faixa de 10 a 45°C. Desenvolvem
esporos, de elipticos a cilindricos, na posi¢do central, com esporangio ndo claramente estendido e produzem um cristal proteico
(Alves, 1998; Capalbo, Vilas-B6as e Suzuki, 2005; Deng et al., 2014).

Em 1901, esta bactéria foi inicialmente analisada por Ishiwata, ocasionando mortalidade em larvas de bicho-da-seda,
Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (Linnaues, 1758), sendo chamada de Bacillus sotto. Posteriormente, em 1911, a
bactéria foi novamente isolada por Berliner, apresentando aspectos da sua atividade entomopatogénica e o nomeou de B.
thuringiensis em homenagem a provincia da Thuringia na Alemanha, local onde foi primeiramente descoberto (Glare e
O’ Callagham, 2000).

Embora o termo B. thuringiensis seja empregado para uma Unica espécie, levando em consideracdo aspectos
taxondmicos, esta bactéria pertence a um complexo de vérias espécies (B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis e
B. weihenstephnensis). Este complexo é denominado B. cereus (Polanczyk e Alves, 2003; Ehling-Schulz, Lereclus e Koehler,
2019).
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O ntimero de células de B. thuringiensis obtidas em isolamento varia entre 10? e 10* unidades formadoras de col6nia
(UFC) por grama de solo, enquanto que em plantas este nimero possui uma taxa bem mais baixa (Damgaard, 2000).

Dentre as bactérias que possuem patogenicidade a insetos, o B. thuringiensis é o principal componente ativo utilizado
comercialmente nos biolarvicidas (Liu et al., 2016). A espécie Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) é a linhagem que
apresenta maior atividade tdxica para mosquitos e é utilizada como padrédo, sendo indicada no controle de vetores em varias
regides do planeta. O grande sucesso desta bactéria como agente de controle biolégico se da devido a producdo, durante a
esporulagdo, de um cristal de proteinas, que contém toxinas inseticidas, chamadas de 3-endotoxinas (Damgaard, 2000;
Delécluse, Juarez-Pérez e Berry, 2000; Saraswathy e Kumar, 2004; Sanchis, 2011; Deng et al., 2014; Onofre et al., 2020).

O B. thuringiensis oferece uma diversidade de vantagens, como seguranca ambiental, pois atua somente na espécie
alvo e suas toxinas ndo se acumulam no meio ambiente; 6tima durabilidade no ambiente, apresentando eficacia no campo de
até 90 dias, em locais protegidos dos raios solares; capacidade de reciclagem em larvas mortas, com isso 0s esporos podem
germinar dentro do cadaver das larvas, mantendo-se assim no ambiente; além de apresentar uma diversidade de toxinas
inseticidas, o que ira dificultar a selecdo de mosquitos com resisténcia (Habib e Andrade, 1998; Polanczyk e Alves, 2003;
Soares-da-Silva et al., 2017).

4. Mecanismo de ac¢do das toxinas Cry e Cyt de Bacillus thuringiensis

A atividade larvicida da bactéria B. thuringiensis é conferida a producdo de um cristal proteico, que ird conter as
delta-endotoxinas, sendo as proteinas Cry (Cristal) as mais relevantes, e as Cyt (Citoliticas) atuando em sinergismo com as
toxinas do cristal proteico. Estas proteinas sdo sintetizadas durante o processo de esporulacdo do B. thuringiensis, em
condicBes limitadas de crescimento, e sdo codificadas por diferentes genes chamados genes cry e cyt (Agaisse e Lereclus,
1995; De Maagd et al., 2003; Saraswathy e Kumar, 2004; Pérez et al., 2005; Fernandez-Chapa et al., 2019).

O cristal de proteinas dessa bactéria é considerado como uma pro-toxina, sendo uma forma inativa, que em contato
com meio alcalino ou em solucdo de enzima proteolitica, ocorre a clivagem desta prd-toxina, resultando em moléculas de
tamanhos variados, as comumente chamadas de Cry e Cyt (Kuo e Chak, 1996; Yamamoto e Dean, 2000; Bravo et al., 2005;
Zhong et al., 2007). Os esporos também podem contribuir com a atividade patogénica por meio da acéo sinérgica realizada
com as delta-endotoxinas (Johnson e McGaughey, 1996).

As proteinas Cry apresentam atividade toxica para os insetos, quando as larvas se alimentam desses cristais. Deste
modo, apds a ingestdo, os cristais sdo solubilizados no pH alcalino, que em presenca de enzimas digestivas, tornam-se toxicos
e sdo convertidas em quatro ou mais polipeptidios de delta-endotoxinas. As toxinas hidrolisadas atravessam a membrana
peritréfica, ligam-se aos receptores especificos na membrana apical das células colunares do intestino médio, intervindo no
gradiente ibnico e no balangco osmético das células da membrana, formando poros e, causando ruptura na célula e
desintegracdo do intestino médio. Portanto, a larva sofre consequente morte por inanigdo, tornando-se incapaz de absorver 0s
nutrientes necessarios (Figura 1) (Hofte e Whiteley, 1989; Bravo, 1997; Copping e Menn, 2000; Bergman et al., 2007).

A atividade patogénica a insetos dessa bactéria estd associada com a sintese dessas proteinas que possuem alta
atividade tdxica e exclusivas para insetos de diversas ordens e alguns invertebrados (Hofte e Witeley, 1989; Glare e
O’Callangham, 2000; Zogo et al., 2019).
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Figura 1. Representacdo esquematica do modo de acéo das toxinas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis em larva de
mosquito.
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Fonte: Esquema realizado por Vieira-Neta no Created in BioRender e figuras do epitélio intestinal de Viana et al. (2021).

Diversas ordens de insetos sdo suscetiveis as linhagens de B. thuringiensis, dentre as mais estudadas estéo,
Lepidoptera, Coleoptera por serem importantes pragas agricolas e Diptera, especialmente as espécies vetores de doencas. Além
de insetos sdo citados na literatura os nematoides, acaros, entre outros organismos (Kuo e Chak, 1996; Yamamoto e Dean,
2000; De Maagd et al., 2003; Van Frankenhuyzen, 2009, 2013).

As toxinas de B. thuringiensis sdo compostas por trés dominios, o dominio I, relacionado a insercéo e formagédo de
poros na membrana; o 1l, responsavel pelo reconhecimento do receptor e, pela acao especifica da toxina para a espécie-alvo; e
o dominio I, em que sua fungdo ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas acredita-se estar envolvida com as duas func¢Ges
dos dominios anteriores, além de tornar a toxina estavel (Saraswathy e Kumar, 2004).

Pesquisas sobre a toxina de B. thuringiensis, mostram a associacdo entre os trés dominios para ocasionar a atividade
larvicida de B. thuringiensis. Saraswathy e Kumar (2004) delinearam a engenharia das diferentes d-endotoxinas, levando a
compreensdo do seu modo molecular de atuagdo e constituicdo de novas toxinas com maior patogenicidade e acéo especifica.
A atividade toxica das proteinas estd associada ao componente N-terminal, enquanto que o componente C-terminal determina a
formacédo da estrutura do cristal proteico (Li, Carroll e Ellar, 1991). A composic¢do da inclusdo cristalina e as estruturas das
toxinas originam a formacao do cristal, que pode ser bipiramidal, cubdide, rombdide, ovéide, esférico, retangular ou sem forma
determinada (Habid e Andrade, 1998).

A maioria das linhagens de B. thuringiensis sdo capazes de produzir mais de um tipo de cristal. Os cristais sdo
formados por diferentes proteinas Cry e/fou Cyt, como ocorre na espécie B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti), que possui
cinco genes que codificam proteinas Cry e dois genes codificadores de Cyt, localizados no mesmo plasmideo com massa
molecular de 72 MDa (Gonzalez e Carlton, 1984; Lereclus et al., 1989; Berry et al., 2002). Esses genes das proteinas do cristal

de proteinas de B. thuringiensis estdo presentes em plasmideos conjugativos, facilitando a recombinacdo e troca destes


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16916

Research, Society and Development, v. 10, n. 7, 51510716916, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16916

elementos, assim, fornece um importante mecanismo de geracdo de novas especificidades (Aronson, 1993; Berry et al., 2002;
Espinasse et al., 2003).

A multiplicidade de proteinas Cry e Cyt sdo consequéncia de continuos esforcos na investigacdo por toxinas com
caracteristicas apropriadas para controlar biologicamente os insetos de importancia agricola e transmissores de doencas (Pigott
e Ellar, 2007; Saraiva et al., 2019). Compreendendo mais de 400 genes cry e aproximadamente 37 genes cyt ja identificados.
As proteinas Cry estdo classificadas em cerca de 74 grupos reunidos em diferentes subgrupos, além da existéncia de trés
grupos de toxinas Cyt (Crickmore et al., 2020). As toxinas Cry especificamente com acdo para dipteros vetores de doencgas
abrangem cerca de 20, sendo que consecutivamente sdo descritos novos genes e, por conseguinte, novas toxinas (Van
Frankenhuyzen, 2009, 2013).

Um dos exemplos de trabalhos de isolamento e avaliacdo da patogenicidade de novas linhagens de B. thuringiensis,
foi realizado em 2009, na China, onde foi isolado do solo uma nova linhagem de B. thuringiensis, que demostrou atividade
entomopatogénica para larvas de Aedes aegypti vinculada a mesma descoberta, encontrou-se também uma nova toxina Cry
diferente das atualmente conhecidas, com ac¢do para o0 mesmo vetor (Tan et al., 2009).

Especialmente, devido a crescente utilizacdo das proteinas Cry e Cyt, produzidas por essa bactéria no controle
bioldgico de insetos de importancia epidemioldgica, ha também a preocupacdo com a manipulagdo de resisténcias de insetos
alvo as d-endotoxinas produzidas pelo B. thuringiensis jA conhecidas. E como essas toxinas ndo oferecem risco & saude
humana e outras espécies benéficas & natureza, a sua utilizacdo para controle de insetos vetores tornam-se conveniente
(Carozzi et al., 2001; Silva, 2008).

Desse modo, a investigagdo de novas linhagens de B. thuringiensis com potencialidades diferentes das atualmente
conhecidas, mostra-se como uma das prioridades de pesquisas em varias regides do mundo, objetivando obter, isolar e
caracterizar linhagens promissoras e com toxinas diferenciadas das que ja existem, podendo ser utilizadas na producdo de
biolarvicidas (Schnepf e Whiteley, 1981; Barreto, 2005; Medeiros et al., 2006; El-Kersh et al., 2016; Soares-da-Silva et al.,
2017; Lobo et al., 2018).

5. Isolamento, identificacdo e toxicidade de Bacillus thuringiensis para mosquitos vetores

Devido ao sucesso de B. thuringiensis no controle de vetores, diversos estudos sdo realizados para selecionar isolados
com acao mosquitocida (Campanini et al., 2012; Soares-da-Silva et al., 2015; Tissera et al., 2018; Vieira-Neta et al., 2020).
Geralmente, os trabalhos de selecdo de linhagens de B. thuringiensis para mosquitos sdo iniciados com a busca pelo complexo
de proteinas Cry e Cyt, toxinas encontradas na cepa padrdo Bti (cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryl1Ba, cytlAa, cytlAb e
cy2Ba), pois 0s genes presentes nos isolados é uma forma de prever a atividade larvicida. No entanto, muitos trabalhos
preferem selecionar linhagens selvagens, tendo em vista, que estas podem apresentar maior variabilidade genética (Van
Frankenhuyzen, 2009; da Costa et al., 2010; Cantén et al., 2011; Crickmore et al., 2020).

O solo é o substrato comumente utilizado para a selecdo de B. thuringiensis (Soares-da-Silva et al., 2017; Gobatto et
al., 2010; Soares-da-Silva et al., 2015; Monnerat et al., 2005; Vieira-Neta et al., 2020), pois essa bactéria é amplamente
encontrada na natureza predominantemente na forma de esporos, que podem permanecer viaveis por longos periodos de tempo
(de Maagd et al., 2003). De acordo com Wang et al. (2003) o B. thuringiensis é encontrado em todos os ambientes terrestres e
também em insetos mortos plantas e detritos. B. thuringiensis possui capacidade de permanecer no solo em diversas condigdes
ambientais, sendo facilmente transportada por animais, vento e chuvas. A presenga de componentes quimicos no solo como
Ca, Cu, Fe e Zn sdo importantes para o desenvolvimento da bactéria no ambiente (Glare e O’Callagham 2000; Polanczyk,
2004).
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Diferentes hipoteses explicam sobre a permanéncia de B. thuringiensis no solo, Meadows (1993) relata que B.
thuringiensis é depositado no solo por folhas e insetos, dificilmente desenvolve-se no solo. Essa bactéria também pode ser
patdgeno de insetos do solo que apresentem pouca importancia econémica, com 0s quais poucos estudos foram realizados.
Pressupde também que B. thuringiensis pode desenvolver-se no solo quando existem nutrientes suficientes, obtidos de residuos
organicos em decomposicdo. E que a afinidade de B. thuringiensis e B. cereus, com o qual B. thuringiensis pode trocar
material genético, possibilitando sua permanéncia no ambiente. Qutra proposi¢cdo para a variagdo de B. thuringiensis nas
regides brasileiras podem estar relacionadas as atividades agricolas, tipos de solo e método de isolamento desenvolvido
(Gobatto et al., 2010).

A quantidade de isolados obtidos de diferentes regi6es brasileiras varia bastante (Tabela 1), o que pode influenciar no
percentual de B. thuringiensis em uma localidade é a dificuldade e a comparacdo entre estudos, referente ao método de
isolamento empregado, pois estes ndo sdo padronizados, havendo uma grande diversidade entre os grupos de pesquisa (Carozzi
et al., 1991; da Silva, Dias e Monnerat, 2002; Polanczyk, Zantncio e Alves, 2009). No entanto, existe um método preconizado
pela Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 1985). Outros fatores que podem influenciar na quantidade de linhagens de B.
thuringiensis sdo: a escolha do substrato, 0 método de coleta em campo e o processo de identificacdo da espécie.

Em estudo realizado por Soares-da-Silva et al. (2015) foi relatado que de 57 linhagens de B. thuringiensis obtidas de
areas florestais da Amazdnia apenas 8,8% apresentaram atividade larvicida contra Ae. aegypti e somente uma (BtAM-27)
expressou cinco genes (cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa e cryllBa), os quais sdo descritos na literatura como responsaveis
pela toxicidade de dipteros, apesar dos cincos isolados apresentaram toxicidade, somente duas linhagens (IBt-07 e 1Bt-28)
exibiram os menores valores de CLso com 0,0011 e 0,0014 x 10°, respectivamente.

Em outro estudo, Soares-da-Silva et al. (2017) relataram que de 553 linhagens de B. thuringiensis testadas contra Ae.
aegypti apenas 37 apresentam patogenicidade, destes 12 proporcionaram mortalidade de 100% das larvas em 24 h e foram
utilizadas em ensaios de toxicidade Os autores mostraram que duas linhagens BtMA-690 e BtMA-1114 apresentaram
toxicidade igual a cepa padrdo Bti, e 0 mesmo valor de CLso (0,003 mg/L) foi observado ap6s 48 h de exposicdo. No estudo
também foi verificado as toxinas Cry, Cyt e Chi importantes na toxicidade para mosquitos vetores.

Lobo et al. (2018) reportaram que de 300 linhagens analisadas quanto a patogenicidade contra as larvas de Ae.
aegypti, 12 foram patogénicas, e apenas uma linhagem BtMA-401 apresentou ClLso de 0,004 x 107 esporos/mL. Quando
submetidos a analise molecular mediante PCR, 10 linhagens apresentaram um ou mais genes cry e cyt dipteros-especifico.
Campanini et al. (2012) caracterizaram por meio de técnicas moleculares, mediante RNA ribossomal 16S (ou 16S rRNA), 76
linhagens de Bt, e verificaram que oito isolados apresentavam os genes cry4Aa, cry4Ba ou cryl0Aa, destes sete apresentaram
mortalidade as larvas de Ae. aegypti. A presencga de genes, por isso, ndo significa que a linhagem apresente toxicidade, pois
para isso ocorrer é necessario que as proteinas sejam expressas.

Ootani et al. (2011) relataram a investigacdo de 101 linhagens de B. thuringiensis de diferentes localidades do estado
do Tocantins, destas somente a linhagem A-392 apresentou excelente atividade larvicida contra Ae. aegypti e mediante analise
proteica apresentaram proteinas de massa molecular de aproximadamente 80 kDa correspondente ao tamanho esperado para a
estirpe padrédo Bti. As proteinas Cry apresentam massa molecular entre 40 a 140 kDa e as toxinas Cyt apresentam proteinas de
massa molecular de 27-30 kDa. Gobatto et al. (2010) selecionaram 231 isolados, destes 35 foram submetidos a bioensaios de
patogenicidade e toxicidade, do qual 31% apresentaram atividade larvicida contra Culex quinquefasciatus e um isolado
apresentou valor de CLsg semelhante a Bti.

Vieira-Neta et al. (2020) estudando areas de restinga e manguezais analisaram 232 linhagens de B. thuringiensis, e
relataram que uma linhagem, BtMA-750, apresentou alta toxidade contra Ae. aegypti e exibiu produtos de amplificacdo para

nove genes diptero-especifico presente na cepa padrdo Bti. No entanto, evidenciou-se que novos estudos devem ser realizados
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com esta linhagem, a fim de elucidar se os genes estdo expressando as proteinas com agéo larvicida, pois a CLso foi de 0,004
mg / mL em compara¢do ao Bti que apresentou CLsg de 0.003 mg/mL.

Na literatura, também é bastante relatado o estudo das linhagens que estdo depositadas em diferentes colecBes de
entomopatdgenos no Brasil (Praca et al., 2004; Monnerat et al., 2005; Soccol et al., 2009), nessas colecfes estdo depositadas
linhagens obtidas de uma variedade de substratos provenientes de diferentes regides brasileiras. Portanto, o estudo destas
linhagens é de extrema importancia, pois possibilita encontrar aquelas com variabilidade genética e elevada toxicidade conta
insetos vetores.

Praga et al. (2004) analisaram 300 linhagens de B. thuringiensis proveniente do Banco de Germoplasma de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e relataram que a linhagem S234 e S997 apresentaram
patogenicidade contra Ae. aegypti e Cu. quinquefasciatus. No entanto, apresentaram valor de CLso para Ae. aegypti e para Cu.
quinquefasciatus superior ao do Bti (5234 de 4,9200 mg/mL e S997 de 4,4900 mg/mL para Ae. aegypti e S234 de 7,2600
mg/mL e S997 de 31,0300 mg/mL para Cu. quinquefasciatus, Ae. aegypti 0,0016 mg/mL e Cu. quinquefasciatus de 0,0096
para Bti) o que demonstram que comparado a estirpe padrdo possui menos efetividade e amplificaram os genes crylAa,
crylAb, crylAc, crylB e cry2.

Monnerat et al. (2005) também realizaram estudos com 210 linhagens de B. thuringiensis isoladas da agua e do solo
provenientes da colecdo de Bacillus spp. entomopatogénicos do Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Das seis
linhagens de B. thuringiensis toxicas a mosquitos vetores analisados nos bioensaio seletivos, quatro linhagens apresentaram
atividade larvicida contra Ae. aegypti, duas contra ambas as espécies Ae. aegypti e Cu. quinquefasciatus. As linhagens
apresentaram valores de CLsg semelhantes entre si (Ae. aegypti de 6.8 a 42 mg/mL e Cu. quinquefasciatus de 0.073 a 0.089
mg/mL) e maior que a estirpe padrdo Bti (Ae. aegypti de 1.1 mg/mL e e Cu. quinquefasciatus de 0.034) e nenhum dos isolados
apresentaram tamanho esperado para 0s genes cry4, cryll e cytlA.

Estudos visando a deteccdo de genes mosquitocidas no controle do Ae. aegypti foram realizados com 1073 linhagens
de B. thuringiensis de diferentes regides do Brasil provenientes da colecdo do Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada, Unesp, Campus de Jaboticabal, no qual 45 isolados que apresentaram genes cry e cyt foram
selecionados para os testes de patogenicidade e toxicidade, destes 13 apresentaram atividade larvicida para larvas de Ae.
aegypti e também foi verificado linhagens com os menores valores de CLso e CLgo (da Costa et al., 2010). Soccol et al. (2009)
também analisaram 12 linhagens de B. thuringiensis, cepas estas, oriundas do Banco de Cepas da Divisdo de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia para a producdo endotoxina no controle de Ae. aegypti.

E notdrio que o solo é o substrato mais utilizado para prospeccdo de B. thuringiensis, porém, apesar da quantidade
elevada de linhagens obtidas dos mais variados substratos, sdo poucas que apresentam toxicidade superior a cepa padrao Bti,
isso pode ocorrer devido o Bti expressar os genes cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cy2Ba,
responsaveis pela producdo de proteinas Cry e Cyt. Além disso, as linhagens selvagens apesar de apresentar os genes dipteros
especificos, alguns ndo produzem as proteinas, portanto os estudos devem ser voltados para elucidar se esses genes estdo sendo
inibidos. Vale ressalvar também que algumas linhagens extremamente tdxicas, apresentam apenas poucos genes comparado ao
Bti, e isso é uma desvantagem, pois quanto maior o namero de genes melhor combinagéo entre eles, o que resulta em menor

probabilidade dos insetos adquirirem resisténcia ao Bti.
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Tabela 1. Amostragem de isolados de Bacillus thuringiensis utilizados no controle de vetores.

Local de Amostragem Substrato “Bt Referéncia
Amazbnia, Brasil Solo 57 Soares-da-Silva et al. (2015)
I?Air:;?]r?aeo?;gllzoli I\Iir:omopatﬁgenlco do Solo 153 Soares-da-Silva et al. (2017)
Solo 85 Soares-da-Silva et al. (2017)
Insetos mortos 244 Soares-da-Silva et al. (2017)
. . Solo 71 Soares-da-Silva et al. (2017)
Maranhao, Brasil —
Solo 232 Vieira-Neta et al. (2020)
Solo 383 Lobo et al. (2018)
Sé&o Paulo, Brasil Solo 76 Campanini et al. (2012)
Tocantins, Brasil Solo 101 Ootani etal. (2011)
Rio Grande do Sul, Brasil So'%i:p;:tos 231 Gobatto et al. (2010)
*Banco de Germoplasma de Bactérias - 300 Praca et al. (2004)
Entomopatogénicas Solo e 4gua 210 Monnerat et al. (2005)

*Colecéo do Laboratério de Genética de -

Bactérias e Biotecnologia Aplicada 1073 da Costa et al. (2010)

*Banco Divisdo de Engenharia de -

Bioprocessos e Biotecnologia 12 Soccol et al. (2009)

*isolados obtidos de diferentes regides brasileiras e depositados em diferentes colecdes; “quantidade de isolados de
Bacillus thuringiensis; - Nao especificado. Fonte: Autores.

6. Meios de cultura utilizados no crescimento de Bacillus thuringiensis no controle bioldgico de

mosq uitos vetores

Observa-se que 0 agar Nutriente (Extrato de Carne, Extrato de Levedura; Peptona, Cloreto de Sédio e Agar) ou o
meio Nutrient Yeast Extract Salt Médium - NYSM (caldo nutriente, extrato de levedura, MnCl,, MgCl,, CaCly) sdo muito
utilizados no isolamento e crescimento de B. thuringiensis utilizado no controle de vetores (Polanczyk et al., 2004; da Costa et
al., 2010; Gobatto et al., 2010; Ootani et al., 2011; Campanini et al., 2012; Soares-da-Silva et al., 2015; Soares-da-Silva et al.,
2017; Lobo et al., 2018). O agar Nutriente é um meio simples, de facil preparacdo e com varias finalidades em laboratério de
microbiologia, usado também para observar esporulacdo de espécies de bacilos Gram positivos no caso de B. thuringiensis. A
peptona e o extrato de carne fornecem fontes de nutrientes como nitrogénio, vitaminas, minerais e aminoacidos. O extrato de
levedura é uma fonte de vitaminas essenciais para o crescimento de bactérias. O cloreto de sédio mantém o balango osmético e
0 agar bacteriolégico é o agente solidificante. O NYSM é um meio de cultura de baixo custo e disponivel para a producédo de
bactérias com atividade larvicida. Os meios séo utilizados com finalidade de cultura e isolamento de microrganismos, uma
grande variedade de processo e de preparacdes de nutrientes é utilizada para induzir o crescimento e a reproducdo de
microrganismos, sendo a maioria meios convencionais. No entanto, alguns estudos analisaram meios de culturas alternativos
com 0 objetivo de obter um aumento na producéo de células de B. thuringiensis.

Diferentes estudos buscam aprimorar as condi¢fes de cultivo de B. thuringiensis, devido a producdo das endotoxinas
dependerem dos nutrientes presentes no meio de fermentacdo. Portanto, a produtividade das delta endotoxinas pode ser
melhorada mediante manipulagdo dos pardmetros nutricionais, condigbes ambientais e melhoria na selecdo de fontes de

carbono e nitrogénio (Salama et al., 1983; Rossa et al., 1990). Liu e Tzeng et al. (1998) e Sarrafzadeh et al. (2012) realizaram
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estudos sobre os efeitos das composi¢cdes dos meios de cultivo no crescimento de B. thuringiensis, e demonstram com 0s
resultados obtidos que para a comercializagdo bem-sucedida da produgdo de B. thuringiensis é necessario o desenvolvimento
de uma fermentacdo ideal. A tabela 2 mostra a composicdo de diferentes meios alternativos para crescimento do Bti e a
toxicidade contra diferentes mosquitos.

Poopathi e Abidha (2011) elaboraram um meio de cultura utilizando residuos de casca de café para a producdo de
biopesticida, e relataram que as delta endotoxinas produzidas pelo Bti foram semelhantes as produzidas no meio convencional
NYSM. Além disso, as toxinas mostraram excelente atividade larvicida contra Cu. quinquefasciatus, Anopheles stephensi e Ae.
aegypti, e producédo de delta endotoxinas. Em outro estudo Poopathi e Abidha (2012) analisaram a viabilidade de residuos de
sedimentos de manteiga clarificada como meio de cultura na producédo de bactérias mosquitocidas. A densidade dptica (650
nm) do meio, no intervalo de 6h a 72h atingiu uma absorbancia de 0,5 para 2,62 indicando que houve excelente crescimento
celular, ao final da fermentacéo (72h) ocorreu rendimento de 9,7 g/L de biomassa e producdo em torno de 2,5 g/L de toxinas
(esporos/cristal) com atividade larvicida contra mosquitos vetores. Este resultado foi semelhante ao obtido com meio NYSM.

Poopathi e Kumar (2003) analisaram trés meios de cultura alternativos como extrato de batata, extrato de batata
acucarado e extrato de batata combinado com gréo-de-bico para o crescimento e producéo de toxinas de Bti, que mostrou, nos
bioensaios, toxicidade as larvas de Cu. quinquefasciatus, An. stephensi e Ae. aegypti, a toxicidade foi igualmente comparavel
com 0 meio de cultivo convencional Luria-Bertani- LB (Triptona, Extrato de Levedura e Cloreto de Sédio: 1:0.5:1 wt:vol).
Ernandes, Del Bianchi e Oliveira (2013) utilizando o processo de fermentacéo submersa visando obter um crescimento celular
de Bti no controle de Ae. aegypti, além da producdo de esporos verificou que a milhocina, subproduto agroindustrial
proveniente do processamento do milho, possui melhor eficiéncia quando comparada com a triptose. O fato da milhocina ter
apresentado melhor resultado pode estar relacionado com a composi¢do quimica, pois a mesma é uma excelente fonte de
carboidratos sollveis, aminoacidos e minerais, que sdo nutrientes importantes para o0 metabolismo dos microrganismos.

Devidas, Pandit e Vitthalrao (2014) avaliaram fonte de carbono convencional e ndo convencional e fontes de
nitrogénio para a producéo de biomassa e esporo/cristal e determinaram a eficécia do custo beneficio de substratos potenciais
na producdo de B. thuringiensis, e observou um aumento significativo na producéo de biomassa na utilizacdo de glicose 6.30
(0.03)? g/L, banana 5.87 (0.08)" g/L e beterraba 5.10 (0.11)® g/L. Analises de custo-beneficio revelaram que a produgéo de
biopesticidas a partir de meios alternativos é altamente econémica, no qual mostraram resultados eficazes, e nos testes de
toxicidade foi observado que o efeito toxico foi aumentado duas vezes (CLso 1.57) em comparagdo ao meio LB (CLsg 4.02),
quando utilizaram feijdo e soja (CLs 3.17) como meio de cultivo, obtiveram resultados préximos ao meio LB (CLso4.02).

Prabakaran et al. (2008) desenvolveram um meio de cultivo a base de agua de coco e verificaram um rendimento da
massa célula de 3.1 g/L, esporulacédo de 3.4x10% e atividade larvicida contra as larvas de Ae. aegypti por meio do cultivo de
Bti, verificando resultados similares aos obtidos com o meio convencional (NYSM). As fontes alternativas mingau e farinha
de peixe, farinha de soja, farelo de trigo e pd de bolo de amendoim possuem excelente resultados no cultivo de B. thuringiensis
(Ghribi, Zouari e Jaoua, 2005; Prabakaran e Balaraman, 2006).
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Tabela 2. Componentes dos meios de cultivo alternativos utilizados no crescimento de Bacillus thuringiensis.

Meio de cultivo alternativo Bti Mosquito Referéncia
Composicdo (m/v) CLso
) ) ) _ 0,0035 mg/L C. quinquefasciatus Poopathi e
Residuo da casca de café (proteina 7,0%, carboidrato 0,0056 mg/L An. Stephensi Abidha
57,8%, lipidio 0,3%, cinzas 5,4%) : :
0,0073mg/L  Ae. Aegypti (2011)
0,0036 mg/L*  C. quinquefasciatus | Poopathi e
Extrato do subproduto da manteiga clarificada (30 g/mL)  0,0058 mg/L*  An. Stephensi Abidha
0,0075 mg/L*  Ae. Aegypti (2012)
Extrato de batata 1,58 pg/L
Extrato de Batata + 0,5% (m/v) sacarose 0,99 pg/L C. quinquefasciatus
Extrato de batata + 0,5 % (m/v) de p6 de grdo de bico 1,18 pg/L
Extrato de batata 1,35 ug/L Poopathi e
Extrato de Batata + 0,5% (m/v) sacarose 1,97 pg/L An. Stephensi Kumar
Extrato de batata + 0,5 % (m/v) de pé de grédo de bico 1,77 pg/L (2003)
Extrato de batata 1,39 ug/L
Extrato de Batata + 0,5% (m/v) sacarose 1,52 ug/L
Extrato de batata + 0,5 % (m/v) de pé de gréo de bico 1,63 pg/L
Ernandes,
. . Del Bianchi
NaCl (5,0 g/L), Na,HPO4 (2,5 g/L) e milhocina (20 g/L) 5,2 pg/L o Oliveira
) (2013)
NaCl (25 mg/L), Na2HPOA (1,0 mg/L), MgSO4 (002 | o\ Ae. Aegypt Devidas,
mg/L), MnCI2 (0,005 mg/L), 0,5 g/L de feijao ’ Pandit e
NaCl (25 mg/L), Na2HPO4 (1,0 mg/L), MgSO4 (002 4., Vitthalrao
mg/L), MnCI2 (0,005 mg/L), 0,5 g/L de soja 40 HY (2014)
MgCl, (20,3 g/L), CaCl, (10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e Prabakaran
agua de coco (100 mL) 15,03 ng/mL etal
(2008)
Mingau bruto e farinha de peixe em p6 - - Ghribi,
Zouari e
Jaoua
(2005)
MgCl, (20,3 g/L), CaCl, (10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e
2,5?% faginha dge sc))ja ( o) oob) 8,89 ng/mL.
(I)\/Ig(;lz (20,3 g/L), CaCIz.(10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e 2,5 18,84 ng/mL C. quinquefasciatus Prabakaran
% poé de bolo de amendoim e
MgCl, (20,3 g/L), CaCl, (10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e 9,31 ng/mL Balamaran
5,0% Extrato de farelo de trigo ’ (2006)

- ndo determinado; Bti: B. thuringiensis subsp. israelensis; CLso: Concentragdo Letal Média
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7. Considerac0es Finais

Baseado nos relatos acima, conclui-se que o solo é o melhor substrato para isolar linhagens de B. thuringiensis e que 0
meio Agar Nutriente é o mais utilizado para o cultivo de bactérias entomopatogénicas em laboratério. No entanto, os meios
alternativos sdo altamente econémicos e eficientes para producdo de biolarvicidas a base de Bti, reduzindo os custos de
producdo dessa bactéria em laboratério, e que o Bti € um importante entomopatdgeno que pode ser empregado em programas
de controle de mosquitos, sendo o Ae. aegypti 0 vetor mais estudado, devido ser o principal transmissor de arboviroses no
Brasil como: zika, chikungunya, dengue e febre amarela urbana. Diante do exposto, o estudo podera subsidiar pesquisas
futuras relacionadas a producdo de meios de cultura alternativos a serem utilizados para o controle de mosquitos vetores. E
necessario um estudo mais aprofundado das composi¢des quimicas do solo e a partir desses estudos desenvolver pesquisas para

a fabricacgdo de diferentes meios alternativos com a presencga de nutrientes essenciais para o crescimento da bactéria.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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In this study, we investigated the microencapsulation of two strains of the entomopathogenic bacteria Bacillus
thuringiensis (B. thuringiensis) (BtMA-750 and BtMA-1114), which are biopesticides of high toxicity for the
mosquito vector Aedes aegypti. The encapsulation of different concentrations of microorganisms in starch mi-
croparticles was evaluated, and the inverse suspension polymerization technique was explored. It was possible to
observe that the higher amounts of the biopesticide caused a slight decrease in the diameter of the particles;
however, even when encapsulated, the biopesticide still presents an average diameter that is able to be consumed
by the larvae of Aedes aegypti. Furthermore, it was noticed that the presence of both of the B. thuringiensis strains
did not affect the thermal stability of the particles. The microencapsulated bacterial strains presented a high
number of viable spores and preserved the expression of proteins with molecular masses corresponding to the
insecticidal toxins Cry and Cyt, indicating that the encapsulation process was conducted satisfactorily. Finally,
the encapsulated strains were tested against Ae. aegypti larvae and maintained 100% larval mortality even after
35 days. Therefore, microencapsulation of B. thuringiensis not only guarantees the bacterial activity, but also
prolongs the action of the biopesticide. Collectively, such findings highlight the great potential of the new
biopesticides, which may help to reduce the population indices of the mosquito vector Ae. aegypti via a sus-
tainable and environment-friendly route.

more sustainable alternative compared to chemical routes, and presents
some environmental advantages, such as biodegradability and low or no

1. Introduction

The Brazilian Amazon has high temperatures and high levels of
insolation, climate conditions that contribute to the proliferation of the
mosquito Aedes aegypti (L. 1762), which is the vector of the etiological
agents of dengue, Zika, and chikungunya. These diseases constitute a
group of arboviruses that presents a high risk to the health of many
people who live mainly in tropical regions, such as in Brazil (Brasil
Ministério da satde, 2022).

In this context, the biological control of this vector is an efficient and

toxicity to the environment. Among these larvicides, the bacterium
Bacillus thuringiensis can be highlighted (Bravo et al., 2007; Van Frank-
enhuyzen, 2009; Ben-Dov, 2014; Vargas et al., 2022). This bacterium
produces spores and Cry and Cyt proteins in the form of protoxins, which
exhibit larvicidal action for certain orders of insects, including Diptera,
to which Aedes aegypti belongs (Crickmore et al., 1998; Crickmore et al.,
2023). Cry proteins act by binding to specific receptors that are present
in the midgut membrane of insects, causing septicemia and larval death;
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in contrast, Cyt toxins do not bind to receptors, but insert themselves
directly into the cell membrane, enhancing the insecticidal action of Cry
(Bravo et al., 2007; Van Frankenhuyzen, 2009; Ben-Dov, 2014).

The long-term persistence of viable bacterial spores in the environ-
ment is important for greater duration of larvicidal activity in the field
(Viana et al., 2021a). However, it is worth noting that direct exposure of
the spores to ultraviolet (UV) rays and high levels of insolation can
deactivate the action of these microorganisms, thus reducing their
effectiveness and making it difficult to develop efficient formulations
based on free B. thuringiensis. The studies conducted by Batra et al.
(2000) and Viana et al. (2021a) demonstrated that, when the spores are
exposed to such environmental conditions in the field, the duration of
the larvicide action is only two to three weeks.

It is important to emphasize that insecticidal formulations based on
B. thuringiensis should maintain the characteristics of the microorgan-
isms that are necessary to guarantee their larvicide action, should pre-
sent low cost and be of easy use. In this way, microencapsulation is a
technique that may protect the structure of some active ingredients
while also enabling their controlled release under specific conditions
(Suave et al., 2006; Favaro-Trindade et al., 2008; Way et al., 2018; De
Souza e Castro et al., 2020). Thus, this technique can be explored in
order to prolong the activity of B thuringiensis even under adverse
environmental conditions in the field (Canevarolo, 2006; Angelo et al.,
2010; Hernandez-Suarez et al., 2011; De Souza e Castro et al., 2020).
Among the polymers used in encapsulation processes, starch stands out
as a promising biopolymer since it exhibits low cost and has good po-
tential for the replacement of non-biodegradable materials (Abdillahi
et al., 2013; Azevedo et al., 2018). The use of starch as a matrix for the
encapsulation of B. thuringiensis may be an excellent strategy for the
development of ecologically sustainable products. Interestingly, in the
literature, we did not find any studies that have explored the inverse
suspension polymerization technique in the encapsulation of this larvi-
cide in starch matrices (Azevedo et al., 2018; Bilal and Igbal, 2019;
Aragjo et al., 2021).

Thus, this study aims to encapsulate two strains of B. thuringiensis
(BtMA-750 and BtMA-1114), which have different combinations of Cry
and Cyt toxins, in starch microparticles. For this, we explored the inverse
suspension polymerization technique and evaluated the effect of the
concentration of spores on the encapsulation process and the larvicidal
activity of the encapsulated bacteria.

2. Materials and methods
2.1. Selection of Bacillus thuringiensis isolates

The strains of B. thuringiensis used in this study were selected from
the Collection of Entomopathogenic Bacilli of Maranhao (BBENMA) at
the Laboratory of Medical Entomology (LABEM of CESC-UEMA),
Campus Caxias, Maranhao, Brazil. Currently, in the collection, there
are 1448 isolates of B. thuringiensis from the Amazon, Cerrado and
Caatinga biomes, including the Mangrove and Restinga ecosystems of
the state of Maranhao, and the Caatinga of the state of Piaui, which were
all isolated from soil, water, and dead insects.

Two strains were selected from the Bacillus Collection: BtMA-750,
which was isolated from the soil of the Restinga ecosystem of Sao José
de Ribamar, Maranhao state; and, BtMA-1114, which was isolated from
dead insects from the Cerrado biome in the city of Mirador, Maranhao
state. These strains showed higher toxicity in Ae. aegypti larvae because
of the different gene profiles that were found, including different com-
binations of Cry and Cyt toxins, which exhibit high toxicity and speci-
ficity for mosquitoes (Soares-da-Silva et al., 2017; Vieira-Neta et al.,
2021).

2.2. Preparation of bacteria for encapsulation

The isolates of BtMA-750 and BtMA-1114 were cultured in 20 Petri
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dishes containing agar culture medium (Agar Nutriente, Kasvi, Sao José
dos Pinhais, Parana), and incubated in a bacteriological oven (FANEM®,
Guarulhos, Sao Paulo) at 28 °C for 24 h. Subsequently, they were
transferred to Erlenmeyer flasks and cultured in 600 mL of a broth
medium (Kasvi) at 28 °C and 180 rpm for five days in a rotary shaker
(Thermo Scientific, MaxQ 6000, Massachusetts, USA), in order to ach-
ieve the complete sporulation of bacteria and the release of the protein
crystals. The culture that was obtained was lyophilized based on the
methodology of Santos et al. (2012) and was centrifuged at 9000xg for
30 min at 4 °C. Then, it was washed with autoclaved distilled water,
frozen for 14 h, and lyophilized for approximately 6 h (Enterprise I,
Terroni, Sao Carlos, Sao Paulo) at the Malaria and Dengue Laboratory of
the National Institute for Amazonian Research (INPA).

2.3. Encapsulation of the spores in starch microparticles

The lyophilized isolates were encapsulated in starch microparticles
via the inverse suspension polymerization technique. For this, the
continuous oil phase was composed of 350 g of soybean oil (continuous
medium) and 24.5 g of Span 80 (surfactant) (Hexagono Quimica, Rio de
Janeiro, Brazil), and the aqueous dispersed phase consisted of 150 g of
ultrapure water, 3 g of D-(+)-glucose anhydrous P.A. acs-dextrose
(crosslinking agent) (Hexagono Quimica, Rio de Janeiro, Brazil), 10.5
g of soluble starch P.A. (natural polymer) (Hexdgono Quimica, Rio de
Janeiro, Brazil) and the lyophilized bacterial samples (BtMA-750, 250
mg, and 1700 mg; and, BtMA-1114, 200 mg, and 1700 mg). Crosslinked
starch particles were also produced without the presence of bacterial
strains in order to be used as a reference.

First, the aqueous phase was prepared as follows: glucose was solu-
bilized in water at 80 °C, then starch was added until complete solubi-
lization and, finally, the bacteria were added. The medium was
subjected to vigorous agitation to disperse the bacteria. Then, the
aqueous solution was poured over the oil phase (soybean oil and Span
80), and this mixture was kept in a reactor for 2 h at 80 °C, under
constant stirring of 900 rpm. At the end of the reaction, under constant
shaking, the system was cooled to 10 °C with the aid of an ice bath, so
that the polymer gelled so as to mitigate the agglomeration of micro-
particles. After the cooling step, the starch microparticles were washed
with acetone, separated by filtration, and dried in a recirculating oven.

2.4. Particle size distribution (PSD)

The determination of the average diameter and the distribution of
average sizes of the encapsulated bacteria were determined using light
scattering via a particle size analyzer (Mastersizer 2000 Mastersizer
Instruments, Malvern, United Kingdom). The samples were dispersed in
water and analyzed at room temperature.

2.5. Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy

The FT-IR technique was performed in order to evaluate the chemical
groups of the matrix (starch) and encapsulated bacteria (BtMA-750 and
BtMA-1114). The spectra were established in the mid-infrared region
(4000 cm™ ! - 500 cm’l), with a resolution of 2 ecm™ ! using a spec-
trophotometer (Cary 360, Agilent Technologies, California, USA)
equipped with a DTGS KBR (potassium bromide) detector, attenuated
total reflectance (ATR) and a diamond crystal. The mean spectrum of
each sample was obtained after 16 scans.

2.6. Thermogravimetric analysis (TGA)

Thermogravimetric analyses were performed using TG equipment
(Discovery TGA 55, TA Instruments, Delaware, USA) to evaluate the
thermal stability of the samples. Such analyses were performed in an
inert atmosphere with constant nitrogen flow at 20 mL/min, a heating
ramp rate equal to 10 °C/min, with initial and final temperatures of
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25 °C and 850 °C, respectively.

2.7. Incorporation of the bacteria into the polymer matrix

To verify the incorporation and release of the encapsulated bacterial
strains, a plating assay was performed with the samples BtMA-750 and
BtMA-1114, which was based on the methodology of Rabinovitch and
De Oliveira (2015). For this, 0.5 g of encapsulated B. thuringiensis was
added to 2 mL of 0.85% NaCl (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Rio
de Janeiro, Brazil). Subsequently, the prepared suspensions were ho-
mogenized in a vortex mixer (Vision Scientific, Westland, Michigan,
USA) and serial dilutions were performed. Then, aliquots of 100 pL of
suspensions 10, 107%, 1072, and 10~2 were seeded with the aid of a
Drigalski’s loop in Petri dishes containing a nutrient agar culture me-
dium (Agar Nutriente, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parand, Brazil) and
incubated in a bacteriological oven at 30 °C for 24-48 h. After this
period, colony-forming unit (CFU/mL) counting was performed based
on the plate-counting model (Alves, 1998). For the lyophilized samples,
the adjustment factor was considered by multiplying the result by 2 to
obtain the most approximate value of the number of cells in the
microtube.

2.8. Protein expression in the encapsulated strains

Protein analysis was performed using the encapsulated strains to
verify whether the insecticidal proteins Cry and Cyt were being
expressed as cry and cyt genes. The technique was conducted according
to Laemmli (1970) using polyacrylamide gel electrophoresis and the
ionic surfactant sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) at 12%, under
denaturing conditions. Protein extraction was performed following the
protocol of Lecadet et al. (1991). The encapsulated strains were grown
on nutrient agar (Agar Nutriente, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana,
Brazil), then, a colony of each strain was transferred to Erlenmeyer
flasks containing 12 mL of nutrient broth and were incubated in a rotary
shaker (Nova Técnica, Piracicaba, Sao Paulo, Brazil) at 28 °C for 52 h at
200 rpm.

Subsequently, a 1.5 pL aliquot containing the spore/crystal complex
was removed from each sample and centrifuged at 12,000xg for 15 min
at 4 °C. The pellet was resuspended in 1.5 mL of 0.5 M NaCl in a vortex
mixer (Vision Scientific, Westland, Michigan, USA) and centrifuged
again. Following this, the pellet was resuspended in 1.5 mL of the so-
lution for inhibition of protease activity (2 mL of 100 mM PMSF + 4 mL
of EDTA at 0.5 M bulk to 200 mL of distilled water), homogenized in a
vortex mixer and centrifuged again at 12,000xg for 15 min at 4 °C,
discarding the supernatant. This procedure was repeated twice, and the
samples were stored in protein activity inhibition solution at —20 °C
until the time of use.

Aliquots of 50 pL of bacteria (25 pL of the solution containing the
B. thuringiensis proteins) and 25 pL of buffer solution (0.5 M Tris-HCl pH
6.8, 25% glycerol, 1.0% Bromophenol Blue, 10% SDS and p-mercap-
toethanol at 1%) were prepared and boiled for 10 min at 100 °C. Sub-
sequently, 40 pL of each sample were withdrawn and applied to an SDS-
PAGE polyacrylamide gel at a concentration of 12% and, as a protein
molecular mass standard, 5 pL of Broad Ronge Protein molecular marker
225 at 10 kDa (Promega, Madison, Wisconsin, USA) was added as a
reference for protein identification (Laemmli, 1970).

The gel was added to a vertical electrophoresis vessel (Kasvi) filled
with 1x run buffer (25 mM Tris-BASE, 35 mM SDS, and 1.92 mM
glycine) and subjected to an electric field of 150 V for 2.5 h. After the
electrophoretic run, the gel was stained in Coomassie brilliant blue so-
lution (50% methanol, 10% acetic acid, and 0.1% Coomassie brilliant
blue R-250) for 1 h at room temperature. This was stained in a methanol
and acetic acid solution at the ratio of 4:1 for 24 h until the visualization
of the protein bands. The gel was subsequently scanned and analyzed for
the evaluation of the presence of proteins with insecticidal action.
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2.9. Larvicidal activity of the encapsulated Bacillus thuringiensis strains

Bioassays were also conducted to evaluate the larvicidal activity of
the B. thuringiensis strains (BtMA-750, 250 mg; and, BtMA-1114, 200
mg), following the methodology described by World Health Organiza-
tion - WHO (2005). Replicates of three 50 mL plastic cups containing 10
mL of water, 10 third-instar Ae. aegypti larvae and 0.5 g/mL of the
product were prepared. In each bioassay, a replicate was prepared
without bacterial inoculation, containing 1 mL of 0.01% tritonated
water (Triton™ X-100, Sigma-Aldrich) and 9 ml of reverse osmosis
system water (QUIMIS®, Diadema, SP), which served as a negative
control. Ten third-instar larvae were introduced weekly (totaling 60
larvae per week). The volume of water was adjusted in each container to
compensate for evaporation and food for the larvae (crushed cat food)
was added weekly (World Health Organization - WHO, 2005). The
bioassays were carried out on a shelf under controlled conditions of
temperature 26 + 2 °C and relative humidity around 80% at the Labo-
ratory of Medical Entomology (LABEM) at CESC-UEMA, Campus Caxias.

The initial efficacy of the larvicide was estimated by larval mortality
in the first 48 h after application of the product. Persistence, defined as
the period (in days) during which mortality is > 80%, was estimated by
the number of live pupae recovered after the weekly replacement of
third-instar larvae in the containers.

3. Results
3.1. Morphological analysis

Table 1 shows the average particle size of the encapsulated strains of
bacteria (BtMA-750 and BtMA-1114) and of the crosslinked starch
particles, which were used as references. Firstly, the encapsulation of
lower amounts of bacteria (250 mg of BtMA-750 and 200 mg of BtMA-
1114) apparently did not significantly affect the average particle
diameter. On the other hand, as observed in Table 1, the encapsulation
of greater amounts of BtMA-750 and BtMA-1114 caused a decrease in
the average particle diameter, probably because of a greater stabiliza-
tion of the polymer particles. However, it is important to emphasize that
all the reactions resulted in particle sizes that were adequate for inges-
tion by the mosquito larvae.

3.2. FT-IR spectroscopy

Using the FT-IR technique, we evaluated the functional groups pre-
sent in the crosslinked starch particles without the presence of bacteria
(used as the reference) and those in the encapsulated strains. It was
observed that there was no significant change in the intensity of the
peaks at 2115 cm™! and 1645 cm ™! after the incorporation of either
bacteria into the polymer matrices (Fig. 1A). Other regions, which refer
to the peaks at 1148 cm’l, 1075 cm’l, 862 cm ! and 762 cm’l, are
related to the C-O and C-C elongation, and the peak at 997 cm ™" can be
attributed to C-OH and CH; deformations (Fig. 1A) present in both the
crosslinked starch and the encapsulated bacteria, which also did not
suffer changes after encapsulation. Similar results were obtained when
higher concentrations of encapsulated bacteria were analyzed (Fig. 1B).
This indicates that the major chemical functions that are observed are
related to the starch matrix, probably because of the low quantity of

Table 1
Average particle diameter of the encapsulated biopesticides.

Amount of bacteria encapsulated Average particle diameter

BtMA-750 BtMA-1114
0 mg 176.61 pm 176.61 pm
200 mg 272.76 pm -
250 mg - 233.72 pm
1700 mg 20.46 pm 16.40 pm
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Fig. 1. Infrared spectra of the analyzed microparticles. (A) BtMA-750 and BtMA-1114 strains encapsulated with 250 mg and 200 mg of bacteria, respectively; (B)

BtMA-750 and BtMA-1114 strains encapsulated with 1700 mg of bacteria.

bacteria and also because of a low concentration of bacteria on the
surfaces of the starch particles, which implies that they may be located
mainly in the inner region of the particles.

3.3. Thermal analysis

The thermogravimetric curves of the produced particles are pre-
sented in Fig. 2. The curves show very similar values of initial temper-
ature (Topser), maximum degradation temperature (Tpax), and mass
variation as a function of temperature (% mass loss). In general, all the
samples presented a first stage of mass loss of less than 100%, which
refers to the elimination of water absorbed by the starch. It was observed

that the T4« oscillated between 295 °C and 310 °C (Fig. 2A and C).
Regarding the maximum derivative, the samples presented four char-
acteristic peaks of mass loss (Fig. 2B and D). Thus, by comparing the
results of TGA for the encapsulated strains and plain-starch particles, it is
possible to observe that the presence of B. thuringiensis did not influence
the thermal stability of the samples obtained via the encapsulation
technique.

3.4. Bacterial growth

In order to verify whether the bacterium was incorporated into the
polymer matrix, the colony counting technique (CFU/mL) was
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Fig. 2. Thermogravimetric curves of crosslinked starch and encapsulated strains, showing the thermograms (TGA) of the samples and their respective thermal
decomposition derivative (DTG). (A) BtMA-750 strain encapsulated with 250 mg of bacteria; (B) BtMA-1114 strain encapsulated with 200 mg of bacteria; (C) BtMA-
750 strain encapsulated with 1700 mg of bacteria; (D) BtMA-1114 strain encapsulated with 1700 mg of bacteria.

performed in Petri dishes. The bacterial growth of the BtMA-750 and
BtMA-1114 strains in the plates showed that these bacteria remained
active and were properly encapsulated in the starch matrix (Fig. 3).

Table 2 shows the concentration of viable spores, and demonstrates
that the encapsulation process did not interfere with the microbiological
viability of the bacteria. Moreover, there were also higher rates of viable
spores when bacteria were used in the encapsulated form.

3.5. Protein profile of encapsulated Bacillus thuringiensis strains

The protein characterization of BtMA-750 and BtMA-1114 strains
after encapsulation, using the 12% SDS-PAGE technique, demonstrated
that the two bacteria continued expressing proteins with molecular
masses that corresponded to the insecticidal toxins Cry and Cyt, thus
confirming that the encapsulation process did not affect the production
of toxins (Fig. 4).

The strains presented a protein content of approximately 65-150

Table 2
Concentration of viable spores of Bacillus thuringiensis strains encapsulated using
starch.

Amount of bacteria encapsulated Microbiological viability (CFU/mL)

BtMA-750 BtMA-1114
200 mg - 1.5 x 10*
250 mg 1.98 x 10* -
1700 mg 1.52 x 10° 4.48 x 10°

CFU = colony forming unit.

kDa, which corresponds to Cry proteins. In relation to the Cyt toxin, the
strains showed a protein profile of lower than 50 kDa, which is similar to
that of Cytl and Cyt2 toxins (Fig. 4) (Crickmore et al., 1998; Crickmore
et al., 1998).

BtMA-1114

Fig. 3. Bacterial growth from starch microparticles. (A) BtMA-750 strain encapsulated with 250 mg of bacteria; (B) BtMA-1114 strain encapsulated with 200 mg of
bacteria; (C) BtMA-750 strain encapsulated with 1700 mg of bacteria; (D) BtMA-1114 strain encapsulated with 1700 mg of bacteria.
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Fig. 4. Protein profile of Bacillus thuringiensis strains, encapsulated using starch,
and their larvicidal activity against Aedes aegypti. MM: molecular marker (Broad
Ronge Protein Molecular 225 - 10 kDa), Bti 1 - Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis T14 001 and Bti 2 formulated VectoBac.

3.6. Bacterial effectiveness

It was found that the encapsulated bacterial strains of BtMA-750
(250 mg) and BtMA-1114 (200 mg) caused high mortality in Ae.
aegypti larvae when compared to the negative control (without bacillary
inoculation). Tests using the encapsulated bacterial strains of BtMA-750
and BtMA-1114 maintained 100% larval mortality for 35 days of the
experiment. For the BtMA-750 bacterium, larval mortality was greater
than 50%, achieving 73.33% after 70 days of the experiment, whilst the
BtMA-1114 strain presented mortality of greater than 50%, reaching
63.33% after 56 days of the experiment (Fig. 5). Larval mortality per-
sisted until about seventy days after treatment, when the mortality rate
of BtMA-750 and BtMA-1114 strains was less than 26.7% and 20%,
respectively (Fig. 5). The negative control, which represents the larvae
that were not exposed to the action of the bacteria, showed a mortality of
less than 5% over 84 days.

It can observed that the experimental results obtained by us were
very precise and the average mortality fluctuation was equal to 0% when
the batch time was less than 42 days and equal to &+ 10% when the batch
time was less than 84 days. Consequently, the average fluctuation of
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Fig. 5. Larvicidal activity of bacterial strains encapsulated with starch.
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reported average mortality was equal to + 0% when the batch time was
less than 42 days and equal to + 5% when the batch time was less than
84 days.

4. Discussion

In the present study, microencapsulation was explored as a potential
method to extend the longevity of B. thuringiensis strains, which are toxic
to the larvae of Ae. aegypti. The encapsulation process allows the control
of the release of the asset, in addition to ensuring greater protection of
the asset against the external environment. In this context, the use of the
inverse suspension polymerization technique is very advantageous,
since it allows the in situ encapsulation of the asset, presents lower levels
of impurities and greater ease for product recovery (Machado et al.,
2007; Way et al., 2018; De Souza e Castro et al., 2020).

Another advantage of the use of inverse suspension polymerization is
that it is possible to obtain micrometer-scale particle diameters of reg-
ular sizes, as observed in the present study (Kiparissides, 1996; Machado
et al.,, 2007). Bianco (2016) reports that the viscosity of the polymer
solution directly influences the uniform production of microspheres.
Thus, one of the advantages of using the inverse suspension encapsu-
lation technique is the ease of controlling the size distribution of hy-
drophilic particles by manipulating the agitation and the amount of
suspending agent (Machado et al., 2007).

Research conducted by Rokhade et al. (2006), with natural polymers
such as gelatin and sodium carboxymethylcellulose (NaCMC) and
involving the controlled release of the drug ketorolac from trometh-
amine, also obtained microspheres with average diameters ranging from
247 to 535 pm. These authors also observed that, with the increase in the
amount of polymer in the reaction, the particle size also increased. In the
present study, when the concentration of bacteria in the microparticles
increased, there was a difference in the mean diameter and size distri-
bution of these particles; however, such differences did not affect the
feeding of the larvae of Ae. aegypti, which indicates the importance of
analyzing the particle size of the microspheres for the use of new tech-
niques and formulations in the control of mosquito vectors. As discussed
in the literature, the larvae of Ae. aegypti exhibit a filter system formed
by brushes located around the oral cavity that move and create a flow
that carries food particles to the oral orifice. In this sense, the feeding of
the larvae is mainly governed by the dimensions of the particles present
in the medium. These particles are classified as large (particles with
diameters greater than 1 mm), fine (particles with diameters less than 1
mm and greater than 50 pm) and ultrafine (particles with diameters less
than 50 pm and greater than 0.5 pm) (Clements, 1992).

The results referring to the spectroscopy in the infrared region (FT-
IR) did not show significant changes in the intensity of the peaks when
compared to the spectra of the crosslinked starch. Many studies also
report the main characteristic absorptions of the starch structure (Thy-
gesen et al., 2003; Fang et al., 2004; Muscat et al., 2012; Fazeli et al.,
2019; Ahmad et al., 2020). Thus, apparently, the major chemical func-
tions that were observed in the FT-IR spectra are related to the starch
matrix, which is probably because of the low amount of bacteria and also
because of a low concentration of bacteria on the surfaces of the starch
particles, indicating that they may be mainly located on the inner region
of the particles.

In the studies conducted by De Souza and Castro et al. (2020), who
analyzed the encapsulation of hydrophilic ingredients in starch micro-
particles, an initial mass loss of around 100 °C was also noted, as was
also observed in the present study, which occurs as a function of the
water adsorbed on the particles. The peaks of mass loss around 200, 300,
and 400 °C correspond to the thermal degradation of starch and glucose,
which was observed in the present study with peaks of mass loss around
294.75-309.8 °C. Navarro-Mtz et al. (2019) analyzed the high-energy
milling treatment of soybeans for use in culture media for Bacillus
thuringiensis and also demonstrated mass loss of around 100 °C, which
was associated with loss of moisture.



J.L. Viana et al.

The microencapsulation using the inverse suspension polymerization
technique and the use of a starch-based biopolymer was promising for
the encapsulation of B. thuringiensis and maintained the biological ac-
tivity of this bacterium. This was observed in the BtMA-750 and BtMA-
1114 strains that were adequately incorporated into the starch-based
polymer matrix and presented a high number of bacterial colonies at
concentrations of 10~ and 10~ CFU/mL, respectively.

Eski et al. (2019) used starch as a wall material for the encapsulation
of B. thuringiensis, and, through spore count tests, observed a spore
viabilty of 3.4 x 101, 4.1 x 10!, and 5.1 x 10! CFU/g . Rodriguez
et al. (2015) employed the spray-drying technique and, as a wall ma-
terial, used amaranth starch to encapsulate B. thuringiensis serovar kur-
staki HD - 1 (Bt-HD1). These authors reported that the material used in
microencapsulation and drying of these matrices can influence the
viability of spores and their insecticidal efficiency.

By analyzing the protein content, the present study demonstrated
that the encapsulated bacteria expressed proteins with molecular masses
corresponding to Cry and Cyt proteins. Alvarez Lopez et al. (2011)
analyzed the toxicity of microencapsulated Bacillus thuringiensis serovar
kurstaki HD-1 against Manduca sexta (Linnaeus) and observed the pro-
teins using electrophoresis (SDS-PAGE), in which the cry genes encoded
approximately 133 kDa. He et al. (2017) developed microcapsules of
B. thuringiensis in the control of Lepidoptera and, through the results
obtained by SDS-PAGE, demonstrated that these microcapsules pro-
vided considerable protection for the encapsulated crystals against the
environmental stresses that were analyzed during the research.

The continued expression of the insecticidal proteins of the two
encapsulated strains BtMA-750 and BtMA-1114 was confirmed via the
SDS-PAGE technique. These strains have different gene profiles,
including different combinations of Cry toxins (cry4Aa, cry4Ba, cryl10Aa,
cryllAa, and cryl1Ba) and Cyt toxins (cytlAa, cytlAb, and cyt2Aa),
which are toxic for Ae. aegypti, as noted in the research conducted by
Soares-da-Silva et al. (2017) and Vieira-Neta et al. (2021).

B. thuringiensis stands out for having the presence of the §-endotoxins
Cry and Cyt, which are synthesized as protoxins and produced in large
quantities during sporulation. The ingestion of the crystals by insect
larvae leads to the solubilization of these protoxins and conversion into
toxins, and, consequently, ultrastructural changes and cell death (Viana
et al., 2021b). Cry proteins are encoded by one or several copies of the
same gene, or different cry genes, in which there are strains containing
different combinations and different toxicity profiles, as observed in the
protein analysis of this study. Cyt proteins have been reported to act
synergistically with Cry toxins, and have proved themselves to be
important for increasing the efficiency of an isolate in the biological
control of mosquito vectors (Crickmore et al., 1998; Jouzani et al., 2008;
Ben-Dov, 2014).

In the present study, 100% mortality was observed after 35 days of
exposure to the encapsulated bacterial strains. The results presented by
Nasser et al. (2021), involving K-carrageenan-based hydrogels, showed
that the samples produced were effective in the gradual release and
persistence of B. thuringiensis var. israelensis against Ae. aegypti larvae
during 11 weeks of laboratory bioassay, with a mortality rate of around
100%. He et al. (2017) performed the microencapsulation of crystal
proteins (CrylAc) produced by B. thuringiensis HD73 (Bt-HD73) and also
observed that microcapsules can increase the effectiveness of the
bacterium.

The encapsulated strains BtMA-750 and BtMA-1114 evaluated in the
present study showed efficacy in the control of immature Ae. aegypti in
the laboratory. In the work carried out by Elcin (1995), in which the
authors encapsulated B. thuringiensis var. israelensis in alginate micro-
capsules against larvae of Culex sp, after 24 h of bacterial exposure,
30-50% mortality was observed. This demonstrates that the encapsu-
lation process does not interfere with the larvicidal action of the bac-
teria, as was also observed in the present study.

The encapsulation of B. thuringiensis using the technique of inverse
suspension polymerization and starch as a polymer material proved to
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be an excellent strategy for the development of new larvicides for
mosquito control. It is important to mention that some further assays
may be conducted in order to evaluate possible off-target effects of the
encapsulated product.

5. Conclusion

Given the results, it was evident that both strains of bacteria were
successfully encapsulated in the starch microparticles. It was possible to
observe that the higher amounts of the biopesticide caused a slight
decrease in the diameter of the particles; however, even the encapsu-
lated biopesticide still presents an average diameter that is of an
adequate size to be consumed by the A. aegypti larvae. In addition, the
chemical groups and the thermal stability of the starch-crosslinked
materials were maintained, despite the increase in the amount of
encapsulated bioinsecticide. It was also noted that the encapsulated
spores guaranteed the insecticidal activity of B. thuringiensis, since the
toxic characteristics of the BtMA-750 and BtMA-1114 strains were
preserved, maintaining 100% larval mortality even after 35 days, which
is twice the period detected for the free form of the bacteria. Such
findings highlight the great potential of the inverse microencapsulation
technique for encapsulating bacteria in starch matrices, and demon-
strate that microencapsulation of B. thuringiensis not only guarantees the
bacterial activity, but also prolongs the biopesticide action. One further
benefit is that it avoids the use of pesticides and chemical insecticides
that are harmful to ecosystems, thus reinforcing the environmental
benefits of the product developed in this study.
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