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e Manutencido dos insetos no laboratério de pesquisa (Laboratério de Bioquimica
Estrutural de Proteinas — LABEP — Instituto de Quimica — UFRJ

A coldnia de A. gemmatalis foi mantida em laboratério, obtida apds doagdo de insetos
pela EMBRAPA Soja (através de termo de transferéncia de material - TTM). As lagartas e os
animais adultos foram alimentados utilizando dieta artificial contendo feijdo carioquinha,
gérmen de trigo, proteina da soja, caseina (leite em pd desnatado), levedura, agar, 4cido
ascorbico, acido sdrbico, nipagina, antibidtico (amoxicilina), complexo vitaminico e formaldeido,
nas proporcdes indicadas (Hoffmann-Campo et al.,1985).1 A colénia foi mantida a 25 + 3 °C, 70
+ 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 horas (luz/escuro). Os adultos foram
mantidos em caixas de plastico, recobertas internamente por folhas de papel branco, onde as
fémeas faziam a postura de ovos durante o periodo escuro. As folhas de papel foram retiradas
apo6s 24 h de postura, e os ovos coletados foram postos em potes de plastico com a dieta
artificial. As lagartas eclodidas foram alimentadas até atingir o estagio de pupa (metamorfose),
e transferidas para as gaiolas, onde emergiram em adultos, reiniciando o ciclo. A prepara¢ao da

dieta estd detalhada no Quadro 1.
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Quadro 1. Preparo de dieta artificial de lagartas (modificado de Hoffmann-Campo et al.,1985)*

Nutriente Para 500 mL
Feijdo (seco e moido) 312¢g

Gérmen de trigo 25¢

Proteina de soja 125¢

Leite em pé desnatado | 12,5¢g

Levedura 156 g

Agar 10g

Acido ascérbico 15g

Acido sérbico 0,75¢g

Nipagina 1,25¢g
Antibidtico 1 capsula
Polivitaminico 2 comprimidos
Formaldeido 1,5mL

Agua destilada 500 mL (completar)

O feijdo deve ser seco em estufa a 100 °C por duas horas e, em seguida, triturado em
liquidificador e peneirado. Os ingredientes devem ser misturados com a agua até o agar em
liquidificador e, posteriormente, aquecidos no micro-ondas por cinco minutos; apds misturar,
aquecer por mais trés minutos. Deve-se aguardar o resfriamento até que seja possivel tocar a
preparacdo com as maos e, entdo, adicionar os demais ingredientes antes do completo

resfriamento. Por fim, a preparagao deve ser mantida em geladeira até o momento do uso.
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e Protocolo de extracdo, diagndstico e estogue de toxinas Bt e Bacillus thuringiensis
a partir de células liofilizadas em papel

1. Pré-indculo a partir do papel

- Preparar e autoclavar previamente o caldo nutriente (nutrient broth, Himedia, 13 g L%).

- Utilizar o fluxo laminar estéril. Deixar sob a luz UV por 20 min: pin¢a, bécher com dlcool 95%
(comercial), lamparina, fosforos/isqueiro, tubos tipo Falcon estéreis de 50 mL, fita adesiva.

- Transferir 5 mL de caldo nutriente para tubos tipo Falcon de 50 mL: 1 tubo para cada cepa e
um controle.

- Acender a lamparina.
- No fluxo, abrir o pacote contendo os papéis.

- Flambar a pinga e com ela mergulhar a ponta de um papel no meio liquido em cada tubo.
Flambar novamente.

- Tampar os tubos tipo Falcon e incubar em 35-37 °C, sob agitacdo de 230 rpm, por 48 h. Checar
turbidez do controle.

- Selar o pacote com fita adesiva dentro do fluxo.

2. Estoque em glicerol

- Preparar e autoclavar previamente glicerol 50%.

- Utilizar o fluxo laminar estéril. Deixar sob luz UV por 20 min: pipeta P-1000, ponteiras estéreis,

glicerol, eppendorfs estéreis.

- Transferir 0,7 mL do pré-indculo e 0,3 mL de glicerol 50% para um eppendorf estéril.

(concentragao final de glicerol: 15%).

- Armazenar em freezer -80 °C.

3. Estogue em meio sélido

- Preparar e autoclavar previamente agar nutriente (nutrient agar, Himedia, 28 g L), tubos

Slant.
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- Utilizar o fluxo laminar estéril. Deixar sob luz UV por 20 min: Slants estéreis (3 para cada cepa),
pipetas P-20, ponteiras estéreis, Tubos tipo Falcon contendo dalcool 95% (comercial), alca

microbioldgica de platina, lamparina, fosforos/isqueiro.

- Derreter o agar nutriente. No fluxo laminar, transferir para Slants de modo que levemente

inclinados, o meio cubra toda a superficie inferior. Deixar esfriar inclinados e abertos no fluxo.
- Acender a lamparina.

- Transferir 20 pL do pré-inéculo para a superficie do meio. Flambar a alca, deixar esfriar

encostando-a no meio e distribuir as células pela superficie. Flambar novamente.
- Atarraxar levemente a tampa e incubar os tubos a 37 °C em estufa sem agitacdo, por 3-4 dias.
- Atarraxar bem e estocar em geladeira.

Obs: A cepa kurstaki H:3g3b3c LFB-FIOCRUZ 475, por esse método, ndo forma colOnias

esparsas, mas sim uma pelicula na superficie do meio.

4. Pré-indculo a partir de Slants

- Preparar e autoclavar previamente caldo nutriente.

- Utilizar o fluxo laminar estéril. Deixar sob luz UV por 20 min: pipeta P-1000, ponteiras, tubos
tipo Falcon com alcool 95% (comercial), lamparina, fosforos/isqueiro, alga microbioldgica,

tubos tipo Falcon estéreis de 50 mL.

- Transferir 5 mL de caldo nutriente para tubos tipo Falcon de 50 mL: 1 tubo para cada cepa e

um controle.
- Acender a lamparina.
- No fluxo laminar, abrir os Slants.

- Flambar a alga microbiolédgica e com ela pegar algumas colénias do meio sélido. Mergulhar e

distribui-las no meio liquido em cada tubo. Flambar novamente.

- Tampar os tubos e incubar em 35-37 °C, sob agitacdo de 230 rpm, por 48 h. Checar turbidez

do controle.

- Atarraxar os Slants e estocar em geladeira para novos pré-indculos.
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5. Obtencdo de esporos para extracdo de toxinas

- Preparar e autoclavar previamente caldo nutriente e frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL

(volume de 5 a 10 vezes o volume de cultura a ser crescida, preferencialmente 10 X).

- Utilizar o fluxo laminar estéril. Deixar sob luz UV por 20 min: pipeta P-1000, ponteiras estéreis,

Frascos tipo Erlenmeyer estéreis, tubos tipo Falcon 50 mL estéreis.

- Transferir 25 mL (ou o volume de cultura a ser crescido) de caldo nutriente para os tubos (um
para cada cepa e um controle). Misturar com 1 ou 5 mL de pré-indculo em cada tubo, menos

no controle. Passar para os frascos tipo Erlenmeyer e tampa-los.
- Deixar agitando a 200 rpm e 37 °C por 5 dias. Checar turbidez do controle.

- Centrifugar a cultura a 7500 g por 30 min a 4 °C. Descartar o meio sobrenadante e congelar o

precipitado de células.

6. Extracdo de pré-toxinas soluveis

- Ressuspender o precipitado de células em 25 mL (volume igual ao da cultura crescida) de
solugdo de NaCl 1 mol L%, 0,1% Triton X-100. Centrifugar a 7500 g, 4 °C por 15 min. Descartar

o sobrenadante.

- Ressuspender o precipitado em 25 mL (volume igual ao da cultura crescida) de H.O MilliQ.

Centrifugar a 7500 g, 4 °C por 15 min. Descartar o sobrenadante.

- Incubar os precipitados em 1,25 mL (20 vezes menos o volume da cultura crescida) de tampao

Na>CO5; 50 mM, 0,1% B-mercaptoetanol, pH 9,6 por 2 h a temperatura ambiente.
- Centrifugar a 16000 g, 4 °C por 30 min. O sobrenadante contém a pré-toxina solubilizada.

- Diagndstico: Observagdo em eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE 10%). No

sobrenadante observa-se banda em aproximadamente 130 kDa equivalente a toxina.
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e Questiondrio inicial do estudante

Caro estudante,

Apresentamos a seguir um questiondrio com perguntas cujas respostas sdao muito
importantes para que possamos avaliar o projeto que trabalharemos. Vale salientar que nao é
necessario se identificar nesse documento.

Obrigado!

1. Nessa etapa da sua formagdo, em que esta cursando o Ensino Médio, vocé espera:
[ ser preparado para entrar na universidade.
[ ser preparado para no futuro ter uma profissio.
] ser preparado para aprender coisas praticas para o seu dia a dia.

O outro:

2. Em geral, o que vocé tem aprendido na escola:
é completamente inutil para a sua vida.

ndo tem nenhuma importancia para o que lhe interessa.

|

|

[ tem coisas Gteis e indteis em nimero equilibrado.

] tem tudo a ver com o que vocé necessita para o seu futuro.
|

outro:

3. Ja sabe o que vai fazer quando terminar o Ensino Médio?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

4. Escreva pelo menos uma qualidade que vocé considera indispensavel em um professor.
I
1.
1.

5. Vocé tem facilidade para aprender Quimica? Justifique em poucas palavras a alternativa
que marcou.

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:
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6. Vocé se sente estimulado a estudar Quimica?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

7. Os professores das disciplinas de Ciéncias da Natureza (Biologia, Quimica e Fisica) tratam os
assuntos dessas matérias relacionando a Biologia, a Quimica e a Fisica?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

8. Vocé consegue relacionar os conceitos que vocé aprende em Quimica com as demais
Ciéncias da Natureza?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

9. Vocé consegue relacionar os contetdos que vocé aprende em Quimica com o seu dia a dia?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

10. Vocé acredita que o conteido de Quimica seria melhor aprendido com aulas
experimentais?

O Sim. ] N3o.

Comentarios:

11. Vocé sente dificuldade em compreender o assunto de Solu¢des Quimicas? Se sua resposta
for sim, qual o fator que vocé atribui essa dificuldade.

O] Sim. ] N3o.

Comentarios:
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12. Em relagdo ao conteudo de Solugdes Quimicas, conceitue:
l. SolugGes:

Il. Concentragodes de soluges:

I1l. Diluigdo de Solugdes:

13. Vocé sabe o que é um agrotoxico?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

14. Indique até trés palavras relacionadas ao tema agrotoéxico
l.
Il.
M.

15. Ja ouviu ou leu alguma reportagem sobre a tematica agrotoxicos? Se sim, em qual(is)
meio(s) de comunicagdo?

O Sim. ( )
0 N3o.

16. Vocé teve ou tem contato com agrotoxicos?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

17. Vocé ja ouviu falar em Pesticidas Bioldgicos? Se sua resposta for “sim”, diga, em poucas
palavras, o que vocé entende sobre esses pesticidas.

O Sim.
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18. Vocé sabe se ha diferenga entre um Pesticida Quimico e um Pesticida Biolégico? Comente
sua resposta.

O Sim.
] N3o.

19. Faga uma relacdo entre concentragoes e diluicbes de solugdes com a eficacia dos
pesticidas.

20. Escreva a primeira ideia que vem a sua cabeg¢a quando se pensa em Ciéncia, Tecnologia e
Meio Ambiente.

FIM

Ufa, terminamos!

Muito obrigado por tua contribuicdo, tuas respostas sdo muito importantes para nossa
pesquisal

Um grande abrago e até a préximal
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e Questiondrio Final do Estudante

Caro estudante,

Apresentamos a seguir um questiondrio com perguntas cujas respostas sdao muito
importantes para que possamos avaliar o projeto que trabalharemos. Vale salientar que nao é

necessario se identificar nesse documento.

1. Em relagdo ao contetido de Solugdes Quimicas, conceitue:
I. Solugodes:

Obrigado!

Il. Concentragdes de solugdes:

I1l. Diluigdo de Solugdes:

2. Vocé sabe o que é um agrotoéxico?

O Sim. 0 N3o.

Comentarios:

3. Indique até trés palavras relacionadas ao tema agrotdxico
I I. .

4. Vocé teve ou tem contato com agrotoxicos?

O Sim. O N3o

Comentarios:

5. Vocé ja ouviu falar em Pesticidas Bioldgicos? Se sua resposta for “sim”, diga, em poucas

palavras, o que vocé entende sobre esses pesticidas.

O] Sim.

0 N3o.

6. Vocé sabe se ha diferenca entre um Pesticida Quimico e um Pesticida Bioldgico? Comente

sua resposta.

O] Sim. 0 Nio
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Comentarios:

7. Faga uma relagdo entre concentragoes e diluicdes de solugées com a eficacia dos pesticidas.

8. Escreva a primeira ideia que vem a sua cabec¢a quando se pensa em Ciéncia, Tecnologia e
Meio Ambiente.

9. Escreva o que vocé achou sobre os nossos encontros, destacando o que mais te marcou.

10. Vocé acredita que esses encontros foram validos para a sua formagao académica e como
cidadao? Comente.

11. Os conceitos de solugbes e diluigdes quimicas ficaram mais claros agora que vocé
participou desses encontros? Comente.

O Sim.
[0 N3o

Chegamos ao fim dos nossos encontros nessa oficina. Eu espero que tenha sido tdo proveitoso
e divertido para vocé como foi para mim.

Mais uma vez, muito obrigado por tua contribuicdo e participagdo, sua participagdo foi
importante para nossa pesquisal

Um grande abrago e até a préximal
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Roteiro para experimento de sobrevivéncia de lagartas frente ao desafio alimentar

Parte da oficina de Quimica para a Segunda Série do Ensino Médio
Coordenagao: Professor Igor Oliveira de Almeida

Supervisdo: Professora Danielle Maria M. de O. Santos (UFRJ)

Parceria Escola / Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica da UFRJ

Objetivos:

Acompanhar a mudanga de peso corporal e a sobrevivéncia de lagartas de 42 / 5 instar da espécie Anticarsia
gemmatalis (praga agricola de folhas de soja no Brasil) apds desafio alimentar utilizando pesticidas quimico
e biolégico em concentragdes diferentes.

Material utilizado:

- Lagartas de 42 / 52 instar

- Dieta artificial de lagarta da soja — (1 g de alimento/ lagarta)

- Potes de sorvete com tampa (com furos pequenos)

- Tampinhas de garrafa de plastico

- Solu¢do aquosa contendo esporos de Bt (Bacillus thuringiensis) 0,5 mg mL™

- Solu¢cdo aquosa de Dimy Pel® (preparo comercial de Bt) 10 mg mL™*

- Solucdo aquosa de Deltametrina (inseticida quimico comercial, marca Forth®) 1 mg mL?
- Balanga de precisdo para pesagem dos insetos

- Provetas, pipetas de vidro, bécheres e espatulas

- Canetas e etiquetas

Procedimentos (para cada grupo):

1) Cadagrupo irad receber 4 potes contendo 5 lagartas cada. Sera feita a identificacdo e pesagem de cada
pote com as lagartas;

2) Cada grupo ird preparar as diluigdes do componente que recebeu para o teste na comida usando a
vidraria do laboratério (serdo 3 diluicGes diferentes do componente recebido sempre em agua);

3) O grupo ird misturar a diluicdo (no volume de _ mL) a dieta artificial usando espatula e
acondicionar a mistura na tampinha de plastico. Esta sera inserida no pote correspondente contendo
os insetos;

4) Lembrando que o grupo CONTROLE ndo tera nenhum composto misturado, apenas o volume do
diluente (dgua);

5) Observar a sobrevivéncia dos insetos nos trés dias seguintes, se possivel sempre nos mesmos
horarios, e fazer a pesagem do pote (retirando a tampinha com a dieta);

6) Anotar todas as observagdes, fazendo os registros visuais e fotograficos (caso queiram).

Preparo das solucoes:

Os alunos irdo preparar 3 solugdes diluidas do composto recebido para o teste, para volume final de 5 mL,
nas dilui¢cdes: ; ;
(cada grupo ird preparar os calculos das diluigdes previstas para o seu grupo)
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Grupo:
Componentes:

Composto testado:
Concentragdes de uso:

Pesagem:

Dia da Pesagem Pote 1 (Controle) Pote 2 Pote 3 Pote 4

Observacgdes dia 1:

Observacoes dia 2:

Observacoes dia 3:

Observacgdes dia 4:

Observacdes finais:
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