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RESUMO

BARBOSA, C. R. Avaliacao do glicerol proveniente da fabricacdo do biodiesel
como substrato para produgcao de endotoxinas por Bacillus thuringiensis var.
israelensis. 2009. 133 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Industrial) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, Sao Paulo.

A utilizacdo do glicerol proveniente da fabricagéo do biodiesel como substrato para a
obtencédo de produtos biotecnologicos € uma alternativa promissora como forma de
disposicdo adequada deste subproduto. O bioinseticida formulado com toxinas de
Bacillus thuringiensis tem sido utilizado para o controle de insetos veiculadores de
doencgas, como a dengue, que atingem milhdes de pessoas em todo o mundo. Para
gue este bioinseticida seja competitivo com 0s inseticidas quimicos € necessario que
0 custo de sua producéo seja diminuido, o que pode ser feito com a utilizagdo de
fontes de carbono alternativas, de forma a diminuir o custo do meio de fermentacéao.
Neste trabalho, empregou-se o glicerol proveniente da fabricagédo do biodiesel de
sebo bovino como componente do meio de fermentacdo para a producdo de
bioinseticida por Bacillus thuringiensis var. israelensis. Foram avaliados diferentes
tratamentos do residuo contendo glicerol, baseados em acidificacdo, decantacéo e
aquecimento, para remoc¢do de impurezas. O ajuste do pH até 7 pela adicdo de
acido fosférico, seguido de decantacdo, aquecimento para remo¢do de metanol e
nova decantacdo, foi a forma de tratamento escolhida, uma vez que proporcionou a
maior atividade toxica do meio fermentado contra larvas de Aedes aegypti. O meio
de fermentacéo foi formulado determinando-se as concentracdes de glicerol, extrato
de levedura, sulfato de aménio e cloreto de calcio que proporcionaram a maior
atividade larvicida do meio fermentado, de acordo com planejamento fatorial 2*. A
toxicidade foi avaliada pela CLsy (concentracdo do complexo esporo-cristal
necessaria para matar 50% da populacdo de larvas). O melhor valor de CLsq foi
obtido com a utilizagéo de glicerol a 10 g/L, extrato de levedura a 12 g/L, cloreto de
calcio a 0,24 g/L e sem adicao de sulfato de amonio. A andlise estatistica dos dados
confirmou a significaAncia das variaveis glicerol, extrato de levedura e cloreto de
calcio sobre a atividade larvicida do meio fermentado. Cloreto de calcio nédo
influenciou significantemente a produgcdo de esporos pela bactéria, e a taxa de
esporulacdo nao foi influenciada por cloreto de calcio e sulfato de aménio nas
concentracbes estudadas. Para a otimizacdo da producdo de endotoxinas pela
bactéria, foi realizado um planejamento fatorial 22,  variando-se apenas as
concentracbes de extrato de levedura e de cloreto de célcio, fixando-se a
concentracdo de glicerol em 10 g/L e excluindo-se o sulfato de aménio do meio de
fermentacdo. O melhor valor de CLsp (0,295 mg/mL) foi obtido no ensaio com 15 g/L
de extrato de levedura e 0,4 g/L de cloreto de célcio.

Palavras-chave : Bioinseticida. Glicerol de Biodiesel. Bacillus thuringiensis var.
israelensis. Aedes aegypti. Meio de cultivo - Formulagéo.



ABSTRACT

BARBOSA, C.R. Evaluation of glycerol derived from biodiesel prod uction as
substrate for endotoxins production by Bacillus thuringiensis var. israelensis.
2008. 133 p. Dissertation (Master of Science in Industrial Biotechnology) - Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, S&o Paulo.

The use of glycerol derived from biodiesel production as a substrate for the
acquisition of biotechnology products is a promising alternative as an adequate
disposal mean of this by-product. The bioinsecticide formulated with toxins from
Bacillus thuringiensis has been used to control vectors insects of diseases, such as
dengue, which affect millions of people around the world. For this bioinsecticide be
competitive with chemical insecticides is necessary a lower cost of its production,
which can be achieved by the use of alternative carbon sources in order to reduce
the fermentation medium cost. In this work, it was used glycerol from beef tallow
biodiesel production as a component of the fermentation medium for the production
of bioinsecticide by Bacillus thuringiensis var. israelensis. Different treatments of the
residue containing glycerol, based on acidification, sedimentation and heating, to
remove impurities, were evaluated. The adjustment of pH to 7 by addition of
phosphoric acid, followed by decantation, then heating for removal of methanol, and
a new decantation, was the treatment selected, since it provided the highest toxic
activity of the fermented broth against Aedes aegypti larvae. The fermentation
medium was formulated by determining the concentration of glycerol, yeast extract,
ammonium sulfate and calcium chloride that provided the greatest larvicidal activity
of the fermented broth according to 2* factorial design. The toxicity was measured by
the LCso (concentration of the spore-crystal complex required to kill 50% of the
larvae). The best value of LCsg was obtained using glycerol at 10 g/L, yeast extract at
12 g/L, calcium chloride at 0.24 g/L and without addition of ammonium sulfate.
Statistical analysis confirmed the significance of the variables glycerol, yeast extract
and calcium chloride on the larvicidal activity of fermented broth. Calcium chloride did
not influence significantly the production of spores by the bacteria and the sporulation
ratio was not affected by calcium chloride and ammonium sulfate at the studied
concentrations. For the endotoxins production optimization, a 22 factorial design was
carried out, varying only the concentrations of yeast extract and calcium chloride,
maintaining the concentration of glycerol at 10 g/L and excluding ammonium sulfate
of the fermentation medium. The best value of LCso (0,295 mg/mL) was obtained in
the assay with 15 g/L of yeast extract and 0.4 g/L of calcium chloride.

Keywords : Bioinsecticide. Glycerol from Biodiesel. Bacillus thuringiensis var.
israelensis. Aedes aegypti. Culture Medium - Formulation.
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1 INTRODUCAO

As fontes renovaveis de energia assumem importante papel no mundo
contemporaneo devido a possibilidade de escassez das reservas de petréleo, aos
precos flutuantes dos combustiveis fésseis e a poluicdo ambiental gerada pelo
emprego destes combustiveis. A busca por fontes de energia renovaveis e gque
assegurem o desenvolvimento sustentavel levou a implantacdo do biodiesel na
matriz energética brasileira como combustivel alternativo. De maneira geral, 10% do
volume total do biodiesel produzido é constituido por glicerol, o qual é impuro e de
baixo valor econémico (CHI et al., 2007). No Brasil, o volume de glicerol produzido
no ano de 2008 alcancou mais de 100 milhdes de litros como consequéncia da
producéo de 1,2 bilhdes de litros de biodiesel, necessario para cumprir a legislagéo
que estabelece a obrigatoriedade de adicdo de 2% do biocombustivel ao diesel
comum (FREITAS; NACHILUK, 2009).

A conversao microbiana de glicerol por processos biotecnolégicos em
produtos de maior valor agregado € uma alternativa promissora para o
aproveitamento deste subproduto (PAPANIKOLAU et al., 2002; ZHAO; CHEN; YAO,
2006; PAPANIKOLAQU et al., 2008). Os inseticidas biolégicos a base de Bacillus
thuringiensis tém sido produzidos utilizando-se diversos substratos para a
fermentacdo, mas, segundo Prabakaran e Balaraman (2006), a producdo de
bioinseticida por Bacillus thuringiensis var. israelensis em larga escala ainda é um
processo caro devido ao alto custo do meio de fermentacéao.

A formulacao de inseticidas com linhagens de Bacillus thuringiensis apresenta
diversas vantagens sobre o0s inseticidas quimicos, como diminuicdo do
desenvolvimento de resisténcia pelos insetos, especificidade contra insetos-alvo,

inocuidade aos animais e seres humanos e auséncia de poluicdo ambiental
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(CAPALBO; MORAES, 1987). Apesar da comprovada efichcia de Bacillus
thuringiensis no combate a vetores de doencas e do aumento de seu uso em
formulacbes comerciais, existe ainda uma grande demanda por informacbes a
respeito dos aspectos fisiologicos gerais desta bactéria e, principalmente, dos
processos industriais de producdo de inseticidas com este microrganismo (YANG,;
WANG, 1998). Os trabalhos publicados sobre o processo fermentativo sdo escassos
e relacionam-se as diferentes variedades da bactéria. Sachidanandham, Jenny e
Fiechter (1997) sugerem que, em razdo da variacdo de especificidade entre as
diferentes variedades da bactéria, estas terdo também um comportamento variavel
frente aos diferentes meios de cultivo e condi¢cées de fermentacdo empregadas. O
aprimoramento das linhagens ja descobertas, dos processos de producédo e a
formulacdo dos meios de cultivo sédo indispensaveis para o desenvolvimento futuro
do mercado de inseticidas com Bacillus thuringiensis (LACEY; KAYA,; VAIL, 2001).

Neste trabalho, empregou-se o glicerol proveniente da fabricacdo do biodiesel
como componente do meio de fermentacdo para a producédo de bioinseticida com
Bacillus thuringiensis var. israelensis. Para isto, foi determinada uma forma
adequada para o tratamento do glicerol, que permitiu a obtencéo de toxicidade do
meio fermentado contra larvas de Aedes aegypti e também foi realizada a
formulacdo do meio de fermentacdo, determinando-se as concentragcbes de
nutrientes necessérias para a obtencdo de um meio fermentado com maior
toxicidade.

Destaca-se 0 carater inovador deste trabalho, uma vez que néo foi
encontrada na literatura nenhuma referéncia relacionada a producéo de bioinseticida
de Bacillus thuringiensis utilizando o glicerol proveniente da fabricacdo do biodiesel

como substrato para fermentagéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

A maior parte de toda a energia consumida no mundo provém dos
combustiveis fosseis. Como estas fontes sédo poluentes e ndo-renovaveis, a busca
por fontes alternativas de energia € de fundamental importancia (MA; HANNA, 1999;
PACHAURI; HE, 2006).

O biodiesel constitui um combustivel alternativo que pode ser obtido pela
reacdo de transesterificacdo de Oleos vegetais e gorduras animais com metanol ou
etanol. As matérias-primas vegetais sdo derivadas de 06leos vegetais como soja,
mamona, canola, palma, girassol e amendoim, entre outros, e as de origem animal
sdo obtidas do sebo bovino, suino e de aves (MA; HANNA, 1999; MARCHETTI;
MIGUEL; ERRAZU, 2008).

O biodiesel produzido a partir de 6Oleos vegetais de grau alimenticio ndo
apresenta viabilidade econémica em relacdo ao diesel de petroleo, devido ao alto
custo da matéria-prima lipidica, que constitui cerca de 70 a 85% do custo total de
producdo. Em geral, uma compensacdo financeira para o0s produtores ou a
eliminacdo de impostos que incidem sobre os combustiveis s&o estratégias
utilizadas por alguns paises para estimular o uso de combustiveis renovaveis como
0 biodiesel (KNOTHE; GERPEN, 2006; MARCHETTI; MIGUEL; ERRAZU, 2008).
Gorduras animais sdo geralmente mais baratas que O6leos vegetais, pois
representam um subproduto da industria animal e a demanda por estas é menor que
pela maioria dos 6leos vegetais mais comuns (KNOTHE; GERPEN, 2006).

A producédo e o uso do biodiesel no Brasil propiciam o desenvolvimento de
uma fonte energética sustentavel sob os aspectos ambiental e social e também

trazem a perspectiva da reducdo das importacbes de Oleo diesel. A producéo
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brasileira de biodiesel em 2008 foi de 1.164.332 m®, o que resultou uma economia
de mais de US$ 160 milhdes em importacdes de diesel, além de reduzir a
dependéncia externa, referente ao produto, de 7% para 5% (MME, 2004; FREITAS;
NACHILUK, 2009).

Como o biodiesel é obtido a partir de fontes renovaveis, sua utilizacao
proporciona uma reducédo de cerca de 70% no ciclo de emissbes de didxido de
carbono, comparado ao 6leo diesel convencional (BOURNAY et al., 2005). No Brasil,
de acordo com a Lei n°® 11.097 de 13 de janeiro de 2005, que comegou a vigorar em
1° de janeiro de 2008, o Oleo diesel comercializado em todo o pais deve conter,
obrigatoriamente, 2% de biodiesel e a previsdo é que para 2013 seja obrigatéria a
adicdo de 5% ao diesel comum. Nos Estados Unidos, a producdo de biodiesel
aumentou de 500 mil galdes em 1999 para 500 milhdes de galdes em 2007
(NATIONAL BIODIESEL BOARD, 2008), o que fez o preco da glicerina cair
drasticamente. Entre 2004 e 2006, o preco da glicerina caiu dez vezes, levando as
empresas Dow Chemicals e Procter & Gamble fecharem suas plantas de producédo
deste composto (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

A glicerina derivada da producédo do biodiesel possui baixo valor agregado,
pois contém residuos de metanol, hidroxido de sodio, acidos graxos livres, sais de
acido graxo, ésteres, compostos de enxofre, proteinas e minerais (THOMPSON; HE,
2006). A possibilidade de purificacdo depende da disponibilidade de métodos viaveis
e, geralmente, plantas de pequenos e médios portes ndo sdo capazes de purificar,
com baixo custo, a glicerina destinada a aplicagbes mais nobres, como nas

industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (PACHAURI; HE, 2006).
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2.2 Glicerol
2.2.1 Caracteristicas e aplicacoes

O (glicerol, ou 1,2,3-propanotriol, € um alcool que se apresenta como um
liquido viscoso, inodoro, incolor e com sabor doce. E solivel em agua e etanol,
pouco soluvel em éter, acetato de etila e dioxano, e insoluvel em hidrocarbonetos
(MORRISON, 1994). O nome glicerol € somente aplicado ao composto quimico puro
1,2,3-propanotriol, enquanto que os produtos comerciais que contém glicerol com
diferentes graus de pureza sdo denominados glicerina (APPLEBY, 2006). Algumas

de suas caracteristicas fisico-quimicas sao apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Propriedades fisico-quimicas do glicerol (MORRISON, 1994; APPLEBY, 2006).

Propriedade Valor
Massa molar 92,09 g/mol
Densidade (20 °C) 1,26 kg/m?
Viscosidade (20 °C) 1410 mPa
Ponto de fuséo 18 °C
Ponto de ebulicdo (1013 hPa) 290 °C
Calor especifico (25 °C) 2,435 J/g
Calor de evaporagéo (55 °C) 88,12 J/mol
Condutividade térmica 0,28 W/(m.K)
Calor de formacao 667,8 kJ/mol
Tensdo superficial (20 °C) 63,4 mN/m
pH (solucéo) 7,0

Devido as caracteristicas como nao toxicidade e auséncia de cor e odor, 0
glicerol tem uma ampla aplicagédo na industria, como apresentado na Figura 2.1. E
atualmente um dos ingredientes mais utilizados na induastria farmacéutica na
composicdo de capsulas, supositorios, anestésicos, xaropes e emolientes para

cremes e pomadas, antibiéticos e anti-sépticos. Na industria alimenticia é utilizado
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em preparacdes de molhos e sobremesas geladas e como umectante de alimentos
(MORRINSON, 1994; NAE, 2005).

O glicerol é um importante agente crioprotetor, uma vez que ndo permite a
formacdo de cristais de gelo em meio aquoso e 0 consequente rompimento de
células, mantendo sua viabilidade durante os processos de congelamento
(TSURUTA; ISHIMOTO; MASUOKA, 1998). Outras aplicacdes incluem o emprego
como lubrificante de maquinas processadoras de alimentos, na fabricacdo de
dinamite, no processamento de tabaco e como lubrificante na indastria téxtil
(MORRISON, 1994; BRISSON et al.,, 2001; NAE, 2005). Um mercado importante
gue esta se desenvolvendo com a maior oferta de glicerol € a aplicacédo deste para a
sintese de moléculas de alto valor agregado por fermentacédo, como o propanodiol,
empregado na fabricacdo de plasticos (WANG et al., 2001; MU et al., 2006;

YAZDANI; GONZALEZ, 2007; PAPANIKOLAOU et al., 2008; REHMAN et al., 2008).

Sintese de Resinas e
Esteres
11% 18%

Outros

Aplicacdes
Farmacéuticas

Uso Alimenticio

24% 7%

40%
Uso em Cosméticos

Figura 2.1 - Aplicagfes do Glicerol na Industria (NAE, 2005).
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2.2.2 Obtencéo e uso em bioprocessos

A producdo de glicerol por fermentacdo predominou até que a sintese
quimica, a partir do propileno, foi estabelecida em 1950. Entretanto, em 2005, 90 %
da producéo global do glicerol foi proveniente de glicerideos naturais, obtido como
subproduto da reacdo de saponificacdo de Oleos e gorduras, da reacdo de
transesterificacdo para producdo de biodiesel (Figura 2.2) e da reacdo para

producdo de &cidos graxos (TAHERZADEH; ADLER; LIDEN, 2002; NAE, 2005;

APPLEBY, 2006).

o]
)k R1” To-R
\ o HO

R1 o)
/ catalisador
— + 3 ROH - HO
R2 W/o > R2 AO-R + \/K/OH

(o]

< X
R3

R3

(e}

Triglicerideos (6leo vegetal ou gordura animal) biodiesel glicerol

Figura 2.2 - Reacdo de transesterificacdo para a producdo de
biodiesel, gerando glicerol como subproduto.

A Figura 2.3 apresenta o fluxograma do processo de producao de biodiesel.
Apés a reacdo de transesterificagdo, obtém-se uma massa constituida por duas
fases, que sdo separaveis por decantagdo ou centrifugacdo. A fase mais densa €
composta por glicerina bruta, impregnada dos excessos utilizados de alcool, de
agua, e de impurezas inerentes a matéria-prima, e geralmente contém 50% de
glicerol (KNOTHE; GERPEN, 2006; NAE, 2005). A fase menos densa € constituida

de uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos, conforme a natureza do alcool
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originalmente empregado, também impregnado de excessos reacionais de alcool e

de impurezas.

Matéria-Prima

l

Catalisador Metanol ou
(NaOH ou KOH) Preparacdo da Etanol
> Matéria-Prima
Oleoou
Gordura N\
Reacao
Transesterificagdo
A
Separagéao w i
Fase mais de Fases Fase menos
densa densa
Desidratacao 1 g
do Alcool i
Y Y
'Recuperacdo do ) /T\ ( 'Recuperacéo do
Alcool da Glicerina > < Alcool dos Esteres
/
Glicerina Alcool
Bruta Recuperado
Destilacéo da Purificacdo dos
Glicerina Esteres
Residuo Glicerina Biodiesel

Glicérico Destilada

Figura 2.3 - Fluxograma do processo de producdo de biodiesel, gerando
glicerina como subproduto (KNOTHE; GERPEN, 2006).
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ApOs a separacdo obtém-se a glicerina bruta, a partir da fase mais densa, que
€ submetida a um processo de evaporacao para a recuperacao do alcool. A glicerina
€ entdo destilada, podendo ser submetida a um tratamento adicional em colunas de
troca idnica, alcancando uma pureza de cerca de 99%. A purificacdo dos ésteres
ocorre pelo processo de centrifugacdo e desumidificacdo, obtendo-se o biodiesel
(MA; HANNA, 1999; KNOTHE; GERPEN, 2006).

Um outro processo para o refino consiste na acidificacdo da glicerina, para
que ocorra quebra dos sais de acidos graxos (sabdes) em acidos graxos livres e
sais. Como os acidos graxos livres ndo sao soluveis na fase do glicerol, flotam a
superficie da mistura e podem ser removidos. Apos acidificacdo e remocdo do
metanol por evaporacao, o glicerol apresenta uma pureza de aproximadamente 85%
(KNOTHE; GERPEN, 2006).

Se for levado em conta que o Brasil, ao longo de 2008, produziu cerca de
1,16 bilhdes de litros de biodiesel para atender o mercado interno, a oferta de
glicerol chegou a 146 mil toneladas. De acordo com um levantamento da Associacao
Brasileira da Industria Quimica (Abiquim), a capacidade de producéo das industrias
guimicas é de 35,8 mil toneladas de glicerol ao ano, para um consumo anual de 13,5
mil toneladas (OS MERCADOS DA GLICERINA, 2009). Se o glicerol do
processamento do biodiesel ndo for direcionado a mercados especificos, podera
causar efeitos ainda mais drasticos nos precos e levar industrias quimicas a
abandonar a producdo de glicerol. Quando for obrigatéria a adicdo de 5% de
biodiesel ao diesel comum, a quantidade de glicerol atingira pelo menos 200 mil
toneladas/ano (AVILA FILHO, 2008; BATISTA, 2008). Nao ha legislacéo especifica
no Brasil para o descarte da glicerina, somente para efluentes industriais em geral.

As duas formas de descarte possiveis sdo 0 despejo nos rios e a queima, mas, de
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modo geral, essas duas formas de descarte geram problemas ambientais, uma vez
que o residuo apresenta alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e a sua
gueima libera compostos cancerigenos como a cloreina (BATISTA, 2008). Segundo
Thompson e He (2006), a composicdo da glicerina varia em fungcéo da matéria-prima
e do processo utilizado na fabricacdo de biodiesel. A Tabela 2.3 apresenta a
composicao da glicerina bruta proveniente da fabricacdo do biodiesel com diferentes
matérias-primas. Algumas empresas vendem a glicerina no mercado interno a
precos que variam de 0,10 a 0,5 R$/kg. Outras industrias a queimam para produzir
energia e, em locais com alta concentracdo de usinas de biodiesel, algumas
empresas estocam o material, sem dar um destino especifico ao mesmo (BATISTA,
2008, OS MERCADOS DA GLICERINA, 2009). Torna-se, entdo, necessario
converter o glicerol em produtos de alto valor econdmico para que o biodiesel se
torne competitivo no mercado de biocombustiveis e também para que ndo haja
impactos ambientais negativos pelo seu acumulo (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).
Vérias estratégias baseadas em transformacgdes quimicas e biologicas tém sido
propostas para converter o glicerol em produtos de valor econémico. Na Tabela 2.2
encontram-se alguns trabalhos que foram realizados utilizando glicerol como
substrato, por via quimica ou biotecnolégica. O glicerol oriundo da fabricacdo do
biodiesel apresenta-se como um substrato promissor para aplicagdo em processos
biotecnolégicos, destacando-se a producdo de 1,3-propanodiol (PAPANIKOLAOU;
AGGELIS, 2003; MU et al., 2006; PAPANIKOLAOU et al., 2008; REHMAN et al.,
2008), acido citrico (PAPANIKOLAOU et al., 2002; PAPANIKOLAOU et al., 2008),
etanol e hidrogénio (ITO et al., 2005).

Entre os problemas em se utilizar a glicerina em fermentacdes estd a alta

concentragdo de sais como cloretos, fosfatos ou sulfatos de sodio ou potassio, 0s
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quais permanecem na fase do glicerol apés a sua acidificacdo (REHMAN et al.,

2008; ITO et al., 2005).

Tabela 2.2 - Produtos obtidos a partir do glicerol por via quimica e biotecnholdgica.

Produto

Referéncias

1,3-propanodiol

Himmi; Bories e Barbirato (1999)*;

Papanikolaou e Aggelis (2003)*; Xiu et al. (2007)*;
Wang et al. (2001)*; Mu et al. (2006)*; Xiu et al. (2008)*;
Papanikolaou et al. (2008)*; Rehman et al. (2008)*

Hidrogénio

Ito et al. (2005)*; Wood (2002)*; Hirai et al. (2005)**;
Huber; Shabaker e Dumesic (2003)*

Acido Succinico

Lee et al. (2001)*

1,2-propanodiol

Dasari et al. (2005)**; Perosa eTundo (2005)**

Dihidroxicetona

Kimura (2001)**; Bauer et al. (2005)*

Poliésteres

Stumbe e Bruchmann (2004)**; Pramanick e Ray (1988)*

Acido citrico

Papanikolaou et al. (2002)*; Imandi et al. (2007)*
Papanikolaou et al. (2008)*

Acido docosahexaendico

Chi et al. (2007)*

Polihidroxialcanoatos

Koller et al. (2005)*

* via biotecnoldgica
** via quimica

Rehman et al. (2008) avaliaram a influéncia do tratamento do residuo de

glicerol obtido da fabricacdo de biodiesel de éleo de girassol sobre a producéo de

1,3-propanodiol por Clostridium butyricum. Impurezas como metanol e acidos graxos

livres inibiram drasticamente o crescimento da bactéria. Acidificagdo com &cido

fosférico seguida de decantacdo foi utilizada para remocdo do sabdo e parte dos
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acidos graxos. Com o tratamento, os resultados obtidos foram proximos aos obtidos

com glicerol puro.

Tabela 2.3 - Composicdo da glicerina proveniente da producdo de biodiesel obtido a partir
de diferentes matérias-primas (THOMPSON; HE, 2006).

Oleos utilizados na fabrica¢&o do biodiesel

Composigéo Mostarda Mostarda Canola Soja Crambe Oleo de
(Ida Gold) (Pac Gold) fritura

ppm
Ca 11,7 23,0 19,7 11,0 163,3 nd
K Nd Nd Nd nd 216,7 nd
Mg 3,9 6,6 54 6,8 126,7 0,4
P 25,3 48,0 58,7 53,0 136,7 12
S 21,0 16,0 14,0 nd 128,0 19
Na 1,17 1,23 1,07 1,2 1,10 1,4
Gorduras (%) 2,03 1,11 13,91 7,98 13,1 7,98
Proteinas (%) 0,14 0,18 0,06 0,05 0,44 0,23
Fontes de
Carbono (%) 82,8 83,8 75,2 76,2 78,6 26,9
Calorias kJ/kg 14,6 14,5 17,5 15,8 16,3 27,2
Cinzas (%) 2,80 1,90 0,65 2,73 0,25 55

nd: ndo detectado

Ito et al. (2005) utilizaram Enterobacter aerogenes para a producdo de
hidrogénio e etanol a partir de glicerol derivado da produgédo de biodiesel, e
obtiveram rendimentos inferiores quando comparados ao meio sintético. Segundo os
autores, a alta concentragdo de sais, como cloreto de sédio, presente no residuo de
glicerol, formados devido a adicdo de acido para a neutralizacdo do catalisador

alcalino, inibiu o crescimento da bactéria, prejudicando a fermentacéao.
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Segundo Furusawa e Koyama (2004), os acidos graxos saturados, presentes
em maior quantidade na glicerina derivada da producédo de biodiesel com gordura
animal, geralmente nao interferem no crescimento de bactérias; entretanto, acidos
graxos insaturados (particularmente acido oléico e linoléico) exercem profunda
influéncia no desenvolvimento de bactérias. Decréscimo na viabilidade e mudancas
morfolégicas, como perda de forma e danos na membrana celular, foram
observados em células expostas a acidos graxos insaturados (KNAPP; MELLY,
1986; HAZELL; GRAHAM, 1990). A presenca de nutrientes adicionais como fontes
de carbono, nitrogénio, célcio, magnésio, fosforo e sodio no residuo de glicerol

exercem efeito positivo no crescimento de microrganismos (CELIK et al., 2008).

2.2.3 Assimilacédo e metabolismo por microrganismos

O crescimento de microrganismos utilizando compostos com baixo niumero de
carbonos, como L-malato, acetato ou glicerol, requer a capacidade de sintetizar
hexoses necessarias para a producdo de mucopeptideos da parede celular,
glicogénio armazenado e outros compostos derivados de hexoses (MOAT; FOSTER,;
SPECTOR, 2002). Oxigénio, dioxido de carbono, aménia e agua difundem pela
membrana para o interior da célula sem nenhum obstaculo. O glicerol € a Unica fonte
de carbono que é transportada por difusdo facilitada em células procarioticas
(DILLIS et al., 1980; MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002). Embora possa haver
entrada de glicerol na célula por difusédo simples, quando este estd em baixas
concentracdes as células ndo séo capazes de captura-lo em quantidades suficientes
para o crescimento utilizando apenas o mecanismo de transporte passivo (DILLIS et
al., 1980). Evidéncias de uma proteina facilitadora do transporte foram descritas por

Sanno; Wilson e Lin (1968), que observaram os efeitos osmaéticos do glicerol no
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crescimento de células de E. coli. A adicdo de uma solucgdo hiperténica de glicerol as
células crescidas em glicose resultou em plasmdlise, e, depois, lentamente as
células recuperaram sua forma normal. No entanto, as ceélulas que cresceram
previamente em glicerol recuperaram sua forma rapidamente, 0 que sugeriu a
presenca de um transportador glicerol-especifico induzido pelo crescimento em
glicerol. A proteina transportadora de glicerol do tipo poro-canal (Figura 2.4) atua por
sensibilidade mecanica sem gasto energético na presenca de glicerol, e foi
identificada em células de E. coli, espécies de Pseudomonas (TSAY; BROWN;
GAUDY, 1971), Klebsiella (SANNO; WILSON; LIN, 1968), Shigella (RICHEY; LIN,
1972) e Bacillus (SAHEB, 1972). Este facilitador permite a assimilacdo, além de
glicerol, de pequenas moléculas de polihidroxi-alcoois, uréia e glicina, mas exclui
moléculas carregadas como gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato

(MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002).
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Figura 2.4 - Sistemas de transporte de moléculas em células de bactérias
(adaptado de: MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002).
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Em células eucarioticas, quando o glicerol chega ao citoplasma € fosforilado
pela enzima glicerol quinase a glicerol-3-fosfato, que é oxidado a dihidroxiacetona
fosfato pela enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase (Figura 2.5) (YAZDANI;
GONZALEZ, 2007; PAPANIKOLAQU et al., 2008). A expressao dessas enzimas €&
reprimida durante o crescimento celular em substratos fermentesciveis como glicose
(GRAUS LUND; RONNOW, 2000). Em bactérias, o glicerol €& oxidado a
dihidroxicetona pela enzima glicerol desidrogenase. A dihidroxicetona é fosforilada a
dihidroxicetona-fosfato pela enzima dihidroxicetona quinase (YAZDANI; GONZALEZ,
2007; PAPANIKOLAOU et al., 2008).

ApoOs a formacgéao de dihidroxicetona fosfato, varias vias sdo possiveis para
metabolisar este composto, dependendo das necessidades nutricionais e fisioldgicas
da célula. Os intermediarios gerados no Ciclo de Krebs permitem a posterior
formacdo de aminoacidos, essenciais para a formacgao de proteinas por mecanismo
de traducéo. Para a metabolizagdo do glicerol e para o Ciclo de Krebs permanecer
ativo, ha necessidade de O, para a reoxidacdo eficiente das coenzimas NADH

(LEHNINGER, 1977).

2.3 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis é uma bactéria do solo, gram-positiva, em forma de
bastonete, formadora de esporos, anaerdbica facultativa, que se destaca pela
capacidade de sintetizar um cristal protéico, adjacente ao esporo, responsavel pela
acao toxica contra insetos susceptiveis (STAHLY; ANDREWS; YOUSTEN, 1990).
Esta bactéria foi descrita pela primeira vez em 1911 por Berliner, quando este
pesquisador o isolou da lagarta Anagasta kuehniella, e a nomeou em homenagem a

provincia de Thuringia (Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi encontrado

(POLANCZYC, 2004).
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Figura 2.5 - Via metabdlica de assimilacao de glicerol por leveduras e bactérias (Adaptado
de: LEHNINGER, 1977; YAZDANI; GONZALEZ, 2007; PAPANIKOLAOU et
al., 2008).
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Embora esta seja a primeira descricao utilizando o nome Bacillus
thuringiensis, nao foi o primeiro isolamento deste microrganismo. Em 1901, o
pesquisador S. Ischiwata isolou a bactéria que descobriu ser a causadora de
epidemias em lagartas de Bombyx mori (bicho da seda). Esta foi denominada
B. sotto Ischiwata, mas este nome néo foi mantido, sendo substituido mais tarde por
Bacillus thuringiensis (GLARE; O'CALLAGHAN, 1998).

A atividade larvicida de Bacillus thuringiensis € atribuida aos cristais
paraesporais que produz, e, devido a estrutura cristalina destes, eles sdo chamados
de proteinas cristalinas (Cry) ou d-endotoxinas. Os genes que codificam as proteinas
sdo denominados genes cry, e sao expressos durante a fase estacionaria de
crescimento (CRICHMORE et al.,, 1998; ARONSON; SHAI, 2001). Sob certas
restricbes, como auséncia de nutrientes ou acumulo de metabolitos indesejaveis,
Bacillus thuringiensis entra em processo de esporulacdo durante a fase estacionaria
(PRAMATHA, 2000). O ciclo completo do crescimento desta bactéria comeca com a
germinacdo do esporo e, na fase vegetativa, a bactéria propaga-se por fissao
binaria. Ao final da fase de divisdo celular, inicia-se novo ciclo de esporulacao,
durante o qual sdo produzidas as proteinas que compdem o0s cristais protéicos
(XIAOYAN et al., 2005). A capacidade de formacao destas inclusdes citoplasmaticas
confere a esta espécie uma caracteristica entomopatogénica que a diferencia de
todas as demais espécies de Bacillus (ANDREWS; KANDA; BULLA, 1982; BULLA et
al., 1985), tendo sido constatada sua acgdo toxica sobre diversas espécies de
insetos, incluindo pragas agricolas (LACEY; KAYA; VAIL, 2001).

Esta bactéria pode se multiplicar em ambientes favoraveis como solos ricos
em nutrientes, folhas de plantas e insetos-alvo. De acordo com Aronson e Shai

(2001), existe a hipdtese de que Bacillus thuringiensis possa ter algum tipo de
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relacdo simbiotica, talvez com plantas, que explique a producdo de toxinas tao
eficientes e especificas. Segundo estes autores, a relacdo de simbiose consistiria no
fornecimento de alimentos para a bactéria, pelas plantas, e, em troca,
B. thuringiensis produziria a toxina protéica para a protecdo das plantas contra o
ataque de lagartas. No entanto, o fato de a bactéria ser encontrada no solo,
independente da presenca de insetos, suporta a hipdtese de ele ser um
microrganismo com atividade inseticida acidental (MARTINS e TRAVERS, 1989).

Grande quantidade de calcio € acumulada durante a esporulacdo em
bactérias do género Bacillus (CROSBY; GREENE; SLEPECKY, 1971). Geralmente,
0 calcio encontra-se associado ao acido dipicolinico (Figura 2.6) formando um
complexo que pode representar 20% da massa seca do esporo. Croshy, Greene e
Slepecky (1971) sugerem que o calcio € levado ao interior das células por um
sistema de transporte localizado na membrana.

A bactéria metabolisa glicose pela via Embden-Meyerhof-Parnas, produzindo
principalmente piruvato e acetato (LUTHY; CORIER; FISCHER, 1982; NICKERSON;
JULIAN; BULLA, 1974). Acetato é formado durante o crescimento vegetativo, sendo
utilizado para a producgdo de energia necessaria a esporulacdo, no ciclo dos &cidos
tricarboxilicos (BENOIT; WILSON; BAUGH, 1990; LIU; BAJPAI; BIHARI, 1994).

A faixa de temperatura para crescimento de diversas linhagens de Bacillus
thuringiensis encontra-se, segundo Bernhard e Utz (1993), entre 15 e 30 °C, sendo
consideradas ideais para o cultivo, temperaturas entre 26 e 30 °C. Gonzales e
Carton (1984) observaram que em fermentacdo a temperatura de 43 C, com
Bacillus thuringiensis var. israelensis, € verificada a perda de plasmideos que

carregam a informacado que codifica a sintese do cristal toxico. Com relacéo ao pH, a
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faixa entre 6,5 e 7,5 € considerada ideal para o crescimento, mas a bactéria pode

crescer em valores entre 5,5 e 8,5 (BERNHARD; UTZ, 1993).
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Figura 2.6 - Processo de esporulacdo de bactérias do género Bacillus
(BROCK et al., 1994).

2.4 Uso de Bacillus thuringiensis como agente de controle biologico de insetos

2.4.1 Atividade entomopatogénica de  Bacillus thuringiensis

O cristal protéico depositado nas células de Bacillus thuringiensis var.
israelensis durante a esporulacdo é composto por quatro principais endotoxinas
denominadas Cry4A (125 kDa), Cry4B (134 kDa), CryllA (67 kDa) e CytlA (27
kDa). Essas proteinas sdo denominadas coletivamente d-endotoxinas ou proteinas
inseticidas e constituem o0 mais importante componente inseticida desse
microrganismo (CRICHMORE et al., 1998). Nenhuma das fracdes exerce,
individualmente, um efeito toxico correspondente aquele demonstrado pelo seu

conjunto. O poder letal das &d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis é resultado da
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acao sinérgica entre as quatro toxinas, cuja sintese € fortemente regulada por
fatores ambientais como o pH, a temperatura e a composicdo do meio de cultivo
(HOFTE; WHITELY, 1989; CRICKMORE et al., 1998).

A acao toxica destas proteinas € especifica contra larvas de certos insetos e
nao exercem qualquer atividade sobre plantas, seres humanos e outros animais
(HOFTE; WHITELEY, 1989; MILNER, 1994, ARONSON; SHAI, 2001). O cristal
protéico é, na verdade, uma pro-toxina, que necessita ser ativada para exercer efeito
toxico no intestino da larva do inseto (AVIGNONE-ROSSA; MIGNONE, 1993). Para
esta ativacdo, € necessario que o cristal seja primeiramente ingerido pela larva. O
pH alcalino do seu trato intestinal, assim como a atuacdo de proteases, permitira a
solubilizacdo do cristal e a consequente liberacdo das toxinas na sua forma ativa
(GLAZER; NIKAIDO, 1995).

As proteinas que constituem o cristal sdo constituidas de duas partes
distintas: uma porcdo amino-terminal, normalmente variavel e associada a
toxicidade, e uma porcdo carboxi-terminal associada geralmente a formacgédo do
cristal (COOPER, 1994; SCHNEPF et al.,, 1998). Cada variedade de Bacillus
thuringiensis produz um tipo de toxina que é ativo contra um limitado grupo de
insetos e esta especificidade deve-se, principalmente, a sua estrutura quimica
formada por diferentes polipeptideos (HOFTE; WHITELEY, 1989). Ressalta-se que a
especificidade das proteinas € o resultado da eficiéncia de varias etapas envolvidas
na producdo das toxinas ativas e suas subsequentes intera¢cdes com as células do
epitélio do trato digestivo dos insetos alvos (KOZIEL et al., 1993).

Em 1989, Hofte e Whiteley propuseram uma nomenclatura sistematica para
classificacdo das toxinas de B. thuringiensis em cinco grupos principais, de acordo

com o espectro de atividade inseticida e homologia das sequéncias de aminoacidos
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(Cry I, Cry Il, Cry lll, Cry IV e Cyt). A primeira classe, denominadas endotoxinas
Cryl, representavam as proteinas ativas contra os insetos da ordem Lepidoptera.
Proteinas Cryll sdo ativas contra Lepidoptera e Diptera, Crylll sdo toxicas para
Coleoptera e CrylV para Diptera. Toxinas Cyt por ndo apresentarem homologia com
as das demais classes ou atividade especifica, foram reconhecidas como
pertencentes a uma classe prépria. Tailor et al. (1992) identificaram uma proteina
com atividade inseticida contra Ostrinia nubilablis (ordem Lepidoptera) e
Leptinotarsa decemlineata (ordem Coleoptera), sugerindo que proteinas ativas
contra essas duas ordens fossem colocadas em uma nova classe, a das proteinas
CryV. No entanto, com o0 avango na compreensao da biologia molecular de Bacillus
thuringiensis, novos genes cry foram sequenciados e catalogados, originando
diversas excecdes dentro da classificacdo proposta pelos autores. Por essa razéo,
Crickmore et al. (1998) propuseram uma nova classificacdo, baseada somente na
sequéncia de amino&cidos codificada pelos genes, ndo levando em consideragédo o
perfil de toxicidade. O novo sistema de classificacdo € composto pelo nhome da
toxina (Cry ou Cyt) seguido de elementos encadeados hierarquicamente, como
nameros, letras mailsculas e mindsculas (ex: CryllAa), dependendo de sua
localizacdo na éarvore filogenética. Como resultado desta classificacdo, atualmente
as proteinas Cry sao classificadas em 51 grupos e diferentes subgrupos (GLARE;
O'CALLAGHAM, 1998; ARONSON; SHAI, 2001). A atualizacao desta classificacao e
de descobertas de novas toxinas podem ser acompanhadas via internet no endereco

eletronico http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/toxins2.html

A acdo da toxina acontece quando um inseto suscetivel ingere cristais de
Bacillus thuringiensis, os quais, ap0s a solubilizacdo, resultam peptideos que

formam poros na membrana do epitélio intestinal e desestabilizam os gradientes
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osmotico e ibnico. A maioria das pro-toxinas conhecidas precisa ser clivada por
proteases intestinais para tornarem-se fragmentos ativos. Uma vez ativos, estes
fragmentos ligam-se a receptores especificos do epitélio do intestino médio da larva
do inseto. Como consequéncia, ocorre a deformacdo das células epiteliais e a
desintegracdo da membrana microvilar, o que acarreta danos irreversiveis no
intestino, culminando com a morte da larva poucas horas apds a ingestdo da toxina
(KNOWLES, 1994; GLARE; O'CALLAGHAM, 1998; ARONSON; SHAI, 2001).

Uma vez que o funcionamento do intestino médio é interrompido, ocorre uma
reducdo do pH do fluido intestinal, conjuntamente com uma liberacdo de nutrientes,
0 que cria condicdes para a germinacao de esporos de B. thuringiensis e para a
multiplicacdo de suas células vegetativas. A bactéria invade os tecidos larvais, e
entdo a larva interrompe sua alimentacéo e morre. Devido ao processo infeccioso, o
inseto se torna mais suscetivel a invasGes microbianas secundarias que podem
acelerar a sua morte. O ciclo infeccioso é concluido quando o cadaver é consumido
e Bacillus thuringiensis garante a sua perpetuacdo no ambiente na forma de esporo
(LAMBERT,; PEFEROEN, 1992; ARONSON; SHAI, 2001). Segundo Chilcott et al.
(1990) a larva do mosquito exposta as toxinas de B. thuringiensis var. israelensis,
cessa a alimentacdo apos 1 hora da ingestdo da toxina, demonstra perda de

atividade apds duas horas, e paralisia completa apds seis horas.

2.4.2 Bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis

Em muitos paises em desenvolvimento as doencas causadas por insetos
vetores ainda sdo um sério problema de saude publica (TAUIL, 2002). No mundo
todo, a cada ano, cerca de um bilhdo de pessoas sdo acometidas por doencas

graves causadas por organismos patogénicos veiculados por insetos vetores
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(POOPHATHI et al.,, 2002). A dengue é um desses problemas, e a Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) estima que entre 50 a 100 milhées de pessoas se infectem
anualmente, em mais de 100 paises de todos os continentes, exceto a Europa. No
Brasil, as condi¢des socio-ambientais favorecem o desenvolvimento de Aedes
aegypti, vetor da doencga, e a utilizacdo dos métodos tradicionalmente empregados
no seu combate n&o tém sido suficientes (Ministério da Saude, 2007). Os inseticidas
quimicos ainda sdo os mais utilizados nos paises em desenvolvimento, mesmo com
as diversas desvantagens advindas de seu emprego, que incluem a toxicidade aos
animais (KARALLIEDDE, 1999; BROWN et al., 2000), a resisténcia fisiologica dos
vetores (BROOKE; HUNT; COETZEE, 2000) e os impactos ambientais negativos
causados, como a contaminacdo de alimentos e o efeito prejudicial sobre insetos
que possuem um papel benéfico para o homem (BROWN et al., 2000).

Os inseticidas baseados em entomopatdégenos sao quase sempre especificos
e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade aos vertebrados e insetos benéficos
(BROOKE; HUNT; COETZEE, 2000). Desta forma, verifica-se um grande interesse
em investimentos com pesquisa cientifica, nos dltimos anos, para o desenvolvimento
e 0 emprego de agentes bioldgicos como alternativa para o controle de vetores
(POLANCZYK, 2003).

A formulacdo de inseticidas com linhagens de B. thuringiensis apresenta
diversas vantagens sobre 0s inseticidas quimicos, principalmente pelo fato de que o
cristal protéico é constituido pelo conjunto de endotoxinas, o que dificulta o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos insetos. Outra importante vantagem é
gue estes produtos agem especificamente sobre o inseto-alvo, ndo havendo risco de
intoxicagdo de insetos benéficos, plantas e animais vertebrados, incluindo humanos

(CAPALBO; MORAES, 1987). Outras vantagens incluem a possibilidade de serem
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mantidos na forma de po ou emulsdo e a facilidade de serem utilizados em
equipamentos projetados para aplicacdo de inseticidas quimicos (CAPALBO;
MORAES, 1987).

Os custos para o desenvolvimento e registro de inseticidas baseados em
toxinas de Bacillus thuringiensis sdo menores, quando comparados com o0s
inseticidas quimicos convencionais. Bacillus thuringiensis var. israelensis, por
exemplo, tem um custo de desenvolvimento estimado em 1/40 do que € gasto para
formular um novo inseticida quimico sintético (SCHNEPF et al., 1998).

A descoberta de bactérias como B. thuringiensis representou uma nova
alternativa de controle de insetos prejudiciais. Na década de 1930, surgiram na
Europa as primeiras tentativas de utilizacdo de Bacillus thuringiensis como
bioinseticida, primordialmente para controle de pragas agricolas da ordem
Lepidoptera (van FRANKENHUYZEN, 1993). Entre os anos 50 e 80, varios trabalhos
foram publicados sobre a biologia basica da bactéria (BULLA, 1980) e sobre o
isolamento de novas variedades e sua aplicagdo (DULMAGE, 1970). Estes trabalhos
estimularam o interesse no estudo de Bacillus thuringiensis como agente
entomopatogénico (MILNER, 1994) e, nos dultimos anos, alguns grupos tém
publicado trabalhos a respeito dos processos fermentativos para a producdo de
bioinseticidas com Bacillus thuringiensis (ABDELL-HAMEED, 2001; ANDERSON;
JAYARAMAN, 2003; OZKAN et al., 2003; ICGEN; ICGEN; OZCEENGIZ, 2002;
GHRIBI et al., 2007; BERBERT-MOLINA et al., 2008). Em 2004, segundo Petry et al.
(2004), inseticidas a base de Bacillus thuringiensis foram responsaveis por cerca de
90% do mercado mundial de formula¢gdes de bioinseticidas comerciais.

Bacillus thuringiensis var. israelensis vem sendo usado desde 1980 para o

controle de mosquitos vetores de doencas (MALDONADO-BLANCO; SOLIS-
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ROMERO; GALAN-WONG, 2003). Os inseticidas produzidos com esta variedade
sdo considerados extremamente especificos e seguros, pois afetam somente um
limitado grupo de insetos e ndo séo toxicos para insetos benéficos para o homem,
passaros, peixes, outros mamiferos e plantas, o que |hes confere uma vantagem
significativa sobre os inseticidas quimicos (COUCH; ROSS, 1980; POLANCZYK,
2003). As proteinas produzidas pela bactéria distinguem-se de todas as toxinas das
demais variedades ja isoladas, apresentando os melhores resultados no combate as
larvas de dipteros de importancia sanitaria, especialmente culicideos dos géneros
Aedes, Culex e Anopheles, insetos vetores de doencas como a dengue, a
elefantiase, e a malaria, respectivamente, e simulideos do género Simulium,
transmissores de virus, protozoarios e filarias (GILL; COWLES; PIENTRANTONIO,
1992; RUAS NETO; OLIVEIRA, 1985; ARONSON; SHAI, 2001). A partir de 1980,
gracas aos esforcos da Organizacdo Mundial da Saude, conjugados a outros
organismos internacionais e numerosos laboratérios de pesquisa, foram
desenvolvidos programas internacionais para a utilizacdo de Bacillus thuringiensis
sorotipo israelensis contra os insetos veiculadores de organismos nocivos (PETRY
et al., 2004).

Kroeger et al. (1995) publicaram um estudo sobre a eficacia do Bacillus
thuringiensis israelensis contra o0 mosquito vetor da malaria, aplicando-o em
criadouros do mosquito Anopheles, semanalmente, por cerca de 7 semanas, em
regibes na costa do Peru e Equador e na area Amazénica do Peru. A densidade do
inseto adulto foi reduzida em 50-70% na regido, indicando o potencial de Bacillus

thuringiensis var. israelensis como um agente de controle de malaria.
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2.4.3 FormulagcBes de meio para o cultivo de  Bacillus thuringiensis

Segundo Moraes; Capalbo e Arruda (2001), a poténcia do caldo final
fermentado depende muito da qualidade e controle do processo de producgao. Para
Bacillus thuringiensis a forma mais usual para o processo fermentativo € o processo
submerso, no qual um meio nutritivo liquido € utilizado para suspender e propagar a
biomassa bacteriana. Os meios devem conter em sua composi¢cdao uma fonte de
carbono, uma fonte de nitrogénio e sais minerais, em concentracdes adequadas a
obtencdo de elevadas concentragOes celulares, altas taxas de esporulacdo e de
sintese de d-endotoxinas (BERNHARD; UTZ, 1993).

Berbert-Molina et al. (2008) dividiram o ciclo celular de Bacillus thuringiensis
israelensis em quatro fases: vegetativa, de transicdo para a esporulacao,
esporulacdo e maturacdo dos esporos e lise celular. Os autores verificaram
diferencas na morfologia e em aspectos fisioldgicos da bactéria nas diferentes fases,
quando diferentes condi¢des de cultivo foram empregadas no processo.

Segundo Prabakaran e Balaraman (2006) a producdo de bioinseticida por
Bacillus thuringiensis var. israelensis em larga escala ainda € um processo caro
devido ao alto custo do meio de fermentacdo. Os autores avaliaram diferentes
matérias-primas para o meio de fermentacéo e a farinha de soja foi considerada a
mais econdmica para a fermentacdo em larga escala. Varias matérias-primas de
baixo custo tém sido avaliadas como fontes alternativas de nutrientes para o
processo fermentativo com Bacillus thuringiensis, dentre as quais sao citados farinha
de soja (ABDELL-HAMEED; CARLBERG; EL-TAYEB, 1990; VIDYARTHI et al., 2002
PRABAKARAN; BALARAMAN, 2006), agua de maceracdo de milho (LIU; BAJPAI,
1995; MALDONADO-BLANCO; SOLIS-ROMERO; GALAN-WONG, 2003), levedura

de cervejaria (SAKSINCHAI; SUPHANTHARIKA; VERDUYN, 2001), soro de queijo
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(ABDELL-HAMEED; CARLBERG; EL-TAYEB, 1990), extrato de batata (POOPATHI
et al., 2002) e melago de cana-de-acucar (ABDELL-HAMEED; CARLBERG; EL-
TAYEB, 1990; MALDONADO-BLANCO; SOLIS-ROMERO; GALAN-WONG, 2003).

Para a fermentagdo com Bacillus thuringiensis, devem-se adotar cuidados
quando se utilizam carboidratos em altas concentracdes, uma vez que a bactéria
produz os acidos acético e piravico que podem diminuir o pH para valores abaixo de
5,5-5,7, faixa na qual a maioria das espécies de Bacillus thuringiensis ndo cresce,
interrompendo a fermentacdo (DULMAGE, 1970). Ozkan et al. (2003) avaliaram a
influéncia de diferentes fontes de carbono sobre o crescimento, taxa de esporulacao
e producdo das endotoxinas Cry4Ba e CryllAa por Bacillus thuringiensis var.
israelensis. De acordo com os autores, glicose, amido e melagco exerceram efeito
repressivo ou inibitério sobre a producdo das toxinas. Dextrina, soro de queijo,
maltose, lactose, inulina, glicerol e sacarose influenciaram de maneira positiva a
sintese das toxinas.

Arcas; Yantorno e Ertola (1987) relatam em seu trabalho que, em muitos
casos, elevadas concentragcbes de nutrientes sdo necessdrias para a obtencdo de
altas concentracdes de esporos e do cristal protéico. Segundo os autores, a
concentracéo desses nutrientes deve estar em torno de 15%. As fontes de nitrogénio
mais utilizadas em meios para a fermentacdo com Bacillus thuringiensis sédo o
extrato de levedura (SIKDAR; MAJUMBAR; MAJUMDAR, 1991; ANDERSON;
JAYARAMAN, 2003, GHRIBI et al., 2007) e a peptona (ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ,
2002; PRABAKARAN; HOTI, 2008a; PRABAKARAN; HOTI, 2008b). Alguns autores
relatam em seus trabalhos que, além de uma fonte de nitrogénio organico, a
presenca de uma fonte de nitrogénio inorganico é essencial para o desenvolvimento

deste processo fermentativo (SAKSINCHAI;, SUPHANTHARIK; VERDUYN, 2001,
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ANDERSON; JAYRAMAN, 2003; GHRIBI et al., 2007). O sal sulfato de aménio é
utilizado na composicao da maioria dos meios de cultivo para Bacillus thuringiensis
var israelensis (SIKDAR; MAJUMBAR; MAJUMDAR, 1991; MIGNONE; AVIGNONE-
ROSSA, 1996; GHRIBI et al., 2007). Entretanto, Ozkan et al. (2003) obtiveram maior
rendimento na producdo das endotoxinas quando utilizaram o sal (NH4),HPO4 como
fonte de nitrogénio.

Sikdar; Majumbar e Majumdar (1991) destacam em seu trabalho que, para a
producdo de toxinas, a concentracao ideal dos sais K;HPO,4, MgSO,4 e CaCOg3 é de
1g/L, 0,3¢g/L e 1g/L, respectivamente. Segundo Ozkan et al. (2003) fosfato
inorganico em concentracdes de 50 a 100 mM de K,HPO, foram requeridos para a
sintese da proteina Cry4Ba.

Sdo também necessarios ions metalicos para o0 crescimento do
microrganismo tais como calcio, zinco, manganés e magnésio. O balanco adequado
dos sais minerais auxilia no equilibrio do pH do caldo de fermentacdo, e muitos ions
sdo cofatores de enzimas que catalisam as reacbes do processo de fermentagéo
(DULMAGE, 1970). Segundo Bernhard e Utz (1993), quando substratos complexos
séo utilizados para a sintese do cristal protéico é necessario um balanco cuidadoso
dos ions no meio. Yao et al. (2002) destacam a importancia da concentracdo de
Mn*? para o metabolismo e crescimento de Bacillus thuringiensis. Concentracées
deste ion entre 800-1600 pg/mL promovem o crescimento de Bacillus thuringiensis
sendo que concentragBes abaixo de 800 ug/mL inibem o crescimento da bactéria. A
influéncia de Cu*? também foi observada por Yao et al. (2003). Concentra¢ées entre
0 e 30 yg/mL promovem o crescimento de Bacillus thuringiensis, mas quando essa
concentracdo é elevada para valores entre 40 e 120 ug/mL o crescimento da

bactéria pode ser inibido e valores acima de 130 pug/mL prejudicam
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significativamente o crescimento. O Mn*? foi o elemento mais critico para a producao
das toxinas e ndo deve estar em concentra¢des inferiores a 10° M no meio. Os fons
Mg*? e Ca*? favoreceram a producéo quando estavam em concentracées de 8 mM e
0,55 mM, respectivamente, enquanto que Fe*? e Zn*? influenciaram negativamente a
biossintese.

Metais pesados como Hg, Cr, Cd e Co foram testados em meios de cultivo
para Bacillus thuringiensis var. thuringiensis por Hassen et al. (1998). Os autores
mostraram que o uso de Hg, Cr, Cd, em concentracbes de 0,2, 0,5 e 1 mM,
respectivamente, ndo afetou a biossintese de toxina pela bactéria, mas o uso de Co
a uma concentracdo de 0,1 mM levou a uma inibicdo significativa da sintese da

proteina toxica.
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3 OBJETIVOS

Geral
O objetivo geral deste trabalho € avaliar o glicerol proveniente da fabricacao
de biodiesel de sebo bovino como substrato para o cultivo de Bacillus thuringiensis

var. israelensis, visando a producéo de bioinseticida de baixo custo.

Especificos

> Estabelecer um tratamento adequado para o glicerol de forma a permitir o

crescimento da bactéria e a obtencao de toxicidade do meio fermentado;

» Definir a composicdo do meio de fermentacdo formulado com o glicerol,
avaliando-se as concentracfes de glicerol, de extrato de levedura, de sulfato de
amonio e de cloreto de calcio que proporcionem a maior atividade toxica do meio

fermentado;

» Verificar a existéncia de relacdo entre a esporulacdo da bactéria e a

sintese de toxinas em meio contendo glicerol;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo

A bactéria Bacillus thuringiensis var israelensis (sorotipo H-14) IPS 82, obtida
no Instituto Pasteur de Paris, foi utilizada em todos os experimentos. A cultura foi
mantida na forma esporulada sob refrigeragédo a4 C.

As culturas foram repicadas semestralmente, utilizando-se a técnica de
semeadura em superficie em meio Agar Nutriente sdélido, composto por: extrato de

carne (3,0 g/L), peptona de carne (5 g/L) e Agar-agar (18 g/L).

4.2 Meios de Cultivo
4.2.1 Substrato

No presente trabalho foi empregada a glicerina fornecida pelo Grupo Bertin -
Lins — SP, proveniente da producdo de biodiesel a partir de sebo bovino, com

hidroxido de potassio como catalisador.

4.2.2 Meio sintético

O meio denominado GLYS, cuja composicao esta apresentada na Tabela 4.1,
foi utilizado para o preparo de inoculo e para avaliar o desempenho da bactéria em
meio sintético (neste caso, com concentracao de 20 g/L de glicerol). Este meio foi
formulado de acordo com o meio GYS (ROGOFF; YOUSTEN, 1969) substituindo-se

glicose por glicerol.

4.3 Condic¢Oes de Cultivo
4.3.1 Preparo da cultura estoque de esporos
As culturas estoque foram obtidas por semeadura por estria simples em

superficie de Agar Nutriente em tubos inclinados, incubados a 30 °C por 72 h, tempo
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para garantir a total esporulacdo da cultura. Os tubos foram armazenados a 4 °C e

utilizados por, no maximo, seis meses.

Tabela 4.1 - Composicado do meio de cultivo GLYS.

Componente Concentragao no meio de Concentragao da
fermentacao (g/L) solucéao original (g/L)

Glicerol 10,0 -

Extrato de levedura 12,0 -

(NH4)>SO0. 3,0 333,0
CacCl,.2H,0 0,12 100,0
MgSO0.,.7H,0 1,5 90,0
MnSQO,4.H,0 0,09 10,0
KoHPO,4 1,5 150,0
KH2PO4 1,5 150,0

Para o preparo do meio GLYS foram utilizadas aliquotas de solugdes
concentradas dos sais, conforme apresentado na Tabela 4.1. O extrato de levedura
foi pesado e solubilizado em agua destilada, e todos os componentes, inclusive o
glicerol, foram esterilizados separadamente a 121 °C por 20 minutos. Apés a
composicdo do meio, o pH foi ajustado para 7,0 com adicdo de hidroxido de

potassio.

4.3.2 Preparo do inéculo

Uma aliquota de esporos da cultura estoque foi transferida para frasco
Erlenemeyer de 250 mL com 50 mL de meio GLYS. Os frascos foram colocados em
incubadora de movimento orbital (New Brunswick Sci.Co., modelo Innova 4000) a

30 °C sob agitacao de 180 rpm, por 20 h.
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4.3.3 Ensaios de fermentacao em frascos

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1.000 mL providos de
chicanas, contendo 200 mL de meio, cobertos com fina manta de algoddo e gaze
presa com elastico. Os frascos foram inoculados com o pellet resultante da
centrifugacéo de 10 mL do inéculo (5%, v/v), o qual foi ressuspenso no proprio meio
de fermentacdo. Os frascos foram colocados em incubadora/agitadora de
movimento orbital (New Brunswick Sci.Co., modelo Innova 4000) a 30 °C e 180 rpm..
O final da fermentacao correspondeu ao tempo de total dissociacdo dos grumos de
células e esporos formados durante a esporulacédo, comportamento caracteristico da
bactéria. Este fendmeno foi monitorado por observacfes peridédicas de laminas a

fresco de amostras do cultivo, em microscopio optico (Leitz).

4.4 Sequéncia Experimental
4.4.1 Tratamento da glicerina

A glicerina foi separada do biodiesel por decantagéo, ainda na inddstria, onde
nao recebeu nenhum tratamento posterior. O produto assim obtido foi tratado
conforme proposto por Rehman et al. (2008), com algumas modifica¢cées: procedeu-
se a uma primeira decantagdo para a separacdo de parte das impurezas da fase
glicerinica, conduzida em funil separador, por 24 horas. A parte inferior (fase mais
densa) que contém o glicerol, denominada G1, foi acidificada com H3zPO, 85%,
abaixando-se o pH até os valores 7, 6, 5 e 4, para a quebra do sais de acidos graxos
(sabdes) em acidos graxos livres e fosfato de potassio. Em seguida, o material foi
colocado em um funil separador, por 24 horas, para decantacdo e consequente
separacdo de acidos graxos livres e outras impurezas insolUveis na fase do glicerol.

A parte inferior, que contém glicerol, foi separada, obtendo-se as amostras GpH7,
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GpH6, GpH5 e GpH4 (com pH 7, pH 6, pH 5 e pH 4, respectivamente). O metanol
contido nas amostras foi removido por aquecimento a 70 °C por 4 horas, seguido por
nova decantacdo em funil separador por 24 h. As amostras com pH 7, pH 6, pH 5 e
pH 4, submetidas a todo o tratamento descrito, foram denominadas G7, G6, G5 e

G4, respectivamente.

4.4.2 Avaliacdo do crescimento de Bacillus thuringiensis em meios contendo
glicerol

Para avaliagdo do desempenho da bactéria no meio GLYS e nos meios
preparados com o glicerol G7, G6, G5 e G4, foram realizados ensaios em frascos
Erlenmeyer, conforme descrito no item 4.3.3, empregando-se uma concentracao
inicial de substrato de 20 g/L. Os parametros para avaliagcao dos resultados foram as
concentragdes finais de células e a atividade larvicida dos meios fermentados. Os
resultados destes ensaios foram empregados para se determinar o procedimento de

tratamento do residuo a ser adotado para os ensaios subsequentes.

4.4.3 Formulagcao do meio de fermentagédo com glicero |

A influéncia dos principais componentes do meio GLYS sobre o crescimento e
a sintese de toxinas por B. thuringiensis foi avaliada em ensaios em frascos agitados
nas condi¢cdes descritas no item 4.3.3. Foram avaliadas as concentragdes de
glicerol, extrato de levedura, sulfato de aménio e de cloreto de célcio, segundo um
planejamento fatorial 2* com quatro repeticées do ponto central, cujos niveis dos
fatores constam na Tabela 4.2. A matriz do planejamento, com as respectivas
concentragdes esta apresentada na Tabela 4.3. As variaveis resposta utilizadas para
avaliacdo dos resultados foram a concentracdo final de esporos, a taxa de

esporulagéo e a atividade toxica do meio.



Tabela 4.2 - Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial completo 2*, para
avaliacdo do efeito dos nutrientes sobre o crescimento de B. thuringiensis
e toxicidade do meio fermentado (concentracdes em g/L).

Niveis
Fatores -1 0 +1
Glicerol 10 20,0 30,0
Extrato de Levedura 0 6,0 12,0
Sulfato de amoénio 0 3,0 6,0
Cloreto de célcio 0 0,12 0,24

-1: nivel inferior; O: ponto central; +1: nivel superior.

Tabela 4.3 - Matriz do planejamento fatorial 2*, apresentando as concentracdes dos
nutrientes (g/L) estudados na fermentacdo com B.thuringiensis .

Ensaio Glicerol Extrato de Sulfato de Cloreto de
Levedura amonio calcio
1 10 0 0 0
2 30 0 0 0
3 10 12 0 0
4 30 12 0 0
5 10 0 6 0
6 30 0 6 0
7 10 12 6 0
8 30 12 6 0
9 10 0 0 0,24
10 30 0 0 0,24
11 10 12 0 0,24
12 30 12 0 0,24
13 10 0 6 0,24
14 30 0 6 0,24
15 10 12 6 0,24
16 30 12 6 0,24
17 20 6 3 0,12
18 20 6 3 0,12
19 20 6 3 0,12
20 20 6 3 0,12
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4.5 Métodos Analiticos
4.5.1 Concentracéo celular

A determinacdo da concentracdo celular foi feita de duas formas, segundo
Berbert-Molina et al. (2008). Nas primeiras horas de cultivo, durante a fase
vegetativa de crescimento, enquanto ndo se observou a formagcdo de grumos ou
inclusbes no interior das células, a biomassa foi quantificada indiretamente por
turbidimetria. Neste caso, medidas de absorbancia de suspensées diluidas do meio
fermentado foram convertidas em concentracdo (massa de matéria seca por unidade
de volume) por meio de uma equacao que descreve o trecho linear de uma curva de
calibracédo. A partir do momento em que se iniciou a formacéo de grumos no meio, a

concentracao celular foi determinada por medidas de massa seca.

4.5.2 Numero de células e de esporos

O numero de células vegetativas (CV), de células esporuladas (CE) e de
esporos livres (EL), ao final da fermentacao, foi obtido por contagem em camara de
Neubauer.

Aliquotas de 10 pL de meio fermentado, convenientemente diluidas em
solucéo salina, foram aplicadas na camara e observadas em microscopio 6ptico com
aumento de 400x. A partir dos valores obtidos na contagem foram calculados o
namero total de células (CT), o numero total de esporos (ET) e a taxa de
esporulagédo (Tesp). O numero total de células (CT) foi obtido pelo somatorio do
namero de células vegetativas (CV), células esporuladas (CE) e esporos livres (EL)
(CT=CV+CE+EL). O numero total de esporos foi obtido pela soma de CE e EL
(ET=CE+EL) e a taxa de esporulagdo pela equacdo Tesp = (ET/CT) x 100

(BERBERT-MOLINA et al., 2008).
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4.5.3 Morfologia celular
As variagcbes da morfologia celular ao longo da fermentacdo foram
acompanhadas pela observacéo de preparacdes a fresco do meio fermentado em

microscopio otico (Leitz) com aumento de 400x.

4.5.4 Concentracéo de glicerol

As concentracgdes de glicerol foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Cromatografo Waters), empregando-se as seguintes condi¢des:
coluna Biorad Aminex HPX-87H (300 x 7,8mm), temperatura da coluna de 45 °C,
fluxo do eluente 0,6 ml/min, volume da amostra injetada 20 pL. As amostras foram
devidamente diluidas e filtradas em filtro Sep pak C18 (MILLIPORE). O eluente,
antes do uso, foi filtrado a vacuo em membrana HAWP 0,45 pum (MILLIPORE) e em

seguida desgaseificado com ultra-som (Microsonic SX-50) por 15 minutos.

4.5.5 Obtencgéao do complexo esporo-cristal

Os meios fermentados foram submetidos a centrifugagcédo (centrifuga Jouan
MR 1812) a 10.000 rpm (11.170 x g) por 20 min. O pellet resultante foi ressuspenso
em solucdo de NaCl 1M e a mistura permaneceu em repouso por um periodo de 30
min, apés o qual foi submetida a nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes
descritas anteriormente. As amostras foram lavadas duas vezes com agua destilada,
obtendo-se 0 complexo esporo-cristal, que foi utilizado para realizacdo dos

bioensaios (ZOUARI; ALI; JAOUA, 2002).

4.5.6 Determinacédo da atividade larvicida dos meios
4.5.6.1 Larvas de Aedes aegypti
Foram utilizadas larvas de Aedes aegypti provenientes do Laboratério de

Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), em Campos
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dos Goytacazes. Para atingir o estagio de crescimento desejado, as larvas foram

colocadas em estufa a 30 C por um periodo de 3 a 4 dias.

4.5.6.2 Bioensaios

A atividade larvicida da suspensdo obtida ao final do processo (complexo
esporos-cristais) foi estimada por meio de bioensaios efetuados segundo
metodologia descrita por Misch, Burnside e Cecil (1992), com algumas modificacdes.
O teste consistiu da exposicdo de larvas de Aedes aegypti no 4° instar de
desenvolvimento (Figura 4.1) a suspensfes de esporo-cristal com concentracdes
variadas. Foram obtidas previamente as faixas de concentracdes suficientes para
gue ocorresse a morte de no minimo uma e no maximo quatro larvas, de um total de
cinco. Para cada faixa, foram avaliadas quatro concentracbes com dez tubos de
ensaio para cada concentracdo, em triplicata. Depois de 24 horas de exposi¢cdo
foram obtidos os dados de mortalidade, e a atividade larvicida do meio fermentado
foi expressa como a concentracdo letal necessaria para reduzir a populacdo de
larvas em 50% (CLsp), de acordo com a regressao linear log-Probit, utilizando o

programa EPA PROBIT ANALYSIS versao 1.5.

4.5.7 Estimativa do teor de sais de acidos graxos

A andlise dos sais de acidos graxos (sabdes) contidos na fase do glicerol foi
realizada por titulacdo colorimétrica utlizando-se o azul de bromofenol como
indicador (0,4%) e solucdo de HCIl 0,1 N como titulante. A solucéo titulada foi
composta de uma mistura de 100 g do residuo de glicerol, 98 mL de acetona
(utilizada como solvente) e 2 mL de agua destilada. A solucdo titulante, ao ser

adicionada a um meio contendo sais de &cidos graxos, leva a formacéo de cloreto
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de potassio (devido a presenca de hidroxido de potassio no meio, o qual é
catalisador da reacdo de transesterificacdo) e acido graxo molecular. O primeiro
excesso de acido cloridrico leva a mudanca de cor da solucéo, indicando que foi
atingido o ponto de equivaléncia. O volume de HCI gasto na titulacdo das amostras
foi registrado e utilizado como medida indireta da quantidade de sab&o presente no

residuo de glicerol, em cada etapa do tratamento (REHMAN et al., 2008).
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Figura 4.1 - (A) Ciclo de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti e
(B) fotografia da larva no 4° instar de desenvolvimento (O
Aedes, 2008).

4.6 Forma de Analise dos Resultados

Os resultados foram analisados pela avaliacdo dos parametros fermentativos
fator de conversdo de substrato em células e produtividade volumétrica em células.
Além disso, foram avaliados o crescimento celular, a taxa de esporulacdo e a
atividade larvicida do meio fermentado (CLso) contra larvas de Aedes aegypti.
Programas especificos de estatistica foram empregados para andlise das variaveis

resposta mencionadas, nos ensaios em que um planejamento experimental tenha
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sido empregado, obtendo-se superficies de resposta que permitem definir as
condicbes mais adequadas para a conducdo do processo. Neste caso, foram
empregados os programas DESIGN-EXPERT 6.0. e STATISTICA verséao 6.0. Estes
programas fornecem tabelas de analise de variancia dos resultados, identificando as
variaveis que tém efeito significativo sobre o processo, assim como superficies de
resposta, que permitem definir as melhores condi¢bes para o processo, em funcao
das variaveis estudadas. Os parametros fermentativos, assim como sua forma de
calculo, estao apresentados a seguir.
» Fator de converséao de glicerol em células (Y  xss)

Foi determinado pela relagcdo entre a quantidade de células produzidas e a

correspondente quantidade de glicerol consumido, durante o tempo considerado da

fermentacao, conforme a equacéao abaixo,

Xi - X

Yyxs=
S-S
em que:
Yxs = fator de converséo de glicerol em células (g/g); X = concentracdo final de
células (g/L); X; = concentracdo inicial de células (g/L); St = concentracao final de

glicerol (g/L); S; = concentracao inicial de glicerol (g/L).

* Produtividade volumétrica em células (Q  x)

Foi determinada pela relacéo entre a variacdo da concentracdo de células e o

intervalo do tempo correspondente, conforme a equacgao abaixo,

X_ .
QX= f—x|,
At

em que:
Qx = produtividade volumétrica em células (g/L.h); X;= concentracao final de células
(g/L); Xi = concentracao inicial de células (g/L); At = intervalo de tempo considerado

da fermentacao (h).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Definigéo do Tratamento da Glicerina
5.1.1 Tratamento

A (glicerina utilizada neste trabalho foi obtida por decantacdo do
material obtido na etapa final do processo de producao de biodiesel de sebo bovino.
A Tabela 5.1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas do material, conforme

laudo de andlise fornecido pela empresa BERTIN.

Tabela 5.1 - Caracteristicas da glicerina proveniente da fabricacdo do biodiesel a partir de

sebo bovino.
Unidade Valor
Glicerol % massa 70,32
Umidade % massa 6,201
Extracdo com éter % massa 1,048
Cloretos % massa 7,28
pH - 12,57
Densidade g/cm® 1,294
Cinzas % massa 8,49
Metanol % massa 0,37

A Tabela 5.2 apresenta as caracteristicas do residuo de glicerol submetido
aos diferentes tratamentos (item 4.4.1). Verifica-se que a primeira decantacéo,
conduzida com a glicerina bruta, permitiu a separacdo de parte de impurezas do
material, produzindo um aumento de 10,5% na sua concentracao de glicerol.

Com a acidificacdo do material, empregando H3PO,, obtiveram-se amostras
com concentracdes de glicerol de 84% (m/v) a 92,2% (m/v), havendo um aumento
maximo de 25,8% na concentracao do glicerol (GpH 4) em relacdo a glicerina bruta.

A acidificacdo permite a quebra de sais de acidos graxos (sabdes) em acido graxo
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molecular (apolar) e fosfato de potassio, o que leva a separacao de parte dos acidos
graxos e outras impurezas da fase do glicerol (KNOTHE; GERPEN, 2006). Rivaldi
(2008) empregou acido fosforico para o tratamento da glicerina proveniente da
fabricacéo de biodiesel com 6leo de soja, e obteve uma concentracao de glicerol de
914 g/L com a acidificacdo até pH 4, semelhante ao obtido no presente trabalho,

embora neste caso, ndo seja um residuo proveniente de matéria-prima vegetal.

Tabela 5.2 - Caracteristicas do residuo de glicerol submetido a diferentes tratamentos,
com base em acidificacdo, decantacdo e aquecimento.

Tratamento Amostra Glicerol (g/L) VqurFrT(]eL(;S HCI
- Glicerina bruta 733 -
12 decantacéo Gl 810 i
GpH 7 850 6,1
Acidificacédo e decantacao GpH 6 840 4,2
GpH 5 916 3,5
GpH 4 922 0
G7 977 4,3
Aquecimento e decantagao G6 950 2,3
G5 981 0
G4 1180 0

* volume de HCI 0,1 N gasto na titulacao de 100 g do residuo de glicerol
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Na Figura 5.1 apresentam-se imagens da glicerina durante o tratamento.
Observa-se a interface entre as fases polar (glicerol e impurezas) e apolar (acidos
graxos, triglicerideos e outras impurezas) apés a decantacéo da glicerina bruta e da

glicerina acidificada.

Acidos
graxos e
outras
impurezas

Glicerol e
impurezas

Glicerol e
impurezas

Figura 5.1 - Aspecto da mistura apos a 12 etapa de decantacao (A); Aspecto da
mistura apds acidificacao até pH 5,0 e decantacédo (B).

O aquecimento foi realizado com objetivo de retirar o0 metanol presente nas
amostras, uma vez que este € prejudicial ao crescimento de bactérias (YAZDANI,
GONZALEZ, 2007; REHMAN et al., 2008). O aumento de temperatura atée 70 C
promoveu a precipitacdo de componentes que foram novamente separados da fase
glicerinica por decantacdo, obtendo-se amostras com concentracoes de até
1.180 g/L de glicerol, o que equivale a 92% (m/m) de glicerol. Rehman et al. (2008)
obtiveram residuo com 96% (m/m) de glicerol por acidificacdo da amostra com acido
fosforico até pH 4, seguida de aguecimento para remocao de metanol, e tratamento
com hexanol para remocao de acidos graxos.

Foi realizada também a analise indireta de sais de acidos graxos (sabdes)

presentes na fase do glicerol por titulacdo colorimétrica, conforme descrito no item



56

4.5.7. Nao foi observada a presenca de sais de acido graxo apenas no residuo de
glicerol em que o pH foi ajustado para 4,0, uma vez que nao houve gasto de acido
cloridrico na titulacdo deste residuo. Quando as amostras foram aquecidas, parte
dos sais de acido graxo foi removida, uma vez que os volumes de acido cloridrico
gastos na titulacdo foram menores, como em G7 e G6, ou zero, como em G5
(Tabela 5.2). Segundo Rehman et al. (2008) as impurezas presentes no glicerol
proveniente da fabricacdo do biodiesel como sais de acido graxo e acidos graxos
livres, podem inibir o crescimento de bactérias, dependendo da concentracédo destes
no meio de fermentacédo. Portanto, os resultados das analises dos sais de acido
graxo sugerem que os procedimentos adotados séo eficientes para a remocéo de

impurezas do residuo contendo glicerol.

5.1.2 Ensaios de fermentacdo com glicerina tratada

As fermentacdes para a definicdo do tratamento a ser utilizado nos ensaios
subsequentes foram realizadas com glicerol G7, G6, G5 e G4. A fermentacéo
controle foi conduzida com glicerol puro para fins de comparacao dos perfis de
crescimento e toxicidade dos meios fermentados. As Figuras 5.2 e 5.3 apresentam a
variacdo da concentracdo de glicerol e de células, respectivamente, em funcdo do
tempo de fermentacdo para os diferentes meios. Observa-se que nas primeiras 5
horas ndo houve consumo de glicerol em nenhum dos ensaios, apesar de ter
ocorrido crescimento neste periodo (Figura 5.3). Este fato ocorreu possivelmente
pela presenca de pequenas quantidades de glicose no meio, proveniente do extrato
de levedura adicionado, o qual contém de 4 a 13% de carboidratos (YEAST
EXTRACT, 2008).

A expressdo das enzimas necessarias para assimilacdo do glicerol é

reprimida durante o crescimento celular em substratos fermentesciveis como glicose
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(GRAUS LUND; RONNOW, 2000). Segundo Ghribi et al. (2007), em fermentacfes
realizadas com Bacillus thuringiensis var. kurstaki, empregando meios contendo

glicose e glicerol, a glicose € assimilada mais rapidamente que o glicerol,

sustentando a hipdtese acima.
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Figura 5.2 - Concentracdo de glicerol em funcdo do tempo durante a
fermentacdo em meio sintético (SI) e em meios com glicerina
tratada (G4 a G7), com B. thuringiensis var. israelensis.



58

16

16

4 (G4) n (G5)
124 = 124 "
. i ]
< )
— =
D 101 3 10
e o
S e w4
< IS}
= 1 o
< <
o 6 S 64
1= 3]
S 1 c
Q S
[SEE S 4
2 5
0 T T T T T T 0 T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h) Tempo (h)
16+ 164
(G6) (G7)
124 12
—
= - 1
= _ =
D 1 S 104 "
o ]
o] [ ] l%
&3 8 On 84
@ @
= = i
c c
o 67 S e
] o
c c ]
S S
O 4 O 4
2 24
0 T T T T T T 0 T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 5.3

- Concentracdo de células em funcdo do tempo durante a

fermentacdo em meios com glicerina tratada (G4 a G7), com

B. thuringiensis var. israelensis.

Os maiores valores de concentracao final de células foram obtidos quando se
utilizou o meio sintético (9,7 g/L) e o meio contendo G4 (9,4 g/L). As Figuras 5.4 e
5.5 apresentam os fatores de conversado de substrato em células (Yys) e os valores
de produtividade em células (Qx), respectivamente, para os ensaios em questao. Os
menores valores de concentracdo de células (Figura 5.3), Yxs e Qx foram obtidos
com a fermentacdo conduzida com a glicerina G6. Isso pode ser explicado pelo de
fato que, como demonstrado na Tabela 5.2, esta glicerina foi a que apresentou a
menor pureza em relacdo as obtidas com os outros tratamentos. Loureiro (2004)
obteve um valor de Yxs de 0,4 g/g utilizando meio GYS com 21,7 g/L de glicose,

enquanto que Berbert-Molina et al. (2008) encontraram Yyxs = 0,58 g/g para meio

GYS com 30,8 g/L de glicose.
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Figura 5.4 - Fatores de conversdo de glicerol em células (Yys),
considerando Xmaxmo COM 15 horas de fermentagéo,
obtidos por fermentagcdo em meio sintético (SI) e em
meios contendo glicerina tratada (G4 a G7), com B.
thuringiensis var. israelensis.
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Figura 5.5 - Produtividade em células (Qx) considerando Xmaximo
com 15 horas de fermentagdo, obtidos por
fermentacdo em meio sintético (SI) e em meios
contendo glicerina tratada (G4 a G7), com B.
thuringiensis var. israelensis.
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A presenca do sal fosfato de potassio, formado devido a acidificacdo, de
acidos graxos e de outras impurezas, explicam as diferencas de crescimento da
bactéria Bacillus thuringiensis frente aos diferentes tratamentos. Verifica-se que com
a utilizacdo de G4 obteve-se um decréscimo de apenas 4% no crescimento,
comparado ao meio sintético, o que demonstra que a inibicdo do crescimento da
bactéria por componentes advindos do glicerol G4 foi praticamente insignificante.

As Figuras 5.6 e 5.7 apresentam a contagem de células totais e esporos
totais, respectivamente, e a Figura 5.8 as respectivas taxas de esporulacao, obtidas

para cada ensaio, no tempo final de fermentacéao.
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Figura 5.6 - Numero total de células (CT) obtido nos diferentes
meios, obtidos por fermentagcdo em meio sintético
(SI) e em meios contendo glicerina tratada (G4 a
G7), com B. thuringiensis var. israelensis.
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Figura 5.7 - Numero total de esporos (ET/mL) obtido nos diferentes

meios, obtidos por fermentagcdo em meio sintético (Sl) e
em meios contendo glicerina tratada (G4 a G7), com B.
thuringiensis var. israelensis.
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Figura 5.8 - Taxa de esporulacéo (Tesp) Obtida nos diferentes meios,

obtidos por fermentagdo em meio sintético (SI) e em
meios contendo glicerina tratada (G4 a G7), com B.
thuringiensis var. israelensis.

61



62

Observa-se pela Figura 5.8 que as maiores taxas de esporulacdo foram
obtidas com os meios G4, G5 e G6, e as menores taxa de esporulacdo foram
obtidas com os meios Sl e G7. O cristal protéico produzido por Bacillus thuringiensis
€ um metabdlito secundario, ou seja, sua formacdo ndo esta associada ao
crescimento, uma vez que a sintese das proteinas ocorre concomitantemente a
esporulacdo (HOFTE; WHITELY, 1989; CRICKMORE et al., 1998). Por isso,
frequentemente na literatura ha associacdo direta entre formacdo de esporos e
obtencdo de toxinas. Assim, condi¢cdes para a producdo de toxinas de Bacillus
thuringiensis, em alguns casos, sdo otimizadas visando a alcancar alta densidade de
células e alta taxa de esporulacdo (BERNHARD; UTZ, 1993; LIU; TZENG, 1998;
PESSANHA, 2008). Entretanto, ha relatos de que alta quantidade de esporos nédo é
suficiente para garantir a sintese eficiente de toxinas (AVIGNONE-ROSA;
MIGNONE, 1993; PRAMATHA, 2000; ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ, 2002; OZKAN et
al., 2003).

Ozkan et al. (2003) obtiveram taxa de esporulacdo de 20% utilizando glicerol
como fonte de carbono, e, utilizando glicose como substrato, a taxa de esporulacdo
foi de 80%, mas o rendimento das proteinas Cry4Ba Cryl1Aa foi inferior ao obtido
com glicerol. Desta forma, apesar de o0 meio contendo G4 ter proporcionado o maior
crescimento e maior taxa de esporulacdo, estes parametros ndo podem ser
utilizados como critério para a escolha do tratamento mais adequado para a
producdo de toxinas por Bacillus thuringiensis. Portanto, a estimativa da atividade
larvicida do meio foi realizada com o objetivo de se escolher o tratamento mais
adequado para a glicerina. Foi empregado o procedimento descrito no item 4.5.6 e

os resultados encontram-se na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3 - Porcentagens de mortalidade das larvas de Aedes aegypti expostas a
suspensdo esporo-cristal em diferentes concentracdes, obtidas por
fermentacdo em meio sintético (SI) e em meios contendo glicerina tratada
(G4 a G7), com B. thuringiensis var. israelensis.

Concentragao* (mg/L) Porcentagem de mortalidade das larvas (%)
Sl G4 G5 G6 G7
100 0 0 0
200 0 0 0
300 0 0 0
400 0 0 0 40
500 40 0 0 0 60

*Concentracdo do complexo esporo-cristal empregada no bioensaio.

Observa-se que, utilizando a concentracdo de 500 mg/L do complexo esporo-
cristal de todos os meios, a maior mortalidade das larvas foi obtida com o emprego
do meio de fermentacdo contendo o glicerol G7, ocorrendo 60% de mortalidade das
larvas de Aedes aegypti. O fato de ndo haver morte de nenhuma larva com a
suspensao de esporo-cristal proveniente do meio fermentado com G4 indica que,
quando o glicerol proveniente de biodiesel é usado como substrato, ndo ha relacao
direta entre esporulacéo e producéo de toxinas, por B. thuringiensis var. israelensis.
Isto &, portanto, mais um indicio de que a contagem de esporos e/ou taxa de
esporulagdo ndo devem ser empregadas como critério para avaliar a producédo de
toxinas por esta bactéria.

O glicerol G7 é o que tem em sua composi¢cdo a menor quantidade de ions
fosfato, derivados da acidificagcdo com H3zPO4 0 que pode explicar a maior toxicidade
obtida com o emprego deste na fermentacdo. Ha& muitas divergéncias na literatura
em relacdo ao efeito do ion fosfato sobre a producédo de toxinas pela bactéria.
Segundo Ozkan et al. (2003) os ions de fosfato inorganico séo criticos na
biossintese da toxina protéica e devem estar presentes em concentragdes de 50 a

100 mM no meio para que ocorra a producdo eficiente das proteinas Cry4Ba e
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CryllAa. Entretanto, essa faixa de concentracdo otima é 10 vezes maior do que
aguela reportada por Sikdar; Majumbar e Majumdar (1991) para a bactéria Bacillus
thuringiensis var. israelensis.

No presente trabalho, ha também a possibilidade de ter ocorrido estimulo da
producdo da toxina por algum componente presente em G7 e/ou inibicdo da sintese
da toxina por outros componentes presentes nos demais meios. Tendo em vista 0s
resultados obtidos, o glicerol G7 foi 0 escolhido para continuar os experimentos, por
ter proporcionado resposta satisfatoria no bioensaio com larvas de Aedes aegypti,
juntamente com o meio sintético. A vantagem deste tratamento € que o abaixamento
do pH do glicerol proveniente da fabricacdo do biodiesel até 7 leva a um menor

gasto com acido, comparado aos outros tratamentos.

5.2 Avaliacéo da Suplementacdo do Glicerol com Nutr  ientes
5.2.1 Ensaios do planejamento fatorial 2 *

5.2.1.1 Ensaios de fermentacao

Os ensaios do planejamento fatorial 2* foram realizados com o objetivo de
avaliar a influéncia da concentracdo de glicerol, extrato de levedura, sulfato de
amoénio e de cloreto de calcio sobre a producdo de endotoxinas por Bacillus
thuringiensis var. israelensis. A Figura 5.9 apresenta os perfis de crescimento da
bactéria, em funcdo do tempo de fermentacao, para os ensaios do planejamento.

Os ensaios 3, 7, 11 e 15 foram realizados com adicdo de extrato de levedura
em concentracao no nivel superior (12 g/L) e glicerol no nivel inferior (10 g/L), j& 0s
ensaios 1, 5, 9 e 13 também foram realizados com 10 g/L de glicerol, mas sem

adicao de extrato de levedura ao meio.
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Figura 5.9 - Variacdo da concentracao celular em funcdo do tempo, durante a
fermentacdo de meios formulados com glicerina G7, por B.
thuringiensis var. israelensis. Os numeros entre parénteses
correspondem aos respectivos ensaios do planejamento 2°.

A diferenca de crescimento observada nos dois conjuntos de ensaios indica
que a adicao de extrato de levedura ao meio de fermentagédo é fundamental para o
crescimento satisfatorio da bactéria. Iggen, Icgen e Ozcengiz (2002) também
constataram que a omissédo de extrato de levedura do meio de fermentacdo (meio
sintético) levou a um crescimento muito pobre de B. thuringiensis 81.

Observa-se que nado houve crescimento quando o glicerol derivado do
processamento do biodiesel foi utilizado na concentracdo de 30 g/L (ensaios 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14 e 16), apesar de ter ocorrido crescimento da bactéria empregando-se
glicerol na concentracéo de 20 g/L (ensaios 17,18,19 e 20). A fim de se averiguar o
motivo da auséncia de crescimento, foi realizado um ensaio em meio sintético com
30 g/L de glicerol, obtendo-se uma concentracédo final de células de 11 g/L. Isto
demonstra que houve inibicdo do metabolismo da bactéria por algum componente
presente no glicerol G7, quando este foi empregado na concentracdo de 30 g/L.

Segundo Rehman et al. (2008) as impurezas presentes no glicerol gerado da
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fabricacdo do biodiesel, como sais de acido graxo e acidos graxos livres, podem
inibir o crescimento de bactérias, dependendo da concentracdo destes no meio de
fermentacdo. O glicerol G7 contém sais de acidos graxos em sua COmMpOSIicao,
conforme revelado pela andlise apresentada na Tabela 5.2, o que pode ser um dos
motivos da inibicdo do crescimento da bactéria quando este foi empregado a 30 g/L.

Verifica-se que nos ensaios 3, 7, 11, 15 e nos ensaios do ponto central
(ensaios 17 a 20) houve um comportamento semelhante de crescimento celular,
caracterizado por aumento de massa de células nas primeiras 15 horas de
fermentacdo e queda de massa apos este periodo. Formados os esporos maduros,
proteases intracelulares produzidas pela bactéria lisam as células, liberando esporos
e cristal protéico (BALABAN et al.,, 2002; BALABAN et al., 2003). A lise celular &
acompanhada de diminuicdo da massa de células até o final da fermentacdo, como
observado na Figura 5.9 (3,7,11,15,17,18,19 e 20).

Berbert-Molina et al. (2008) dividem o desenvolvimento de Bacillus
thuringiensis durante a fermentacdo em quatro fases: () Crescimento Vegetativo; (Il)
Transicado para Esporulacao; (Ill) Esporulacéo; e (IV) Maturagdo de Esporos e Lise
Celular. Na Fase Il a motilidade celular cessa por completo e tem inicio a floculacao
do cultivo (formagdo de grumos). Na Fase Il esta floculagdo € bastante
intensificada, havendo aumento no tamanho dos grumos e poucas células isoladas.
No presente trabalho, observaram-se todas as etapas descritas por estes autores
nos ensaios em que houve crescimento satisfatorio da bactéria. Ghribi et al. (2007)
compararam fermentacbes com Bacillus thuringiensis var. kurstaki empregando
glicose e glicerol como fonte de carbono e observaram que, independentemente da
fonte de carbono utilizada, a esporulacéo iniciou-se apds 13 horas da incubacgéo. A

Figura 5.10 apresenta uma microscopia 6ptica obtida durante fermentagdo com
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glicerol, referente ao ensaio 11, observando-se a floculacdo da cultura e a presenca
de células livres, com 21 horas de fermentacao.

No final das fermentacbes, os ensaios 7 e 15 apresentaram a mesma
concentracao celular (6,1 g/L), que foi ligeiramente maior que as obtidas nos ensaios
3 e 11 (5,1 e 5,0 g/L, respectivamente), embora a maxima concentracdo celular
obtida (com 15 horas de fermentacéo) foi cerca de 11 g/L para os ensaios 3, 7 e 11
e de 12,8 g/L para o ensaio 15. Os ensaios 7 e 15 diferenciam-se dos ensaios 3 e 11

pela adicdo de sulfato de aménio ao meio de fermentacéo.

Figura 5.10 — Microscopia 6ptica do cultivo de B. thuringiensis var. israelensis em
meio contendo glicerol (ensaio 11), com 21 horas de fermentacdo,
mostrando floculacdo (grumos - seta larga) e células livres
esporuladas (seta fina).

Com o emprego do glicerol na concentracdo de 10 g/L, aparentemente o

célcio ndo influenciou o crescimento da bactéria. Segundo Eisenstadt e Silver
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(1972), o célcio estad envolvido na formacdo da parede e membrana celular de
bactérias, mas somente baixas concentracbes deste ion permanecem no
citoplasma, sendo que o excesso normalmente deve ser transportado para fora da
célula. Isto indica que héa calcio no glicerol G7 em quantidade suficiente para permitir
o crescimento adequado da bactéria.

A concentracao final de células nos ensaios do ponto central foi em média
igual a 4,1 ¢g/L, enquanto que a maxima concentracdo (com 15 horas de
fermentacao) foi de 6,8 g/L de células. Em geral, houve maior crescimento da
bactéria quando se utilizou 10 g/L de glicerol e 12 g/L de extrato de levedura
(relacdo C:N de 1,6:1), que nos ensaios realizados com 20 g/L de glicerol e 6 g/L de
extrato de levedura (relacdo C:N de 6,3:1), o que demonstra que a utilizacdo da
menor relacdo C:N levou a um maior crescimento das células.

As Figuras 5.11 e 5.12 apresentam os fatores de conversédo de substrato em
células (Yyxs) e produtividade em células (Qx) para 0s respectivos ensaios,
calculados utilizando a maxima concentracdo de células observada (com 15 horas
de fermentacéo, em todos os ensaios). Observa-se que os menores valores de Yys
foram obtidos nos ensaios 17, 18, 19 e 20 (em média igual a 0,44 g/g), e 0 maior
valor de Yxs (1,26 g/g) foi obtido no ensaio 15. Este valor foi superior ao obtido por
Berbert-Molina et al. (2008) de Yxs = 0,83 g/g para meio GYS com 10 g/L de glicose.
Os valores de produtividade em células obtidos nos ensaios 3, 7, 11 e 15 também
foram maiores que os obtidos nos ensaios do ponto central (17, 18, 19 e 20), uma
vez gque obtiveram-se maiores concentracdes de células nos ensaios realizados com
10 g/L de glicerol e 12 g/L de extrato de levedura para tempos de duracdo das

fermentacdes similares (cerca de 29 horas).
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Figura 5.12 - Produtividade em células (Qx) considerando Xy aximo COM

15 horas de fermentagdo, obtidos por fermentacdo de
meios formulados com glicerina G7, nos ensaios do
planejamento 2*, com B. thuringiensis israelensis.
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A Figura 5.13 apresenta as concentracoes de glicerol em funcéo do tempo de
fermentacdo, somente para os ensaios em que houve crescimento celular. Observa-
se gue o consumo de glicerol nas 5 primeiras horas de fermentacao foi maior nos
ensaios 11 e 15, uma vez que neste periodo houve consumo de 26,8% e 16,51% de
glicerol, respectivamente, enquanto que nos ensaios 3 e 7 praticamente ndo houve
consumo no periodo. Os ensaios 11 e 15 diferenciam-se dos ensaios 3 e 7 pela
adicdo de cloreto de célcio, portanto, a presenca deste no meio de fermentacéo
promoveu um maior consumo de substrato no inicio do processo.

Nos ensaios 17 a 20 ndo houve esgotamento do glicerol ao final da
fermentacao, restando cerca de 40% da quantidade inicial do substrato no meio.
Isso pode ser explicado fato de que, com 29 horas de fermentacdo, o pH do meio
atingiu valores proximos de 5,0 (mostrados a seguir na Figura 5.14) nestes ensaios.
Segundo Bernhard e Utz (1993), Bacillus thuringiensis pode crescer em meios com
valores de pH de 5,5 a 8,5, indicando que, no presente trabalho, quando o pH do
meio atingiu valores menores que 5,5 a bactéria cessou seu desenvolvimento, ndo
havendo esgotamento do substrato do meio. Além disso, pode ndo ter havido fonte
de nitrogénio suficiente para que a bactéria consumisse todo o glicerol, uma vez que
a relacdo C:N utilizada nestes ensaios € 4 vezes maior que a empregada nos
ensaios 3, 7, 11 e 15. Anderson e Jayaraman (2003) avaliaram a influéncia das
fontes de carbono e nitrogénio sobre a producao de toxinas por B. thuringiensis var.
galleriae e observaram que a glicose néo foi completamente consumida em meios
com baixas concentracdes de extrato de levedura. Cabe salientar que o consumo de
glicerol nos ensaios mencionados foi mais lento desde o inicio, provavelmente
devido ao emprego de 20 g/L de glicerol, resultando o dobro da concentracédo de

possiveis inibidores em relacdo aos meios com 10 g/L de glicerol.
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A Figura 5.14 apresenta a variacdo de pH do meio de fermentacdo em funcéo
do tempo para os ensaios do planejamento 2*. Observa-se que nos ensaios 3 e 7
houve um decréscimo de pH do meio nas primeiras 10 horas de fermentacao, e,
entre 10 h e 15 h, iniciou-se um aumento desta variavel, que continuou até o tempo
final de fermentac&o. Nos ensaios 11 e 15, o decréscimo de pH ocorreu somente até
as 5 horas de fermentacdo. Este comportamento esta de acordo com o observado
nos perfis de consumo de glicerol (Figura 5.13). Nos ensaios em questdo, nos quais
o consumo foi maior nas primeiras 5 horas de fermentacado, a queda de pH ocorreu
durante um intervalo de tempo menor, devido a producédo de acidos pela bactéria.
Nos ensaios 3, 7, 11 e 15 a queda de pH do meio de fermentacdo foi pouco
pronunciada, ndo atingindo valores menores que 6,4. Pessanha (2008) utilizou
sacarose a 10 g/L e extrato de levedura a 12 g/L e observou que o valor do pH néo
atingiu valores menores que 6,2 no inicio do cultivo. No entanto, segundo o autor, a
bactéria demonstrou baixa capacidade de consumir o dissacarideo, o que nao
ocorreu no presente trabalho, em relagéo ao glicerol. Quando a glicose foi utilizada
na concentracdo de 10 g/L, o menor valor de pH foi préximo de 5,5, nas 5 primeiras
horas de fermentacao.

Nos ensaios 17,18,19 e 20 o comportamento do pH do meio de fermentacdo
com o tempo foi diferente: decresceu durante as 5 primeiras horas e aumentou entre
5 e 10 horas de cultivo, para depois novamente decrescer até atingir um valor
préximo de 5,0. De acordo com Rogoff e Yousten (1969), quando a glicose é
utilizada como substrato, durante a fase de crescimento exponencial os acidos
acético e piravico sao acumulados no meio de cultura, e o pH cai para valores de 4,8

a 5,0, durante 2 a 3 horas de cultivo, para depois subir.
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E necessario que haja um balanco adequado entre fontes de carbono e
nitrogénio no meio de fermentacdo para que ocorra manutencéo do pH do meio na
faixa que permita o crescimento da bactéria Bacillus thuringiensis (BERNHARD;
UTZ, 1993). Segundo Yezza et al. (2005), durante a fase de esporulacao,
aminoacidos sdo consumidos para que ocorra a formacao e maturacdo do esporo e
também a sintese do cristal protéico. A desaminacdo de aminoacidos contribui para
que o pH do meio aumente gradativamente, devido a liberacdo de amonia. Além
disso, de acordo com Benoit; Wilson e Baugh (1990), durante a fase de transicéo e
esporulagdo de B. thuringiensis var israelensis, o acido acético formado no meio €,
em seguida, assimilado pela propria bactéria via Ciclo de Krebs e posteriormente
utilizado para a sintese de polissacarideos de reserva. De acordo com Rogoff e
Yousten (1969) e Mignone e Avignone-Rossa (1996), o metabolismo do acetato é
necessario para o fornecimento de energia para a formacéo de esporos e sintese do
cristal protéico.

As Figuras 5.15 e 5.16 apresentam a contagem de células totais e de esporos
totais, respectivamente, e a Figura 5.17 as respectivas taxas de esporulagéo,
obtidas para os ensaios que apresentaram crescimento da bactéria.

Ghribi et al. (2007) obtiveram de 2 x 10° a 2,8 x 10° esporos/mL em meio
sintético contendo 45 g/L de glicerol, sendo que a producdo das toxinas por B.
thuringiensis var. kurstaki foi inversamente proporcional a quantidade de esporos
obtidos. Observa-se, pela Figura 5.17, que as taxas de esporulagcdo obtidas foram
muito préximas nos ensaios 3, 7,11, e 15 (realizados com 10 g/L de glicerol e 12 g/L
de extrato de levedura), variando de 96,7% a 98,7%. O calcio esta envolvido na
esporulacdo de bactérias do género Bacillus (CROSBY; GREENE; SLEPECKY,

1971), no entanto, no presente trabalho, com o emprego do glicerol a 10 g/L, a
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adicdo de calcio ndo influenciou a taxa de esporulacdo obtida nos diferentes
ensaios. Nos ensaios 17,18,19 e 20 (realizados com 20 g/L de glicerol e 6 g/L de
extrato de levedura), a taxa de esporulacdo foi em média 55,3%. Anderson e
Jayaraman (2003) em fermenta¢des com B. thuringiensis var. galleriae observaram
gue quanto maior a concentracao de glicose utilizada no meio de fermentagédo, maior
foi a heterogeneidade da populacédo celular, que continha uma mistura de células
vegetativas, esporuladas e esporos livres. Segundo Yang e Wang (2000), a limitacéo
de fontes de nitrogénio e de fosforo no meio de fermentagcdo sdo o0s principais
fatores que desencadeiam a esporulacdo de Bacillus thuringiensis. A presenca de
fontes de carbono apos o esgotamento de fontes de nitrogénio leva a producédo de
novas ceélulas vegetativas enquanto ainda ha esporulacdo de células mais velhas

(GHRIBI et al., 2007), o que pode ter acontecido nos ensaios 17 a 20.
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Figura 5.15 - Numero total de células (CT) obtido por
fermentacdo de meios formulados com
glicerina G7, nos ensaios do planejamento 2*,
com B. thuringiensis israelensis.
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Numero total de esporos (ET) obtido por fermentacéo
de meios formulados com glicerina G7, nos ensaios do
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Para analisar a toxicidade dos meios fermentados obtidos com ensaios do
planejamento 2* foram realizados os bioensaios conforme descrito no item 4.5.6.
N&o foi realizada a andlise estatistica com valores de CLsp devido ao fato de que em
alguns ensaios do planejamento ndo houve crescimento celular, e por isso, néo foi
possivel quantificar CLso. Para que os dados de toxicidade pudessem ser analisados
estatisticamente, seus valores foram convertidos em porcentagens do maior valor
obtido (0,410 mg/mL). Estes dados foram denominados CLso percentual relativa.
Para os ensaios em que n&o houve crescimento celular, o valor da CLso percentual
relativa foi considerado zero. Os valores de CLsg, CLso percentual relativa, contagem
de esporos totais (ET/mL), taxa de esporulagéo (Tesp) € tempo final de fermentagéo
obtidos para os ensaios do planejamento 2* estdo apresentados na Tabela 5.4.

Para os ensaios em que ndo houve crescimento celular satisfatorio (1, 2, 4,
5, 6, 8,9, 10, 12, 13, 14 e 16), ndo foram quantificados esporos totais, taxa de
esporulagdo e atividade téxica do meio fermentado. Observa-se que a menor
quantidade do complexo esporo-cristal necessario para matar 50% da populacéo de
larvas (CLsp) foi obtida no ensaio 11. A andlise estatistica dos dados para avaliar a
importancia das variaveis estudadas no processo de fermentagdo esta apresentada

a sequir.

5.2.1.2 Anélise estatistica dos resultados do planejamento fatorial 2*

Com o auxilio dos programas Statistica 5.0 e Design-Expert 6.0 foram
realizadas as estimativas dos efeitos e a analise de variancia para os fatores
estudados segundo o planejamento 2* com quatro repeticdes no ponto central. A

significancia dos fatores experimentais foi determinada pelo teste t de Student.
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Tabela 5.4 - Valores de CLsg, CLsy percentual relativa, esporos totais, taxa de esporulagéo e
tempo final de fermentacéo obtidos nos ensaios do planejamento fatorial 2*.

Clso
. CL50 ET/mL Tesp Tf
Ensaio Gl EL SA CC (mg/mL) p(igl::tri]\t:al (x10%) %)  (h)
1 10 0 0 0 - 0 - - -
2 30 0 0 0 - 0 - - -
3 10 12 0 0 0,736 55,7 1,761 98,70 30
4 30 12 0 0 - 0 - - -
5 10 0 6 0 - 0 - - -
6 30 0 6 0 - 0 - - -
7 10 12 6 0 1,132 36,2 2,002 96,69 29
8 30 12 6 0 - 0 - - -
9 10 0 0 0,24 - 0 - - -
10 30 0 0 0,24 - 0 - - -
11 10 12 0 0,24 0,410 100 1,823 97,30 28
12 30 12 0 0,24 - 0 - - -
13 10 0 6 0,24 - 0 - - -
14 30 0 6 0,24 - 0 - - -
15 10 12 6 0,24 0,601 68,2 2,191 97,78 31
16 30 12 6 0,24 - 0 - - -
17 20 6 3 0,12 0,498 82,3 1,203 56,66 29
18 20 6 3 0,12 0,517 79,3 1,218 56,44 29
19 20 6 3 0,12 0,542 75,6 1,171 54,44 29
20 20 6 3 0,12 0,511 80,2 1,179 55,99 29

Gl — glicerol; EL - extrato de levedura; SA - sulfato de amodnio; CC - cloreto de célcio; T;— tempo final
de fermentacéo.

As analises da estimativa dos efeitos para as varidveis dependentes
(toxicidade do meio fermentado, producdo de esporos e taxa de esporulacdo) foram
realizadas empregando-se o grafico de Pareto (Figuras 5.18 a 5.20), sendo
considerados significativos os termos cujos valores de tcacuado (representados por
barras horizontais) fossem superiores ao valor de tipeiado = 2,35 (representado pela
linha tracejada vertical), para distribuicdo de Student ao nivel de 95% de confianca.

Verifica-se pela Figura 5.18 que somente o fator sulfato de aménio (Xz) ndo

exerceu efeito principal significativo ao nivel de 95% sobre a resposta toxicidade.
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Figura 5.18 - Grafico de Pareto representando a estimativa dos efeitos
ao nivel de 95% de confianga sobre a resposta
toxicidade. X; — cloreto de célcio; X, — sulfato de amonio;
X3 — extrato de levedura e X, — glicerol
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Figura 5.19 - Grafico de Pareto representando a estimativa dos efeitos
ao nivel de 95% de confiangca sobre a resposta esporos
totais. X; — cloreto de calcio; X, — sulfato de amoénio; X3 —
extrato de levedura e X, — glicerol.
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Figura 5.20 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos ao
nivel de 95% de confianca sobre a resposta taxa de
esporulacdo. X; — cloreto de célcio; X, — sulfato de aménio; X;
— extrato de levedura e X, — glicerol.

Os fatores extrato de levedura (X3) e glicerol (X;) exerceram efeito principal e de
interacdo mais pronunciado sobre a variavel resposta, comparando-se aos outros
fatores e interacdes. Variacbes nas concentracdes de glicerol (X;) e de extrato de
levedura (X3) no meio de fermentacdo também exerceram maior efeito sobre
producdo de esporos pela bactéria. Neste caso, somente o cloreto de célcio (X;) nédo
apresentou efeito principal significativo ao nivel de 95% de confianca sobre a
resposta (Figura 5.19). Conforme discutido anteriormente, o teor de calcio no residuo
é suficiente para promover a esporulacdo adequada da bactéria. Quanto a resposta
taxa de esporulacdo (Figura 5.20), somente a concentracdo de glicerol (X;) e de
extrato de levedura (X3) e a interacdo entre elas (X3X;) exerceram influéncia
significativa ao nivel de 95% de confianca. Anderson e Jayaraman (2003) avaliaram
a influéncia de fontes de carbono e nitrogénio sobre a producdo de toxinas por

B. thuringiensis var. galleriae e verificaram que o aumento da concentracdo de
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extrato de levedura exerceu efeito mais pronunciado sobre a formacdo das
endotoxinas quando comparado com o aumento de glicose. No entanto, os autores
constataram que a variacdo da concentracdo de extrato de levedura foi insignificante
sobre a esporulacao da bactéria.

Observa-se pela Figura 5.18 que o sinal do efeito do extrato de levedura (X3)
sobre a resposta toxicidade foi positivo (+7,64), indicando que a adicdo deste ao
meio, na concentracdo de 12 g/L, favorece a sintese de toxinas pela bactéria. No
presente trabalho, a presenca de extrato de levedura no meio de fermentacao foi
fundamental para que houvesse crescimento da bactéria e, consequentemente,
atividade larvicida no meio fermentado. Isso € explicado pelo fato de que é
necessaria a presenca de varios aminoacidos para a sintese das toxinas protéicas,
0s quais sao fornecidos pelo extrato de levedura. Além disso, o extrato de levedura
comercial contém vitaminas e alguns elementos tracos como o ferro, que sao
essenciais para o crescimento de microrganismos e estimulo do metabolismo
secundario (SAKSINCHAI; SUPHANTHARIKA; VERDUYN, 2001). O efeito do
glicerol (X4) sobre esta resposta foi negativo (-7,64), indicando que o aumento da
concentracéo deste prejudica a sintese de toxinas pela bactéria. Neste caso, o efeito
do glicerol se deveu a auséncia de crescimento adequado da bactéria quando este
foi empregado na concentracdo de 30 g/L, obtendo-se um meio fermentado sem
atividade toxica nesta condi¢cdo. Anderson e Jayaraman (2003) obtiveram a maior
concentracéo de toxinas quando utilizaram meio contendo 34 g/L de glicose, 23 g/L
de extrato de levedura e 10 g/L de peptona, 0 que representa uma relacao
carbono:nitrogénio de cerca de 4,0:1. Quando a relacdo C:N foi aumentada para
5,9:1, a quantidade de toxinas produzidas foi 2,7 vezes menor que a maxima. De

acordo com Holmberg; Sievanen e Calberg (1980) a concentracdo de carboidrato
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utilizada para a producdo de endotoxinas ndo deve ultrapassar 23 g/L. Zouari;
Achour e Jaoua (2002) verificaram que quando a concentracdo de substrato foi
aumentada de 42 g/L para 50 g/L, em biorreator de 2L, houve decréscimo na
producdo das endotoxinas de B. thuringiensis var. kurstaki. Isto ocorreu, segundo os
autores, devido ao fluxo de energia ter sido direcionado para a manutencao
estrutural e funcional da grande quantidade de biomassa produzida em detrimento
da sintese de toxinas.

No presente trabalho, o sulfato de amonio nao influenciou significativamente a
sintese das toxinas, quando presente na concentracdo de 6 g/L no meio. Ozkan et
al. (2003) relataram a importancia da presenca de ions amoénio durante a fase de
crescimento exponencial para a producdo de endotoxinas e esporos por B.
thuringiensis var. israelensis. Os autores verificaram que a substituicdo de sulfato de
amonio e de extrato de levedura por outras fontes de nitrogénio como peptona,
farinha de soja ou licor de milho, levou a uma reducdo das concentracdes das
proteinas Cry4Ba e CryllAa produzidas. Entretanto, um forte efeito negativo na
producdo das mesmas proteinas foi observado por Yang e Wang (2000) com a
adicdo de sulfato de aménio no inicio da fase de esporulacdo. A repressédo ou
inibicdo do metabolismo secundario pelo catabolismo de fontes de carbono
prontamente assimilaveis (especialmente glicose) e fontes de nitrogénio
(principalmente ions aménio), também tém sido frequentemente relatados (DEMAIN,
1995; ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ, 2002; GHIRBI et al., 2006). Zouari; Ali e Jaoua
(2002) verificaram que quando foi adicionado extrato de levedura a 5 g/L ao meio
contendo 20 g/L de farinha de peixe, houve um aumento de 18% no rendimento das
endotoxinas produzidas por B. thuringiensis var. kurstaki, enquanto que com a

adicdo de sulfato de amonio ndo se observou melhora na produgéo. Ainda
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considerando a Figura 5.18, verifica-se que o célcio favoreceu a producédo das
toxinas pela bactéria, embora exerca o menor efeito principal (+2,24) sobre a
variavel resposta. Iggen; Icgen e Ozcengiz (2002) verificaram que o célcio estimulou
a esporulacdo da bactéria Bacillus thuringiensis 81, em meio sintético, mas nao
influenciou significativamente o crescimento e a sintese das toxinas Cry4B e
Cryl1A. Cabe salientar que, no presente trabalho, apesar de a adicdo de calcio ter
favorecido a sintese de toxinas, ndo influenciou a esporulacédo da bactéria, indicando
a inexisténcia de correlacdo entre a esporulacdo e/ou taxa de esporulacao e sintese
de toxinas por Bacillus thuringiensis var. israelensis.

No caso da resposta esporos totais, extrato de levedura (X3) exerceu efeito
positivo sobre a producdo de esporos, ao passo que glicerol (X;) exerceu efeito
negativo (Figura 5.19). Isto esta de acordo com o comportamento da toxicidade do
meio fermentado, conforme demostrado na Figura 5.18. No entanto, sulfato de
amonio exerceu efeito positivo sobre a producao de esporos (+2,41). Isto significa
que, para a obtencdo de maior quantidade de esporos, deve-se adicionar sulfato de
amonio (X;) ao meio de fermentacdo, o que ndo estd de acordo com o
comportamento observado para toxicidade (Figura 5.18). Liu e Tzeng (1998)
otimizaram a composicdo do meio de cultura de B. thuringiensis para a producéo de
esporos, estudando concentracdes de farinha de peixe, farinha amilacea, sulfato de
amonio e carbonato de calcio. Os autores verificaram que o sulfato de aménio
exerceu efeito positivo sobre a producédo de esporos, assim como o observado no
presente trabalho. Para se confirmar a significancia dos efeitos principais e suas
interacBes sobre as respostas em estudo foi realizada a analise de variancia dos

efeitos (Tabelas 5.5 a 5.7).
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Tabela 5.5 - Analise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos fatores estudados
sobre a variavel resposta toxicidade, obtida com ensaios do planejamento

fatorial 2*.
Soma Média Nivel de significancia
Fonte Quadratica G.L Quadratica F (r?)

Curvatura 12738,63 1 12738,63 175,6467 0,000001*
X1 363,86 1 363,86 5,0170 0,050436*
Xo 164,48 1 164,48 2,2679 0,170496
X3 4228,25 1 4228,25 58,3013 0,000061*
Xa 4228,25 1 4228,25 58,3013 0,000061*
X1 X2 9,46 1 9,46 0,1304 0,727389
X1X3 363,86 1 363,86 5,0170 0,050436*
X1Xa 363,86 1 363,86 5,0170 0,050436*
XoX3 164,48 1 164,48 2,2679 0,170496
XoXa 164,48 1 164,48 2,2679 0,170496
X3X4 4228,25 1 4228,25 58,3013 0,000061*
Erro 580,19 8 72,52

SQ total 27598,04 19

R?= 0,97 - X, — cloreto de célcio; X, — sulfato de aménio; X — extrato de levedura e X, — glicerol;

G.L — grau de liberdade; * significativo a 95% de confianga.

Tabela 5.6 - Analise de variancia dos efeitos principais e interagdes dos fatores estudados
sobre a variavel resposta esporos totais, obtida com ensaios do planejamento

fatorial 2°.
Soma Média Nivel de
Fonte Quadratica G.L Quadratica F significancia (p)

Curvatura 1,59867 1 1,598669 405,321 <0,00001*
X1 0,00400 1 0,004001 1,0143 0,343364
Xo 0,02303 1 0,023028 5,8385 0,042093*
X3 3,77816 1 3,778164 957,904 <0,00001*
Xa 3,77816 1 3,778164 957,904 <0,00001*
X1 X2 0,00104 1 0,001040 0,2637 0,621471
X1 X3 0,00400 1 0,004001 1,0143 0,343364
X1X4 0,00400 1 0,004001 1,0143 0,343364
XoX3 0,02303 1 0,023028 5,8385 0,042093*
XoXy 0,02303 1 0,023028 5,8385 0,042093*
X3X4 3,77816 1 3,778164 957,904 <0,00001*
Erro 0,03155 8 0,003944

SQ total 13,04684 19

R?=0,998 - X, — cloreto de caélcio; X, — sulfato de aménio; X3 — extrato de levedura e X, — glicerol;

G.L — grau de liberdade; * significativo a 95% de confianca.
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Tabela 5.7- Andlise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos fatores estudados
sobre a variavel resposta taxa de esporulacdo, obtida com ensaios do
planejamento fatorial 2*.

Soma Média i ianificanci
Fonte Quadratica Gl Quadratica F Nivel de s(g])nlflcanma

Curvatura 3170,79 1 3170,792 5868,43 <0,00001*
X1 0,01 1 0,006 0,01 0,918627

X5 0,15 1 0,146 0,27 0,616899

X3 9529,18 1 9529,176 17636,39 <0,00001*
Xa 9529,18 1 9529,176 17636,39 <0,00001*
X1 Xo 0,39 1 0,388 0,72 0,421677

X1 X3 0,01 1 0,006 0,01 0,918627

X1 X4 0,01 1 0,006 0,01 0,918627
XoX3 0,15 1 0,146 0,27 0,616899
XoXy 0,15 1 0,146 0,27 0,616899
XaX4 9529,18 1 9529,176 17636,39 <0,00001*
Erro 4,32 8 0,540

SQ total 31763,49 19

R?=0,9998 - X, — cloreto de calcio; X, — sulfato de aménio; X; — extrato de levedura e X, — glicerol;

GL — grau de liberdade; * significativo a 95% de confianga.

Constata-se que o0s termos que influenciaram significantemente as
respostas analisadas foram os mesmos revelados anteriormente pelos gréaficos de
Pareto. A curvatura € medida pela diferenca entre a média dos resultados dos
pontos fatoriais e a média dos resultados dos pontos centrais, e sua significancia
pode indicar o ajuste de um modelo quadratico aos dados experimentais
(MONTGOMERY,1991).

Os modelos empiricos e as analises estatisticas desempenham um papel
extremamente importante na elucidacdo dos mecanismos basicos em situacbes
complexas, proporcionando uma melhor compreenssédo e controle do processo. A
metodologia da superficie de resposta (RSM, Response Surface Methodology) é uma
técnica de otimizacdo baseada no emprego de duas etapas distintas: modelagem e
deslocamento. A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos lineares ou
quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais. Se

a resposta for bem modelada por uma funcéo linear das variaveis independentes,
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entdo a funcéo de aproximacéo € um modelo de primeira ordem. Se existir curvatura,

um polinbmio de grau superior, como um modelo de segunda ordem, serd usado

para aproximar a resposta (SEM; SWAMINATHAN, 1997). Segundo Moldavsky e

Cohen (1996) existem trés critérios principais para a validacdo de modelos:

1- Andlise de variancia para determinar a significancia de cada termo na equacao
ajustada e para determinar a qualidade de ajuste em cada caso. O valor de F de
Fischer calculado € comparado com o valor de F teorico (Fq, p-1, np) ONde a é 0
risco escolhido, sendo normalmente 0,05; n é o numero total de ensaios e p 0
namero de termos do modelo.

2- Coeficiente de correlacdo multipla ou de determinacéo (R?)

3- Teste da falta de ajuste, que indica se a falta de ajuste entre os valores
experimentais e calculados pelas equa¢des de modelo pode ser explicada pelo
erro experimental. Os critérios para a validacdo do modelo podem ser resumidos,

conforme consta na Tabela 5. 8.

Tabela 5.8 - Critérios para validacdo de modelos (MOLDAVSKY; COHEN, 1996).

Andlise de Coeficiente de , Validacdo
variancia correlagéo Falta de ajuste do modelo
R°>0,9 Sim
) p> 0,01 Sim
0,7<R*<0,9 ~
p< 0,1 p< 0,01 Nao
R?< 0,7 N&o
p>0,1 Nao

O possivel ajuste de modelos lineares aos dados experimentais foi verificado
pela analise de regressdo mdultipla (Tabelas 5.9 a 5.11) e segundo critérios

apresentados na Tabela 5.8.
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Tabela 5.9 - Analise de variancia da regressao que representa a resposta toxicidade,
obtida com ensaios do planejamento fatorial 2*.

Soma Média

2
Quadratica ©L  Quadratica F P R

Fonte

Modelo linear 1427922 10  1427,92 0,96 0,5260 0,52
Falta de ajuste  13295,33 6 2215,89 283,00  0,0003* -
Curvatura 12738,63 1  12738,63 175,647 <0,0001* -

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.10 - Analise de variancia da regressdo que representa a resposta esporos
totais, obtida com ensaios do planejamento fatorial 2*.

Soma Média 5

Fonte Quadratica ©L  Quadratica F P R
Modelo linear 11,42 10 1,14 6,31  0,0053* 0,87

Falta de ajuste 1,63 6 0,27 579,55 0,0001* -

Curvatura 1,60 1 1,60 405,27 <0,0001* }

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.11 - Anadlise de variancia da regressao que representa a resposta taxa de
esporulacao, obtida com ensaios do planejamento fatorial 2.

Soma Média

2
Quadratica ©L  Quadratica F P R

Fonte

Modelo linear 28588,37 10 2858,84 8,10 0,0021* 0,90

Falta de ajuste 3288,18 6 548,03 546,63  0,0001* -
Curvatura 3170,79 1 3170,792 5868,43 <0,0001* -

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Observa-se pela Tabela 5.9 que o modelo linear ndo é significativo ao nivel de
90% de confianga, portanto, segundo critérios para validacdo de Moldavsky e Cohen
(1996), este ndo é valido para representar o comportamento da variavel resposta
toxicidade em funcdo dos fatores estudados. Além disso, ha falta de ajuste do
modelo aos dados experimentais (p<0,01), e o valor de R? é menor que 0,7. Como a

curvatura € significativa, possivelmente um modelo quadratico se ajustaria melhor
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aos dados experimentais. No entanto, o0 niumero de experimentos realizados no
planejamento n&o é suficiente para determinar os coeficientes do modelo quadratico,
sendo necessario a realizacédo de ensaios complementares ao planejamento original.

Constata-se pela Tabela 5.10 que o modelo linear é significativo ao nivel de
99% de confianca. No entanto, a falta de ajuste é significativa (p<0,01) e o valor de
R?> é menor que 0,9. Portanto, o modelo linear ndo pode ser utilizado para
representar o comportamento da variavel resposta esporos totais em funcdo dos
fatores estudados, na regido analisada. No entanto, o ajuste de um modelo linear
aos dados experimentais obtidos para a taxa de esporulacdo é possivel, uma vez
que este modelo é significativo ao nivel de 99% de confianca (Tabela 5.11), e,
apesar de haver falta de ajuste (p<0,01), o valor de R? é igual a 0,9.

Foi realizada uma nova analise de variancia dos efeitos principais e de
interacOes sobre a resposta taxa de esporulacdo, desconsiderando a curvatura. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 5.12. Observa-se que, desconsiderando a
curvatura, os fatores X3 e X4 mantiveram-se como os fatores significativos sobre a
taxa de esporulagéo, ao nivel de 95% de confianca.

Também foi realizada um nova andlise de variancia desconsiderando os
parametros ndo significativos, que est4 apresentada na Tabela 5.13. Neste caso,
apesar de a analise de variancia indicar curvatura significativa, ha possibilidade de
utiizacdo de modelo linear para representar o comportamento da variavel
dependente em funcéo dos fatores, na regido analisada (Tabela 5.11). Esta regiao,
portanto, pode ser descrita satisfatoriamente por uma equacgéo de 12 ordem, que é
uma equacao de um plano. H4 uma certa divergéncia na literatura especializada,
sobre o fato de se retirar ou ndo do modelo os parametros inerentes a um fator ou a

uma interacéo nao significativa.
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Tabela 5.12 - Analise de variancia dos efeitos principais e interacées dos
fatores estudados sobre a variavel
esporulacdo, desconsiderando curvatura.

resposta taxa de

- Nivel de
Fonte Som,a. Med,|a_ F significancia
Quadrética Quadrética )

X1 0,01 1 0,006 0,00002 0,996798
Xo 0,15 1 0,146 0,00041 0,984197
X3 9529,18 1 9529,176 27,01087 0,000566*
X4 9529,18 1 9529,176 27,01087 0,000566*
X1 X2 0,39 1 0,388 0,00110 0,974285
X1 X3 0,01 1 0,006 0,00002 0,996798
X1 X4 0,01 1 0,006 0,00002 0,996798
XoX3 0,15 1 0,146 0,00041 0,984197
XXy 0,15 1 0,146 0,00041 0,984197
X3X4 9529,18 1 9529,176 27,01087 0,000566*
Erro 3175,11 9 352,790

SQ total 31763,49 19

R?=0,90 - X; — cloreto de célcio; X, — sulfato de amonio; X3 — extrato de levedura e

X4 — glicerol; GL — grau de liberdade; * significativo ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.13 - Analise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos
fatores estudados sobre a variavel resposta taxa de
esporulacao, desconsiderando os efeitos ndo significativos.

. Nivel de
Fonte Soma Média F significancia
Quadratica Quadratica 9 )

X3 9529,18 1 9529,176 48,00655 0,000003*
Xa 9529,18 1 9529,176 48,00655 0,000003*
X3X4 9529,18 1 9529,176 48,00655 0,000003*
Erro 3175,96 16 198,497
SQ total 31763,49 19

R?=0,90 - X5 — extrato de levedura e X, — glicerol, GL — grau de liberdade;

* significativo ao nivel de 95% de confianca
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Segundo Rodrigues e lemma (2005), cada caso deve ser estudado
isoladamente. Neste caso, a retirada dos coeficientes ndo significativos do modelo
nao leva a um grande aumento dos residuos. O fato de as SQ (somas quadraticas)
destes serem adicionados as SQRes (somas quadraticas dos residuos) nao altera o
coeficiente de determinacéo (o valor de R? continua sendo igual a 0,9), conforme
demonstrado nas Tabelas 5.12 e 5.13. Por esse motivo, 0s parametros nao
significativos podem ser retirados do modelo sem prejudicar sua capacidade de
predicéo.

Portanto, o modelo matematico obtido para estimar a taxa de esporulacédo em

funcao dos fatores estudados, para a regiao investigada, € descrito pela equacao 1.

Y1= 30,700 + 24,404 X3 - 24,404 X, - 24,404 X3X4 (equacéo 1)

Onde Y, corresponde a resposta taxa de esporulacéo (Tesp).

A representacdo em perspectiva dos valores preditos por esta equacgao,
correspondente a superficie de resposta, esta apresentada na Figura 5.21. Observa-
se que para se obter maior taxa de esporulacdo deve-se aumentar a quantidade de
extrato de levedura (X3) e diminuir a de glicerol (X4), assim como observado para as
respostas toxicidade e esporos totais. Pessanha (2008) utilizou caldo de cana-de-
acucar em fermentacdo com B. thuringiensis var. israelensis e verificou que o
aumento da concentracao de extrato de levedura afetou negativamente a producéo
de esporos e a taxa de esporulacdo, enquanto que o sulfato de amonio prejudicou
somente a producdo de esporos pela bactéria. O autor constatou ainda, que
variagbes nas concentracdes de sacarose néo foram significantivas para ambas as

respostas.
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Figura 5.21 - Superficie de resposta para a taxa de esporulacéo
obtida em fermentacbes com B. thuringiensis var.
israelensis em funcao das variaveis codificadas (sulfato
de amonio e cloreto de célcio ambos fixados em 0 g/L ).

5.2.2 Ensaios do planejamento fatorial 2 2

5.2.2.1 Ensaios de fermentac&o do planejamento fatorial 2

Para a otimizagdo da toxicidade do meio fermentado, foram realizados
ensaios complementares ao planejamento original, e, para isso, estudou-se a regiao
experimental acima da investigada originalmente para os fatores extrato de levedura
e cloreto de calcio (Figura 5.18). Como o sulfato de aménio néo influenciou
significativamente a sintese de toxinas e a sua concentragdo no nivel inferior € zero,
este foi excluido do meio de fermentacdo. A concentracdo de glicerol foi mantida a
10 g/L para nao prejudicar a producao de biomassa, o que poderia acontecer se
fosse diminuida a concentracdo de glicerol abaixo de 10 g/L. Portanto, foi realizado

um novo planejamento 22 com trés repeticdes no ponto central, variando-se apenas
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a concentracdo de extrato de levedura e a concentracdo de cloreto de calcio. Os
niveis dos fatores e a matriz do planejamento 2° estdo apresentados nas Tabelas

5.14 e 5.15, respectivamente.

Tabela 5.14 - Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 22 com
trés repeticbes no ponto central, visando a otimizacdo da

resposta toxicidade.
Niveis
Fatores -1 0 +1
Extrato de Levedura 10 15 20
Cloreto de Célcio 0,20 0,4 0,6

Tabela 5.15 — Matriz do planejamento fatorial 2° com trés repeticdes no
ponto central, visando a otimizacao da resposta toxicidade.

Ensaio Extrato de Levedura Cloreto de Caélcio
21 10 0,2
22 20 0,6
23 10 0,6
24 20 0,2
25 15 0,4
26 15 0,4
27 15 0,4

A Figura 5.22 apresenta os perfis de crescimento da bactéria em funcao do
tempo nos ensaios do planejamento fatorial 2% Verifica-se que houve um
comportamento semelhante de crescimento celular em todos o0s ensaios,
caracterizado por aumento de massa de células nas primeiras 15 horas de
fermentacdo e queda de massa ap0Os este periodo. As maximas concentracdes de
células obtidas foram muito proximas entre os ensaios 21 e 23 (8,1 e 8,3 ¢g/L,
respectivamente) e também entre os ensaios 22 e 24 (10,4 e 10,6 g/L,
respectivamente). Isso era esperado, pois 0s ensaios com igual crescimento foram

realizados com a mesma concentracao de glicerol e de extrato de levedura.
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Figura 5.22 - Variagdo da concentracdo celular em funcdo do tempo, durante
a fermentacdo de meios formulados com glicerina G7, por B.
thuringiensis var. israelensis. Os numeros entre parénteses
correspondem aos respectivos ensaios do planejamento 22.
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A Figura 5.23 apresenta a concentracdo de glicerol em funcdo do tempo de
fermentacdo para os ensaios do planejamento 2°. Observa-se que apenas nos
ensaios em que se utilizou extrato de levedura no nivel inferior (ensaios 21 e 23) néo
houve esgotamento de glicerol com 15 horas de fermentacédo. Diferentemente dos
ensaios do planejamento original (Figura 5.13), a presenca de cloreto de célcio em
quantidades diferentes ndo modificou pronunciadamente o consumo inicial de
glicerol.

A Figura 5.24 apresenta a variacao de pH do meio de fermentacdo em funcéo
do tempo. A queda mais acentuada do valor do pH nas primeiras horas de
fermentacdo foi observada nos ensaios 22 e 24, os quais foram realizados com
concentracdo de extrato de levedura no nivel superior (20 g/L). Nestes ensaios,
apos dez horas de fermentacdo o pH aumentou até atingir cerca de 8, no final da
fermentacdo. Os ensaios 21 e 23 apresentaram comportamento similar de variacéo
de pH em funcdo do tempo, ocorrendo decréscimo e aumento ao longo do cultivo.
Os ensaios do ponto central (25 a 27) apresentaram valores de pH em torno de 7,5
no final fermentacdo, demonstrando-se que, quanto maior for a concentracdo de
extrato de levedura empregada, maior € a variacdo de pH do meio de fermentacéo.
Os aminoacidos liberados por proteases, e posteriormente consumidos, contribuem
para elevagdo do pH, juntamente com o consumo dos &cidos produzidos (YEZZA et

al., 2005).
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As Figuras 5.25 e 5.26 apresentam os fatores de converséo de glicerol em
células (Yxss) e produtividade em células (Qx) para os respectivos ensaios. Observa-
se que os menores valores de Yys foram obtidos nos ensaios 21 e 23 (0,71 e 0,72
g/g, respectivamente), e os maiores valores de Yy foram obtidos nos ensaios 22 e
24 (0,92 e 0,99 g/g, respectivamente). Anderson (1990) estudou a influéncia da
relacdo carbono:nitrogénio (C:N) sobre a fermentacdo empregando Bacillus
thuringiensis e verificou que o meio balanceado com relacdo C:N = 7,5:1 resultou em
um maior valor de Yyxs, comparado ao meio com relacdo de 5:1 ou de 11:1. Neste
trabalho, os valores de produtividade em células obtidos foram muito préximos, uma
vez que 0s ensaios em que se obtiveram as maiores concentracoes de células foram
também os que tiveram maior tempo de fermentacdo. Quando a concentracdo de

extrato de levedura foi aumentada, o tempo de fermentacéo foi maior (Tabela 5.16).

1,2

Yxs (9/9)
o o
(e)] [00]

o
~
L

0,2 4

21 22 23 24 25 26 27

Ensaio

Figura 5.25 - Fatores de conversdo de glicerol em células (Yys)
considerando Xnaximo COM 15 horas de fermentacéo,
obtidos por fermentacdo de meios formulados com
glicerina G7, nos ensaios do planejamento 2°, com
B. thuringiensis israelensis.



101

0,5

0,45 -

04 -

0,35 -

0,3 -

Qx (@/ Lh)
|

0,25 -

0,2 4

0,15 -

0,1

21 22 23 24 25 26 27

Ensaio

Figura 5.26 - Produtividade em células (Qx) considerando Xpaximo COM
15 horas de fermentacéo, obtidos por fermentacdo de
meios formulados com glicerina G7, nos ensaios do
planejamento 22, com B. thuringiensis israelensis.

As Figuras 5.27 e 5.28 apresentam a contagem de células totais e de esporos
totais, respectivamente, e a Figura 5.29 as respectivas taxas de esporulacéo
obtidas. Observa-se que a quantidade de células obtidas por contagem esta de
acordo com as concentragbes obtidas por massa seca (Figura 5.22), em que se
obteve maior quantidade de células nos ensaios 22 e 24, seguida dos ensaios do
ponto central e, com menor concentracdo celular, os ensaios 21 e 23. Embora os
ensaios 21 e 23 apresentem menor contagem de esporos (Figura 5.28), obteve-se
maior taxa de esporulacdo. Nos ensaios 22 e 24 obtiveram-se as menores taxa de
esporulagdo, com uma populacdo mais heterogénea de células. Como ja foi
mencionado anteriormente, quando ndo hd um balango adequado entre as fontes de
nitrogénio e de carbono, a populacdo de células produzidas pode ser heterogénea
devido a producdo de novas células vegetativas enquanto ainda ha esporulacéo de

células mais velhas (ANDERSON; JAYARAMAN, 2003; GHRIBI et al., 2007).
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Figura 5.27 - Numero total de células (CT) obtido por
fermentacdo de meios formulados com
glicerina G7, nos ensaios do planejamento
22, com B. thuringiensis israelensis.
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fermentacdo de meios formulados com
glicerina G7, nos ensaios do planejamento
22 com B. thuringiensis israelensis.
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Os valores de CLsy, ClLsp percentual relativa, contagem de esporos totais

(ET/mL), taxa de esporulagédo (Tesp) € tempo final de fermentagdo obtidos para os

ensaios do planejamento 22 estdo apresentados na Tabela 5.16.

Tabela 5.16 - Valores de CLs,, ClLso percentual relativa, esporos totais e taxa de
esporulacdo, obtidos nos ensaios do planejamento fatorial 2.

CLso
. Extrato de  Cloreto Clso ET/mL Tesp
Ensaio | ayedura  de Calcio (mg/mL) p?é?:t?\tgal (x10°) (%) Ti
21 10 0,2 0,426 69,2 2,88 95,36 24
22 20 0,6 0,534 55,2 3,78 90,87 35
23 10 0,6 0,378 78,0 3,00 100 26
24 20 0,2 0,584 50,5 3,90 89,45 33
25 15 0,4 0,295 100,0 3,51 94,86 30
26 15 0,4 0,298 99,0 3,43 92,70 30
27 15 0,4 0,309 955 3,54 95,68 30

Tt _tempo final de fermentacgéo
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Observa-se que houve uma melhora dos valores de CLso nestes novos
ensaios, comparando-se aos ensaios do planejamento 2 (Tabela 5.4). Os ensaios
que proporcionaram maior valor de toxicidade contra larvas de Aedes aegypti foram
os referentes ao ponto central, ou seja, ensaios 25 a 27, demonstrando que a regiao
estudada corresponde a regido de otimizacdo. Farrera; Pérez-Guevara e Torre
(1998) obtiveram maior concentracdo da endotoxina CrylA, quando utilizaram a
relacdo C:N de 7:1. Entretanto, para que haja eficiéncia na acdo do bioinseticida
deve haver a acdo sinérgica das quatro endotoxinas, uma vez que nenhuma
proteina individual é tdo toxica quanto o complexo protéico intacto (CRICKMORE et
al., 1995). Tal fato sugere que a analise de apenas uma das endotoxinas nao €&
suficiente para se obter um produto com atividade toxica eficaz.

Prabakaran e Hoti (2008a) empregaram o meio NYSM (MYERS; YOUSTEN,
1980) em fermentacado com B. thuringiensis var. israelensis em biorreator de 100 L,
e obtiveram meios fermentados com valores de CLsy que variaram de 28 a
75 nL/mL, contra larvas de Aedes aegypti. O meio NYSM utilizado pelos autores
contém como fontes de nitrogénio organico peptona (5 g/L), extrato de carne (3 g/L)
e extrato de levedura (0,5 g/L) e, como principal fonte de carbono, a glicose (5 g/L).
Neste caso, a relacdo C:N é de aproximadamente 2,3:1, ou seja, menor que a
relacdo de 7:1 mencionada por Farrera; Pérez-Guevara e Torre (1998). No presente
trabalho a relagdo C:N mais adequada para a sintese das toxinas pela bactéria foi
de 2,6:1, proxima a relatada por Prabakaran e Hoti (2008a).

Neste trabalho, os valores de toxicidade obtidos sdo baixos em relagcdo aos
relatados na literatura, para Bacillus thuringiensis var. israelensis, conforme pode ser
observado na discussao anterior. Tal fato pode ser atribuido a varios fatores, tais

como: inibidores ainda presentes na glicerina tratada, falta de adequacéo dos metais
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presentes no meio, assim como suas concentracdes, auséncia de outros compostos
necessarios para a sintese das toxinas e fornecimento inadequado de oxigénio
durante a fermentacdo. Com relacdo a este ultimo fator, alguns trabalhos podem ser
destacados. Morris et al. (1996) avaliaram a influéncia da relacdo entre volume de
meio e volume de frasco (Vn/Vs) sobre a producdo de toxinas por B. thuringiensis
var. aizawai e verificaram que utilizando uma relacdo de Vn,/V; de 0,05 a morte de
larvas de Mamestra configurata foi de 95%, com uma concentracdo de 0,500 mg/mL
do complexo esporo-cristal. Porém, quando esta relacdo foi de 0,2, a porcentagem
de morte caiu para 66%. A concentracao de esporo-cristal utilizada por estes autores
estd na mesma ordem de grandeza da utilizada no presente trabalho.
Maldonado-Blanco, Sdlis-Romero e Galan-Wong (2003) estudaram o efeito
da tens&o de oxigénio na producgéo de toxinas por B. thuringiensis var. israelensis e
constataram que houve menos de 1% de mortalidade de larvas de Aedes aegypti em
bioensaios de uma suspensao de 0,05 mg/L do complexo esporo-cristal quando se
utilizaram as combinacfes de taxa de aeragcao (vvm) e velocidade de agitacao
(rev/min) de 0,6 vvm e 100 rev/min, 0,2 vwm e 300 rev/min e 0,6 vwvm e 300 rev/min.
No entanto, quando os autores utilizaram as combinac¢des de 1 vwvm e 300 rev/min e
0,6 vwm e 500 rev/min houve morte de 47,2 e 59,7% das larvas, respectivamente.
Isso demonstra que a quantidade de oxigénio dissolvido no meio é de fundamental
importancia para a obtencdo de um meio fermentado com toxicidade satisfatoria
(MORRIS et al., 1996; MALDONADO-BLANCO; SOLIS-ROMERO; GALAN-WONG,
2003; GHRIBI, 2007) o que pode ser alcancado mais facilmente com controle

adequado da oxigenacéo do meio, ou seja, com ensaios em biorreator.
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5.2.2.2 Andlise estatistica dos resultados do planejamento fatorial 2

Foi realizada a andlise estatistica dos dados para a verificagdo de ajuste de
um modelo ao novo conjunto de dados experimentais, que é apresentado a seguir.
As Figuras 5.30 a 5.32 apresentam os graficos de Pareto referentes ao ensaios do

planejamento fatorial 22.

p=0,05

Curvatur 19,36148

-8,78155

-,867575

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Efeito Padronizado

Figura 5.30 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos
com 95% de confianca sobre a resposta toxicidade. X; —
cloreto de calcio e X; — extrato de levedura.

Verifica-se que o fator extrato de levedura (X3) exerceu efeito significativo
sobre todas as respostas estudadas (toxicidade, esporos totais e taxa de
esporulagdo) ao nivel de 95% de confiangca. O cloreto de calcio (X;), nas
concentracOes estudadas, nao influenciou significantemente nenhuma das respostas
analisadas, diferente do que ocorreu quando estudou-se concentracdes de 0 a
0,24 g/lL, em que X; exerceu efeito significativo sobre a toxicidade do meio

fermentado (Figura 5.18).
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Figura 5.31 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos

com 95% de confianca sobre a resposta esporos totais.
X; — cloreto de célcio e X3 — extrato de levedura.
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Figura 5.32 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos

com 95% de confianga sobre a resposta taxa de
esporulacdo. X; — cloreto de calcio e X; — extrato de
levedura.
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O sinal negativo do efeito de X3 (-8,78) indica que 0 aumento da concentracao

de extrato de levedura de 10 para 20 g/L prejudica a formacédo de toxinas pela

bactéria (Figura 5.30). Este aumento da concentracdo de extrato de levedura

também prejudica a taxa de esporulacao (Figura 5.32), mas favorece a producao de

esporos (Figura 5.31). As Tabelas 5.17 a 5.19 apresentam a analise de variancia

dos efeitos.

Tabela 5.17 - Andlise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos fatores
estudados sobre a variavel resposta toxicidade, obtida com ensaios do

planejamento fatorial 2°.

Fonte Soma Quadratica GL Média Quadratica F . N.'V?l d.e
significancia (p)

Curvatura 2093,006 1 2093,006 374,8667 0,002657*

X3 430,563 1 430,563 77,1157 0,012721*

X1 45,562 1 45,562 8,1604 0,103809

X1X3 4,202 1 4,202 0,7527 0,477088

Erro 11,167 2 5,583

SQ total 2584,500 6

R®=0,996 - X; — cloreto de calcio e X5 — extrato de levedura; GL — grau de liberdade. * significativo

ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.18 - Andlise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos fatores

estudados sobre a variavel resposta esporos totais, obtida com ensaios
do planejamento fatorial 2°.

Fonte Soma Quadratica GL Média Quadratica F . N.'V?l d.e
significancia (p)

Curvatura 0,018305 1 0,018305 5,6613 0,140380

X3 0,810000 1 0,810000 250,5155 0,003968*

X1 0,000000 1 0,000000 0,0000 1,000000

X1 X3 0,014400 1 0,014400 4,4536 0,169280

Erro 0,006467 2 0,003233

SQ total 0,849171 6

R? = 0,992 - X, — cloreto de calcio e X5 — extrato de levedura; GL — grau de liberdade. * significativo

ao nivel de 95% de confianca.
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Tabela 5.19 - Andlise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos fatores
estudados sobre a varidvel resposta taxa de esporulacdo, obtida com
ensaios do planejamento fatorial 2°.

Fonte Soma Quadratica GL Média Quadratica F . N.'V?l d.e
significancia (p)

Curvatura 0,41905 1 0,41905 0,17743 0,714545
X3 56,55040 1 56,55040 23,60167 0,039854*
X1 9,18090 1 9,18090 3,83171 0,189415
X1 X3 2,59210 1 2,59210 1,08183 0,407518
Erro 4,79207 2 2,39603

SQ total 73,57309 6

R®=0,94 - X, — cloreto de calcio e X3 — extrato de levedura; GL — grau de liberdade. * significativo

ao nivel de 95% de confianca.

Constata-se que neste caso a curvatura é significativa somente para a resposta
toxicidade, ao nivel de 95% de confianca. O possivel ajuste de um modelo linear
aos dados experimentais sera analisado a seguir. Observa-se pela Tabela 5.20 que
o modelo linear ndo € significativo ao nivel de 95% de confianca, portanto, segundo
critérios para validacdo de Moldavsky e Cohen (1996), este ndo € valido para
representar o comportamento da variavel resposta toxicidade em funcao dos fatores
estudados. Neste caso, os dados se ajustariam mais adequadamente a um modelo
quadratico. Para se determinar os parametros deste modelo é necessario a
ampliacdo do planejamento 22, o que poderia ser feito com a realizacdo de mais
quatro ensaios, utilizando um planejamento com face centrada (MONTGOMERY,
1991; RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Constata-se pela Tabela 5.21 que o modelo linear € significativo ao nivel de
99% de confianca, ndo ha indicios de falta de ajuste e o valor de R? é maior que 0,9.
Assim, o modelo linear pode ser utilizado para representar o comportamento da
variavel resposta esporos totais em funcdo dos fatores estudados, na nova regido

analisada. O ajuste de um modelo linear aos dados experimentais de taxa de
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esporulacdo também é possivel, uma vez que este modelo é significativo ao nivel de

99% de confianca e nao ha indicios de falta de ajuste (Tabela 5.22).

Tabela 5.20 - Analise de variancia da regressao que representa a resposta toxicidade,
obtida nos ensaios do planejamento 2% .

Soma Media 2
Fonte Quadratica Quadratica P R
Modelo linear 480,33 3 160,11 0.23 0.8718 0,18

Curvatura 2093,006 1 2093,006 374,867 0,0027* -
Falta de ajuste 2093,01 1 2093,1 374,87 0,0027* -

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.21 - Andlise de variancia da regressao que representa a resposta esporos totais,
obtida nos ensaios do planejamento 22 .

Soma Média 2
Fonte Quadratica Quadratica P R
Modelo linear 0,82 3 0.27 33,28 0.0084* 0,97

Curvatura 0,018305 1 0,018305 5,6613 0,1403 -
Falta de ajuste 0,018 1 0,018 5,66 0,1404 -

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.22 - Andlise de varidncia da regressdo que representa a resposta taxa de
esporulacdo, obtida nos ensaios do planejamento 27 .

Fonte Qui(()jrrgztiica Qul\gggéll?ica P R’
Modelo linear 68,32 3 22,77 13,32  0,0307* 0,93
Curvatura 0,41905 1 0,41905 0,17743 0,7145 -

Falta de ajuste 0,75 1 0,75 0,59 0,5225 -

* significativo a 95% de confianca.
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Foi realizada uma nova analise de variancia dos efeitos principais e de

manteve-se como o Unico fator significativo sobre as respostas.

interacbes sobre as respostas producdo de esporos e taxa de esporulacao,
desconsiderando a curvatura. Os resultados estéo apresentados nas Tabelas 5.23 e

5.24. Observa-se que, desconsiderando a curvatura, o extrato de levedura (X3)

Tabela 5.23 - Andlise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos
fatores estudados sobre a varidvel resposta esporos totais,
desconsiderando curvatura.

. Nivel de
Fonte Som,a. Med,|a_ F significancia
Quadrética Quadrética )

X3 0,810000 1 0,810000 98,09689 0,002189*
X1 0,000000 1 0,000000  0,00000 1,000000
X1X3 0,014400 1 0,014400 1,74394 0,278346
Erro 0,024771 3 0,008257

SQ total 0,849171 6

R? = 0,97 - X, — cloreto de céalcio e X; — extrato de levedura; GL — grau de liberdade;

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.24 - Analise de variancia dos efeitos principais e interacdes dos
fatores estudados sobre a varidvel resposta esporos totais,
desconsiderando curvatura.

. Nivel de
Fonte So”la. Med,"? F significancia
Quadratica Quadratica )

X3 56,55040 1 56,55040 32,98879 0,010482*
X1 9,18090 1 9,18090 5,35570 0,103628
X1X3 2,59210 1 2,59210 1,51211 0,306461
Erro 5,14269 3 1,71423
SQ total 73,46609 6

R? = 0,93 - X, — cloreto de célcio e X5 — extrato de levedura; GL — grau de liberdade;

* significativo ao nivel de 95% de confianca.

Portanto, os modelos matematicos obtidos para estimar a quantidade de

esporos produzidas pela bactéria e a taxa de esporulacdo em fungdo dos fatores

estudados, para a nova regido investigada, sdo descritos pelas equacdes 2 e 3.
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Y,= 3,432 + 0,450 X; (equacgéo 2)

Y,= 94,131 — 3,760 X3+ 1,515 X; — 0,805 X, X5 (equacgéo 3)

Onde Y; e Y, correspondem as respostas esporos totais (ET/mL x 10%) e taxa

de esporulacéo (Tesp), respectivamente.

A equacéao 2 pode ser simplificada sem prejudicar a capacidade de predicéo
do modelo, uma vez que a retirada dos parametros X; e X;X; (inerentes a efeitos
ndo significativos na resposta) leva a uma pequena reducéo do valor de R? (de 0,97
para 0,95). No entanto, em relacdo a equacédo 3, a retirada de tais parametros nao
significativos leva a uma reducao do valor de R? de 0,93 para 0,77, o que tornaria o
modelo invalido, portanto, este foi mantido com todos os termos para que sua
capacidade de predicao nao fosse prejudicada.

As superficies de resposta obtidas (Figuras 5.33 e 5.34) séo referentes a um
plano e apresentam os valores preditos pelas equacdes 2 e 3. Observa-se que 0
aumento da concentragdo de extrato de levedura favoreceu a produgéo de esporos
(Figura 5.33) mas prejudicou a taxa de esporulagao (Figura 5.34). Quanto maior a
quantidade de células vegetativas produzidas em relagdo as esporuladas, menor a
taxa de esporulagéo, assim, o0 aumento da concentracao de extrato de levedura nos
meios de fermentacgao prejudicou a taxa de esporulagéo. Pessanha (2008) estudou o
efeito de extrato de levedura, sulfato de amonio e caldo de cana-de-acucar no meio
de fermentacdo para a producédo de esporos por B. thuringiensis var. israelensis.
Extrato de levedura prejudicou ambas as repostas, produgcao de esporos e taxa de

esporulacéo, diferente do que ocorreu no presente trabalho.
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ET/mL
(x 109

ET/mL (x 10°)

B 2,922
I 3,036
N 3,150
[ 3,263
13,377
[ 3,491
[ 3,605
I 3,719
Il 3,833
Il 3,947
Il above

Figura 5.33 - Superficie de resposta para a producdo de esporos por B.
thuringiensis var. israelensis em funcao das variaveis codificadas
CaCl; (X;) e extrato de levedura (X3).

Tesp (%)

B 00,122
B 91,272
B 92,423
[ 93,574
[ 94,725
[ 95,876
3 97,027
I 98,178
B 99.329
B 100,480
Bl above

Figura 5.34 - Superficie de resposta para a taxa de esporulacdo obtida em
fermentacBes com B. thuringiensis var. israelensis em funcao das
variaveis codificadas CacCl, (X;) e extrato de levedura (X3).
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6 CONCLUSOES

* A glicerina proveniente da fabricacdo do biodiesel € um substrato adequado para
producdo de bioinseticida por Bacillus thuringiensis, desde que submetida a um
tratamento adequado;

* O tratamento adequado para viabilizar o emprego da glicerina proveniente da
fabricacdo de biodiesel a partir de sebo bovino para a producdo de bioinseticida
consiste de decantacéo, acidificacéo até pH 7,0 e aquecimento a 70 °C;

e A glicerina proveniente do processamento do biodiesel a partir de sebo bovino (a
10 g/L de glicerol) ndo contém fonte de nitrogénio suficiente para permitir o
crescimento da bactéria, necessitando de suplementagdo com extrato de levedura;

* A bactéria ndo é capaz de crescer em meio contendo glicerina na concentracéo
de 30 g/L de glicerol, devido a inibicdo por componentes presentes no residuo, 0os
guais nao foram removidos pelo tratamento estabelecido;

e Com o emprego do glicerol como substrato em fermentagcdes com Bacillus
thuringiensis var. israelensis ndo ha relacdo direta entre formacdo de esporos e
producao de toxinas pela bactéria ;

* O sulfato de amoénio, na concentracédo de 6 g/L, embora favoreca a esporulagcéo
da bactéria, ndo influencia a sintese de toxinas, ndo tendo necessidade, portanto, de
adiciona-lo ao meio;

» A presenca de cloreto de calcio no meio de fermentacdo favorece a sintese de
toxinas na concentracdo de 0,24 g/L, mas em concentracdes acima deste valor ndo
influencia este parametro;

* A relacdo carbono:nitrogénio influencia acentuadamente a producdo de
endotoxinas por B. thuringiensis var. israelensis, sendo que a relacdo mais

adequada para a fonte de carbono estudada € de 2,6:1;
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar fontes de nitrogénio alternativas no meio de fermentagéo contendo o

glicerol;

 Estudar a influéncia da concentragdo de O, dissolvido no meio de
fermentacdo sobre a producdo de toxinas pela bactéria, com ensaios em

biorreator;

» Auvaliar o efeito da concentracédo de acido acético no meio sobre a producao

de toxinas e esporulacao;

» Otimizar as condicfes de processo, incluindo a analise dos ions essenciais no

meio de fermentacédo para a producgéo eficaz do bioinseticida;

* Formular o bioinseticida e realizar bioensaios em campo.
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APENDICE A- Curvas padrdo
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Figura Al . Curva-padrdo que relaciona area dos picos com a concentracdo de

glicerol.
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Figura A2 . Curva-padrdo que relaciona absorbancia com concentracdo de células
de Bacillus thuringiensis var. israelensis.
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Tabela B1 — Bioensaio Preliminar - Porcentagens de mortalidade das larvas de Aedes
aegypti expostas a suspensao esporo-cristal em diferentes concentracoes,

obtidas nos diferentes ensaios.

Concentracao* Porcentagem de mortalidade das larvas (%)
(mg/L)
3 7 11 15 17 18 19 20
100 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 0 20 0 20 20 20 20
500 20 20 60 0 40 20 40 40
700 40 20 60 20 40 40 60 40
900 60 40 80 40 80 60 80 80
1000 80 40 100 40 100 100 80 100
1200 100 60 100 60 100 100 100 100
1400 100 80 100 80 100 100 100 100
1500 100 100 100 100 100 100 100 100

*Concentracdo do complexo esporo-cristal empregada no bioensaio preliminar



