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RESUMO

TABUCHI, S. C. T. Utilizacdo do extrato de levedo de cerveja como suplemento de
meio a base de glicerol residual para producdo de bioinseticida por Bacillus
thuringiensis. 2013. 80 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Séo Paulo, Lorena / SP, 2013.

A utilizacdo de bioinseticida & base de Bacillus thuringiensis tem se mostrado eficaz no
combate as larvas de insetos veiculadores de doencas como a dengue, elefantiase e malaria.
O bioinseticida apresenta alta especificidade, auséncia de resisténcia nos insetos alvos e
baixo impacto ambiental comparado aos inseticidas quimicos. Porém, a difusdo do uso de
bioinseticida apresenta alguns desafios como o custo da produgdo e da formulagdo. O
levedo excedente da industria cervejeira pode tornar a producdo do bioinseticida
economicamente vidvel devido ao seu baixo custo, assim como o glicerol, residuo da
producdo de biodiesel. A escolha adequada dos componentes do meio de cultivo é
essencial para o sucesso de um produto e deve ser realizada buscando-se obter uma alta
produtividade com o menor custo. Além disso, no caso do bioinseticida, 0s componentes
do meio exercem uma grande influéncia no crescimento e na sintese de toxinas pela
bactéria. No presente trabalho, propbs-se formular um meio de cultivo para Bacillus
thuringiensis var. israelensis utilizando levedo de cerveja e glicerol proveniente da
fabricacdo de biodiesel, visando obter um meio fermentado com elevada toxicidade e de
menor custo, comparado aos obtidos atualmente. Inicialmente foi definido um
procedimento de preparo do extrato de levedo de cerveja. Constatou-se que o melhor
método consiste da esterilizagdo da suspensdo de levedo de cerveja (121°C por 20
minutos) seguida de filtracdo qualitativa. Foi definida também a faixa de concentracdo de
extrato de levedo de cerveja que seria utilizada no estudo de composigéo do meio (10 g/L a
30 g/L). Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1000 mL em incubadora
de movimento reciproco. Os componentes do meio de cultivo (glicerol residual, extrato de
levedo de cerveja, KNOj3, CaCl,.2H,0, MgS0,.7H,0, MnSO,, K;HPO, e KH,PO,) foram
avaliados segundo um planejamento experimental e, nas condi¢fes estudadas, néo
exerceram influéncia significativa sobre a producdo de toxinas. Definiu-se entdo a
composicdo do meio de fermentacdo em termos de fonte de carbono e nitrogénio. O
glicerol e o extrato de levedo de cerveja ndo exerceram influéncia significativa sobre o
consumo de substrato pela bactéria. Quanto a concentracdo celular méaxima, o aumento da
concentracdo de glicerol apresentou efeito negativo, enquanto o aumento da concentracao
de extrato de levedo de cerveja apresentou efeito positivo. Embora as concentracfes das
fontes de carbono e nitrogénio ndo tenham sido significativas para a atividade larvicida, a
interacdo entre os fatores foi significativa em seu nivel negativo. O melhor resultado
quanto a atividade larvicida do meio foi apresentado pelo meio composto por 10 g/L de
glicerol residual, 30 g/L de extrato de levedo de cerveja, 5g/L de KNOs;, 0,12 g/L de
CaCl,.2H,0, 1,5 g/L de MgS0,4.7H,0, 0,09 g/L de MnSOy, 1,5 g/L de K;HPO, e 1,5 g/L
de KH,PO,4. Essa mesma composi¢do de meio de cultivo foi testada em um ensaio em
biorreator, obtendo-se um meio fermentado mais eficiente que o ensaio realizado em
incubadora, e com CLs de 2,43 uL.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Levedo de cerveja. Biodiesel. Glicerol.
Formulacéo de meio.



ABSTRACT

TABUCHI, S. C. T. Utilization of brewer's yeast extract as a supplement to medium
based on residual glycerol for bioinsecticide production by Bacillus thuringiensis.
2013. 80 p. Dissertation (Master of Science) - Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena / SP, 2013.

The use of bioinsecticide based on Bacillus thuringiensis has been shown to be effective
against larvae of insects able to spread diseases such as dengue, malaria and elephantiasis.
The bioinsecticide has high specificity, absence of resistance in target insects and low
environmental impact compared to chemical insecticides. However, there are some
challenges in the way of widespread use of bioinsecticide, such as the costs of production
and formulation. The surplus yeast from the brewing industry can make the production of
bioinsecticide economically feasible due to its low cost, as well as the residual glycerol
from the biodiesel production. The proper choice of the components of the culture medium
is essential for the success of a product and must be carried out in order to obtain a high
productivity at the lowest cost. Furthermore, in the case of bioinsecticide, medium
components have a major influence on the growth and synthesis of toxins by the bacteria.
In the present study it was proposed the formulation of a fermentation medium for Bacillus
thuringiensis var. israelensis using brewer's yeast and glycerol from the biodiesel
manufacturing, seeking to obtain a fermented broth with high toxicity and lower cost
compared to those currently obtained. Initially it was defined a procedure to prepare the
extract of brewer's yeast. It was found that the best method is the sterilization of the
brewer's yeast suspension (121 °C for 20 minutes) followed by qualitative filtration. The
range of brewer's yeast extract concentration to be used in the study of the medium
composition was also defined (10 g/L to 30 g/L). Assays were performed in 1000 mL
Erlenmeyer flasks in a reciprocal motion shaker. The components of the medium (glycerol
waste, brewer's yeast extract, KNOs3;, CaCl,.2H,0, MgS0,4.7H,0, MnSO,4, K;HPO, e
KH,PO,) were evaluated according to an experimental design and, considering the studied
conditions, they did not have significant influence on the toxin production. Thus, the
composition of the fermentation medium was defined in terms of nitrogen and carbon
source. Glycerol and brewer's yeast extract did not have any significant influence on the
substrate consumption by the bacteria. For the maximum cell concentration, the increase of
glycerol concentration showed a negative effect, while increasing the concentration of
brewer's yeast extract showed a positive effect. Although the concentrations of carbon and
nitrogen sources were not significant for the larvicidal activity, the interaction between
such factors was significant in its negative level. The best result of larvicidal activity was
shown by the following medium: 10 g/L of residual glycerol, 30 g/L of brewer's yeast
extract, 5 g/L of KNO3, 0.12 g/L of CaCl,.2H,0, 1.5 g/L of MgS0,.7H,0, 0.09 g/L of
MnSO,, 1.5 g/L of K;HPO,4 and 1.5 g/L of KH,PO4. This same composition of the culture
medium was tested in a bench fermenter, resulting in a more efficient fermented broth than
the one obtained in shaker flask, and with LCs 0f 2.43 uL.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Brewer's yeast. Biodiesel. Glycerol. Medium
formulation.
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1. INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, formadora de esporos, e que,
durante a fase de esporulacdo, produz toxinas que séo eficientes no combate as larvas de
insetos veiculadores de doencas, principalmente dos géneros Aedes, Culex e Anopheles,
transmissores da dengue, da elefantiase e da malaria, respectivamente.

Em muitos paises em desenvolvimento as doencgas causadas por insetos vetores
s&o um sério problema de satde publica. No mundo todo, a cada ano, cerca de um bilh&o
de pessoas sdo acometidas por doencas graves causadas por organismos patogénicos
veiculados por insetos vetores, dentre elas a dengue. No Brasil, as condicdes
socioambientais favorecem o desenvolvimento de Aedes aegypti, vetor da doenga, e a
utilizacdo dos métodos tradicionalmente empregados no seu combate ndo tém sido
eficientes. Isto pode ser constatado pelos surtos da doenca divulgados pela imprensa todos
0s anos. Pesquisas vém sendo realizadas em diversos paises para compreender melhor a
doenca e até mesmo ja existem vacinas em desenvolvimento. Porém, enquanto ndo se tem
uma forma aprovada de se prevenir contra a dengue, 0 combate ao mosquito vetor ainda é
a forma mais eficiente de prevencao.

O controle de insetos agricolas e de vetores de doencas nos paises em
desenvolvimento é realizado, na sua maioria, por inseticidas quimicos, mesmo com as
diversas desvantagens advindas de seu emprego, que incluem a toxicidade aos animais, a
resisténcia fisiologica dos vetores e os impactos ambientais negativos causados, como a
contaminacdo de alimentos e o efeito prejudicial sobre insetos que possuem um papel
benéfico para 0 homem.

A formulacdo de inseticidas com linhagens de Bacillus thuringiensis apresenta
diversas vantagens sobre os inseticidas quimicos, principalmente pelo fato de que essa
bactéria atua apenas sobre a forma larval do inseto, sendo uma alternativa em relacdo ao
problema do desenvolvimento de resisténcia por parte desses insetos.

Porém, a difusdo do uso de bioinseticida empregando Bacillus thuringiensis
apresenta alguns desafios como o custo da producdo e a formulacdo. Matérias-primas de
baixo custo tém sido avaliadas como fontes alternativas de nutrientes para 0 processo
fermentativo, dentre as quais o glicerol residual e o levedo de cerveja.

A busca por combustiveis alternativos vem ganhando destaque nos Gltimos anos.

A substituicdo dos combustiveis fosseis tem sido motivada por fatores ambientais,
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econdmicos e sociais. Nesse contexto, destaca-se o uso de biocombustiveis, principalmente
0 biodiesel. Devido aos incentivos governamentais tal combustivel estd sendo produzido
largamente, e um fator preocupante € o destino do glicerol, residuo de sua fabricacdo, que
constitui 10% do volume total do biodiesel produzido. O glicerol proveniente da fabricacédo
do biodiesel tem aplicagdo limitada nas indUstrias que tradicionalmente utilizam glicerol,
devido ao custo elevado de sua purificacdo. Estudos estdo sendo desenvolvidos para buscar
alternativas para a utilizacdo deste volume excedente de glicerol. Neste contexto, seu uso
como substrato para o crescimento de microrganismos em processos fermentativos tem
sido muito estudado. No caso de Bacillus thuringiensis, seu uso pode contribuir para tornar
a producdo do bioinseticida economicamente viavel, além de ser uma alternativa
promissora para a sua disposi¢cdo sem danos ao meio ambiente.

Outro excedente com potencial para ser utilizado em processos fermentativos € o
levedo de cerveja. O Brasil é um grande produtor e consumidor de cerveja. A crescente
producdo desta bebida gera uma grande quantidade de células de leveduras. Devido ao seu
alto teor de proteinas, este subproduto é utilizado como suplemento alimentar, mas grande
parte ainda é considerada lixo industrial. Estudos tém sido realizados utilizando a levedura
residual cervejeira como fonte de nutrientes em processos fermentativos, principalmente
fonte de nitrogénio organico.

A escolha adequada dos componentes do meio de cultivo é essencial para o
sucesso de um produto e deve ser realizada buscando-se obter uma alta produtividade com
0 menor custo. No caso de Bacillus thuringiensis, os meios devem conter uma fonte de
carbono, uma fonte de nitrogénio organico, uma fonte de nitrogénio inorgénico e sais
minerais, em concentracdes adequadas para a sintese do cristal proteico, responsavel pela
atividade larvicida dos meios fermentados.

Neste contexto, no presente trabalho visou-se a formulacdo de um meio de cultivo
para Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizando-se dois residuos industriais: glicerol,
proveniente da fabricacdo de biodiesel, e levedo de cerveja, residuo da industria cervejeira.
Avaliando-se a influéncia dos componentes utilizados no meio de cultivo no crescimento
da bactéria, consumo de substrato e principalmente atividade larvicida do meio
fermentado, pretendeu-se determinar as melhores condicBes para 0 processo, contribuindo
para o desenvolvimento de um bioinseticida que apresente elevada toxicidade e menor

custo comparado aos empregados atualmente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

A crescente preocupacdo com o esgotamento das reservas de petréleo e com o
impacto ambiental gerado pela utilizacdo dos combustiveis fosseis tem tornado os
biocombustiveis cada vez mais atrativos. Dentre estes esta o biodiesel, um combustivel
produzido pela transesterificacdo de lipideos (Figura 2.1) como 6leos vegetais, gorduras
animais e 6leos reciclados, com etanol ou metanol, na presenca de um catalisador &cido ou
basico (RAMOS; WILHELM, 2005).

HaC—0COR, R4COOR, H,C—0OH
catalisador + |
HC—~OCOR; + 3Rs—0OH ~ Ry COOR; + HC—OH
+
HaC—OCOR;, R;COOR, HC—CH
Triacilgliceridea Mistura de Glicerol
dstaras

Figura 2.1- Reacdo de transesterificacdo para a produc¢do de biodiesel (GERIS, 2007).

No Brasil, os primeiros testes de combustiveis alternativos e renovaveis foram
realizados na década de 1920, com base nos 06leos de palma, algoddo e amendoim. Na
década de 1970, devido a primeira crise do petréleo, a Universidade Federal do Ceara
passou a realizar pesquisas sobre o biodiesel (GOES; ARAUJO; MARRA, 2010). Em 1980
foi criado o Programa Nacional de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (Prodleo), que
pretendia, entre outros objetivos, incentivar a pesquisa tecnolégica para promover a
producéo de 6leos vegetais nas diferentes regiGes do pais e substituir 6leo diesel por 6leos
vegetais em mistura de até 30% em volume, com perspectivas para sua substituicdo
integral em longo prazo. Porém, a estabilizacdo dos pregos do petroleo e a criacdo do
Proalcool proporcionaram a desaceleragdo das pesquisas.

O avanco mais significativo na producdo e implantacdo do biodiesel no pais deu-
se com o Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB), criado em 2004, e
que tem como proposta estimular, de forma sustentavel, a producdo de biodiesel de

diferentes fontes oleaginosas e em regides diversas, com garantia de precos competitivos,
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qualidade e suprimento. A lei 11.097 publicada em 13 de janeiro de 2005 estabeleceu que
todo 6leo diesel comercializado no Brasil a partir de 2008 deveria conter 2% de biodiesel.
Desde 1° de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil contém 5% de
biodiesel, meta prevista para ser alcancada em 2013, mas que foi antecipada devido ao
sucesso do PNPB.

Observa-se um aumento da producdo de biodiesel no Brasil desde o langcamento
do PNPB (Figura 2.2). Segundo o Boletim Mensal dos Combustiveis Renovaveis, de junho
de 2011, apenas seis anos ap0s o lancamento do PNPB, o Brasil se consolidou como o
segundo maior produtor de biodiesel do mundo, atras apenas da Alemanha. A producgédo
brasileira no ano de 2010 foi de 2,4 milhdes de metros clubicos, enquanto que a Alemanha
produziu 2,6 milhGes de m3 (uma diferenca de 8%). Além disso, deve ser ressaltado que,
em 2011, o Brasil se tornou o principal mercado consumidor de biodiesel no mundo.
Atualmente existem 67 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela Agéncia Nacional
do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) para operacdo no Pais, correspondendo
a uma capacidade total autorizada de 21.397,06 m*/dia (ANP, 2013).

3000 ~
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Figura 2.2 - Evolucdo anual da produgdo de biodiesel no Brasil (Adaptado de ANP, 2013 e UBRABIO;
FGV, 2013).

Como o biodiesel é obtido a partir de fontes renovéveis, sua utilizagdo
proporciona uma reducdo de cerca de 70% no ciclo de emissdes de dioxido de carbono,
comparado ao oleo diesel convencional (BOURNAY et al., 2005). A producédo e o uso de
biodiesel no Brasil propiciam o desenvolvimento de uma fonte energética sustentavel sob

0s aspectos ambiental e social e tambeém trazem perspectiva de reducdo das importacdes de
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oOleo diesel. A ampla area territorial e clima favoravel ao cultivo de grande variedade de
matérias-primas favorece a competitividade brasileira, ja que em outros paises o preco do
biodiesel é susceptivel as variacGes de preco de uma gama restrita de produtos agricolas
(CESAR; BATALHA, 2010).

Segundo o Boletim Mensal do Biodiesel, em abril de 2013 as matérias-primas
utilizadas na producéo de biodiesel foram: dleo de soja (73,04%), gordura bovina (19,6%),
0leo de algodéo (3,02%), outros materiais graxos (2,49%), 6leo de fritura usado (0,96%),
gordura de porco (0,44%) e 6leo de nabo-forrageiro (0,09%) (ANP, 2013). Como pode ser
observado, o 6leo de soja é a principal matéria-prima utilizada para a producdo de
biodiesel no Brasil. Porém, segundo Mendes e Costa (2010), para que a producdo de
biodiesel no pais possa aumentar e se tornar competitiva em relacdo ao diesel, € necessario
ampliar o uso de outras matérias-primas com custo menor, produtividade maior e ndo
alimenticias, diminuindo a possibilidade da producdo de biodiesel afetar, de alguma forma,
0s precos dos 6leos vegetais (ou gréos) utilizados como alimento.

2.2 Glicerol

O glicerol, ou 1,2,3-propanotriol, foi descoberto em 1779 por Scheele, um
quimico sueco, durante o processo de saponificacdo de azeite de oliva (REHM, 1988). E
um alcool que se apresenta como um liquido viscoso, incolor, inodoro, higroscopico e de
sabor adocicado. E soluvel em agua e alcool, pouco solivel em éter, acetato de etila e
dioxano, e insoltuvel em hidrocarbonetos (APPLEBY, 2006).

Devido as caracteristicas como ndo toxicidade e auséncia de cor e odor, o glicerol
tem uma ampla aplicagdo na indUstria farmacéutica na composi¢do de céapsulas,
supositorios, anestésicos, xaropes e emolientes para cremes e pomadas, antibioticos e
antissépticos. E reconhecido como substancia atoxica, permitido como aditivo em
alimentos, e também reconhecido como substancia “GRAS” (Generally Recognized as
Safe) desde 1959, sendo utilizado na inddstria alimenticia em preparacdes de molhos e
sobremesas geladas, como umectante e conservante de alimentos e bebidas
(MORRINSON, 1994; NAE, 2005). Outras aplicagfes incluem seu emprego em

componentes de cimento, solda, asfalto, como lubrificante de maquinas, na fabricacédo de
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dinamite e no processamento de tabaco (MORRISON, 1994; BRISSON et al., 2001; NAE,
2005; PINHEIRO, 2011).

A crescente producdo de biodiesel tem causado um actmulo de glicerol bruto e
um colapso em seu valor de mercado, que diminuiu mais de 10 vezes em poucos anos
(GHOSH; TOURIGNY; HALLENBECK, 2012). Cerca de 10% do volume total do
biodiesel produzido corresponde ao glicerol bruto. Porém, esse valor é correspondente ao
glicerol puro. A pureza do glicerol proveniente do biodiesel varia de 55 a 90% (AMARAL
et al., 2009). As impurezas variam de acordo com a matéria-prima utilizada na obtencéo do
biodiesel, porém, de forma geral, pode-se citar NaOH, metanol, acidos graxos livres, sais
de &cido graxo, ésteres, compostos de enxofre, proteinas e minerais (THOMPSON; HE,
2006).

Com o aumento da producdo de biodiesel o estudo de novas aplicacdes para esse
residuo faz-se cada vez mais necessério. O custo elevado de purificagéo do glicerol torna a
sua aplicacdo limitada nas industrias alimenticia, farmacéutica e quimica e ndo é possivel
depositar o glicerol residual em aterros devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio
(LOFRANO, 2008).

O glicerol bruto constitui uma fonte de carbono versatil, com muitas aplicacGes
possiveis em fermentacBes industriais. Devido ao seu baixo custo e sua ampla
disponibilidade, tem sido utilizado como fonte de substrato para a producdo de 1,3-
propanodiol, etanol, hidrogénio, carotendides, acido citrico, &cido succinico,
polihidroxialcanoatos e acidos graxos poliinsaturados (ABAD; TURON, 2012). Porém,
para que esse material possa ser utilizado como substrato em processos fermentativos é
necessario que ele seja tratado, de forma que compostos toxicos para as células sejam
removidos. Thompson e He (2006) caracterizaram o glicerol proveniente da fabricacdo de
biodiesel de diferentes matérias-primas. Em todos os residuos estudados, 60 a 70% em
massa correspondiam a glicerol. Os autores também observaram a presenca de metais
como calcio, potassio, magnésio, fosforo e enxofre em pequenas quantidades, e sodio em
quantidades um pouco maiores devido ao catalisador utilizado na reacdo de
transesterificacdo. Entre os problemas em se utilizar o glicerol bruto em fermentagdes,
estdo a alta concentracdo de sais e o metanol. Pyle (2008) relatou que a presenca de
metanol e sabdo influenciou negativamente a producdo de &cido docosahexaenoico pela
microalga Schizochytrium limacinu. Porém, ap6s a remog¢do do metanol por evaporacédo e
do sabdo por meio de precipitacdo por ajuste de pH, os resultados obtidos foram similares

e, em alguns parametros, até melhores que os obtidos com glicerol puro. Rehman et al.
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(2008) avaliaram a influéncia do tratamento do glicerol bruto obtido da fabricagéo de
biodiesel de 6leo de girassol sobre a produgdo de 1,3-propanodiol por Clostridium
butyricum. As impurezas como o metanol e os acidos graxos livres inibiram o crescimento
da bactéria. Acidificacdo com &cido fosforico seguida de decantacdo foi utilizada para a
remo¢do do sabdo e parte dos acidos graxos. Com o tratamento, os resultados obtidos
foram préximos aos obtidos com glicerol puro. Segundo Furusawa e Koyama (2004), os
acidos graxos saturados, presentes em maior quantidade no glicerol derivado da producéo
de biodiesel com gordura animal, geralmente ndo interferem no crescimento bacteriano,
entretanto, acidos graxos insaturados (particularmente acido oleico e linoleico) exercem
profunda influéncia no desenvolvimento de bactérias. Barbosa (2009) utilizou glicerol
proveniente da fabricacdo de biodiesel de sebo bovino no cultivo de Bacillus thuringiensis
var. israelensis. As impurezas foram retiradas por meio de decantacao, acidificacdo até pH
7,0 e aquecimento a 70 °C. Rossi (2012) e Chagas (2012) também realizaram o cultivo da
bactéria em glicerol, porém proveniente da fabricacdo de 6leo de soja. Para este residuo, o

tratamento consistiu de abaixamento do pH até 4,0 seguido de decantacdo.

2.3 Levedo de cerveja

Em 2010 o Brasil apresentou um consumo de 12,3 bilhdes de litros de cerveja
(SINDICERYV, 2012) e atualmente é o quarto maior consumidor mundial, com volume
menor apenas que China, Estados Unidos e Alemanha. A crescente producdo de cerveja
gera um excedente de células de leveduras (SHOTIPRUK et al., 2005). A cada hectolitro
de cerveja produzida acumulam-se 2,8 litros de biomassa (MARTINS, 2008). A maior
parte desse subproduto industrial é utilizada como suplemento alimentar devido ao seu alto
teor de proteinas (45 — 60%) (CHAE; JOO; IN, 2001), e uma grande quantidade €
considerada lixo industrial (SHOTIPRUK et al., 2005). Além de proteinas, o levedo de
cerveja possui lipideos, RNA, vitaminas, principalmente do complexo B, e minerais
(YAMADA et al., 2003), sendo uma fonte barata de nitrogénio (CHAE; JOO; IN, 2001).
Visando o aproveitamento dessas leveduras na obtengdo de um produto de maior valor, o
extrato de levedura tem grande importancia (SHOTIPRUK et al., 2005).

O extrato de levedura tem sido utilizado como um agente aromatizante em sopa,

molhos, ensopados, lanches e alimentos enlatados. Outras aplicagdes incluem suplementos
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vitaminicos e como fonte de nutrientes em meios microbiolégicos (GHOSH; TOURIGNY;
HALLENBECK, 2012). A produgdo de extrato de levedura envolve rompimento celular,
seguido pela separacao, por centrifugacédo ou filtracdo, dos detritos celulares dos produtos
solGveis. O rompimento celular pode ser realizado por autélise, plasmdlise ou por meios
quimicos, tais como as hidrdlises acida, alcalina e enzimética (SHOTIPRUK et al., 2005).

Alguns trabalhos foram realizados visando & obtencéo de um extrato de levedura a
partir de levedo de cerveja e diferentes métodos foram utilizados para a remocéo dos restos
celulares. Saksinchai, Suphantharika e Verduyn (2001) e Chae, Joo e In (2001) utilizaram
centrifugagdo. Para Shotipruk et al. (2005), a filtragdo de fluxo cruzado, realizada por meio
da passagem do fluxo de massa tangencialmente a uma superficie de membrana
microporosa, mostrou ser mais eficiente que a centrifugacdo na separa¢do dos compostos
insollveis das proteinas. A microfiltracdo com fluxo tangencial é utilizada na clarificacéo e
esterilizagc@o de bebidas como sucos, vinhos e cervejas, devido ao baixo custo operacional
e de investimento, diminuicdo do tempo de processamento e garantia de estabilidade
fisico-quimica e microbioldgica do alimento (NETA; HABERT; BORGES, 2005).

Devido ao seu alto valor nutritivo alguns estudos tém sido realizados utilizando a
levedura residual da producdo de cerveja no cultivo de bactérias. Martins (2008) utilizou
levedura residual cervejeira na producdo de bioinseticida por Bacillus sphaericus.
Saksinchai, Suphantharika e Verduyn (2001) avaliaram o crescimento e a esporulacéo de
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki em um meio de fermentacdo no qual foi utilizado um
extrato de levedura produzido a partir de levedo de cerveja. O extrato de levedo de cerveja
produzido apresentou menos nitrogénio total e mais carboidrato, resultando uma relagéo

C:N maior que a apresentada pelo extrato de levedura comercial (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Analise quimica do extrato de levedo de cerveja e extrato de levedura comercial (Difco,
USA). Os valores estdo expressos em % (m/m) de massa seca (SAKSINCHAL;
SUPHANTHARIKA; VERDUYN, 2001).

Componente Extrato de levedo de Extrato de levedura
cerveja comercial
Nitrogénio total 8,2+0,1 10,7 £0,1
Nitrogénio como amonio livre 1,0+£0,1 0,9+0,1
Nitrogénio amino 4,5+0,2 5,4 0,2
Carboidrato total (como glicose) 26,8 +0,3 15,2 +0,2
Cinzas 13,3 10,7 11,6 £0,6

Proporcdo estimada C:N 4,2 3,6
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Os autores observaram uma baixa produgdo de biomassa no meio no qual foi
utilizado extrato de levedo de cerveja, quando comparado com o meio no qual se utilizou
extrato de levedura, e incompleta utilizacdo do substrato (glicose). Porém, o ferro foi
identificado como fator limitante e, com a adi¢do de FeSO,.7H,0 ao meio, a concentracdo

celular méxima passou de 4,6 g/L para 12,6 g/L e todo o substrato foi consumido.

2.4 Bacillus thuringiensis var. israelensis

2.4.1 Caracteristicas

Bacillus thuringiensis é uma bactéria do solo que pode ser encontrada também em
insetos mortos, na agua e em algumas plantas (MONNERAT; BRAVO, 2000). E
gram-positiva, formadora de esporos, anaerdbia facultativa, e se destaca por sua habilidade
de formar cristais proteicos durante a sua esporulacdo (HONGYU; ZINIU; WANGXI,
2000). Esta bactéria foi descrita pela primeira vez em 1911 por Berliner, quando este
pesquisador a isolou da lagarta Anagasta kuehniella. Posteriormente ele a nomeou em
homenagem a provincia de Thuringia (Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi
encontrado (POLANCZYC, 2004). Anteriormente, em 1902, o pesquisador japonés
Ishiwata j& havia isolado Bacillus thuringiensis do bicho-da-seda.

O ciclo completo de crescimento da bactéria inicia-se com a germinagdo dos
esporos e, na fase vegetativa ocorre a sua propagacao por fissdo binaria. Ao final da fase de
divisdo celular e durante a fase estacionaria, inicia-se a fase de esporula¢do, durante a qual
sdo produzidas as proteinas que compdem os cristais proteicos (XIAOYAN et al., 2005). A
capacidade de formacdo destas inclusGes citoplasmaticas confere a esta espécie uma
caracteristica entomopatogénica que a diferencia de todas as demais espécies de Bacillus
(ANDREWS; KANDA,; BULLA et al., 1982; BULLA et al., 1985), tendo sido constatada
sua acgdo toxica sobre diversas espécies de insetos, incluindo pragas agricolas (LACEY;
KAYA; VAIL, 2001).

Bacillus thuringiensis apresenta um amplo complexo enzimatico que lhe permite
utilizar uma variedade de substratos (ANGELO; VILLAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ,
2010). A bactéria metaboliza glicose pela via Embden-Meyerhof-Parnas, produzindo
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principalmente piruvato e acetato (LUTHY; CORIER; FISCHER, 1982; NICKERSON;
JULIAN; BULLA, 1974). Acetato é formado durante o crescimento vegetativo, sendo
utilizado para a produgdo de poli-p-hidroxibutirato (PHB), componente de reserva de
energia celular, requerido na fase de esporulacdo, no ciclo dos &cidos tricarboxilicos
(BENOIT; WILSON; BAUGH, 1990; LI1U; BAJPAI; BIHARI, 1994).

A faixa de temperatura para crescimento de diversas linhagens de Bacillus
thuringiensis encontra-se, segundo Bernhard e Utz (1993), de 15 a 30°C, sendo
consideradas ideais para o cultivo, temperaturas entre 26 e 30 °C. Gonzales e Carlton
(1984) observaram que em fermentacdo a temperatura de 43 °C, com Bacillus
thuringiensis var. israelensis, € verificada a perda de plasmideos que carregam a
informacéo que codifica a sintese do cristal toxico. Com relagdo ao pH, a faixa de 6,5 a 7,5
é considerada ideal para o crescimento, mas a bactéria pode crescer em valores entre 5,5 e
8,5 (BERNHARD; UTZ, 1993). Como pH inicial para o cultivo de Bacillus thuringiensis
var. israelensis, em meio contendo glicerol residual como substrato, Chagas (2012)
encontrou o valor de 6,5. Esta foi a condi¢do que proporcionou a maior atividade larvicida
do meio fermentado, assim como maior crescimento celular e consumo de substrato pela

bactéria.

2.4.2 Atividade entomopatogénica

A atividade larvicida de Bacillus thuringiensis € atribuida aos cristais paraesporais
que produz e, devido a estrutura cristalina destes, eles sdo chamados proteinas cristalinas
(Cry) ou 6-endotoxinas. Sob certas restricbes, como auséncia de nutrientes ou acumulo de
metabdlitos indesejaveis, Bacillus thuringiensis entra em processo de esporulagdo durante
a fase estacionaria (PRAMATHA, 2000).

A acdo tdxica das proteinas produzidas por Bacillus thuringiensis é especifica
contra larvas de certos insetos e ndo exerce qualquer atividade sobre plantas, seres
humanos e outros animais (HOFTE; WHITELEY, 1989; MILNER, 1994, ARONSON;
SHAI, 2001). O cristal proteico 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 ativagcdo, € necessario que o cristal seja primeiramente

ingerido pela larva. O pH alcalino do seu trato intestinal, assim como a atuagdo de
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proteases, proporciona a solubilizacdo do cristal e a consequente liberagéo das toxinas na
sua forma ativa (GLAZER; NIKAIDO, 1995).

Os cristais de Bacillus thuringiensis sdo formados principalmente pelas proteinas
Cry ou o-endotoxinas. Atualmente, existem mais de 500 proteinas Cry descritas,
classificadas em 70 classes. Uma proteina é considerada Cry quando apresenta sequéncia
semelhante a uma ou mais toxinas ja descritas ou quando é uma inclusdo paraesporal de
Bacillus thuringiensis que exibe algum efeito toxico a um organismo alvo (CRICKMORE
et al., 2012). As proteinas Cyt, s@o proteinas hemoliticas, que, diferentemente das proteinas
Cry, que se ligam a receptores especificos da membrana celular, se ligam diretamente aos
lipideos da membrana. Além das proteinas Cry e Cyt outras toxinas sdo sintetizadas por
Bacillus thuringiensis, como as proteinas Vip, assim denominadas por serem produzidas na
fase vegetativa de crescimento da bactéria, e a thuringiensina, que, embora ndo possua
especificidade, contribui para a toxicidade das linhagens que a expressam (ANGELO;
VILLAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

As proteinas que constituem o cristal sdo constituidas de duas partes distintas:
uma por¢do amino-terminal, normalmente variavel e associada a toxicidade, e uma porcao
carboxiterminal associada geralmente a formacéo 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 interacfes com as células
do epitélio do trato digestivo dos insetos alvo (KOZIEL et al., 1993).

A acdo da toxina acontece quando um inseto susceptivel ingere cristais da
proteina, os quais, apds a solubilizacdo, resultam peptideos que formam poros na
membrana do epitélio intestinal e desestabilizam os gradientes osmético e idnico deste
(Figura 2.3). Os primeiros sintomas de intoxicagdo observados apos a ingestdo dos cristais
e esporos de Bacillus thuringiensis pela larva sdo: perda gradual da mobilidade,
interrupcdo da alimentacdo, convulsfes progressivas, que indicam comprometimento do
sistema neuromuscular, encurvamento do corpo, permanéncia por periodos mais
prolongados no fundo do recipiente e escurecimento do tegumento (HABIB; ANDRADE,
1998; MONNERAT; BRAVO, 2000; MELO, 2009). A maioria das pré-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
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larva do inseto. Como consequéncia, ocorre a deformacdo das células epiteliais e a
desintegracdo da membrana microvilar, 0 que acarreta danos irreversiveis no intestino,
culminando com a morte da larva (KNOWLES, 1994; ARONSON; SHAI, 2001). Uma vez
que o funcionamento do intestino médio é interrompido, ocorre uma reducdo do pH do
fluido intestinal, conjuntamente com uma liberac&o de nutrientes, o que cria condi¢des para
a germinacdo de esporos de Bacillus thuringiensis e para a multiplicacdo de suas células
vegetativas. A bactéria invade os tecidos larvais, e entdo a larva interrompe sua
alimentacdo e morre. Devido ao processo infeccioso, o inseto se torna mais suscetivel a
invasdes microbianas secundarias que podem acelerar a sua morte. O ciclo infeccioso é
concluido quando o cadaver da larva é consumido e Bacillus thuringiensis garante a sua
perpetuacdo no ambiente na forma de esporo (LAMBERT; PEFEROEN, 1992;
ARONSON; SHAL, 2001).

A Crystal B Dis=zolving of crystals and = Towins bind to receptors
e activation of togins in gut epithelium
& - en'n
L E-enthDHiV Pro-tomin w +
1 HEGEPt_DrS A Ferforation
Activated bain TDRIH~ meﬁ'ufhgr':;e

O Spores ‘ f
germinate and
bacteria pmliferatei \-,

Figura 2.3 - Acdo da toxina de Bacillus thuringiensis produzida por Bacillus thuringiensis em lagartas
(INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 2013).

2.5 A dengue e seu combate

Em muitos paises em desenvolvimento as doencgas causadas por insetos vetores
sdo um serio problema de saude publica (TAUIL, 2002). No mundo todo, a cada ano, cerca
de um bilhdo de pessoas sdo acometidas por doengas graves causadas por organismos
patogénicos veiculados por insetos vetores (POOPATHI et al., 2002). A dengue é uma
dessas doencas, e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que de 50 a 100 milhdes

de pessoas se infectem anualmente, em mais de 100 paises de todos os continentes, exceto
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a Europa (WHO, 2013). Porém, segundo um estudo da Universidade de Oxford, publicado
recentemente, esse nimero pode ser mais de trés vezes maior do que a OMS estima,
atingindo 390 milhdes de pessoas infectadas por ano (BHATT, 2013).

No Brasil, as condi¢des socioambientais favorecem o desenvolvimento de Aedes
aegypti, vetor da doenca, e a utilizacdo dos métodos tradicionalmente empregados no seu
combate ndo tém sido eficientes. Dados divulgados pelo Ministério da Satide mostram que
0 numero de casos de dengue no inicio de 2013 quase triplicou em relacdo a0 mesmo
periodo de 2012. Foram registrados, até o dia 16 de fevereiro, 204.650 mil casos, contra
70.489 notificados em 2012, o que representa um aumento de 190% (COMBATE..., 2013).

O virus da dengue vem se espalhando rapidamente pelo mundo, principalmente
pelo seu principal vetor, 0 mosquito Aedes aegypti. Devido a isso, pesquisas vém sendo
realizadas em diversos paises para compreender melhor a doenca e a resposta imunoldgica
a esta. J& existem vacinas em desenvolvimento e até em fase de estudo pré-clinico, porém
o0 grande desafio da vacina é produzir de forma simultanea e eficiente anticorpos contra os
quatro sorotipos do virus da dengue por um longo periodo de tempo (TRENT et al., 2010).
Tendo em vista a amplitude da doenca e o potencial econbmico de uma futura vacina,
estudos tém mobilizado pesquisadores académicos e industrias farmacéuticas no mundo
todo. No inicio de 2013, o Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos Estados
Unidos anunciou que a vacina criada por eles obteve excelentes resultados, protegendo
90% dos participantes dos testes contra os subtipos 1, 3, e 4 e fornecendo bons resultados
contra os quatro subtipos em 45% dos voluntarios (TARANTINO, 2013). No Brasil,
6rgdos como o Instituto Butantan, em S&o Paulo, e a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no
Rio de Janeiro, também estdo com vacinas em fase de testes. Porém, enquanto ndo se tem
uma forma aprovada de se prevenir contra a dengue, 0 combate ao mosquito vetor ainda é
a forma mais eficiente de prevencdo (BRAGA et al., 2010).

O controle de insetos agricolas e de vetores de doengas nos paises em
desenvolvimento € realizado, na sua maioria, por inseticidas quimicos, mesmo com as
diversas desvantagens advindas de seu emprego, que incluem a toxicidade aos animais
(KARALLIEDDE, 1999; BROWN et al., 2000), a resisténcia fisiolégica dos vetores
(BROOKE et al.,, 2000) e os impactos ambientais negativos causados, como a
contaminacdo de alimentos e o efeito prejudicial sobre insetos que possuem um papel
benéfico para 0 homem (BROWN et al., 2000).
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Segundo pesquisa realizada por Macoris (2011), o emprego excessivo de
inseticidas induziram os mosquitos da dengue a desenvolver resisténcia genética maior ao
veneno. Ovos do mosquito de sete cidades do Estado de Sdo Paulo foram coletados e foi
possivel verificar que 0os mosquitos oriundos de cidades com maior nimero de casos da
doenca apresentaram maior resisténcia. Em Marilia, com poucos registros de dengue, 0s
inseticidas publicos matavam ao menos 80% dos mosquitos e em Santos a taxa de sucesso
chegava a 50% em alguns casos. Isto sugeriu que 0 aumento da resisténcia deve-se ao uso
descontrolado de inseticidas nas cidades com maior incidéncia do mosquito. Por anélise
bioquimica foi observada maior atividade de enzimas (grupo esterases) relacionadas a
capacidade de neutralizar tais substancias tdxicas nas larvas que originaram 0s mosquitos
mais resistentes. Por fim, por analise genética, comprovou-se a existéncia de uma grande
variedade de genes de Aedes aegypti de cada regido estudada, indicando que o mosquito
tende a desenvolver resisténcia de forma diferente em cada habitat (COISSI, 2012).

Desta forma, verifica-se um grande interesse em investimentos em pesquisa
cientifica para o desenvolvimento e o emprego de agentes bioldgicos como alternativa para
o controle de vetores de doengas (POLANCZYK, 2003). Os inseticidas baseados em
entomopat6genos sdo quase sempre especificos e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade
aos vertebrados e insetos benéficos (BROOKE et al., 2000).

As proteinas produzidas por Bacillus thuringiensis 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 maléria,
respectivamente, e simulideos do género Simulium, transmissores de virus, protozoarios e
filarias (GILL et al., 1992; RUAS NETO; OLIVEIRA, 1985; ARONSON; SHAI, 2001).
Porém, a difusdo do uso de bioinseticida empregando Bacillus thuringiensis apresenta
alguns desafios como o custo da producéo e da formulacdo. A producdo passa por diversas
etapas como a selecdo de linhagem geneticamente estavel, toxica ao inseto alvo e que nao
apresente necessidades nutricionais exigentes e escolha de um meio de cultivo que
proporcione a maxima producdo com o minimo custo (ANGELO; VILLAS-BOAS;
CASTRO-GOMEZ, 2010). Ja a formulagdo tem por objetivo conferir estabilidade ao
produto durante estocagem e aplicacédo, facilitar a aplicacdo e protegé-lo das condicdes
adversas do meio ambiente, como por exemplo: radiagdo ultravioleta, chuva, pH e
temperatura. De modo geral, as formulacfes podem ser sélidas (p6 seco, granulos, tabletes

e p6 umedecidos) ou liquidas (suspensdes e emulsdes). A escolha da formulacdo mais
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adequada depende do alvo da aplicacdo e dos efeitos do meio ambiente que devem ser
superados (BRAR et al., 2006).

O primeiro produto a base de Bacillus thuringiensis foi comercializado na Franca,
em 1938, com o nome de Sporeine (ANGELO; VILLAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ,
2010). Desde 1980 a bactéria vem sendo utilizada para o controle de mosquitos vetores de
doengas (MALDONADO-BLANCO; SOLIS-ROMERO; GALAN-WONG, 2003), sendo
atualmente o patégeno de maior sucesso no controle de insetos, correspondendo a 2% do
mercado total de inseticidas (BRAVO et al., 2011).

No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — Embrapa e a empresa
Bthek Biotecnologia lancaram em 2005 o Bt-horus SC, um inseticida bioldgico capaz de
controlar as larvas do mosquito transmissor da dengue (Aedes aegypti) e as larvas dos
borrachudos (Simulium spp.). O produto foi desenvolvido com estirpes de Bacillus
thuringiensis isoladas de amostras de solo brasileiro e que fazem parte do Banco de
Bacilos Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, que hoje
conta com mais de 2.300 estirpes de bactérias com potencial para o controle biologico de
pragas (MONNERAT, 2013). Como tanto a producéo quanto a formulacdo do produto séo
nacionais, o bioinseticida foi desenvolvido para competir com os produtos até entdo
importados. O Bt-horus SC, foi o primeiro inseticida bioldgico a ser usado em uma
campanha de salde publica no Brasil. A iniciativa foi desenvolvida em parceria entre a
Embrapa, o Governo do Distrito Federal e a Bthek Biotecnologia, no periodo de janeiro a
junho de 2007, na cidade de Sdo Sebastido. A cidade possuia alto grau de infestacdo de
dengue, beirando taxas que consideravam a cidade como epidémica. O bioinseticida foi
distribuido e aplicado nas cerca de 20 mil residéncias da cidade, com resultados acima do
esperado: o indice de infestacdo, que era de 4,6%, caiu para 0,6%, indice considerado
satisfatorio pela Organizacdo Mundial de Saude (EMBRAPA, 2013).

2.6 FormulacGes de meio para o cultivo de Bacillus thuringiensis

A escolha adequada dos componentes do meio de cultivo é essencial para o
sucesso de um produto e deve ser realizada buscando-se obter uma alta produtividade com
0 menor custo. Segundo Prabakaran e Balamaran (2006) a producdo de bioinseticida por

Bacillus thuringiensis ainda possui custo elevado devido ao alto custo do meio de



30

fermentacdo. O meio utilizado no cultivo de Bacillus thuringiensis geralmente possui fonte
de carbono, fonte de nitrogénio (organico e inorgénico) e sais minerais (MARTINS, 2008).
Apesar dos fabricantes de bioinseticidas ndo revelarem a composicdo de seus meios,
Couch (2000) cita os principais componentes e concentracdes utilizadas no cultivo da
bactéria (Tabela 2.2).

Vérias matérias-primas de baixo custo tém sido avaliadas como fontes alternativas
de nutrientes para o processo fermentativo com Bacillus thuringiensis, dentre as quais sao
citadas 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 (ABDELL-HAMEED; CARLBERG; EL-TAYEB, 1990), extrato de
batata (POOPATHI et al.,, 2002), melaco de cana-de-agiucar (ABDELL-HAMEED;
CARLBERG; EL-TAYEB, 1990; MALDONADO-BLANCO; SOLIS-ROMERO;
GALAN-WONG, 2003) e glicerol residual (BARBOSA, 2009; ROSSI, 2012, CHAGAS,
2012).

Tabela 2.2 - Principais componentes, e suas concentragdes, utilizados no meio de cultivo de Bacillus
thuringiensis (COUCH, 2000).

Ingrediente Concentracao (g/L)
Farinha de soja 20-40
Farinha de semente de algodéo 14-30
Proteina da batata 15-40
Licor de milho ou s6lidos derivados de milho 15-30
Glicose 10-30
Peptona 2-5
Xarope de milho 20-45
Melago 1,0-18,6
Glicerol 2,0-10
Amido de milho 10-15
Extrato de levedura 2.0
KH,PO4 1,0
KoHPO, 1,0
FeSO, 0,02
FeS0O,.7H,0 0,0005-0,02
MgSO47H20 0,3
MnSQO,4.H,0 0,02
ZnSO4.7H20 0,02
(NH,)2S0, 2
CuS04.5H,0 0,005

CaCO3

1,0-1,5
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A fonte de nitrogénio tem grande influéncia na sintese do cristal proteico de
Bacillus thuringiensis (ICGEN; ICGEN; OZCENGIZ, 2002). A existéncia de fontes de
nitrogénio no meio € essencial para o crescimento da bactéria e a formacdo da toxina
(ANDERSON; JAYARAMAN, 2003). Estudos realizados por alguns autores mostram que
é necessario o uso tanto de fonte organica como de fonte inorgénica de nitrogénio. I¢gen,
Icgen e Ozcengiz (2002) e Ozkan et al. (2003) constataram que em meios nos quais apenas
nitrogénio inorganico foi utilizado no cultivo de Bacillus thuringiensis houve diminuicao
de crescimento, esporulacao e biossintese da toxina, quando comparados com meios com
fontes de nitrogénio organico e inorganico. Dentre as fontes de nitrogénio inorganico, o
sulfato de ambénio ¢ um dos mais utilizados (SIKDAR et al., 1991; MIGNONE;
AVIGNONE-ROSSA, 1996). Entretanto, Ozkan et al. (2003) obtiveram maior rendimento
quando utilizaram o sal (NH;);HPO,. Barbosa (2009) relata que, em meio contendo
glicerol proveniente da producdo de biodiesel de sebo bovino, o sulfato de amonio, na
concentracdo de 6 g/L, embora tenha favorecido a esporulagdo, ndo influenciou a sintese
de proteinas por Bacillus thuringiensis var. israelensis. Porém, em grandes concentracfes o
nitrogénio pode prejudicar a producdo de toxina pela bactéria. A presenca de ion aménio
em altas concentracbes faz com que haja pouca formacdo de esporos, pois reprime a
formagéo de exoprotease durante a fase de crescimento exponencial (LIU; TZENG, 1998).
A fonte orgéanica de nitrogénio mais utilizada para a formulagdo de meios de fermentagéo
utilizando o Bacillus thuringiensis é o extrato de levedura. Segundo Prabakaran e Hoti
(2008), elevando-se o teor de nitrogénio proveniente de aminoacidos (organico) no meio
de cultura de Bacillus thuringiensis var. israelensis, aumenta-se a biomassa, 0 nimero de
esporos e a toxicidade.

Os ions metalicos também sdo importantes para o crescimento do microrganismo
e a producdo de toxinas. O balanco adequado dos ions auxilia no equilibrio do pH do meio
de fermentacdo, e muitos deles séo cofatores de enzimas que catalisam as reacdes do
processo fermentativo (DULMAGE, 1970). Segundo Ozkan et al. (2003) Mn?* foi o
elemento mais critico na producdo das toxinas, favorecendo a sua producdo em
concentracdo de 10° mol/L. Para Yao et al. (2002), concentracBes de Mn?de 0,8 a
1,6 g/mL promoveram o crescimento de Bacillus thuringiensis em meio com extrato de
carne como substrato. O fon Mg?* influencia o metabolismo secundario, com efeito na
producdo das proteinas Cry e é favoravel a producdo de toxinas na concentracdo de
8 mmol/L (OZKAN et al., 2003). A presenca de calcio é essencial no processo de

esporulacdo, sendo este um integrante da parede do esporo. Segundo Ozkan et al. (2003)
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Ca®* favoreceu a producdo de toxinas quando em concentracdes de 0,55 mmol/L.
Utilizando glicerol proveniente de sebo bovino como fonte de carbono, Barbosa (2009)
observou que na concentracdo de 0,24 g/L, o cloreto de calcio favorece a sintese de toxinas
por Bacillus thuringiensis var. israelensis, mas em concentracdes acima deste valor nao
influencia este parametro. Fe** e Cu?* sdo importantes para a producéo do cristal proteico
por Bacillus thuringiensis var. israelensis (SIKDAR et al., 1991). Em um estudo realizado
por Yao et al. (2002), utilizando extrato de carne, concentragfes de Zn®* até 50 pg/mL
promoveram o crescimento de Bacillus thuringiensis, enquanto concentracfes maiores
inibiram. A influéncia de Cu®* foi também observada por Yao et al. (2003). Em
concentragdes até 30 pug/mL este favoreceu o crescimento de Bacillus thuringiensis, porém
valores acima de 130 pg/mL prejudicaram 0 crescimento da bactéria. Para Ozkan et al.
(2003) Fe**, Cu®*e Zn*" influenciaram negativamente a biossintese da toxina por Bacillus

thuringiensis var. israelensis.
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3. OBJETIVOS

Geral

O objetivo geral desse trabalho foi contribuir para a formulagdo de um meio de
cultivo de Bacillus thuringiensis var. israelensis para obtencdo de bioinseticida que
apresente elevada toxicidade e menor custo comparado aos empregados atualmente, com

foco na substituicdo de extrato de levedura por extrato de levedo de cerveja.

Especificos

» Definir o procedimento para o preparo do extrato de levedo de cerveja;

» Determinar a faixa de concentracdo do extrato de levedo de cerveja que possibilita

a obtencdo de meio com atividade larvicida;

» Avaliar a influéncia dos componentes utilizados no meio de fermentacdo sobre a

sintese de toxinas pela bactéria;

» Definir a composi¢do do meio de fermentagdo em termos de fonte de carbono e

nitrogénio;

» Testar, em biorreator, as condicdes do meio que apresentou melhor resultado

quanto a atividade larvicida no estudo em frascos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo

A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis sorotipo H-14 IPS 82, obtida do
Instituto Pasteur de Paris, foi utilizada em todos os experimentos.

As culturas estoque foram obtidas por semeadura por estria simples em superficie
Agar Nutriente em tubos inclinados, os quais foram incubados a 30 °C por 72 h, tempo
suficiente para garantir a total esporulacéo das células. Os tubos foram armazenados a 4 °C
e utilizados, por no maximo, 6 meses. Foi empregado 0 meio nutriente composto por

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

4.2 Componentes do meio

4.2.1 Substrato

Foi empregado como substrato o glicerol bruto fornecido pela BIOVERDE -
Industria e Comércio de Biocombustiveis — Ltda. — Taubaté — SP, proveniente da producédo
de biodiesel a partir de 6leo de soja. O glicerol bruto foi tratado para a retirada de
impurezas que poderiam prejudicar o crescimento do microrganismo. O procedimento
utilizado no tratamento foi definido por Rossi (2012), e envolve acidificacdo com H3PO,

(80%) até pH igual a 4 e posterior decantacdo por um periodo de 24 horas.

4.2.2 Fonte de Nitrogénio

No meio utilizado para o preparo do in6culo foi utilizado extrato de levedura

comercial como fonte de nitrogénio organico e (NH;).SO, como fonte de nitrogénio
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inorganico de acordo com meio GYS descrito por Rogoff e Yousten (1969). No meio de
fermentacdo foi utilizado extrato de levedo de cerveja como fonte de nitrogénio organico e
KNO3; como fonte de nitrogénio inorganico. A escolha dessas fontes de nitrogénio foi
baseada em um trabalho realizado anteriormente (TABUCHI et al., 2010), no qual avaliou-
se diferentes fonte de nitrogénio orgénico e inorganico. Nesse estudo, os melhores
resultados em relacéo a atividade larvicida foram obtidos utilizando-se levedo de cerveja e
KNO3.

4.2.3 Sais

Os seguintes sais foram utilizados como fonte de ions minerais: CaCl,.2H,0;
MgSO47H20, MnS0O4.H,0; K;HPO,; KHLPO,.

4.3 Meios de cultivo

Para o preparo do inéculo foi utilizado o meio denominado GLYS, com a seguinte
composicao (em g/L): glicerol, 10; extrato de levedura, 12; (NH4),SQO4, 3; CaCl,.2H,0,
0,12; MgS0,.7H,0, 1,5; MnSQO,4.H,0, 0,09; K,HPO,, 1,5; KH,PO,, 1,5.

O meio de fermentacdo continha glicerol (proveniente do residuo tratado), extrato
de levedo de cerveja; KNOj3; CaCl,.2H,0; MgS0,4.7H,0; MnSO4.H,0; K,HPO, e
KH,PO,4, em concentragdes que variaram de acordo com o planejamento experimental.

Para o preparo tanto do in6culo quanto do meio de fermentacdo, os componentes
glicerol, extrato de levedura, (NH,).SO4 e MnSO,4.H,O foram pesados de acordo com a
quantidade de meio que se desejava preparar e foram, com excecéo do glicerol, dissolvidos
em uma quantidade de agua deionizada referente ao volume total de meio. O meio e 0
glicerol foram esterilizados a 121 °C por 20 minutos. Para os demais sais foram utilizadas
aliquotas de solugdes concentradas destes. Apds a mistura das solugdes o pH foi ajustado
para 7,0 pela adi¢do de KOH 10 mol/L.
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4.4 Condicdes de cultivo

4.4.1 Preparo do intculo

Uma aliquota de esporos da cultura estoque foi transferida para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio GLY'S, coberto com manta de algoddo e gaze.
O frasco foi colocado em incubadora de movimento reciproco (SOLAB, Modelo SHAKER
SL 222) a 30 °C, sob agitacdo de 96 rpm, por 10 horas.

4.4.2 Ensaios de fermentagdo em frascos

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1,0 L, contendo 200 mL de
meio, cobertos com manta de algoddo e gaze. Estes foram inoculados com o pellet
resultante da centrifugacdo de 10 mL de in6culo (5%, v/v) a 3800 rpm por 30 minutos
(centrifuga clinica marca Sppencer), o qual foi ressuspenso com 10 mL do proprio meio de
fermentacdo, e incubados em incubadora/agitadora de movimento reciproco (SOLAB,
Modelo SHAKER SL 222) a 30 °C e 96 rpm.

Em todos os ensaios o final da fermentacdo correspondeu ao tempo de 2 horas
ap6s a completa dissociacdo dos grumos de células de Bacillus thuringiensis var.
israelensis, comportamento caracteristico da bactéria. Este fendmeno foi monitorado por

observacOes periddicas de laminas a fresco de amostras do meio.

4.4.3 Ensaios de fermentacdo em biorreator

Os ensaios em fermentador de bancada foram realizados em equipamento
BIOFLO Il (New Brunswick Sci. Co.) de 1,25L de volume datil, com controle de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, agitacdo e aeracdo. A inoculacdo foi realizada da

mesma forma que para 0s ensaios em incubadora de movimento reciproco. O processo foi
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operado em sistema descontinuo, empregando-se um volume de meio de 1,0L,
temperatura de 30 °C e pH inicial igual a 7,0. A agitacdo inicial foi de 300 rpm e a aeragdo
de 1,25 vvm. Durante a fermentacdo a agitacdo foi ajustada de modo a se manter a
concentracdo de oxigénio dissolvido em 45% da saturacdo durante todo O processo
(ROSSI, 2012), ou seja, quando esta atingia o valor desejado, era mantida pela variagdo
automatica da frequéncia de agitacdo da turbina, mantendo-se constante a vazdo especifica
de ar (1,25 vvm). A adicdo de antiespumante foi realizada manualmente, de acordo com a
necessidade, verificada por analise visual do nivel de espuma do meio. O final da
fermentacdo, assim como nos ensaios realizados em frascos, correspondeu ao tempo de 2
horas ap6s a completa dissociacdo dos grumos de células de Bacillus thuringiensis var.

israelensis.

4.5 Sequéncia Experimental

4.5.1 Definicédo da condicgéo de filtracdo tangencial da suspenséo de levedo de cerveja

Uma suspensédo de levedo de cerveja foi preparada dissolvendo-se 20 gramas do
produto comercializado em p6 em 1 litro de &gua deionizada. A suspensdo foi entdo
filtrada em filtro qualitativo para remover o excesso de particulas sélidas em suspenséo.

Em seguida, com o extrato obtido, foi avaliado o sistema de filtragcdo tangencial,
sendo testadas trés vazdes de meio (5,7, 10,3 e 14,5 mL/min) e trés condic¢Bes de vacuo (8,

10 e 12 pol Hg), de forma a se obter o maior fluxo de permeado.

4.5.2 Avaliacdo da concentracdo do levedo de cerveja

Um estudo inicial foi realizado, nas condi¢fes descritas no item 4.4.2, para se
definir a faixa de concentracdo de levedo de cerveja que seria utilizada no estudo da
composicdo do meio de fermentagdo. As concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 g/L foram

testadas em ensaios realizados em frasco, empregando-se 2 metodos diferentes de preparo
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do extrato de levedo de cerveja. Em funcdo dos resultados obtidos, um terceiro método foi
testado, com o objetivo de confirmar a necessidade de se realizar a etapa de aquecimento
antes da filtracdo para que o meio obtido apresentasse atividade larvicida.

Os métodos de preparo foram aqueles apresentados no esquema da Figura 4.1,
sendo que em todos os casos a primeira etapa foi a preparagdo da suspensédo de levedo de
cerveja, misturando-se o levedo de cerveja comercial em p6 com agua deionizada, de
acordo com a concentracdo desejada. A filtracdo qualitativa correspondeu a passagem, por
gravidade, da suspensdo de levedo de cerveja por um papel de filtro qualitativo. A
esterilizacdo foi realizada em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Para o0 Método 1, em que
a filtragdo qualitativa foi realizada ap6s a esterilizacao, o processo foi realizado no interior
de uma camara de fluxo laminar para garantir a assepsia do procedimento. A filtracdo
tangencial foi realizada passando-se o extrato por um sistema constituido por uma bomba
peristéltica, sistema de membranas capilares de 0,45 um de didmetro de poro e uma bomba
de vacuo. A operacgdo do sistema consistiu na circulagdo do extrato obtido apo6s a filtracdo
qualitativa, com o auxilio da bomba peristaltica, pelo sistema de membranas capilares e
recolhimento do permeado por succdo da bomba de véacuo, empregando-se a melhor

condicdo obtida no estudo do item 4.5.1.

Método Procedimento

G Filtracdo
Esterilizacdo ‘ Qualitativa

Esterilizacdo

Filtracdo
Qualitativa

Esterilizacdo

2 Filtracdo Filtracdo
Qualitativa Tangencial

Figura 4.1 - Procedimentos dos métodos de preparo utilizados para a obtencdo do extrato de levedo de
cerveja.

4.5.3 Definicdo da composicdo do meio de fermentacéo

Tendo-se definido o método de preparo do extrato de levedo de cerveja e a

concentragcdo que proporcionou a maior producdo de toxinas pela bactéria, avaliou-se a
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influéncia dos componentes utilizados no meio de fermentagdo sobre o crescimento e
sintese de toxinas por Bacillus thuringiensis var. israelensis por meio de um planejamento
fatorial fracionario 2%*. Os ensaios foram realizados em frascos agitados nas condicdes
descritas no item 4.4.2. Os niveis dos fatores estdo descritos na Tabela 4.1 e a respectiva
matriz na Tabela 4.2. A atividade larvicida dos meios foi a variavel resposta utilizada para
a avaliacdo dos resultados.

Tabela 4.1 - Correspondéncia entre os valores reais e codificados dos fatores empregados para o
planejamento fatorial fracionario 2%*, com 3 repeticdes do ponto central.

Valores reais dos fatores

Fator Simbolo -1 0 +1

Glicerol (g/L) X1 10,0 20,0 30,0
Extrato de levedo de cerveja (g/L) Xs 10,0 20,0 30,0
KNOs (g/L) X3 0 5,0 10,0
CaCl,.2H,0 (g/L) X4 0 0,12 0,24
MgSO,.7H,0 (g/L) Xs 0 15 3,0

MnSQO,4.H,0 (g/L) Xe 0 0,09 0,18
K2HPO, (g/L) X7 1,0 1,5 2,0

KH2PO, (g/L) Xg 1,0 1,5 2,0

-1: nivel inferior 0: ponto central +1: nivel superior

Tabela 4.2 - Matriz do planejamento dos ensaios, com os niveis dos fatores codificados, do planejamento
fatorial 2%*, com 3 repeticBes do ponto central.

Ensaio Fatores

X1 Xs X3 X4 Xs X6 X7 Xs
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
4 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
15 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0




40

4.5.4 Definicdo da composicdo do meio de cultura em termos de fonte de carbono e
nitrogénio

Em funcdo dos resultados obtidos com os ensaios do planejamento fatorial
fracionario 2%*, foi realizado um segundo planejamento fatorial completo 22, tendo como
varidveis glicerol e extrato de levedo de cerveja, fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. Os outros componentes do meio de fermentacdo foram utilizados nas
mesmas concentracdes do ponto central do planejamento 2% (item 4.5.3). Os ensaios
foram realizados em frascos agitados (item 4.4.2) e a matriz do planejamento pode ser

visualizada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Matriz do planejamento dos ensaios, com os valores codificados e reais do planejamento
fatorial completo 22, com 3 repeticdes do ponto central, para avaliacdo da influéncia das
variaveis glicerol (A) e extrato de levedo de cerveja (B).

Valores codificados Valores reais
Ensaio A B

A 8 (g/L) (g/L)
1 -1 -1 10,0 10,0
2 +1 -1 30,0 10,0
3 -1 +1 10,0 30,0
4 +1 +1 30,0 30,0
5 0 0 20,0 20,0
6 0 0 20,0 20,0
7 0 0 20,0 20,0

455 Teste em biorreator

A melhor condigé@o obtida com os experimentos realizados para se determinar a
concentracdo de substrato e a concentracdo de extrato de levedo de cerveja, conforme
descrito no item 4.5.4, cujo critério foi a atividade larvicida do meio fermentado, foi
empregada para a realizacdo de um ensaio em biorreator, conforme descrito no item 4.4.3.
A avaliacdo dos resultados foi feita em funcdo do crescimento, consumo de substrato, pH e

atividade téxica do meio.
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4.6 Métodos Analiticos

4.6.1 Concentracao 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 observava a formagéo de grumos ou inclusdes no interior das
células, a biomassa foi quantificada indiretamente por turbidimetria. A partir do momento
em que se iniciava a formacdo de grumos no meio, a concentracdo celular foi determinada
diretamente por medida de massa seca (gravimetria).

As amostras de meio fermentado foram centrifugadas (centrifuga clinica marca
Sppencer) a 3800 rpm por 30 minutos e ressuspendidas em solugdo salina (0,9%). Para a
analise por turbidimetria, esta lavagem foi realizada duas vezes com a soluc¢do salina. Para
a analise de massa seca, as lavagens foram realizadas com &gua deionizada.

Na determinagdo por turbidimetria, medidas de absorbancia (600 nm) de
suspensoes diluidas das células ressuspendidas foram convertidas em concentragcdo (massa
de matéria seca por unidade de volume) por meio de uma equacdo que descreve o trecho
linear de uma curva de calibracdo. Na determinacdo por massa seca, a suspensdo de células
foi colocada em cadinho de porcelana e deixada em estufa a 100 °C, sendo pesada
periodicamente até massa constante. A diferenca entre as massas do cadinho com meio
fermentado seco e do cadinho vazio representou a massa de células presente em 3 mL,

calculando-se, com o resultado, a concentracdo de células em g/L.

4.6.2 Morfologia celular

As variacOes da morfologia celular ao longo da fermentacdo foram acompanhadas
pela observacdo de preparacbes a fresco do meio fermentado em microscopio Otico

(Medilux A150-BP), com objetiva de contraste de fase, com aumento de 400x.
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4.6.3 Concentracao de glicerol

As concentracdes de glicerol foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Cromatografo Waters), empregando-se as seguintes condigdes: coluna Biorad
Aminex HPX-87H (300 x 7,8mm), temperatura da coluna de 45 °C, eluente acido sulfdrico
0,005 mol/L, fluxo do eluente 0,6 ml/min, volume da amostra injetada 20 pL. As amostras
foram devidamente diluidas e filtradas em filtro Seppak C18 (MILLIPORE) e o eluente,
antes do uso, filtrado a vacuo em membrana HAWP 0,45 um (MILLIPORE) e em seguida
desgaseificado com ultrassom (Microsonic SX-50) por 15 minutos.

4.6.4 Atividade larvicida dos meios

A atividade larvicida do meio ao final da fermentacdo foi estimada por meio de
bioensaios efetuados segundo metodologia descrita por Misch; Burnside; Cecil (1992),
com algumas modificagdes. Esses testes foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia
da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), em Campos dos Goytacazes. O
teste consistiu em expor larvas do mosquito Aedes aegypti, no 3° instar de
desenvolvimento, a volumes variados de meio fermentado em um total de 6 mL de mistura
(meio + agua). Para cada teste foram utilizados 10 tubos, empregando-se 0 mesmo volume
de meio. As larvas foram deixadas expostas a essa mistura por 24 horas. A resposta de
cada teste correspondeu ao numero de larvas mortas em cada um dos conjuntos de 10
tubos. Os testes foram feitos com volumes de meio fermentado cada vez menores em
relacdo ao volume inicialmente testado, até que se observasse diferenca entre as
porcentagens de morte das larvas para os diferentes ensaios realizados, possibilitando a
comparagao entre estes.

Para o ensaio em biorreator foi determinada a concentracdo letal para a morte de
50% de uma populacdo de larvas (CLsp). Para isso, inicialmente foi obtida a faixa de
concentragdo que proporcionasse a morte de no minimo uma e no maximo nove larvas, de
um total de dez. Para esta faixa, foram avaliadas cinco concentragfes, com dez tubos de

ensaio para cada concentracdo, em triplicata.
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Tanto para a determinacdo da faixa de concentracdo mencionada quanto para a
avaliacdo das cinco concentra¢Ges visando o calculo de CLsy foi empregado 0 mesmo
procedimento de determinacdo da atividade larvicida citado anteriormente. Os dados de
mortalidade foram obtidos com 24 horas de exposicdo e a concentracdo letal (CLsp) foi
obtida de acordo com a regressdo linear log-Probit, utilizando-se o programa EPA
PROBIT ANALYSIS versédo 1.5.

4.7 Forma de analise dos resultados

Os resultados foram analisados pelas cinéticas de crescimento celular e de
consumo de substrato e pela atividade larvicida do meio fermentado contra larvas de Aedes
aegypti. Foram empregados os programas DESIGN-EXPERT 8.0.7.1 e STATGRAPHICS
16.1.18 para andlise das varidveis resposta mencionadas, nos casos em que um
planejamento experimental tenha sido empregado. Esses programas forneceram tabelas de
analise de variancia dos resultados, identificando as variaveis que tém efeito significativo
sobre 0 processo, assim como as superficies de resposta.

Foi avaliada também a produtividade volumétrica em células (Qy), obtida conforme

a Equacaol:

Qx = (Xmax — Xj)/ At 1)

onde:

Qy = produtividade volumétrica em células (g/L.h);
Xmax = concentracao celular maxima (g/L);

Xi = concentracdo inicial de células (g/L);

At = intervalo de tempo correspondente ao valor de Xmsx ().
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Definicao do procedimento de filtra¢éo tangencial

Apos o preparo do extrato de levedo de cerveja conforme descrito no item 4.5.1,
foram testadas trés condicdes de vacuo e trés vazbes de meio para filtracdo tangencial das
amostras, de forma a se obter o maior fluxo de permeado, conforme mostrado na Tabela

5.1. O fluxo de permeado foi medido a cada 5 segundos até que ficasse estavel.

Tabela 5.1 - Valores de vacuo e de vazdo testados para a filtracdo tangencial do extrato de levedo de

cerveja.

Ensaio Vécuo (pol Hg) Vazéo (mL/min)
A 8 5,7
B 8 10,3
C 8 14,5
D 10 57
E 10 10,3
F 10 14,5
G 12 5,7
H 12 10,3
I 12 14,5

No inicio de todos o0s ensaios percebeu-se uma queda brusca no fluxo de
permeado, que, segundo Marshall e Daufin (1995), deve-se a polarizacdo da concentracéo,
ou seja, aumento da concentracao de soluto proximo a superficie da membrana. Apoés essa
queda brusca, o fluxo declinou mais lentamente, até a sua estabilizacdo. Essa diminuicao
de fluxo pode ser atribuida, também, a deposicdo e acimulo de particulas finas no interior
dos poros da membrana, conhecido como fouling.

Nos ensaios realizados, os maiores fluxos de permeado foram obtidos quando foi
utilizado vacuo no maior valor testado (12 pol Hg). Com isso pode-se concluir que o
didmetro médio das particulas do extrato de levedo de cerveja € maior que o diametro dos
poros da membrana, ja que o maior vacuo ndo causou um fouling que inviabilizasse a
filtragdo. A turbuléncia provocada pela vazdo maxima, por sua vez, foi suficiente para
evitar um acumulo excessivo de particulas na superficie da membrana. Portanto, nas
condi¢des de filtracdo empregadas, a concentracdo de polarizagdo mostrou ter maior
influéncia no fluxo de permeado que o fendmeno de fouling. O maior fluxo de permeado

foi obtido no ensaio I, realizado com os maiores valores de vazdo do extrato e de vacuo.
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Esse resultado deve-se a maior velocidade de escoamento da corrente de alimentacdo, que
provoca maior turbuléncia do fluido préximo a superficie da membrana, arrastando 0s
solidos acumulados e reduzindo a espessura da camada limite e os efeitos da polarizacédo
da concentracdo (LEWIS, 1996). Na Figura 5.1 esta apresentado o fluxo de permeado em

fungéo do tempo, para a melhor condicéo de filtracdo obtida.

Fluxo de permeado (mL/min)
[=)]

0 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (s)

Figura 5.1 - Fluxo de permeado do Ensaio | em funcdo do tempo, durante filtracdo tangencial de extrato de
levedo de cerveja.

O ensaio | apresentou uma queda brusca do fluxo de permeado nos 5 primeiros
segundos, seguida pela reducdo continua deste até a sua estabilizacdo, que ocorreu ap6s 50
segundos. O perfil do fluxo de permeado em fungéo do tempo foi semelhante ao obtido por
outros autores na microfiltragdo com escoamento tangencial de cerveja maturada (NETA;
HABERT; BORGES, 2005) e suco de umbu (USHIKUBO; WATANABE; VIOTTO,
2006). Verificou-se também, por meio de observacdo microscopica, que os restos celulares
presentes na suspensdo de levedo de cerveja antes da realizacdo da filtracdo tangencial

foram removidos, comprovando a eficiéncia do processo empregado.

5.2 Avaliacao da concentracéo de levedo de cerveja

Inicialmente foram testadas as concentracdes de 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e
100 g/L de levedo de cerveja, empregando-se 2 métodos diferentes de preparo do extrato

(Métodos 1 e 2), como esquematizado na Figura 4.1.
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Essas concentragbes foram escolhidas com base em um trabalho realizado
anteriormente (TABUCHI et al., 2010), no qual utilizou-se um extrato de 20 g/L de levedo
de cerveja para a producdo de toxinas por Bacillus thuringiensis var. israelensis. Nesse
estudo, observou-se que ndo houve o consumo total do glicerol presente no meio, fato que
foi atribuido a uma falta de nitrogénio organico no meio para que a bactéria utilizasse toda
a fonte de carbono disponivel para o seu crescimento. Dessa forma, no presente trabalho,
concentragcdes maiores de levedo de cerveja foram utilizadas, com o objetivo de determinar
a concentracdo que proporcionasse um maior consumo da fonte de carbono, maior
crescimento e maior producdo de toxinas pela bactéria.

Os ensaios foram realizados conforme descrito no item 4.4.2. O acompanhamento
foi feito por meio de observacdes periodicas de preparacdes a fresco do meio fermentado
em microscopio Gtico.

Verificou-se que em todos os ensaios houve crescimento e esporulagdo, e foram
observadas as fases caracteristicas de crescimento da bactéria descritas por Berbert-Molina
et al. (2008). Os ensaios foram encerrados com 21 horas de fermentacao.

Para se definir o melhor método a ser utilizado para o preparo da solucdo de
levedo de cerveja, foram realizados testes de atividade larvicida, conforme descrito no item
4.6.4. Foram testados os volumes de 1,0 mL e 0,2 mL de meio fermentado. Apenas o
ensaio no qual se utilizou 20 g/L de levedo de cerveja, o qual foi preparado pelo Método 1,

apresentou atividade larvicida, como mostrado na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Porcentagens de Mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas a diferentes volumes de meio
fermentado.

I [0)
Concentraco do extrato Mortalidade das larvas (%0)

de levedo de cerveja Meétodo 1 Método 2
1,0 mL 0,2 mL 1,0 mL 0,2 mL
20 g/L 100 100 0 0
60 /L 0 0 0 0
100 g/L 0 0 0 0

Como o ensaio no qual se utilizou 20 g/L de levedo de cerveja preparado pelo
Método 1 apresentou atividade larvicida de 100% nos volumes utilizados, volumes
menores de meio fermentado foram testados, e os resultados estdo apresentados na

Figura 5.2.



47

100
90
80
70
60
50
40
30
20 10
y “

0 ! : . . .
0,1 0,05 0,02 0,01

Volume de meio fermentado (mL)

Mortalidade de larvas (%)

NN

Figura 5.2 - Porcentagens de mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas a diferentes volumes do meio
fermentado no qual se utilizou 20 g/L de levedo de cerveja preparado pelo Método 1.

Tendo em vista 0s ensaios ja realizados, decidiu-se realizar um ensaio adicional,
utilizando um terceiro método para a obtencdo do extrato de levedo de cerveja,
denominado Método 3 (Figura 4.1), no qual a suspensdo de levedo foi primeiramente
filtrada qualitativamente e depois esterilizada em autoclave. Nesse ensaio foi utilizada a
concentracédo de 20 g/L de levedo de cerveja, a mesma do ensaio realizado com a solucao
de levedo de cerveja preparada pelo Método 1 e que apresentou atividade larvicida. Porém,
0 meio proveniente deste ensaio ndo apresentou atividade larvicida.

Com isso, concluiu-se que é fundamental que a etapa de aguecimento, no caso
esterilizacdo, seja realizada antes da filtracdo. O levedo € fonte de proteinas, vitaminas do
complexo B, é&cidos nucléicos, e minerais (FERREIRA et al., 2010) e o aquecimento
provoca o rompimento celular, liberando esses nutrientes intracelulares (ROEPCKE,
2007), necessarios para 0 crescimento da bactéria e a producdo de toxinas. Quando a
filtracdo € realizada antes da esterilizacdo, ha grande perda de levedo, que fica retido no
filtro. Essas células retidas ndo passam pela etapa de aquecimento e ndo sdo rompidas.
Com isso, 0 extrato produzido por esse método possui menos nutrientes do que o extrato
produzido pelo método no qual a esterilizacdo acontece antes da filtracéo.

Lamoolphak et al. (2006) estudaram a decomposigdo hidrotérmica de células de
levedura de panificacdo em proteinas e aminoacidos. As reacdes foram realizadas em
reator descontinuo fechado por tempos diferentes e temperaturas de 100 a 250°C. O
produto da hidrolise a 200 °C por 5 minutos foi testado como fonte de nutriente para o

crescimento de levedura e o resultado foi muito semelhante ao obtido com 0 ensaio
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realizado com extrato de levedura comercial, demonstrando a viabilidade do uso desse
produto como componente de meio de cultivo de microrganismos.

Como néo era possivel realizar a filtracdo tangencial em condi¢cbes assépticas e
como nédo é recomendavel realizar uma segunda esterilizacdo do meio devido a perda de
nutrientes, optou-se por utilizar o Método 1 para o preparo do extrato de levedo de cerveja
para 0s ensaios subsequentes.

5.3 Defini¢éo da composi¢ao do meio de fermentagdo

A influéncia dos componentes utilizados no meio de fermentacdo sobre a sintese
de toxinas por Bacillus thuringiensis var. israelensis foi avaliada de acordo com um
planejamento fatorial fracionario 2%* com 3 repeticdes do ponto central. Este
planejamento foi escolhido por ser adequado para estimar os efeitos principais e selecionar
as variaveis mais importantes. Além disso, este é um estudo de formulacdo de meio e, por
ser uma primeira avaliacdo, ha pouco conhecimento das condi¢des otimizadas do processo.

Os ensaios foram realizados em frascos agitados e o acompanhamento foi feito
por meio de observacbes periddicas de preparacGes a fresco do meio fermentado em
microscopio ético. Como o objetivo principal deste estudo foi 0 aumento da toxicidade do
meio, ndo foram retiradas amostras durante a fermentacdo, sendo apenas realizado o teste
de atividade larvicida do meio fermentado.

A matriz do planejamento, contendo os valores reais das varidveis testadas, assim
como o resultado obtido, encontram-se na Tabela5.3. O volume de 0,1 mL de meio
fermentado foi escolhido como resposta por ser o volume no qual apenas uma composicao
de meio (ponto central) apresentou mortalidade de 100% das larvas.

Os ensaios do ponto central (ensaios 17, 18 e 19) foram o0s que apresentaram 0S
melhores resultados quanto a atividade larvicida. Os ensaios 3, 10 e 12 apresentaram 90%
de mortalidade das larvas e tém em comum a auséncia de KNO3 e MgSO,4. Como esses
compostos sd0 necessarios para o crescimento e producdo de toxinas pela bacteria, esse
resultado sugere que o extrato de levedo de cerveja pode ser uma fonte de nitrogénio
inorganico e de fon Mg?* em concentragdes adequadas para a sintese de toxinas.

Verifica-se também que, de forma geral, 0s ensaios nos quais 0 KNO3 nédo foi

adicionado ao meio apresentaram melhores resultados quando comparados aos ensaios nos
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quais ele foi utilizado em seu nivel superior (10,0 g/L), confirmando que a fonte de
nitrogénio inorganico em altas concentragdes pode prejudicar a producgédo de toxina pela
bactéria, conforme relatado por Liu; Tzeng (2008).

Os valores de % mortalidade de larvas foram utilizados para calcular os efeitos
dos diferentes fatores, utilizando-se o software STATGRAPHICS 16.1.11. No gréfico de
Pareto (Figura 5.3) esta representada a estimativa dos efeitos de cada fator sobre a variavel
resposta. Neste tipo de grafico sdo considerados significativos os termos cujos valores de
tealculado  (representado pelas barras horizontais) sdo maiores que o valor de tiapelado
(representado pela linha azul).

Pela andlise do grafico, pode-se observar que nenhuma varidvel foi

estatisticamente significativa, a 95% de confianca, para a resposta mortalidade de larvas.

Tabela 5.3 - Matriz do planejamento fatorial 2%, com 3 repeticdes do ponto central, para avaliacdo da
influéncia das variaveis glicerol (X,), Extrato de levedo de cerveja (X,), KNO; (X3),
CaCl,.2H,0 (X4), MgS0,4.7H,0 (Xs), MnSO4.H,0 (Xg), KoHPO, (X7), KH,PO,4 (Xg) sobre a
mortalidade de larvas de Aedes aegypti.

% de Mortalidade

Ensaio Valores reais dos fatores (g/L) (com 0,1 mL
de meio)
X1 X2 X3 X4 Xs Xs X7 Xg
1 10 10 0 0 0 0 1,0 1,0 10
2 30 10 0 0 0 018 20 20 0
3 10 30 0 0 3,0 0 20 20 90
4 30 30 0 0 30 018 10 10 40
5 10 10 10,0 0 30 018 20 10 0
6 30 10 10,0 0 3,0 0 1,0 20 0
7 10 30 10,0 0 0 018 10 20 0
8 30 30 10,0 0 0 0 20 1,0 0
9 10 10 0 024 30 018 10 20 60
10 30 10 0 0,24 3,0 0 20 1,0 90
11 10 30 0 0,24 0 018 20 10 70
12 30 30 0 0,24 0 0 1,0 20 90
13 10 10 10,0 0,24 0 0 20 20 0
14 30 10 10,0 0,24 0O 018 10 10 10
15 10 30 10,0 0,24 3,0 0 1,0 1,0 0
16 30 30 100 024 30 018 20 20 20
17 20 20 50 012 15 009 15 15 100
18 20 20 50 012 15 009 15 15 100

19 20 20 50 012 15 009 15 15 100
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Figura 5.3 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos, ao nivel de confianga de 95%, sobre
a resposta % de mortalidade de larvas de Aedes aegypti.

A anélise de variancia para variavel resposta foi realizada e esta apresentada na
Tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Anélise de variancia dos efeitos principais e interacfes dos fatores estudados sobre a
variavel resposta atividade larvicida, obtida com os ensaios do planejamento 2.

Fonte Soma dos Quadrados G.L. Quadrado Médio Fgy. p - valor
X1:Gicerol 25,0 1 25,0 0,01 10,9429
Xo:Extrato de levedo 1225,0 1 1225,0 0,30 0,6237
X3:KNO3 11025,0 1 11025,0 2,67 0,2006
X4:CaCl,.2H,0 2500,0 1 2500,0 0,61 10,4931
X5:M@S0,.7H,0 900,0 1 900,0 0,22 0,6723
X6:MnSO4.H,0 400,0 1 400,0 0,10 10,7759
X7:KoHPO, 225,0 1 225,0 0,05 0,8304
Xg:KH,PO, 100,0 1 100,0 0,02 0,8862
X1 Xo 100,0 1 100,0 0,02 0,8862
X1 X3 100,0 1 100,0 0,02 0,8862
X1 X4 1225,0 1 1225,0 0,30 0,6237
X1 X5 25,0 1 25,0 0,01 10,9429
X1 Xe 1225,0 1 1225,0 0,30 0,6237
X1 X7 900,0 1 900,0 0,22 10,6723
X1 Xg 625,0 1 625,0 0,15 10,7231
Total error 12378,9 3 4126,32

Total (corr.) 32978,9 18

G.L. - Graus de liberdade

Os resultados observados na andlise de variancia confirmam que nenhum dos
componentes do meio de fermentacdo, bem como suas interacOes, apresentou efeito
significativo para a variavel resposta analisada, uma vez que os valores de p foram

superiores a 0,05 (95% de confianca). Ou seja, ndo foi possivel estabelecer um modelo



51

para esta resposta em funcdo das varidveis estudadas. Com base nisso, optou-se por
realizar um segundo planejamento, tendo como referéncia os valores do ponto central do

planejamento 2% e com foco apenas nas fontes de carbono e nitrogénio.

5.4 Definicdo da composi¢cdo do meio de cultura em termos de fonte de carbono e
nitrogénio

Este estudo foi realizado de acordo com um planejamento fatorial completo 2,
com 3 repeti¢des do ponto central, tendo como variaveis a concentracdo de glicerol e a
concentracdo de extrato de levedo de cerveja, fontes de carbono e nitrogénio
respectivamente. Os outros componentes do meio de fermentacdo foram utilizados nas
mesmas concentracdes do ponto central do planejamento 2%* cujo meio fermentado
apresentou a maior porcentagem de mortalidade de larvas (Tabela 5.3). Os ensaios foram
realizados em frascos agitados (item 4.4.2) e a matriz do planejamento pode ser visualizada
no item 4.5.4. Os resultados de concentracao celular e de consumo de substrato obtidos em
cada ensaio do planejamento 2% estdo apresentados na Figura 5.4.

Em todos os ensaios foi verificado baixo crescimento celular quando comparado
com outros experimentos com Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizando diferentes
meios de cultivo. Rossi (2012) obteve uma concentracdo celular méxima de 17,70 g/L e
Chagas (2012) de 10,5 ¢g/L, ambos utilizando extrato de levedura comercial e glicerol
residual.

Os ensaios nos quais foram utilizados extrato de levedo de cerveja no nivel
superior, 30 g/L, foram os que apresentaram maior crescimento celular (ensaios 3 e 4). O
ensaio 3 foi 0 que apresentou maior concentracao celular maxima (4,93 g/L), proxima a de
5,5 g/L encontrada por Rossi (2012), utilizando glicerol residual proveniente da fabricacao
de biodiesel e levedo de cerveja, e a de 4,6 g/L obtida por Saksinchai, Suphantharika e
Verduyn (2001), utilizando glicose e extrato de levedo de cerveja 1% (m/v). O fato de o
ensaio 3 ter apresentado o maior crescimento celular pode ser atribuido a sua menor
relacdo C:N dentre todos os ensaios realizados, possibilitando uma maior utilizacdo da
fonte de carbono pela bactéria. Barbosa (2009) também observou que uma menor relacéo

C:N levou a um maior crescimento celular, durante o cultivo de Bacillus thuringiensis var.
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israelensis em meio contendo glicerol residual como substrato e extrato de levedura como

fonte de nitrogénio organico.
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Figura 5.4 - Concentracdo celular (-#-) e concentragio de glicerol (-m-), em funcio do tempo de
fermentacdo, para os ensaios do planejamento fatorial completo 22, com 3 repeticdes do
ponto central.
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Observa-se também que em todos os ensaios houve baixo consumo de glicerol.
Porém, o maior consumo, cerca de 5,0 g/L, ocorreu nos ensaios 3 e 4, 0s quais tiveram a
concentracdo da fonte de nitrogénio em seu nivel superior.Comparando-se estes ensaios
com os ensaios 1 e 2, que continham extrato de levedo de cerveja no nivel inferior,
observa-se que o aumento da concentragdo de nitrogénio organico no meio proporcionou
um aumento do consumo de substrato pela bactéria. Contudo, observou-se anteriormente
que concentracdes elevadas de levedo de cerveja prejudicaram a producdo de toxinas pela
bactéria (item 5.2), provavelmente devido ao maior abaixamento do pH. Martins (2008),
utilizando meio de cultura formulado com levedura residual cervejeira para a produgéo de
toxinas por Bacillus sphaericus, também observou baixo consumo de carbono. Saksinchai,
Suphantharika e Verduyn (2001) avaliaram o crescimento de Bacillus thurinigiensis var.
kusrtaki com 2,5% (m/v) de glicose e extrato de levedo de cerveja 1% (m/v) comparado
com extrato de levedura comercial. Quando empregado levedo de cerveja, também foi
observada baixa concentracdo celular e incompleta utilizacdo da glicose. J& no ensaio
empregando extrato de levedura comercial os autores verificaram consumo total de glicose,
assim como maior concentracdo celular. Segundo os autores, 0 meio composto com levedo
de cerveja possivelmente contém ferro em baixas concentracfes, 0 que ocasionaria
limitag&o do crescimento celular e ineficiente consumo do substrato.

Com relagéo ao perfil de pH (resultados apresentados na Figura 5.5) observa-se
gue quanto maior a concentracdo da fonte de nitrogénio organico, maior a variacdo de pH,
independente da concentracdo da fonte de carbono.

Os ensaios 1, 2, 5, 6 e 7 apresentaram perfis semelhantes, nos quais se observa
uma reducdo do pH nas primeiras horas de cultivo, aumento até atingir valor maximo,
seguido de ligeira queda. O abaixamento de pH inicialmente é devido a producéo de acidos
organicos, como aceético, succinico e latico (KRAEMER-SCHAFHALTER; MOSER,
1996), e, o aumento, possivelmente pelo consumo desses 4&cidos. Esse mesmo
comportamento foi constatado por varios outros autores quando foi empregada glicose
(MORRIS et al., 1996; ROWE; MARGARITIS; WEI, 2003; PESSANHA, 2008) e glicerol
residual (BARBOSA, 2009; ROSSI, 2012; CHAGAS, 2012) como substrato. O consumo
de acido acético pela bactéria empregada no presente trabalho foi comprovado por Chagas
(2012) por meio da sua dosagem, em uma condi¢do em que este foi adicionado ao meio
tanto no inicio quanto durante a fermentacéo.

Ja o0s ensaios 3 e 4, que apresentaram maior producdo de biomassa e maior

consumo de substrato, foram o0s que apresentaram a maior variagdo de pH (Figuras 5.4 e
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5.5). Ambos os ensaios ndo apresentaram aumento no valor de pH durante o processo e

finalizaram com pH consideravelmente inferior ao valor inicial.
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Figura 5.5 - Valores de pH, em funcdo do tempo de fermentagdo, para os ensaios do planejamento fatorial
completo 22, com 3 repeticdes do ponto central.
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Saksinchai, Suphantharika e Verduyn (2001), ao empregarem levedo de cerveja
como fonte de nitrogénio para producdo de bioinseticida por Bacillus thuringiensis,
observaram baixos valores de pH durante a fermentacédo, atingindo valores em torno de
4,7, devido a intensa producdo de acidos carbdnicos, como o &cido acético. Utilizando
glicerol residual como substrato e levedo de cerveja como fonte de nitrogénio organico,
Rossi (2012) obteve um perfil de pH no qual sé houve a queda deste, que terminou em
cerca de 6,3, semelhante ao ocorrido no presente trabalho.

Na Tabela 5.5 estdo apresentados os valores de concentracdo maxima de celulas

(Xmax) € de produtividade volumétrica em células (Qy).

Tabela 5.5 - Concentragdo maxima de células (Xiax) € produtividade volumétrica em células (Q,), referentes
aos ensaios do planejamento 2 para definicdo da composicdo do meio de fermentacdo em
termos de fonte de carbono e nitrogénio.

Ensaio Xmax (9/L) Qx (g/L.h)
1 1,80 0,14
2 1,60 0,17
3 4,93 0,37
4 3,83 0,29
5 2,93 0,32
6 2,93 0,32
7 3,13 0,22

Os valores de Xmax demonstram que as menores concentracdes celulares foram
alcancadas quando foi utilizado o levedo de cerveja no nivel inferior (10 g/L). Isto se
reflete nos baixos valores de Qx dos ensaios 1 e 2, comparados com os valores obtidos para
os demais ensaios. Com isso pode-se concluir que para se obter maiores concentracdes
celulares e maiores produtividades volumétricas, parametros importantes na producdo
industrial, é necessario utilizar o extrato de levedo de cerveja no nivel superior.

Saksinchai, Suphantharika e Verduyn (2001) realizaram um estudo comparando a
composicdo do levedo de cerveja e do extrato de levedura comercial e constataram que 0
contetdo de carboidrato total (como glicose) do extrato de levedo de cerveja (26,85%,
m/m) foi significativamente superior ao encontrado no extrato de levedura (15,2%, m/m).
A presenca de uma maior quantidade de carboidrato, principalmente glicose, no extrato de
levedo de cerveja também pode ter influenciado o baixo consumo de glicerol observado
em todos 0s ensaios ja que, em outros trabalhos em que glicerol foi utilizado como fonte de
carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio (BARBOSA, 2009; ROSSI, 2012;

CHAGAS, 2012), houve consumo total da fonte de carbono pela bactéria.
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Com relacdo a toxicidade, na Figura5.6 encontram-se os resultados dos
bioensaios realizados com 0,01 mL de meio fermentado proveniente de cada ensaio do
planejamento 22. Salienta-se que, inicialmente, o volume de 0,1 mL também foi testado,
porém, todos 0s meios apresentaram atividade larvicida correspondente a 100% de morte

das larvas.
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Figura 5.6 - Porcentagem de morte de larvas de Aedes aegypti submetidas a 0,01 mL de meio fermentado,
proveniente dos ensaios do planejamento fatorial 2%

O ensaio 4, que apresentou a maior variacdo de pH, foi o que apresentou o pior
resultado de atividade larvicida, ndo causando a morte de nenhuma larva. Segundo Finkler
e Luna-Finkler (2011), meios com niveis elevados de substrato, sem o ajuste apropriado de
nitrogénio, podem causar uma queda do pH que levaria a inibicdo da esporulacdo da
bactéria. Como é nessa fase que ocorre a sintese das endotoxinas pela bactéria, essa
inibicdo da esporulagédo pode ser a causa da auséncia de atividade do meio do ensaio 4.

Como praticamente ndo houve diferenca de atividade larvicida entre o ensaio 3 e
0s ensaios do ponto central, realizou-se um teste com um volume menor de meio
fermentado, de forma a se evidenciar a diferenca entre estes ensaios em termos de
toxicidade. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.7.

Ao se utilizar 0,005 mL de meio fermentado, verificou-se que o0 ensaio 3
apresentou uma mortalidade igual a 80%, enquanto os ensaios do ponto central (5, 6 e 7)
apresentaram resultado inferior. Com isso, constatou-se que a condi¢do do ensaio 3 € a que
mais favorece a sintese de toxinas pela bactéria, dentre todas as avaliadas no presente

trabalho.
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Figura 5.7 - Porcentagem de morte de larvas de Aedes aegypti submetidas a 0,005 mL de meio fermentado,

proveniente dos ensaios do planejamento fatorial completo 22.

Para a realizacdo das anélises estatisticas dos ensaios do planejamento 22, foram

empregados os resultados apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 — Variaveis resposta referentes aos ensaios do planejamento fatorial completo 22 para
definicdo da composicdo do meio de fermentagdo em termos de fonte de carbono e

nitrogénio.
Variaveis resposta
Concentracao Consumo de Mortalidade de
Ensaio maxima de células substrato larvas — 0,005mL
(g/L) (%) de meio
(%)
1 1,8 20,55 10
2 1,6 6,09 30
3 4,93 49,66 80
4 3,83 18,61 0
5 2,93 12,00 40
6 2,93 11,89 50
7 3,13 14,80 50

A andlise da estimativa dos efeitos para a varidvel concentracdo maxima de

células foi realizada empregando-se o grafico de Pareto (Figura 5.8), sendo considerados

significativos os termos cujos valores de teacuado fOram superiores ao valor de tipelado

(representado pela linha azul), para a distribuicdo de Student ao nivel de 95% de confianca.

Verifica-se que, com relagdo a concentragdo méaxima de ceélulas, os fatores

concentragdo de glicerol e concentragdo do extrato de levedo de cerveja foram

estatisticamente significativos, assim como a interagdo entre eles. O aumento da
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concentracédo de fonte de carbono apresentou efeito negativo sobre a concentragéo celular

maxima, enquanto o aumento da fonte de nitrogénio apresentou efeito positivo.

B:Extrato deLC

A:Glicerol

AB

0 5 10 15 20 25 30

Efeitos padronizados (valor de t,)

Figura 5.8 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos, ao nivel de 95% de confianca, sobre a
resposta concentracdo méaxima de células, para os ensaios do planejamento fatorial 2°.

Segundo Moldavsky e Cohen (1996), existem trés critérios principais para a
validagdo de modelos:

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

2 - Coeficiente de correlagdo 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 equagdes de modelo pode ser explicada pelo erro
experimental.

Os critérios para a validacdo do modelo podem ser resumidos, conforme consta na
Tabela 5.7.

Tabela 5.7- Critérios para validacdo de diferentes modelos (MOLDAVSKY; COHEN, 1996).

Analise de Coeficiente de Falta Validacdo
variancia correlacdo de ajuste do modelo
-------------- R*>0,9 Sim
2 p>0,05 Sim
p>0,05 0,7<R%<0,9 0<0,05 Nio
250 A — N4o

p>0,05 00 s e N&o
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Na Tabela 5.8 encontra-se a analise da variancia dos efeitos e da interagdo entre

estes para a variavel concentracao celular maxima.

Tabela 5.8 - Analise de variancia dos efeitos principais e interacdo dos fatores estudados sobre a variavel
resposta concentracdo celular maxima, obtida com os ensaios do planejamento 22 para
definicdo da composicdo do meio de fermentacdo em termos de fonte de carbono e

nitrogénio.
Fonte Soma dos quadrados G.L. Quadrado Médio Fcy. p - valor
Modelo 7,81 3 2,60 261,24  0,0004
A:Glicerol 0,4225 1 0,4225 42,41 0,0074
B:Extrato de levedo 7,1824 1 7,1824 720,99 0,0001
AB 0,2025 1 0,2025 20,33  0,0204
Falta de ajuste 0,003219 1 0,003219 0,24 0,6718
Total error 0,0298857 3 0,0099619
Total (corr.) 7,83729 6

R?=0,996
G.L. - Graus de liberdade

Observa-se que a variancia do modelo é significava (p<0,05) e nédo é verificada
significancia da falta de ajuste do modelo aos pontos experimentais (p>0,05). De acordo
com Moldavsky e Cohen (1996), o valor de R? sendo maior que 0,9 é suficiente para
validar o modelo. Assim, considerando o valor de R? igual a 0,99 obtido para a resposta
concentracdo celular maxima e como a falta de ajuste ndo foi significativa, conclui-se que
0 comportamento estudado pode ser representado por um modelo linear (Equacdo 2), no
qual A e B sdo os valores codificados das variaveis glicerol e extrato de levedo de cerveja,

respectivamente.

Xmax = 3,02143 - 0.32500*A + 1,34000*B — 0,22500*A*B )

A Figura 5.9 apresenta a superficie de resposta e as curvas de nivel que mostram a
influéncia das duas varidveis mencionadas sobre a varidvel resposta concentracdo celular
maxima.

Pela superficie de resposta, nota-se que 0 aumento da concentracdo de levedo de
cerveja e a diminuicdo da concentracdo de glicerol proporcionam um aumento da

concentracdo celular méxima.
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Figura 5.9 - Superficie de resposta (A) e curvas de nivel (B) referentes a concentragdo celular maxima

22,

(Xmax) €m fungdo dos fatores investigados, para os ensaios do planejamento fatorial completo

Quanto a variavel resposta consumo de substrato, pelo grafico de Pareto

(Figura 5.10) verifica-se que nenhuma varidvel teve efeito significativo ao nivel de 95% de

confianca.
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Figura 5.10 - Grafico de Pareto representando a estimativa dos efeitos ao nivel de 95% de confianca, sobre
a resposta consumo de substrato, para os ensaios do planejamento fatorial completo 22,

Na Tabela 5.9, encontra-se a andlise de variancia dos efeitos e da interacao entre

estes, para a variavel resposta consumo de substrato.

Tabela 5.9 - Andlise de variancia dos efeitos principais e interacdo dos fatores estudados sobre a variavel
resposta consumo de substrato, obtida com os ensaios do planejamento 22 para definicéo da
composicao do meio de fermentacdo em termos de fonte de carbono e nitrogénio.

Fonte Soma dos Quadrados G.L. Quadrado Médio Fgy. p - valor
Modelo 1019,86 3 339,95 4,94 0,1112
A:Glicerol 517,79 1 517,79 7,52 0,0712
B:Extrato de levedo 433,264 1 433,264 6,29 0,0870
AB 68,807 1 68,807 1,00 0,3911
Falta de ajuste 201,1 1 201,1 73,93 10,0133
Total error 206,538 3 68,8459
Total (corr.) 1226,4 6

R?=0,832

G.L. — Graus de liberdade

De acordo com a andlise apresentada, o modelo ndo foi significativo e o
coeficiente de correlacdo encontrado foi menor que 0,9. Como a falta de ajuste do modelo
proposto para o0 consumo de substrato apresentou p>0,05, 0 mesmo ndo pode ser validado
para expressar o comportamento da variavel resposta, apesar do valor de R? ser maior que
0,7 (MOLDAVSKY; COHEN, 1996).

Vale salientar que os fatores concentracao de glicerol e concentragdo de extrato de
levedo de cerveja apresentaram p<0,1, portanto, seriam significativos ao nivel de 90%.
Porém, neste estudo optou-se por adotar o nivel de significancia de 95% para que houvesse
uma maior confiabilidade nos resultados obtidos.

A Figura 5.11 apresenta o Gréafico de Pareto para a resposta atividade larvicida ao

nivel de confianca de 95%.
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Figura 5.11 - Gréfico de Pareto representando a estimativa dos efeitos ao nivel de 95% de confianca, sobre
a resposta atividade larvicida, para os ensaios do planejamento fatorial completo 27,

Embora os fatores ndo tenham sido significativos para a atividade larvicida, a
interacdo entre eles foi significativa em seu nivel negativo, ou seja, quando aumenta-se
simultaneamente os niveis dos 2 fatores (concentracdo de glicerol e concentracdo de
extrato de levedo de cerveja) ha uma reducédo da atividade larvicida. Este é um exemplo de
efeito de interacdo antagbnico, no qual a variacdo dos fatores, individualmente, do nivel
inferior para o superior aumenta o valor da resposta, enquanto que uma variacdo
simultanea dos fatores provoca reducdo na resposta (AOUADA et al.,, 2008). Esse
antagonismo é comprovado considerando-se que 0 ensaio 4, que possui as duas variaveis
no nivel superior, apresentou, dentre os ensaios realizados, o pior resultado de atividade
larvicida do meio, enquanto o ensaio 3, que continha glicerol no nivel inferior e extrato de
levedo de cerveja no nivel superior, apresentou 0 melhor resultado.

Pela analise de variancia (Tabela 5.10), verificou-se que o R?<0,7. Sendo assim, 0
modelo ndo pode ser utilizado para expressar 0 comportamento da variavel resposta.

Tabela 5.10 - Andlise de variancia dos efeitos principais e interagdo dos fatores estudados sobre a variavel
resposta atividade larvicida, obtida com os ensaios do planejamento fatorial completo 2°
para definicdo da composi¢cdo do meio de fermentacdo em termos de fonte de carbono e

nitrogénio.
Fonte Soma dos Quadrados G.L. Quadrado Médio Fcyc p - valor
Modelo 3800,0 3 1266,67 7,00 0,0721
A:Glicerol 900,0 1 900,0 4,97 0,1120
B:Extrato de LC 400,0 1 400,0 2,21 0,2338
AB 2500,0 1 2500,0 13,82  0,0339
Falta de ajuste 4144,05 1 4144,05 124,32 0,0079
Total error 542,86 3 180,95
Total (corr.) 4342,87 6

R?=0,565
G.L. — Graus de liberdade
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5.5 Avaliagédo, em biorreator, do meio definido em frascos agitados

O ensaio 3 do planejamento fatorial completo 2% apresentou 0 melhor resultado
quanto a atividade larvicida do meio, sendo, portanto, a composicdo do respectivo meio
empregada para se testar a fermentacdo em biorreator. A fermentagdo foi realizada
conforme descrito no item 4.4.3, sendo que a cada 2 horas coletou-se uma amostra do meio
fermentado e observou-se a morfologia celular por microscopia. Os dados obtidos de
concentracdo celular, concentracdo de glicerol e pH deste ensaio em biorreator estéo
apresentados nas Figuras 5.12 e 5.13.

A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) foi mantida em 45% da saturacéao
durante todo o processo fermentativo, o que, segundo estudo realizado por Rossi (2012), é
a melhor condicdo de fornecimento de oxigénio para a produgdo de toxinas por Bacillus
thuringiensis var. israelensis em meio contendo glicerol como substrato.

Observaram-se todas as fases de crescimento microbiano e os respectivos perfis
de consumo de substrato, no caso, glicerol, e concentracdo celular, conforme descrito por
Berbert-Molina et al. (2008).

Segundo os autores, utilizando-se glicose como substrato, o crescimento de
Bacillus thuringiensis var. israelensis pode ser dividido em quatro fases, a saber: (1)
Crescimento Vegetativo: apresenta rapido decréscimo de pH, intenso consumo de oxigénio
e sdo observadas as fases lag e crescimento exponencial e linear; (1) Transicdo para
esporulacdo: inicia-se com 5 horas de fermentacdo e sdo observados aumento de pH, perda
de mobilidade, inicio da formacdo de grumos e dréastica reducdo na velocidade de consumo
de oxigénio; (I11) Esporulacdo: caracterizada pelo inicio da formacao de esporos, inicia-se
com 13 horas e sdo observados grandes grumos de células, diminuicdo da biomassa e
aumento da concentracdo de oxigénio. Esta fase finaliza com 20 horas de fermentacdo
onde se observa a dissociacdo dos grumos; (IV) Maturagdo: € observada a maturacdo dos
esporos, diminuicdo dos grumos, consecutivamente lise celular e liberacdo dos esporos.

Como pode ser observado, o ensaio realizado apresentou uma fase lag de
crescimento de aproximadamente 3 horas, semelhante ao relatado por Berbert-Molina et al.
(2008), uma vez que, segundo estes autores, com 3 horas de fermentacdo ja se observava

fase exponencial de crescimento.
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Figura 5.12 - Concentragao celular (-4-) e concentrag&o de glicerol (-m-), em fungio do tempo, durante a
fermentacdo realizada em biorreator para teste do meio definido em ensaios em frascos
agitados.
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Figura 5.13 - Valores de pH, em funcéo do tempo, durante a fermentac&o realizada em biorreator para teste
do meio definido em ensaios em frascos agitados.

Na fase | houve intenso consumo de oxigénio, 0 que causou a queda de sua
concentragdo para cerca de 40% da saturacdo, nas primeiras 4 horas do processo. Observa-
se que o valor de pH apresentou apenas uma ligeira variacdo neste mesmo periodo,
conforme pode-se observar pelo grafico da Figura 5.13.

A fase Il, caracterizada pelo inicio da formacao de grumos, iniciou-se com 8 horas
de fermentacdo, e foi observado o maior valor de pH dentre todos os ensaios ja realizados
nesse trabalho, embora esteja-se comparando o ensaio em biorreator com 0s ensaios em

frasco. O aumento do pH é ocasionado pelo consumo de acidos orgéanicos presentes no
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meio ou daqueles sintetizados pela bactéria. De acordo com Chagas (2012), em meio
contendo glicerol como substrato, a bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis
consome 0 &cido acético que produz e também o &cido acético adicionado ao meio durante
a fermentacdo. A concentracdo celular maxima (3,6 g/L) foi alcancada nessa fase, com
10 horas de fermentagéo (Figura 5.12).

A fase Ill iniciou-se com 12 horas de fermentacdo, tempo no qual foram
observados grumos maiores de células. Porém, o aumento da concentracdo de OD no meio
deu-se somente a partir de 16 horas de fermentacédo, diferente do descrito por Berbert-
Molina et al. (2008). O fato de a fase Il do presente trabalho ser mais prolongada pode ser
atribuido a maior sensibilidade da bactéria aos componentes do meio, retardando seu
metabolismo. Por outro lado, tal fato pode estar relacionado com uma melhor condigédo de
transferéncia de oxigénio durante a fase de esporulacdo e sintese de toxina pela bactéria,
fazendo com que esta seja estendida. A necessidade de um adequado fornecimento de
oxigénio durante a producdo de bioinseticida pela bactéria empregada no presente trabalho
ja foi relatada por diversos autores. Pode-se destacar o trabalho de Boniolo et al. (2012), no
qual foi estudado o fornecimento de oxigénio durante as quatro fases caracteristicas do
crescimento de Bacillus thuringiensis var. israelensis. Vale ressaltar que a estratégia de
fornecimento de oxigénio empregada no presente trabalho (manutencgéo da concentracédo de
OD em 45% da saturagdo durante toda a fermentacdo) foi a melhor condicdo para a
producdo de toxinas por Bacillus thuringiensis em meio contendo glicerol residual como
substrato, de acordo com Rossi (2012). Apesar disso, deve-se ressaltar que no trabalho de
Berbert-Molina et al. (2008) ndo foi determinada a atividade larvicida do meio, 0 que
impossibilita comparagdo para confirmacéo da hipétese levantada.

O inicio da dissociacdo dos grumos, fase IV, ocorreu com 21 horas de
fermentacdo, com praticamente todas as células esporuladas. Com 23 horas, 2 horas apés o
término da dissociacdo dos grumos, a fermentacéo foi finalizada.

Comparando o ensaio realizado em biorreator com o realizado em frasco agitado
(Ensaio 3), observou-se uma queda no consumo de substrato (de 49,7% para 33,9%). Esta
diferenca se deve ao menor crescimento verificado em biorreator. A concentragdo celular
méaxima obtida em frasco agitado foi de 4,93 g/L enquanto que no biorreator foi de 3,6 g/L.
Destaca-se também que, em biorreator, a fermentagéo teve menor tempo de duragéo.

Na Figura 5.13 estdo apresentadas as concentragdes de oxigénio dissolvido (OD) e
as velocidades de agitagdo da turbina em funcdo do tempo, durante a fermentacdo em

biorreator. Observa-se uma queda da concentracdo de OD nas primeiras horas de cultivo e,
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com 4 horas de fermentacdo, esta atingiu um valor abaixo do minimo estipulado (45% da
saturacdo). O controle da concentracdo de oxigénio foi entdo acionado, 0 que pode ser
verificado pelo aumento da agitacdo. Com 8 horas a agitacao atingiu o valor maximo de
560 rpm, com a finalidade de manter a concentracdo de OD em 45%. Em seguida
observou-se que, no intervalo de 8 a 16 horas, a concentragdo de OD permaneceu em 45 %
enquanto a frequéncia de agitagdo diminuiu, indicando um decréscimo da demanda de
oxigénio. Apos esse periodo, o fornecimento de oxigénio foi superior a demanda, levando
a um aumento da concentracdo de OD no meio. Com 20 horas de cultivo a agitacdo voltou
para seu valor inicial de 300 rpm, o qual permaneceu até a fermentacdo ser encerrada, com
23 horas.
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Figura 5.14 - Concentragdo de OD (-¢-), em % da saturagéo, e frequéncia de agitacio (-m-), em fungio
do tempo, durante a fermentacdo realizada em biorreator para teste do meio definido em
ensaios em frascos agitados.

Os resultados de atividade larvicida do meio proveniente do ensaio realizado em
biorreator estdo apresentados na Figura 5.15. Observa-se que 0 meio produzido em
biorreator proporcionou 100% de morte com um volume de até 0,005 mL, resultado
melhor que o obtido com o meio de mesma composi¢cdo produzido em frasco agitado
(ensaio 3) que, com 0 mesmo volume, proporcionou a morte de 80% das larvas. Conclui-
se, portanto, que foi possivel obter um meio fermentado em biorreator mais eficiente que o
ensaio realizado em incubadora. Este resultado também foi melhor que o encontrado por
Chagas (2012) que, utilizando glicerol residual como substrato e extrato de levedura como
fonte de nitrogénio organico, obteve como melhor resultado a morte de 80% de larvas

utilizando 0,005 mL de meio fermentado.
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Figura 5.15 - Porcentagem de morte de larvas de Aedes aegypti em fungdo de diferentes volumes de meio
fermentado empregado no teste de atividade larvicida do meio obtido no ensaio em biorreator
para teste do meio definido em ensaios em frascos agitados.

A melhora na producéo de toxina obtida foi ainda mais evidente comparando-se o
ensaio realizado em biorreator com a melhor condicéo do estudo preliminar deste trabalho,
utilizado para a determinacdo da faixa de concentracdo de levedo de cerveja utilizada nos
ensaios subsequentes (item 5.2). O volume de 0,01 mL de meio fermentado do ensaio
preliminar proporcionou a morte de 10% das larvas enquanto o0 mesmo volume de meio
fermentado em biorreator proporcionou a morte de 100% de larvas. Destaca-se ainda que a
condicdo de fornecimento de oxigénio empregada no presente trabalho (manutencdo da
concentracdo de OD em 45% da saturacdo durante toda a fermentacdo) foi a mesma
utilizada por Rossi (2012) para a producgéo de toxinas por Bacillus thuringiensis em meio
contendo glicerol residual como substrato, porém com fontes de nitrogénio organico e
inorganico diferentes. Como o fornecimento de oxigénio é um fator que influencia a
producdo de toxinas pela bactéria, a otimizacdo de sua condicdo, em biorreator, para o
meio proposto (que contém extrato de levedo de cerveja como fonte de nitrogénio orgéanico
e KNO3; como fonte de nitrogénio inorganico) podera aumentar ainda mais a toxicidade do
meio fermentado.

Por fim, com base nos valores obtidos determinou-se a Concentracdo Minima
Letal necessaria para matar 50% de uma populagéo de larvas (CLsp) e foi encontrado um
volume de 0,00243 mL. Esse valor é superior ao volume de 0,0006 mL obtido por Rossi
(2012) utilizando extrato de levedura, porém, é importante ressaltar que o0 meio empregado

no presente trabalho apresenta um custo consideravelmente inferior.
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6. CONCLUSOES

- O extrato de levedo de cerveja é uma fonte de nitrogénio adequada para o cultivo de

Bacillus thuringiensis var. israelensis com vistas a producéo de bioinseticida.

- O melhor método para o preparo do extrato de levedo de cerveja consiste da esterilizacdo
da suspensdo de levedo de cerveja (121 °C por 20 minutos) seguida de sua filtracdo

qualitativa.

- Bacillus thuringiensis var. israelensis é capaz de crescer em meio contendo extrato de
levedo de cerveja na faixa de concentracdo de 20 g/L a 100 g/L, porém sé produz toxinas

quando as concentragdes estdo na faixa de 10 g/L a 30 g/L.

- Nas condigdes estudadas, os nutrientes do meio de cultivo: glicerol residual, extrato de
levedo de cerveja, KNOs; CaCl,.2H,0, MgSO4.7H,0, MnSO,4, K;HPO, e KH,POy,

isoladamente, ndo exercem influéncia significativa sobre a producédo de toxinas.

- O aumento da concentracdo de fonte de carbono, glicerol, apresenta efeito negativo sobre
a concentracdo celular méxima, enquanto o aumento da fonte de nitrogénio, extrato de

levedo de cerveja, apresenta efeito positivo.

- Para a resposta atividade larvicida, a interagdo entre a concentragdo de glicerol e a

concentracdo de extrato de levedo de cerveja foi significativa em seu nivel negativo.

- Em biorreator € possivel obter um meio fermentado mais eficiente que o obtido em

frasco.
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