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Resumo 
 

 

A produção agrícola nacional é responsável por grande parte do PIB brasileiro, assim, a 

qualidade necessária para satisfazer os produtores e os consumidores é elevada. Essa demanda é 

acompanhada de um aumento do uso de agrotóxicos em plantações, estes que comprovadamente 

causam danos à saúde humana e ambiental. Os biopesticidas virais podem ser uma alternativa ao 

uso destes agrotóxicos para o controle de pragas agrícolas. Os baculovírus são vírus isolados de 

artrópodes que não apresentam risco ao meio ambiente ou ao homem devido sua seletividade. 

Estes apresentam dois fenótipos durante o processo de infecção: o budded virus (BV) e o 

occlusion-derived virus (ODV). Devido a demanda de produtos para o biocontrole de pragas, a 

produção in vitro de baculovírus e em suspensão são uma boa alternativa de mercado. Portanto, 

este trabalho teve como objetivo a produção do biopesticida Spodoptera em células de inseto, 

linhagem Sf21, cultivadas em suspensão utilizando meio SF900II. Para os processos de infecção, 

as células Sf21 foram adaptadas ao meio SF900II e às condições de cultivo.   Os processos    

de infecção foram conduzidos em incubadora rotativa orbital a 120 rpm e 28 ºC, utilizando 

como inóculo viral BV ou ODV de SfMNPV. Infecções com BV a 10 ou 15% (v/v) foram 

realizadas em três passagens diferentes e uma passagem com ODV obtido de poliedros (OB) da 

5º passagem do processo in vitro de infecção. A adaptação das células foi estabelecida quando 

a viabilidade era superior a 95% e sua concentração elevada nos subcultivos. Os processos de 

infecção apresentaram alta produção de OB, infecção realizada com o BV de terceira passagem 

alcançou produção volumétrica de 3,9.108  OB/mL e produção específica de 430 OB/célula.  

Já a infecção com o ODV, apresentou uma produção específica de 90 OB/célula. Os valores 

obtidos durante os processos de infecção foram satisfatórios, atingindo uma produção de OB 

relativamente maior quando comparada com os dados da literatura. Entretanto, o sistema de 

produção in vitro deve ser otimizado de modo a garantir a produtividade e redução do efeito de 

passagem observado nesse sistema de infecção. 

Palavras-chave: Baculovírus, Sf21, SfMNPV, OB, ODV, cultivo em suspensão, BV 



Abstract 
 

 

The National agricultural production is responsible for a large part of the Brazilian GDP, 

so the quality needed to satisfy producers and consumers is high. This demand is accompanied by 

an increase in the use of pesticides in plantations, which are proven to cause harm to human and 

environmental health. Viral biopesticides may be an alternative to the use of these pesticides for 

the control of agricultural pests. Baculoviruses are isolated arthropod viruses that do not present 

a risk to the environment or to humans due to their selectivity. These present two phenotypes 

during the infection process: the budded virus (BV) and the occlusion-derived virus (ODV). Due 

to the demand for pest biocontrol products, in vitro baculovirus and suspension production are 

a good market alternative. Therefore, this study aimed to produce biopesticide Spodoptera in 

insect cells, lineage Sf21, cultivated in suspension using SF900II medium. For the infection 

processes, the Sf21 cells were adapted to the SF900II medium and to the cultivation conditions. 

The infection processes were conducted in an orbital rotating incubator at 120 rpm and 28 º C, 

using as viral Inoculum bv or ODV of SFMNPV. Infections with BV 10 or 15% (V/V) were 

performed in three different passages and one passage with ODV obtained from polyhedra (OB) 

Of the 5th passage of the in vitro infection process. The adaptation of the cells was established 

when the viability was higher than 95% and its high concentration in the subcrops. The infection 

processes presented high OB production, infection performed with the third pass BV achieved 

volumetric production of 3, 9.108 OB/mL and specific production of 430 OB/cell. The infection 

with the ODV presented a specific production of 90 OB/cell. The values obtained during the 

infection processes were satisfactory, reaching a relatively higher OB production when compared 

with the literature data. However, the in vitro production system should be optimized in order to 

guarantee the productivity and reduction of the passage effect observed in this infection system. 

Keywords: baculovirus, Sf21, SFMNPV, OB, ODV, suspension cultivation, BV 



Lista de ilustrações 
 

 

Figura 1  –  Microscopia eletrônica de OpMNPV ................................................................... 18 

Figura 2  –  Morfologia dos corpos de oclusão ....................................................................... 19 

Figura 3  –  Fenótipos dos baculovírus. ................................................................................... 20 

Figura 4  –  Ciclo de infecção do baculovírus ......................................................................... 21 

Figura 5  –  Adaptação e manutenção das células Sf21 ao longo do tempo ............................ 29 

Figura 6  –  Gráfico da infecção utilizando vírus - P3 ............................................................. 30 

Figura 7  –  Diferentes estágios de modificações morfológicas. A: Célula controle com 

3 dias de cultivo. B: célula infectada, 3 d.p.i., estroma virogênico visível. C 

células infectadas 7 d.p.i ...................................................................................... 31 

Figura 8  –  Gráfico da infecção utilizando vírus - P4 ............................................................. 32 

Figura 9  –  Gráfico da infecção utilizando vírus - P5 ............................................................. 33 

Figura 10 – Gráfico da infecção utilizando - ODV ....................................................................... 34 

Figura 11 – Gráfico da produção de OB - P3 .......................................................................... 36 

Figura 12 – Gráfico da produção de OB - P4 .......................................................................... 37 

Figura 13 – Gráfico da produção de OB - P5 .......................................................................... 38 

Figura 14 – Gráfico da produção de OB - ODV ............................................................................ 39 

Figura 15 – Gráfico de visualização do efeito de passagem .................................................... 40 

Figura 16  –  Ln (concentração celular) versus tempo - P3 ..................................................... 50 

Figura 17  –  Ln (concentração celular) versus tempo - P4 ..................................................... 51 

Figura 18  –  Ln (concentração celular) versus tempo - P5 ..................................................... 52 

Figura 19  –  Ln (concentração celular) versus tempo - ODV ..................................................... 53 



 

Lista de tabelas 

Tabela 1   – Quadro 1 ............................................................................................................... 35 



 

Lista de abreviaturas e siglas 

 

BV  Budded Virus 

 

CONAB  Companhia Nacional de Abastecimento  

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

EMBRAPA  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária  

FAO  Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 

H2O  Água 

IBGE  Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística  

OB  Occlusion Body 

PIB  Produto Interno Bruto  

SDS  Dodecil Sulfato Sódico  

SFB  Soro Fetal Bovino 

WHO World Health Organization (Organização Mundial de Saúde ) 



 

Sumário 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 15 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA ......................................................................... 17 

2.1 Cultura de células de inseto .................................................................................. 17 

2.2 Baculovírus ........................................................................................................... 17 

2.3 Ciclo de infecção .................................................................................................. 20 

2.4 Produção do baculovírus ....................................................................................... 21 

2.4.1 Produção in vivo do baculovírus ........................................................................... 22 

2.4.2 Produção in vitro do baculovírus .......................................................................... 22 

2.5 Passagem seriada .................................................................................................. 22 

3 OBJETIVOS ......................................................................................................... 24 

3.1 Objetivo geral ....................................................................................................... 24 

3.2 Objetivos específicos ............................................................................................ 24 

4 MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................. 25 

4.1 Meio de cultura ..................................................................................................... 25 

4.2 Linhagem celular .................................................................................................. 25 

4.3 Adaptação e manutenção ...................................................................................... 25 

4.4 Contagem de células ............................................................................................. 25 

4.5 Cinética de crescimento celular ............................................................................ 26 

4.6 Baculovírus ........................................................................................................... 27 

4.7 Obtenção do ODV ......................................................................................................... 27 

4.8 Infecção in vitro com SfMNPV ............................................................................ 27 

4.8.1 Processos de infecção e quantificação de OB ....................................................... 27 

4.9 Gráficos ................................................................................................................. 28 

5 RESULTADOS .............................................................................................................. 29 

5.1 Adaptação da célula Sf21 ..................................................................................... 29 

5.2 Infecções realizadas em série ................................................................................ 29 

5.3 Análise cinética de crescimento ............................................................................ 34 

5.4 Produção de OB .................................................................................................... 35 

5.5 Efeito de passagem e das partículas virais ............................................................ 39 

6 DISCUSSÃO ........................................................................................................ 41 

7 CONCLUSÕES .................................................................................................... 43 



 

Referências ........................................................................................................... 44 

GLOSSÁRIO 47 

Glossário ............................................................................................................... 48 

ANEXOS 49 

Anexos .................................................................................................................. 50 

.1 Anexo A ................................................................................................................ 50 

.2 Anexo B ................................................................................................................ 51 

.3 Anexo C ................................................................................................................ 52 

.4 Anexo D ................................................................................................................ 53 



15 
 

 
1 INTRODUÇÃO 

 

A importância da agricultura sustentável é algo de amplo consenso. Órgãos como a 

Organização Mundial da Saúde (WHO) enfatizam que uma agricultura produtiva, sustentável, 

diversa, ecológica é a chave para um desenvolvimento na saúde acarretando no avanço nutricional 

da população (JONES; EJETA, 2016). Desta forma, a pesquisa científica nessa área é de grande 

importância e possui um grande número de possibilidades, indo do melhoramento genético 

vegetal até maneiras mais eficientes de se defender o produto. 

Segundo a Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO), nos 

próximos 10 anos a produção agrícola mundial deve crescer 20% e um dos pontos necessários 

para tal feito será a segurança alimentar (AGÊNCIA BRASIL, 2018), algo que se mostra cada 

vez mais relevância. 

O Brasil se destaca no cenário internacional pela sua grande produção agrícola. O 

aumento de 1% do PIB brasileiro de 2016 para 2017 foi em decorrência da agricultura, esta 

contribuindo positivamente com 13% do valor total, com ênfase para as culturas da soja e    

do milho (IBGE, 2018). Segundo o boletim 11 da Companhia Nacional de Abastecimento 

(CONAB), estima-se que a produção total de grãos ao longo do ano de 2018 será de 226,8 

milhões de toneladas, ressaltando-se mais uma vez para as produção de milho e soja, com as 

significativas cifras de 82,2 e 119 milhões de toneladas, respectivamente (CONAB, 2018) . 

Diante disto, observa-se que para manter a qualidade e a quantidade das produções, o 

uso de técnicas de controles de pragas necessita ser eficiente. No Brasil, o que mais se utiliza 

para defender as plantações são os agrotóxicos, que comprovadamente causam diversos danos 

ao meio ambiente e à saúde humana e animal (SIQUEIRA, 2006). Entretanto, por causa dos 

malefícios dos agrotóxicos, metodologias menos nocivas, biodegradáveis e que não causam 

nenhum dano ao meio ambiente começam a ser uma demanda da sociedade (MAZID, 2011), 

tais como biopesticidas virais, fúngicos e bacterianos; inseticidas botânicos, etc. 

Nesse sentido, os biopesticidas virais podem ser uma alternativa aplicável para vários 

tipo de cultura, como, Moscardi (1999) já demonstrou a viabilidade dessa alternativa no Brasil, 

fazendo o controle biológico da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) numa área de 1,6 milhão 

de hectares com o baculovírus Anticarsia (ALMEIDA, 2005). 

 
Os baculovírus são vírus isolados de invertebrados, principalmente de lepidópteros, 

que possuem alta especificidade e não oferecem riscos ao homem e ao ambiente, pois 

não se replicam em vertebrados e em plantas, características que os tornam excelentes 

agentes de biocontrole de pragas agrícolas (ALMEIDA, 2010, p, 8). 

 

Atualmente, os bioinseticidas são produzidos, de maneira geral, na forma in vivo e 

diversas empresas ao redor do mundo já vendem baculovírus para ser utilizado nas plantações 

como o SPOD-X™ (Estados Unidos), Granusal™ (Alemanha) e o Carpovirusine™ (França). 
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Entretanto, essa produção in vivo acarreta alguns entraves, tais quais: necessidade de espaços 

amplos para a criação dos insetos; alto custo de manutenção; o mercado não é totalmente suprido; 

além de que dependendo da época do ano as lagartas não se desenvolvem tão bem. 

Por conta disso, investimentos e pesquisas na produção in vitro, assim como seu 

escalonamento industrial são altamente relevantes para a busca de padronização e eficiência na 

produção (BEAS-CATENA et al., 2014; PADRE, 2015; ALMEIDA, 2005; MOSCARDI et al., 

2011). 

Considerando-se a importância de um controle biológico mais eficaz em plantações, 

juntamente com uma diminuição do uso de agrotóxicos em grandes quantidades a necessidade de 

pesquisas envolvendo o escalonamento de biopesticidas virais possui alta relevância. Por 

conta disso, a produção in vitro do baculovírus, é algo que tem voltado a ganhar vez mais 

atenção por sua gama de possibilidades. Logo, a fim de se analisar os padrões cinéticos desse 

processo, foram utilizadas células Sf21 para se verificar os níveis de produção do biopesticida 

viral, assim como a capacidade do isolado de manter a própria estabilidade. 



17 
 

 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Cultura de células de inseto 

 
Os primeiros passos para o cultivo de células de inseto começaram em 1915, mas somente 

no ano de 1962 foi estabelecida a primeira linhagem capaz de se replicar indefinidamente, a qual 

teve origem no tecido ovariano de uma mariposa, Antheraea eucalypti (SOARES; AUGUSTO; 

CASTILHO, 2007). Atualmente existem diversas linhagens isoladas advindas de insetos como a 

Sf21, isolada por Vaughn et al. (1977), do tecido ovariano da lagarta Spodoptera frugiperda. Essa 

linhagem já vem sendo utilizada para a produção de biopesticidas, devido ao fato de poderem ser 

cultivadas em suspensão com altas taxas de crescimento (ALMEIDA, 2005). 

Por ter menor complexidade de manipulação, o domínio desta técnica garantiu que os 

estudos com vírus in vitro pudessem ser realizados de maneira mais eficiente. Células de inseto 

são de fácil cultivo, são mais resistentes que células de mamíferos. Dependendo da célula, não se 

faz necessário o uso de uma estufa de CO2, havendo a necessidade unicamente da manutenção 

da temperatura em torno de 25-30°C (KING; POSSEE, 1992). 

Entretanto, somente o fato de serem células de inseto não garante um bom crescimento, 

já que a demanda nutricional é muito importante para permitir uma boa estabilidade na cultura e 

ao longo do tempo. Os meios de cultivo devem ser cada vez mais específicos, possuindo boas 

características, tais como: pH, osmolaridade, quantidade e razão dos sais inorgânicos, glicose, 

aminoácidos, fontes de carbono e viscosidade (ALMEIDA, 2005). 

Outro componente muito utilizado para manter as culturas de inseto é o soro fetal bovino 

(SFB), que já foi considerado um componente padrão em diversas culturas de células, pois seu 

uso traz alguns benefícios, como: hormônios de crescimento, fatores anti-apoptóticos, fonte de 

lipídeos e fatores de ligação. Entretanto, seu uso possui alguns problemas, uma vez que (1) cada 

lote é diferente do outro, impedindo uma padronização específica e (2) o soro pode conter alguns 

contaminantes como mycoplasmas, príons ou retrovírus (TAPPARO,  2009). Outro problema é 

que seu uso aumenta consideravelmente o custo da cultura, além de dificultar métodos de 

purificação. 

Desta forma, a demanda por meios de cultura que consigam suprir o uso do SBF é 

altamente necessária. Já são encontrados alguns meios no mercado que não necessitam dessa 

suplementação, como o SF900II, SF900III e o ExCell 401. 

 
2.2 Baculovírus 

 
Os baculovírus são vírus envelopados em forma de bastonete (do latim baculum) 

(OLIVEIRA, 2010) (Figura 1) da família Baculoviridae que infectam artrópodes, principalmente 

insetos das ordens Lepidóptera, Himenóptera e Díptera (PADRE, 2015). São vírus de DNA 
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circular de fita dupla, com tamanho entre 80 e 200kb que são envoltos em um capsídeo proteico 

com tamanho entre 30 e 60 nm e com diâmetro entre 250 a 300nm de comprimento (CASTRO 

et al.,  1999).  Os  capsídeos  são  encontrados  dentro  de  uma  matriz  proteica,  que  forma  

o denominado corpo de oclusão (Occlusion Body – OB), que pode ser constituído por poliedrina 

ou por granulina, cujo tamanho varia de 0,15 a 15µm de diâmetro (CASTRO et al., 1999). Além 

disso, são encontradas diferenças entre esses OB, que já foram utilizadas como forma de 

separação dos diferentes tipos de baculovírus (Figura 2.). 

Os OB constituídos de poliedrina, são chamados de Nucleopoliedrovirus (Nuclear 

Polyhedra Virus - NPV), que podem ser encontrados como: Nucleopoliedrovírus Simples (Single 

Nuclear Polyhedra Virus - SNPV) e Nucleopoliedrovírus Múltiplo (Multiple Nuclear Polyhedra 

Virus  - MNPV) em que a diferença se encontra no número de capsídeos encontrados do       

OB (ALMEIDA, 2010). Os OB constituídos por granulina, são chamados de Granulovírus (GV), 

possuem forma ovocilíndrica com tamanho entre 0,3 x 0,5 µm e dentro de cada corpo de oclusão 

há somente 1 vírus (OLIVEIRA, 2010). As principais funções do OB são: garantir a sobrevida 

da partícula viral no ambiente externo e aumentar a chance de dispersão do vírus. 

Figura 1 – Microscopia eletrônica de OpMNPV 
 

Fonte: Rohrmann (2013) 
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Figura 2 – Morfologia dos corpos de oclusão 

 

 

 

Fonte: Pereira (2013). 

 
 

Durante a infecção do baculovírus no hospedeiro, observa-se dois fenótipos diferentes, 

com o mesmo genoma: o vírus extracelular (budded vírus – BV) e o vírus derivado do corpo de 

oclusão (occlusion derived vírus – ODV) (Figura 3). Eles diferem entre si nas proteínas virais 

encontradas em seus envelopes, função e momento do ciclo de infecção (PADRE, 2015). Os BVs 

são produzidos durante a fase tardia da infecção e apresentam em seu envelope a proteína GP-64 

ou proteína F, que irão promover a entrada do vírus por endocitose adsortiva (CASTRO et al., 

1999). Os ODVs são os vírus que se encontram dentro do OB, que são produzidos na fase muito 

tardia, e são liberados em ambiente alcalino presente no intestino médio de seu hospedeiro no 

processo in vivo de infecção. A proteína viral que pode estar envolvida no processo de entrada 

do ODV é a GP-41, que promove a fusão do vírus nas células (CASTRO et al., 1999). Além 

disso, Volkman, Summers e Hsieh (1976) constataram que o BV é cerca de 1.900 vezes mais 

infeccioso do que o ODV, verificando-se assim, a alta virulência do BV. 
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Figura 3 – Fenótipos dos baculovírus. 

 

 

Fonte: PADRE, G. A. del. (2015). 

 

Atualmente a elaboração da classificação dos baculovírus é realizada atráves de técnicas 

de sequenciamento e de biologia molecular. Observa-se quatro gêneros encontrados na família 

Baculoviridae, que são classificados por suas proteínas de membrana, proteína formadora de 

capsídeo e na comparação dos genes. Sendo assim, os quatro gêneros são:  os  

Alfabaculovírus, onde se encontram MNPV e SNPV que infectam Lepidópteros; os 

Betabaculovírus, onde se encontram GV que infectam Lepidópteros; os Gamabaculovírus, onde 

se encontram SNPV que infectam Himenópteros; e os Deltabaculovírus, onde se encontram 

NPV que infectam Dípteros (JEHLE et al., 2006). 

 
2.3 Ciclo de infecção 

 
Para se entender como os baculovírus são obtidos, o entendimento do seu ciclo de 

infecção se faz necessário, pois este conhecimento permitirá a visualização das metodologias de 

produção in vivo e in vitro. 

A Figura 4 demonstra de forma completa todo o ciclo de infecção de um hospedeiro. A 

infecção sempre começa com a ingestão dos OB pela lagarta, os quais foram adquiridos após a 

mesma consumir alimento infectado. Quando o OB chega no intestino médio da lagarta e 

entra em contato com o pH alcalino do ambiente (DOW, 1992), ocorrerá então a dissolução 

dos OB para em seguida ocorrer a liberação dos ODVs, que irão começar a infecção primária, 

penetrando nas células epiteliais do intestino médio, via fusão de membrana, por intermédio de 

receptores específicos (DANTAS, 2010). Depois que a infecção primária se estabelecer, a célula 
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começará a mudar seu metabolismo para a produção viral do BV. Este será responsável pela 

infecção secundária, adentrando às células do hospedeiro, via endocitose adsortiva (IKEDA; 

HAMAJIMA; KOBAYASHI, 2015), após o quê, os vírus terão sido espalhados de maneira 

sistêmica. Na fase final da infecção, o inseto terá uma alta produção de OB e como o baculovírus 

é um vírus de ciclo lítico, ele levará a lagarta à morte, causada também pela produção de proteases 

e quitinases que irão dissolver o hospedeiro (GRAMKOW, 2013), espalhando assim o vírus pela 

planta. 

Figura 4 – Ciclo de infecção do baculovírus 

 
 

 

 
Fonte: (SOARES; AUGUSTO; CASTILHO, 2007) 

 

2.4 Produção do baculovírus 

 
A produção de baculovírus pode ser realizada por dois sistemas: produção in vivo que 

é a forma mais empregada e a produção in vitro onde se concentra a maioria dos estudos, 

relacionados com a biologia do baculovírus e o processo de infecção em células de inseto. 
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2.4.1 Produção in vivo do baculovírus 

 
No processo de produção in vivo, a lagarta é criada em laboratório e a infecção acontece a 

partir da alimentação com OB. Uma vez que o ODV foi liberado e conseguiu adentrar à célula, o 

capsídeo migra para o núcleo para que seu DNA seja incorporado pela célula hospedeira. Assim 

que a incorporação for feita, a produção de BV se inicia acarretando uma produção escalar, que 

infectará toda a lagarta (CASTRO et al., 1999). 

A fim de se verificar que a infecção aconteceu, devem-se observar modificações 

comportamentais na lagarta, tais como canibalismo, inchaço, mudança de cor e um aumento na 

alimentação da mesma. 

Ao se constatar o estado tardio da infecção, haverá a extração do vírus, podendo 

ocorrer de duas maneiras: a extração da hemolinfa do inseto (extração de BV), mais usada em 

laboratório, e a maceração do inseto com um pouco de água, para em seguida coar o resultante 

dessa mistura (ALMEIDA, 2010; BARBOSA, 2016; MACHADO, 2016). 

A produção in vivo possui um custo muito elevado, pois a alimentação artificial das 

lagartas gera muitas despesas. Além disso, se faz necessário o uso de espaços maiores, para que 

se obtenha uma produção mínima de biopesticida (MOSCARDI, 1999). 

 
2.4.2 Produção in vitro do baculovírus 

 
A metodologia in vitro faz uso de cultura de células, contendo principalmente células 

advindas de lepidópteros, sendo as mais utilizadas as: Bombyx mori (bicho-da-seda), 

Mamestra brassicae (mariposa do repolho), Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho), 

Trichoplusia ni (lagarta-mede-palmo) e de Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) (PADRE, 

2015). 

Este método de produção pode acontecer de duas maneiras. Na primeira pode-se infectar 

uma cultura de células sadias com o BV, e quando se perceber diminuição da concentração e 

viabilidade celular, coleta-se BV e no estágio final de infecção obterá o OB. Na outra forma, 

começa-se a infecção com ODV, extraído do OB após simulação do ambiente alcalino do 

“intestino médio” da lagarta, para assim iniciar a infecção. A primeira forma é mais rápida, 

pois o BV possui proteínas de membrana diferentes do ODV, o que permite a entrada no mesmo 

de maneira mais eficiente na célula (KING; POSSEE, 1992). 

 
2.5 Passagem seriada 

 
A passagem seriada é constituída de uma sequência seriada de infecções virais em que, 

para cada nova infecção, utiliza-se um inóculo advindo de uma infecção anterior (DANTAS, 

2015). Entretanto, ao se utilizar sucessiva passagens, pode ocorrer o chamado “efeito de 

passagem”, caracterizado pelo acúmulo de alterações genéticas que podem resultar no 

encurtamento do DNA e na diminuição da produção do OB. 
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Estudos como o de Almeida (2005) e o de Dantas (2010), demonstram que o baculovírus 

SMNPV, Isolado-18, cultivado in vitro e em suspensão, apresentou diminuição na 

concentração de poliedros a partir da terceira passagem. Atualmente, o efeito de passagem é 

um grande gargalo na escalonação da produção industrial de biopesticidas virais. 

O fenótipo mais comum visualizado no efeito de passagem é o few polyhedra (FP), ou 

poucos poliedros. Como o próprio nome já diz, no fenótipo FP há pouca produção OB e se a 

passagem seriada continuar, não haverá mais a existência de vírus dentro destes poliedros 

(SLAVICEK et al., 1995). Outra característica desse fenótipo é a alta produção de BV durante a 

infecção, o que acarretará na prevalência desse fenótipo (DANTAS, 2015). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 
Verificar a influência das diferentes partículas virais na produção de bioinseticida em 

sistema in vitro, utilizando-se células Sf21 adaptadas a cultivo em suspensão sem a suplementação 

de SFB. 

 
3.2 Objetivos específicos 

 
- Realizar cultivos, em suspensão, do baculovírus SfMNPV utilizando a linhagem Sf21; 

- Realizar infecções com BV e ODV; 

- Analisar padrão cinético da velocidade específica máxima de crescimento celular 

- Quantificar os biopesticidas virais, OB’s, obtidos no processo; 

- Visualizar o efeito de passagem ao longo das infecções 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Meio de cultura 

 
Utilizou-se o meio de cultura SF900™ II (Gibco) sem suplementação de SFB, 

adquirido da empresa Thermo Fisher.  

 
4.2 Linhagem celular 

 
A linhagem de célula utilizada foi a Sf21, isolada por Vaughn et al. (1977) , cedida 

gentilmente pela EMBRAPA – Recursos genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). 

 
4.3 Adaptação e manutenção 

 
A adaptação da linhagem Sf21 foi realizada de maneira gradual, em que primeiro 

adaptou-se a célula ao meio de cultura SF900™ II, seguido do desmame do SFB. 

Posteriormente, as células foram adaptadas ao cultivo em suspensão, com agitação aumentada 

gradualmente a partir de 70 rpm até chegar à agitação padrão de 120 rpm. 

Após a adaptação, as células foram mantidas em culturas de suspensão em shaker (120 

rpm e 28°C) com 20 mL de volume de trabalho em Erlenmeyers de 50 mL ou 100 mL, com 

razão de aeração de 0,4 e 0,2, respectivamente. Os subcultivos foram realizados por 3 a 4 dias, 

com amostras sendo coletadas para contagem e diluídas a uma concentração de 5x105 

células/mL. Esta diluição era realizada a fim de que as células não entrassem na fase estacionária 

e/ou morte, mantendo-as, assim, na fase de exponencial de crescimento.  

 
4.4 Contagem de células 

 

As células foram contadas com auxílio de um microscópio óptico e  hemocitômetro, 

modelo Neubauer. A contagem foi realizada em triplicata, conforme a Equação Eq.(1), em que: 

C é a concentração de células por mL; N é média do número de células; D é o fator de diluição e 

8×10-4 é o volume de quatro quadrantes do hemocitômetro. O método utilizado foi o de exclusão 

por azul de tripan (0,1% v/v), em que as células mortas ou com membrana rompida 

apresentaram coloração azul (ALMEIDA, 2005). A viabilidade celular era definida como 

porcentagem de células viáveis em relação à quantidade total de células (células vivas e 

células mortas). 

 

 Eq. (1)          𝐶𝑐 (
𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝐿
) =

𝑁.𝐷

8.10−4
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dt 

dt 

dt 

 

4.5 Cinética de crescimento celular 

 

A velocidade de variação de crescimento foi determinada pela Eq. (2). Entretanto, o µ 

(velocidade exponencial de crescimento) utilizado na Eq. (2) é advindo do cultivo microbiano, 

onde a taxa de morte não é considerada. Todavia, no cultivo de células animais a taxa de morte 

deve ser considerada e mensurada a partir do cálculo, descrito no ‘item’ anterior. Power et al. 

(1994) desenvolveu um modelo cinético que representa a dinâmica da população de células 

(viáveis e mortas) e a cinética de produção de baculovírus que descreve o modelo dinâmico 

não estruturado com ênfase no processo de infecção. Portanto, para o cultivo de células 

animais, o valor de µ obtido a partir do crescimento de células viáveis é chamado de velocidade 

de crescimento “aparente” (µap), que é a diferença entre a velocidade específica de crescimento 

(µ) e a taxa de mortalidade ou velocidade específica de morte celular (Kd), representados na Eq. 

(3). A velocidade específica aparente (µap) foi calculada a partir da linearização das 

concentrações de células viáveis durante a fase exponencial de crescimento, encontradas nos 

anexos. 

Eq. (2) 
dX = µ.X 

Eq. (3) µap = µ − Kd 

Ao se  substituir  a  Eq.  (2)  na  Eq.  (3)  obtém-se a equação para o  crescimento  de 

células viáveis não infectadas (Xvni) antes da inoculação com o baculovírus, conforme Eq. (4). 

Eq. (4) 
dXvni = (µ − Kd ).Xvni 

Correspondentemente à concentração de  células  não  viáveis  não  infectadas  

(Xnvni) depende da concentração de células viáveis não infectadas e é dado pela Eq. (5). 

Eq. (5) 
dXnvni = Kd .Xvni 

Kd é uma constante de mortalidade de 1ª Ordem, podendo consequentemente ser 

considerada a velocidade específica de morte celular. Valores de µ e Kd são obtidos com base 

na quantificação do número de células e viabilidade retirados durante os experimentos de 

crescimento celular. A fim de se determinar a concentração de células mortas utilizou-se o 

método por exclusão por corante, e não se aplica quando a lise celular é significativa (no caso, 

quando a infecção é estabelecida). A velocidade específica de morte celular pode ser calculada 

conforme indica a Eq. (6). Para a realização do cálculo de Kd pela Eq. (6), o número de células 

viáveis não infectadas do começo (Xvni(0)) foi normalizado em relação ao número de células não 

viáveis não infectadas (Xnvni) - Anexo. 

Eq. (6) Kd = 
(Xnvni−Xnvni(0)).µap 

(ρ µap.t −1).Xvni(0) 
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4.6 Baculovírus 

 
O baculovírus utilizado foi o vírus extracelular (BV) do Spodoptera frugiperda Multiple 

Nucleopolyhedrovirus – SfMNPV (Isolado 18), cedido pelo pesquisador Dr. Fernando Valicente 

da Embrapa Soja. Entretanto, o baculovírus manipulado, neste trabalho, foi advindo de 

processos in vitro de trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratório de Engenharia 

de Bioprocessos (LEBp) da CBiotec da UFPB.  

 
4.7 Obtenção do ODV 

 
O OB obtido para que houvesse a liberação do ODV, foi advindo da infecção do vírus de 

passagem 5. Para a liberação do ODV utilizou-se o método estabelecido por Lynn (1994), que 

consiste dos seguintes passos: inicialmente tomou-se 1mL de uma solução contendo OB; em 

seguida se misturava com 700 µL de H2O (destilada e esterilizada) e 100µL da solução álcali, 

em seguida, deixou-se essa mistura incubando por 30 minutos em temperatura ambiente, para 

logo depois se adicionar  200  µL  de  sais  ácidos  +  200  µL  da  solução  de  tripsina  

(1,0mg/mL). Posteriormente, após 2 horas para se realizar uma filtração utilizando-se um filtro 

de 0,22 µm estéril; e, por fim, armazenou-se esse filtrado a 4°C em um tubo esterilizado.  

 
4.8 Infecção in vitro com SfMNPV 

 
Os dois fenótipos do vírus foram utilizados neste estudo: BV produzido em cultivo de 

células em suspensão e ODV, advindo do estágio tardio de infecções com o BV. 

 
4.8.1 Processos de infecção e quantificação de OB 

 

Os processos de infecção foram realizados em frascos erlenmeyers de 100 mL com 

volume de trabalho de 20 mL e 40 mL de volume total, obedecendo à razão de aeração de 0,2 e 

0,4, respectivamente, e mantidos sob agitação de 120 rpm e temperatura controlada de 28ºC.   

O tempo de infecção utilizado foi de 5x105células viáveis por mL, com viabilidade igual ou 

superior a 95%. Utilizou-se como inóculo viral inicial os BVs da terceira passagem (P3) 

seriada do SfMNPV em células Sf21, na concentração de 15% (v/v), enquanto nas passagens 

seguintes se utilizou 10% (v/v). 

Para cada dia de infecção, determinou-se a concentração das células sadias (controle) e 

das células infectadas, de modo a se visualizar as mudanças morfológicas que ocorreram nas 

células, tais como aumento do volume celular, núcleo aparente, além de se observar o decréscimo 

do crescimento celular em decorrência da ação do vírus, e por fim, a visualização dos poliedros 

(OB) dentro das células na fase muito tardia do processo de infecção. 

Para o acompanhamento do processo de infecção, foi utilizado como cultivo controle 

(sem presença do vírus) uma suspensão celular advinda do mesmo subcultivo, de modo a se ter 

as mesmas condições fisiológicas das células utilizadas no processo. 
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Durante o processo de infecção, acompanhou-se o momento em que houve a intensa 

produção de vírus extracelular (BV), que é caracterizado pelo decréscimo da concentração   

de células infectadas e, ainda, viáveis. Para tanto, a coleta de BV foi realizada por meio de 

centrifugação (1000rpm por 10 minutos, Rotor F-45-12-11 MiniSpin plus) da metade do volume 

da suspensão celular. Esse BV foi utilizado para infecções em série, realizando assim os vírus de 

passagem 4 e 5. 

O restante do volume da suspensão foi destinado à produção de OB. Os OB foram 

quantificados por meio da ação de dodecil sulfato de sódio (SDS) para liberação do interior 

das células infectadas. 100µL de suspensão celular adicionados a 100 µL de dodecil sulfato de 

sódio (SDS) a 1% por 2 horas de contato. Após o tempo para liberação dos OB, determinou-se a 

concentração de OB, por contagem em hemocitômetro, em cada dia do processo de infecção 

(ALMEIDA, 2010). Cada amostra foi contada em triplicata. 

A equação utilizada para a produção volumétrica de OB foi a Eq. (7), em que: 

Eq. (7) Cob(
OB ) = 5.D.MOB

 

mL 1.10−4 

- COB é a concentração de OB; 

- D é o fator de diluição; 

- MOB é a média de contagem de OB e 1x10−4 é volume de um quadrante do 

hemocitômetro. 

Já a produção específica de OB (OB/célula) foi calculada pela Eq. (8), em que: 

Eq. (8.) PEOB(OB ) = Cob 
 

mL CCTin f ec 

- PEOB é a produção especifica de OB; 

- COB é a concentração de OB; 

- C CTin f . é a concentração de células infectadas totais. 

 
4.9 Gráficos 

 
Todos os gráficos foram realizados e plotados com o software Origin 6.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Adaptação da célula Sf21 

 
A figura 5 mostra a curva de adaptação e manutenção da cultura, mostrando que ao 

longo do tempo, essas células foram se adaptando completamente ao meio de culta e ao cultivo 

em suspensão, conseguindo viabilidade e concentrações celulares cada vez maiores. as quedas 

bruscas na viabilidade e na concentração celular são causadas em geral por quedas de luz no 

campus da UFPB. 

Figura 5 – Adaptação e manutenção das células Sf21 ao longo do tempo 

 

 
 

 

 

Fonte: Autor. 

 

5.2 Infecções realizadas em passagem seriada 

 
As infecções começaram a ser realizadas com o vírus de passagem 3 SfMNPV - 18, 

seguindo com passagens seriadas dos BV. 

Na primeira infecção (Figura 6), percebeu-se a clara diferença entre as células controle 

e as células infectadas, observando-se nas primeiras uma alta concentração celular e uma 

viabilidade muito maior. Esse resultado nitidamente demostra a capacidade do Isolado-18 de 

SfMNPV em infectar essas céluas, realizando todo o seu ciclo lítico. 

Nota-se que a partir do segundo dia pós-infecção (d.p.i.) o crescimento celular da célula 
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infectada começou a diminuir e no terceiro d.p.i., a viabilidade também começa a cair. Ao se 

perceber essa queda da viabilidade, retirou-se metade do sobrenadante o qual continha BV, 

que, neste momento encontrava-se com num pico de produção. Esse BV contido no sobrenadante 

foi utilizado na infecção seguinte, P4. 

Figura 6 – Gráfico da infecção utilizando vírus - P3 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 

 

A partir do terceiro d.p.i., modificações morfológicas começaram a se tornar cada vez 

mais visíveis, tais como formação do estroma virogênico e na fase final, conseguiu-se visualizar 

os OB dentro das células (Figura 7). Este comportamento foi visualizado em todas as outras 

passagens. 
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Figura 7 – Diferentes estágios de modificações morfológicas. A: Célula controle com 3 dias de cultivo. B: 

célula infectada, 3 d.p.i., estroma virogênico visível. C células infectadas 7 d.p.i 
 

 
Fonte: Autor 

 

Na infecção utilizando-se o vírus de passagem 4 (Figura 8), notou-se que o vírus ainda 

possuía capacidade de infecção, agindo da mesma maneira que o de passagem 3. Entretanto, 

observa-se um baixo crescimento da célula infectada e isso provavelmente se deve a dois fatores: 

um pequeno erro de repasse na hora de preparação da cultura, que consegue ser observada na 

diferença   de   concentração   de   células   no   Dia   0   (D0);   outro   fator,   que   pode    

estar relacionado à possível alta concentração de BV no inóculo viral, que adveio de uma 

passagem 3, cuja a produção alta de BV era esperada. 

Nota-se a interferência no crescimento do vírus já no D2, assim como o decaimento da 

viabilidade no D3. O D3 foi o ponto onde se retirou o sobrenadante para a próxima infecção. 
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Figura 8 – Gráfico da infecção utilizando vírus - P4 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 

 

A terceira infecção, realizada com a P5, teve um volume de trabalho diferente das outras 

duas infecções, sendo este de 40mL. Por conta disso, ao analisar seu gráfico isso deve ser levado 

em consideração. 
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Figura 9 – Gráfico da infecção utilizando vírus - P5 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 

 

A última infecção foi realizada com o ODV retirado da P5. Para esta infecção, voltou-se 

a utilizar o volume de trabalho de 20mL. Por conta de ser menos virulento, a infecção promovida 

pelo ODV demorou um pouco mais para ficar visível, entretanto foi a que menos durou, sendo 

prolongada por 5 dias. 
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Figura 10 – Gráfico da infecção utilizando - ODV 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Autor. 

 

5.3 Análise cinética de crescimento 

 
Com os resultados obtidos dos parâmetros cinéticos, consegue-se aferir que o crescimento 

das células viáveis é praticamente o dobro das células infectadas, mais uma vez demostrando a 

susceptibilidade da célula ao vírus. Nota-se também que, a medida que ocorrem novas infecções, 

o vírus fica mais eficiente em diminuir a taxa de crescimento celular. 

Isso também é averiguado quando se compara os coeficientes de morte, onde as células 

infectadas possuem Kd maior. Pode-se visualizar que, ao longo das passagens, o vírus foi capaz 

de aumentar sua eficiência em matar as células, já que o Kd tente a ficar cada vez maior ao longo 

das passagens. 

O único Kd diferente é o da célula com o ODV, este que possui uma capacidade de 

infecção menor do que o BV. Por conta disso, inicialmente essas células conseguiram crescer um 

pouco mais, entretanto ao longo da infecção o vírus conseguiu realizar seu ciclo. 
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Quadro 1 – Parâmetros cinéticos das infecções nas passagens 

 

 

Passagem µap Con.(d−1) 
 

µap Infec.(d−1) 
µmax Con.(d−1) µmax Infec(d−1) Kd Con.(d−1) 

 
Kd Infec.(d−1) 

P3 0,6021 0,3313 0,6236 0,3593 0,0215 0,02798 

P4 0,6187 0,2681 0,62516 0,3561 0,00646 0,0880 

P5 0,386 0,1562 0,39525 0,1724 0,00925 0,0162 

ODV 0,2743 0,0192 0,28197 0,0147 0,00767 -0,00446 

 
Fonte: Autor 

 
 

5.4 Produção de OB 

 
Em todas as quatro infecções foi possível a quantificação de OB. Entretanto, observou-se 

diferenças nas produções de cada uma delas, o que é devido ao efeito de passagem sofrido pelo 

vírus. As Figuras 11, 12 e 13 indicam a produção volumétrica e específica de OB utilizando-se 

BV enquanto na Figura 14 o inóculo inicial foi o ODV. 
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Figura 11 – Gráfico da produção de OB - P3 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 
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Figura 12 – Gráfico da produção de OB - P4 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 
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Figura 13 – Gráfico da produção de OB - P5 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 

 

Os gráficos 11, 12 e 13 relacionados com a passagem seriada do vírus, apresentam um 

mesmo comportamento, não havendo produção de OB nos primeiros dias. Somente após o 3 

d.p.i. é que foi possível a quantificação dos OB. Em todos os casos, a produção sempre tende a 

possuir uma fase exponencial que culmina com o fim das células viáveis. A passagem P3 foi  

a que mais produziu OB, atingindo valores de 430 OB por célula. As passagens subsequentes 

produziram respectivamente 240 e 145 OB por célula. Outro ponto interessante constatado nos 

gráficos é que, até a P5, a produção volumétrica conseguiu passar valores de 1x108 OB por mL. 

Esses valores são muito relevantes e demonstram tanto a boa adaptabilidade da célula às 

condições de cultivo, quanto a capacidade do Isolado 18 de produzir OB. 
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Figura 14 – Gráfico da produção de OB - ODV 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Autor. 

 

A produção conseguida advinda pelo ODV foi a menor de todas, o que já era esperado 

pelo BV ser mais virulento. Mesmo a infecção não possuindo o mesmo tempo que as outras, a 

produção foi considerada satisfatória. 

 
5.5 Efeito de passagem e das partículas virais 

 
O efeito de passagem foi algo visível ao longo das infecções, sendo resumido na Figura 

15. Essa queda já era esperada, entretanto pode-se afirmar uma boa estabilidade do vírus ao 

longo dessas três passagens, gerando assim um resultado satisfatório. Vale, ainda, salientar a 

diferença da produção específica do BV para o ODV, demonstrando assim como o BV é um bom 

produtor de OB. 
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Figura 15 – Gráfico de visualização do efeito de passagem 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Como um dos pontos de interesse de qualquer bioprocesso, a diminuição de custo é 

algo importante e que sempre deve ser considerado. Mesmo o meio Sf900 IIT M sendo um meio 

considerado clássico, seu uso tem aumentado consideravelmente para a produção de OB em 

células Sf21, Sf9 e S2 (PADRE, 2015; PEREIRA, 2010; VIEIRA, 2010), que se deve à sua boa 

estabilidade e ao fato da não necessidade de suplementação com SFB. 

A estabilização da cultura no meio já era prevista, visto que não é algo novo na 

literatura. Todavia, um dos principais motivos para a grande variação na concentração de células 

e na viabilidade no começo da cultura foram quedas recorrentes de energia. Como a célula já se 

encontrava num ínício de um processo de adaptação, principalmente às forças de cisalhamento, 

a falta de movimento e da temperatura constante causavam a morte das células, diminuindo 

assim sua viabilidade. 

As infecções realizadas, seguiram o padrão de crescimento celular e viabilidade 

comumente encontrados (SOARES; AUGUSTO; CASTILHO, 2007). Notou-se um aumento 

na virulência do vírus ao longo das passagens, visto que a P4, a P5 e a utilizada com o ODV 

não chegaram à concentração celular de 1x106. Isso provavelmente aconteceu por conta do vírus 

utilizar-se da membrana da própria célula para fazer seu capsídeo. Segundo Padre (2015) discute, 

é possível que no encapsulamento ocorra incorporação de proteínas de membrana da célula 

hospedeira, tornando assim, uma linhagem mais susceptível ao vírus. Isso pode ser levantado, já 

que tanto o inóculo viral, quanto a célula foram adquiridos através da EMBRAPA e nada impede 

que o isolado-18 tenha entrado em contato a linhagem de célula utilizada no trabalho. 

O baixo crescimento celular visto na infecção realizada com o ODV pode ter sido causado 

pelo acúmulo de substâncias utilizadas para a liberação do mesmo, pois as células são sensíveis 

à variação de pH do meio (CLAUS et al., 2012). Por conta disso pode-se suspeitar que uma das 

substâncias usadas pode ter interferido, haja visto o Kd negativo que foi encontrado ao se fazer 

a análise cinética. 

Igualmente a partir dos dados cinéticos, nota-se que o dobro da quantidade meio na 

mesma concentração oferece ótimas condições de crescimento, com uma fase exponencial longa 

e viabilidade prolongada. 

Um ponto deveras positivo no trabalho foi a alta produção de OB. Comparando o 

sistema utilizado com outros encontrados na literatura, houve um aumento na produção de 

OBs.  Almeida  (2005)  conseguiu  utilizando  células  Sf9  em   suspensão,   meio   de   

cultivo HyClone e suplementação  de  SFB  a  5%  uma  produção  específica  de  400  

OB/cel; Chakraborty e Reid (1998) obtiveram em meio SF900II com 10% de SFB uma 

concentração específica máxima de 222 OB/cel. Já SLAVICEK et al. (1995) e POTTER, 

FAULKNER e MAcKINNON (1976) conseguiram uma produção específica, 
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utilizando-se cultivo em monocamada, em células Lymantria díspar e Trichoplusia ni, 

respectivamente 57 OB/cel e 70 OB/cel. Assim sendo, comparando com a produção específica 

obtida, que foi de 433 OB/cel, o presente trabalho conseguiu valores relevantes e de alto 

interesse. Uma possível hipótese para estes resultados seria, como anteriormente mencionado a 

incorporação de proteínas de membrana da célula hospedeira, possivelmente aumentando a 

produção de biopesticidas produzidos. 

Esse aumento na produção de OB não foi algo único das infecções com BV. Na infecção 

realizada com o ODV, constatou-se uma produção específica obtida de 90 OB/cel em 5 dias. 

Em outro trabalho, Dantas (2010) demonstrou que, no mesmo período, a produção foi de 30 

OB/cel. Além disso, Dantas (2010) consegue somente depois do 8 d.p.i. valores maiores que 

90 OB/cel. Demostrando que o ODV ainda tem uma boa capacidade de infecção e também 

consegue produzir quantidades de OB satisfatórias. 

Finalmente, vale ressaltar que o efeito de passagem relatado no trabalho foi similar ao 

demonstrado por Almeida (2005) com células Sf9, especialmente no que tange aos valores 

registrados da P3 até a P5. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Desta forma, a respeito dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se aferir que: a 

célula Sf21 se adaptou ao meio Sf900II, sendo viável seu uso para a produção de biopesticidas; 

a célula Sf21 devidamente adaptada a este meio de cultura consegue ser uma ótima produtora de 

OB; o Isolado-18 possui boa capacidade de produção de OB; o Isolado-18 no sistema trabalhado 

possui boas qualidades para viabilizar a produção de biopesticidas in vitro; os vírus obtidos 

possuem virulência alta. 
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Glossário 

 

Bioinseticida: Produto desenvolvido a partir de organismos vivos e que não possuem 

substâncias químicas, não sendo ofensivo ao meio ambiente; 

Estroma virogênico: hipertrofia nuclear causada pela presença do vírus; 

Fenótipos: caracteres visíveis de um indivíduo ou de um organismo, em relação à sua 

constituição e às condições do meio ambiente; 

In vitro: expressão latina que designa todos os processos biológicos que têm lugar  

fora dos sistemas vivos, no ambiente controlado e fechado de um laboratório e que são feitos 

normalmente em recipientes de vidro; 

In vivo: refere-se à experimentação feita dentro ou no tecido vivo de um organismo vivo; 

Repasse celular: transferência das células de um meio com pouco nutrientes para um 

um frasco com meio novo 

Vírion: partícula viral infecciosa; 
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Gráficos de linealização 

 
.1 Anexo A 

 
Figura 16 – Ln (concentração celular) versus tempo - P3 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 
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.2 Anexo B 

 

Figura 17 – Ln (concentração celular) versus tempo - P4 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 
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.3 Anexo C 

 

Figura 18 – Ln (concentração celular) versus tempo - P5 

 

 

 

 

 
Fonte: Autor 
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.4 Anexo D 

 

Figura 19 – Ln (concentração celular) versus tempo - ODV 

 

 

 

 

 
Fonte: Autor 


