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RESUMO

O controle de insetos é realizado, em sua maipoa, produtos quimicos; cujos efeitos
cumulativos ocasionam grandes prejuizos ambieataisaude humana, destacando-se ainda
a rapida selecdo de insetos resistentes. O coritiolégico por entomopatdégenos € uma
alternativa eficiente, principalmente devido a sita especificidade, menor freqiiéncia de
resisténcia nos insetos alvos e baixo efeito rasido ambienteBacillus thuringiensi€ uma
bactéria Gram-positiva esporulante, produtora @&ais protéicos com atividade inseticida.
Apesar do amplo usB. thuringiensisno controle bioldgico, ha poucos trabalhos pubbsad
quanto a sua producdo, visto que muitas informaséessegredos industriais. Além disso, a
diversidade de subprodutos da agroindustria satesomdequadas de carbono e nitrogénio
para o cultivo de microrganismos e podem contrigignificativamente para a reducao de
custos na producéo de biomoléculas. Portanto, septe trabalho teve por objetivo otimizar
um meio de cultura, empregando residuos agroindsisjpara producdo de toxinas fr
thuringiensis subsp. israelensis, utilizando a metodologia de superficie de respobta
estudada também a cinética de crescimento assariaaaucdo de toxina pela bactéria, bem
como a toxicidade da cultura pos-fermentacéo, morperiodo de 28 dias. As fontes de
nitrogénio organico estudadas foram: farinha dea,sdarinha de crisdlida, peptona
bacteriologica e uréia agroindustrial. As fontescdebono estudadas foram sacarose, glicose
e fécula de mandioca. Como fonte de nitrogéniogiéico foi estudada sulfato de aménia. O
parametro analisado para a otimizagcdo do meiofacilade, por meio de bioensaio contra
Aedes aegyptiForam estudados também o percentual de esporutagaorescimento (por
meio da contagem de Unidades Formadoras de Cal@ifayinha de crisalida e a glicose
foram as fontes mais adequadas de nitrogénio a@anicarbono, respectivamente, para a
producdo de toxinas. A superficie de resposta moste um método eficaz para a
otimizacao, resultando em um meio com as segufaieas de concentracdes das fontes de
carbono e nitrogénio: glicose 0,3 a 0,55¢/L; fagirde crisalida 55 a 58g/L e sulfato de
amonia 0,6 a 1,1g/L. O meio otimizado resultou enawoxicidade de 0,703ppm (v/v), valor
superior a de meios comumente utilizados @Earthuringiensis israelensi®\ toxicidade da
cultura aumentou com o tempo de cultivo, sendo maxiom 96 horas. A cultura manteve-se
toxica durante os 28 dias de andlise, sendo qu@azanamento sem refrigeracdo mostrou-se
mais eficaz. Esses resultados contribuem para endelvimento de uma producéo local e
para o aproveitamento de residuos agroindustréaaisgiao.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis controle biolégico,Aedes aegyptisuperficie de

resposta, producao, residuos agroindustriais.



ANGELO, Elisangela Andrade. Medium optimization flmxins productions byBacillus
thuringiensis subsp.israelensisusing agro industrial byproducts. Dissertation (Mds
degree dissertation — Food Science) — State UniyerfsLondrina. 2009.

ABSTRACT

Insect control is realized, in its majority, foreshical products, whose cumulative effects
become problematic due to the environment and toams healthy and also the selection of
resistant insects. Biological control by entomopgatois an efficient alternative, mainly due
to its own specification, lower resistance in theget insects and low residual effect on the
environmentBacillus thuringiensiss a Gram-positive spore-forming bacterium thatjpices

a parasporal crystal protein toxic for many inse@ssides this bacteria is used widely
worldwide in controlling insects, there aren’'t mastudies about its production, because
many information are industrial secrecy. Besidbs, diversity of agro industrial byproducts
are appropriate sources of carbon and nitrogenther growth of microorganism and
signficatively contribute for the reduction of cadtbiomolecule. Therefore, the object of this
study was to optimize the culture medium using agodustrial byproducts for producing
toxins by B. thuringiensissubspisraelensis using the Response Surface Analyses (RSA)
methodology. We also studied the kinetics of growatid production of the toxin by the
bacteria and its post-fermentation toxicity for @8ys. The organic nitrogen sources were:
soybean meaBombix moripupae meal (BMP), bacterial peptone and agricdlunea. The
source of carbon studied were glucose, sucrosecasshva starch. The inorganic nitrogen
source studied was ammonium sulfate. The paramegst for the medium optimization was
toxicity, evaluated by bioassays agaiedes aegyptit was also studied the percentage of the
bacteria sporulation and growth (Colony FormingteinCFU,). The BMP and glucose were
the most appropriate sources of organic nitroged earbon, respectively, for toxins
production. The RSA, proved to be an effective métfor medium optimization, resulting in
a medium composition for maximal response with tbkowing ranges of carbon and
nitrogen concentrations: glucose 0,3 to 0,55gBMP 55 to 58g[l* and ammonium sulfate
0,6 to 1,1gL". The optimized medium resulted in a toxicity of@ppm (v/v), which is above
the mediums toxicity commonly obtained usBd thuringiensis israelensisThe culture
medium toxicity increased with cultivation time tr#6 hours. The culture medium toxicity
remains stable under refrigeration temperaturesxd @8 days and when it was kept without
refrigeration, the response was more effective séhresults contribute to the development of
a local technology and to promote the use of agdustrial byproducts produced in the
region.

Key-words: Bacillus thuringiensis biological control, Aedes aegyptiResponse Surface

Analyses, production, agro industrial byproduct.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que existam cerca de 2,5 milhdes de iespée insetos, das quais 10%
causam danos ao ser humano ou perdas econémigesuia ou na agricultura (ALVES,
1998). Muitas doencas de interesse da saude pubticao maléria, dengue, febre amarela,
filariose e doenca de chagas séo transmitidasngsetds vetores. Em geral, os paises mais
atingidos por estas doencas sdo 0s tropicais eopidsis, devido principalmente as suas
caracteristicas climaticas favoraveis a prolifesagé insetos. O crescente aquecimento global
demanda preocupacao especial, estendendo as é&pasgs a esta proliferacdo também a
regides atualmente com clima temperado.

O controle atual da populacdo de insetos é realjzadincipalmente, por inseticidas
guimicos, cujo uso indiscriminado e massivo caumsaosl ambientais e a saude humana.
Produtos quimicos com alta toxicidade, porém coixabespecificidade e alto efeito residual,
prejudicam o meio ambiente, além de contribuirera paexisténcia de consideravel nimero
de espécies de insetos com populagdes resisteantiedjlizando a aplicacao de tais produtos.

Uma alternativa aos inseticidas quimicos é o ctmtioinldgico, que pode ser feito
com o0 uso racional de entomopatégenos, que camEstitos componentes ativos dos
bioinseticidas ou inseticidas bioldgicos.

Entre as vantagens dos bioinseticidas destacamhseespecificidade, menor risco
ambiental e a saude humana, menor freqiéncia dstéresa nos insetos alvo e a
possibilidade do entomopatégeno se multiplicar mibiente e, com isso, aumentar sua
permanéncia. Como desvantagens, destacam-se espeetracao restrito e maior
suscetibilidade as condicbes ambientais. Estasad&gyens podem ser atenuadas com 0 uso
de boas formulagdes e estudos para aplicacao ddstps, a fim de torna-los mais resistentes
as condi¢cdes ambientais e com maior tempo de piratel

A comercializag&o de bioinseticidas corresponderaacde 5% do mercado mundial
de pesticidas. Porém, o uso destes produtos vesnerrdo dez vezes mais do que o0 uso de
inseticidas quimicos. As bactérias destacam-se goomissoras no controle biolégico. Entre
estes microrganismo®acillus thuringiensis(Bt) € o mais utilizado como bioinseticida.
Estima-se que os produtos a base dessa bactéresmpamdam a cerca de 90 a 97% do
mercado mundial de bioinseticidas (BRARal.,2006).



15

Entre as razbGes para o sucesso dos produtos adbdsethuringiensisestao: alta
toxicidade aos insetos alvos, capacidade de eggdwmle o carater monogénico de sua
principal toxina, o que facilita a manipulacdo ger@da mesma.

A subespécigsraelensisde B. thuringiensianostrou-se eficaz no combate a dipteros,
Ordem onde se encontram muitos géneros com espgdigmes de doencas, comedes,
Culexe AnophelesMuitos produtos feitos a partir dessa subespéie sendo utilizados ha
mais de trinta anos em paises africanos, sob aneswtacdo da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS).

Os maiores produtores de inseticidas a bad®. dieuringiensissédo Estados Unidos e
Canada. O desenvolvimento de producao local, cohadiens mais adaptadas as condi¢ées
brasileiras e com meios de cultivo alternativosgdepi@ tornar produtos a base &e
thuringiensismais competitivos no Brasil.

Embora a produgcéo dB. thuringiensisseja bem estudada, muitas informacdes
necessdarias ao desenvolvimento de uma producabraoaestdo disponiveis na literatura.
Isto ocorre porque muitas informacfes sao propdiesiade industrias que comercializam
produtos a base d& thuringiensis

Considerando a necessidade do Brasil em contrelansetos vetores de doengas ou
pragas agricolas, tendo em vista as vantagens mtools bioldégico e a dificuldade em se
obter informacdes sobre a producdo Rlethuringiensis torna-se necessario o estudo e

desenvolvimento de tecnologias novas e acessiamsgpoducdo de bioinseticidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais d8acillusthuringiensis

Bacillus thuringiensidoi descrito em 1915 na Alemanha, isolado a pdsitraca de
farinha @Anagasta kuehniel)a Anteriormente, em 1902, no Japéo, o pesquisktiwata ja
havia isolado uma bactéria a partirBl@mbix mori,que posteriormente se soube ser também
uma subespécie d& thuringiensisNo entanto, a comercializacdo de produtos a basta de
bactéria sé se iniciou em 1938 na Franca, com indgticida comercializado sob o nome de
“Sporeine” (BRARet al.,2006; CAPALBOet al, 2004; VIDAURRE, 1996).

Pertencente a familiBacillaceae,a qual engloba a maioria das espécies formadoras
de esporosB. thuringiensis¢ um bastonete Gram-positivo, com célula vegetatvd,0 a
1,2um de largura por 3,0 a 5,0um de comprimentmlmente moéveis. O esporo dessa
bactériapossui formato elipsoidal e localiza-se na regié@otral ou paracentral quando no
interior da célula mae. A espécie € aerObia nadtaestom faixa de temperatura de
crescimento entre 10 e 45 °B. thuringiensisapresenta um amplo complexo enzimatico, o
que lhe permite utilizar uma variedade de subsra@rincipal caracteristica que distingue a
espécie das outras do mesmo género é a preseragelimiar de um cristal protéico (GLARE
& O’'CALLAGHAN, 2000; HABIB & ANDRADE, 1998; MORAESet al, 2001; VILAS-
BOASet al, 2007).

Devido as suas caracteristicas fisiolégicas commdgao de esporos e metabolismo
aerébio ndo estritoB. thuringiensisapresenta resisténcia a condicbes adversas, o0 que
contribui para seu alto potencial no controle lgadé (MORAESet al, 1998).

O cristal protéico tipico deB. thuringiensisé, em geral, produzido durante a
esporulacdo e constitui o principal ingredientegaatios bioinseticidas a base dessa bactéria.
Este cristal € toxico para varias espécies de daseflestacando-se no controle de:
Lepidoptera, Diptera e Coledptera. Porém, ha séloesspdeB. thuringiensigjue apresentam
cristais toxicos contra insetos das Ordens HimamapHemiptera, Ortoptera, Phthraphera
também para alguns nematodides, protozoarios e ACBRAR et al, 2006; GLARE &
O’CALLAGHAN, 2000; SCHNEPFet al, 1998).
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Os cristais deB. thuringiensis sdo formados principalmente por proteinas
denominadas Cry, antigamente também conhecidas @éeemulotoxinas, e por proteinas
citoliticas (Cyt) (BRAVOet al,, 2007). Ao final da esporulacéo, o cristal pra&orresponde
a cerca de 20% a 30% do peso seco da célula, sibedado no momento da lise celular
(ARANTES et al, 2002; GLARE & O'CALLAGHAN, 2000). A Figura 2.1 apsenta
esporos e cristais dB. thuringiensisliberados com a lise celular, vistos em microsazopi
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Figura 2.1 Cultura lisada deB. thuringiensissubsp.israelensis evidenciando os esporos
elipséides (seta vermelha) e os cristais protécmeiondados (seta azul). Aumento de 1000
vezes. Coloracédo: Amido-Black e Fucsina.

Fonte: Cedido por Dr2. Gislayne Fernandes Lemes Trindéitbes-Bbdas; Laboratorio de
Bioinseticida / Departamento de Biologia Geral/\énsidade Estadual de Londrina.

Bacillus thuringiensisja foi isolado de diversos ambientes, destacaedsedos,
insetos vivos ou mortos, graos estocados, amod&aggua, entre outros. Embora muitos
sorotipos tenham sido isolados de amostras de salb@-se que o0 esporo pode persistir por
muito tempo neste ambiente, porém essa bactédae capaz de se multiplicar naturalmente
no solo ou na agua. Pesquisas recentes apontaseto tomo o0 habitat d& thuringiensis
pois é principalmente neste ambiente que ocorrensuliplicacdo e interacdes genéticas
(RAYMOND et al.,2008; SUZUKI et al., 2004, VILAS-BOASt al, 2000).
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2.2Bacillusthuringiensis subsp.israelensis

A ordem de insetos Diptera possui muitos vetorepatégenos, destacando-se 0s
GénerosAedeqMeigen, 1818)Culex(Linnaeus, 1758) AnophelegMeigen, 1818)Entre os
patogenos transmitidos por estes insetos destagans-scausadores da dengue, malaria,
filariose, encefalites e febre amarela. Muitos e®stetores ja apresentam resisténcia a
inseticidas quimicos. Durante muito tempo procweutma subespécie &e thuringiensis
capaz de controlar com eficiéncia as populacodsipiera. Em 1976/77, Goldberg e Margalit
isolaram e descreveram a varied#staelensis(Bti) a partir da dgua de uma lagoa de alta
salinidade. Esta subespécie apresentou-se compadéincial no controle de larvas de algumas
espécies de Diptera. Desde entdo, Bti vem sendmdplno controle biolégico (BECKER &
MARGALIT, 1993; CAPALBO et al, 2004, GOLDEBERG & MARGALIT, 1977;
VIDAURRE, 1996).

Devido ao seu complexo modo de acgédo, é dificil etmao dipteros resistentes as
toxinas deB. thuringiensissubsp.israelensis.Esta subespécie tem sido utilizada em varios
paises da Africa, na China, na Alemanha e na AistfBECKER & MARGALIT, 1993;
OSKAN et al, 2003; RUSSEL & KAY, 2008).

A seguranca ambiental d& thuringiensis israelensiem sido estudada e nhumerosos
testes com animais ndo-alvos realizados. Em algatglos com mamiferos, por exemplo,
fez-se a administracdo de doses altas de Bfl kh@térias/animal) via subcutanea, oral,
intraperitoneal, ocular e por inalacdo; estes saseelaram que esta subespécie € indcua para
mamiferos. Além desses estudos, o fato de ndo hegistro de maleficios a outros animais
em locais onde produtos a base de Bti sdo utilzademprovam sua seguranca ambiental.
Seu uso é permitido nos Estados Unidos desde BIBIKER & MARGALIT, 1993).

O cristal protéico de Bti é formado basicamenteaoracdes de proteina Cry e Cyt;
em geral, tem forma arredondada, como apresentadd-igura 1, sendo composto
principalmente pelas proteinas Cry: Cry4A (125KExy4B (134KDa) e Cryll1A (67KDa).
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2.3 Proteinas Cry

As proteinas Cry e Cyt, principais constituintess dwistais que caracterizai.
thuringiensis,sdo codificadas por genes que geralmente seZapalem plasmidios e, com
menor freqiiéncia, no cromossomo bacteriano. Oatgsbtéico foi descoberto em 1953 por
Hannay (BRAVOet al, 2007; HABIB & ANDRADE, 1986; LERECLUSgt al, 1993).

Atualmente estdo descritas 436 proteinas Cry, squndaa cada ano novas proteinas
sao descobertas. Somente no ano de 2008, foramitaegd@ novas proteinas (CRICKMORE
et al, 2008). De acordo com a definicdo mais aceitag prmteina € considerada Cry quando
forma uma incluséo paraesporal (cristal) Brhuringiensisgxibe algum grau de toxicidade
a insetos alvos, ou apresente sequéncia de andosaimilar a uma proteina Cry ja descrita
(BRAVO et al, 2007; SCHNEPFet al,1998).

Uma mesma subespécie Bethuringiensispode conter varias copias de um mesmo
genecry ou de genegry diferentes, sendo que as proteinas produzidas gies genes
poderdo formar um ou mais cristais (LERECL&ISal, 1993; GLARE & O'CALLAGHAN,
2000).

As proteinas Cry séo sintetizadas na forma de xras, portanto, sua acdo depende
da ativagdo, a qual ocorre no inseto. Atualmeng,dbis modelos, baseados em dados
experimentais, que explicam o modo de acdo dasasxXtry. As primeiras etapas desses dois
modelos sado idénticas: apOs a ingestdo dos crigtsses sao solubilizados no intestino do
inseto, local com pH alcalino, liberando as pratasi por clivagem por proteases. Ao final
dessas etapas, sao formadas toxinas ativas, cem @160 a 70% do tamanho da protoxina.
A toxina ativa é capaz de ligar-se a receptore®eaipos presentes nas células das
microvilosidades intestinais do inseto (BRAWDal.,2007; SCHNEPFet al, 1998).

O modelo de acdo denominado “formacédo de poros’m@is antigo e parece ser o
mais comum entre as diferentes ordens de insetipge(Ds, Lepidépteros e Coledpteros).
Segundo esse modelo, a ligacdo da toxina com wrespéspecificos levaria a formacao de
oligbmeros de toxinas, os quais se ligariam a tecep secundarios da membrana da célula
intestinal. Como resultado dessa ligacdo, ocorrarismsercdo da toxina oligomérica na
membrana da célula epitelial intestinal, resultaado poros nesse epitélio (BRAVA al.,
2007; BRAVO & SOBERON, 2008; HABIB & ANDRADE, 1986)

O modelo mais atual que explica a acdo de toxingséCdenominado “sinal de

transducdo” e foi estudado em apenas poucos ingktos. De acordo com esse modelo, a
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ligacdo da proteina Cry com receptores especifitodiziria uma série de reacdes
intracelulares, que envolvem a proteina G e a kdenticlase, resultando no aumento da
concentracdo de adenosina monofosfato (AMP) cicht@celular e ativacdo da proteina
quinase A. Todas essas consequéncias levam a wguiédsio da pressao interna celular,
danificando-a (BRAVO & SOBERON, 2008).

A Figura 2.2 apresenta um esquema que resume csdosate acdo por “formacgéo de

poros” e por “sinal de transducéo”.
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Figura 2.2. Modos de acéo das toxinas Cry. Os passos 1 a @sdis nos dois modelos. O
modelo “formacgéo de poros” esta representado ngdposuperior pelos numeros 4 a 6. A
etapa 4 refere-se a oligomerizacdo das toxinas, Bgacdo ao segundo receptor e a etapa 6 a
insercdo da toxina na membrana e formacgdo dos.pOrasodelo “sinal de transducdo” esta
representado na porcao inferior pelos niumeros 8a. éA etapa 4a refere-se a ligacdo da
toxina ao receptor e estimulacdo da proteina Gegtimularia a adenilato ciclase (etapa 5a) e
apos uma seérie de reacdes em cascata, comprometeequilibrio interno celular.

Fonte: BRAVO & SOBERON, 2008.

A acéo das toxinas, seja por qualquer um dos mededsulta na paralisia do aparelho

digestoério, ocasionando morte por inanicdo, pasalgeral dos musculos e septicemia
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(BRAVO et al., 2007; BRAVO & SOBERON, 2008; HABIB & ANDRADE, 1986;
VALLETE-GELY et al,2008).

A formacédo de proteinas Cry é determinada por gé@esminados cry e uma mesma
linhagem deB. thuringiensigpode conter um Unico gewey ou varias copias de um mesmo.
Como grande parte dos gereg localiza-se em plasmidios conjugativos, 0s soostipodem
apresentar uma grande combinacdo de genes, o giltarea ampla variedade de perfis de
toxicidade (CAPALBCet al, 2004; LERECLUS:t al, 1993).

A transcricdo da maioria dos geney € dependente do fator sigma, produzido
durante o processo de esporulacdo, por isso a peiter das proteinas que compdem o cristal
€ produzida durante essa etapa. Apenas uma peqaoela de genesry € regulada
independentemente da esporulacdo, sendo, porexuiessos também durante o crescimento
vegetativo. Em ambos os casos, a proteina Cry ® fdo metabolismo secundario
(ARANTES et al, 2002; LERECLUSet al, 1993).

A massa molecular das proteinas Cry varia entre 4d0KDa. A molécula destas
proteinas é globular, formada por trés dominiosuestis ligados entre si por pequenas
pontes. Até o momento, seis proteinas Cry tiveraas ®struturas bem determinadas por
cristalografia de raios-X (Figura 1.3). Estas pirme apresentaram um alto grau de
similaridade entre seus dominios, o que indica apresentam um modo de acdo bastante
similar. O dominio 1 (N-terminal) é formado por e&s$ polipeptidicas com formato de
hélices, sendo uma central (hidrofébica), cercaslaGpcadeias marginais. O dominio 2 &
composto por trés cadeias polipeptidicas antigasatem formato dp-folha pregueada. Ja o
dominio 3 apresenta o formato fflsandwich (BRAVCet al.,2007).

Embora estudos atuais indiguem que vérias porcdssdiferentes dominios da
proteina se insiram na membrana no momento de f@wndos poros, acredita-se que o
dominio 1 seja o principal responsavel pela inge(BBAIR & DEAN, 2008). Os dominios 2
e 3 apresentam similaridades estruturais com cadpdipeptidicas que se ligam a
carboidratos e estariam envolvidos principalmeteaconhecimento de receptores presentes
na membrana das células dos insetos-alvo (BRAV&A).,2007).

Durante muito tempo, a nomenclatura das proteingsfdr feita de acordo com o
inseto-alvo, desta forma, eram classificadas comyl@s proteinas toxicas a lepiddpteras,
Cry Il toxicas a lepiddpteras e dipteras, Cry bBhtra coledpteras, Cry IV contra dipteras.
Devido as constantes descobertas de novas prot@ipasl sistema mostrou-se inconsistente

e, atualmente a classificacéo € feita baseanda-sequiéncia de aminoacidos das proteinas.
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Periodicamente, o banco de dadwsline sobre proteinas dB. thuringiensisatualiza a
classificagdo e nomenclatura de tais proteinasGERIORE et al, 1998; 2008).

Cry3Aa

Figura 2.3. Estrutura tridimensional das proteinas Cry, pradas poB. thuringiensisNota-
se que a estrutura geral das proteinas Cry apagsenacima é conservada.
Fonte: BRAVO et al.,2007.

2.4 Proteinas Cyt

As proteinas Cyt sdo definidas como uma inclus@aesaoral d. thuringiensisjue
apresenta atividade hemolitica. Estas proteinas fe@nadas por apenas um dominio,
composto por duas cadeias exteriores em formalwdice, e uma cadeia interna em forma de
B-folha pregueada. Atualmente sdo conhecidas 2¢ipexst Cytklassificadas em quatro grupos
principais: CytlA, CytlB, CytlC, Cyt2A e Cyt2BO mesmo comité responsavel pela
classificacéo das proteinas Cry, também gerendiasaificacdo e nomenclatura das proteinas
Cyt (BRAVO et al, 2007; CRICKMOREet al, 1998; 2008).

Assim como as proteinas Cry, as Cyt também saetigiatlas na forma de protoxinas.
No interior do inseto, as proteinas Cyt sofrem gaghiberando a toxina ativa. Ao contrario
das proteinas Cry, Cyt ndo se liga a receptorescédgms da membrana celular, e sim,

diretamente aos lipidios da membrana. Apés sugdmaas proteinas Cyt induzem a
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formacao de poros ou agem desestruturando a bicalipédica das membranas (BRAWD
al., 2007).

Varios estudos tém demonstrado ocorrer um efai@rgistico entre as proteinas Cry e
entre estas e as proteinas Cyt, ou seja, a maicidade é devida a interacdo das proteinas,
onde uma potencializa o efeito da outra. (BRA®QI, 2007; OSKAN, 2003).

2.5 Qutras toxinas produzidas pomB. thuringiensis

Além das proteinas Cry e CW, thuringiensissintetiza outras toxinas que podem ou
nao participar da acdo entomopatogénica.

Em 1967 Heimpel sugeriu 0 nome fglexotoxina para uma substancia termoestavel e
toxica para alguns insetos. Devido a sua estrifuiianica, 0 nomg-exotoxina vem sendo
substituido por thuringiensina. Essas proteinassysms baixo peso molecular, a sua
toxicidade relaciona-se a inibicdo da RNA polimergmis é analoga a nucleotideos. Embora
nao possua especificidade, a agdo da thuringiertginaibui para a toxidade global das
linhagens que a expressam (GLARE & O'CALLAGHAN, PQHABIB & ANDRADE,
1998; LERECLUSet al, 1993). Alguns trabalhos citam a importancia desdana no
controle de besouros e algumas espécies de awdtbst(al, 2002). No entanto, as linhagens
comerciais deB. thuringiensisndo devem produzir esta toxina, pois ela poderasionar
efeitos adversos em organismos nao alvos.

Muitos sorotipos d®. thuringiensigproduzem proteinas denominadas \Wiegetative
insecticidal proteing as quais sao sintetizadas na etapa vegetaticeedoimento. Apesar de
nao integrarem o cristal protéico, estas protegd@@stoxicas a insetos e possuem forma de
intoxicacdo similar as das proteinas Cry, o quezasm candidatas potenciais para o controle
bioldgico (CRICKMOREet al, 2008; GLARE & O'CALLAGHAN, 2000).

Em 2000, Mizukiet al. descreveram uma nova toxina Be thuringiensisa qual
passou a ser denominada Parasporina. Estas t@@iaatefinidas como proteinas paraesporal
de B. thuringiensissem atividade hemolitica e que apresentam a caguicide atacar células
cancerigenas em geral (OHEAal, 2008).

Bacillus thuringiensissintetiza fosfolipases C, estas sdo produzidanabda fase
exponencial de crescimento e sdo excretadas paeicode cultura (AGAISSEt al, 1995).

Essa bactéria sintetiza também quitinases e pestegse contribuem para romper a
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membrana peritréfica presente no intestino dostasseontribuindo, dessa maneira, para a
toxicidade das linhagens (GLARE & O'CALLAGHAN, 2000

Além das toxinas, o esporo 8e thuringiensigambém contribui para sua toxicidade,
pois estes podem germinar no interior do inseto-gvdebilitado, ocasionando septicemia;
ou potencializar o efeito da toxina em uma acgécergigtica, com mecanismo ainda
desconhecido (GLARE & O’'CALLAGHAN, 2000; RAYMONZEt al.,2008).

2.6 Producéao deB. thuringiensis

As primeiras industrias a demonstrarem interessestiodo e comercializacdo 8e
thuringiensis foram empresas de fermentagdo. Logo as industigaprodutos quimicos
perceberam a importancia deste mercado de cofi@tEyico e se lancaram em sua pesquisa
e producdo (CABALBO & MORAES, 1988).

Nas décadas de 1970 e 1980, com o isolamento des tiohagens e a possibilidade
da manipulacdo génica, o interesse Bothuringiensisaumentou bastante, principalmente no
setor privado (ARANTE®t al, 2002; CAPALBCet al, 2004).

No Brasil, estudos realizados por diversos grupnsdéerentes regides tém tentado
implantar centros biotecnolégicos para a produgd@mddutos a base d& thuringiensis.
Atualmente, tais centros estdo em fase de estabeletd dos métodos de producdo e
execucao dos testes preliminares. Como exempldesdesntros podem-se citar a Probiom
Tecnologia, situada na cidade de Campinas (SaocoPauBioticom, situada em Recife
(Pernambuco). A empresa Bthek Biotecnologia Ltdam sede em Brasilia, foi uma das
primeiras a formular e comercializar um produtoioral a base dB. thuringiensis.

Em geral, os produtos a base Rlethuringiensissdo compostos por uma mistura de
cristais, esporos, poucas células vegetativas esdientes secundarios da formulacao
(CAPALBO et al, 2004). Muitos destes produtos ndo sao acessivsisonsumidores, quer
pelo preco, pela falta de informacéo ou devidodslicOes legais estabelecidas pelo pais. O
desenvolvimento de produgdes locais pode ser ulngdopara tal situagdo. Neste caso, a
producdo pode ser feita em um volume menor, espéddo, utilizando-se materiais
alternativos e abundantes na regido a ser aten@84aAMA & MARGALIT, 1993;
MORRISet al, 1997).
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Em geral, a producao @ thuringiensisassim como de outros produtos microbianos,
envolve as seguintes etapas: selecdao da linhagstacagem, processo fermentativo,
recuperacdo do principio ativo (esporos e cristd@mulacdo do produto e andlise da
qualidade (MORAESt al.,2001 COUCH, 2000).

Segundo Couch (2000) os principais critérios pagbecsio de uma subespécie
bacteriana para producédo de bioinseticidas sd@ctspde acdo, poténcia por unidade de
volume da cultura, requerimentos nutricionais,lid&tle de producéo, estabilidade genética e
facilidade de estocagem.

A estocagem apropriada é de grande importancia,gbhhagem deve conservar seu
potencial toxico e velocidade de crescimento. Nsocde B. thuringiensis as trocas de
plasmidios ocorrem com certa freqiiéncia e ha eld¢operda de toxicidade apos sucessivas
fermentacdes, sendo essencial a constante buscaopas linhagens e o monitoramento
durante o processo de fermentacao (COUCH, 2000ABH et al,2008).

A forma mais comum de produc¢do Be thuringiensisé por fermentacdo submersa
(liquida) descontinua, também conhecida como psoces batelada. Nesta fermentacdo, um
recipiente contendo meio de cultura liquido é im@do com o microrganismo, ndo havendo
acréscimo ou retirada significativa do meio ferradot Portanto, ocorre todo o
desenvolvimento da cultura, sendo retirado o pwdpenas no final do processo. Em geral,
as proteinas Cry d®. thuringiensissdo formadas no fim da fermentacdo, quando as
condicBes do meio se tornam desfavoraveis, sempdocesso em batelada satisfatério para tal
producdo (MORAESt al, 2001).

Alguns pesquisadores tém estudando as fermentaglida, continua e em batelada
alimentada, porém até o momento, o mais viavel pesducdo de proteinas Cry ainda € o
processo em batelada submersa (ADA8I&L, 2002; CHENet al, 2003, MORAESet al,
2001, VALLEJOet al.,1999).

Na fermentacdo industrial os passos a serem segs#m pré indculo, geralmente
feito em frascos pequenos, pré fermentador, comtenoam 1/5 do volume da fermentacéo e
o fermentador final. Durante todas as etapas dewalisar a cultura quanto a contaminacéo,
caracteristicas morfologicas e potencial entoma@atico. Em geral, os reatores utilizados
permitem o controle das condi¢Ges principais deivoyl as quais sao: temperatura, pH,
aeracdo e agitacdo. O pré-inoculo, pré-fermentadmrfermentador em volumes crescentes
sao feitos a fim de diminuir o tempo da fdag, ou seja, o periodo de adaptacdo do
microrganismo as condi¢des de cultivo. Em geral,fprmentadores e fermentador possuem

0os mesmos ingredientes no meio de cultivo. E inaptet limitar a quantidade de passos no
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processo de producdo a fim de evitar contaminagdemudancas indesejaveis no
comportamento da bactéria (COUCH, 2000; MORASESI, 2001).

Ao final da fermentacéo, a cultura Bethuringiensisapresenta em média 6 a 8% de
sélidos, sendo que os cristais e esporos correspoldcerca da metade dessa porcentagem.
Ha varios métodos que podem ser utilizados parcaperacdo destes cristais e esporos,
sendo o mais comum a centrifugacdo e a microgéra E importante ressaltar que tais
processos permitem a recuperacdo principalmentgmdsinas Cry; muitas outras toxinas
que podem contribuir para a toxicidade final dodpto sdo perdidas. Atualmente novas
técnicas de recuperacdo e/ou concentracdo do prashifio sendo desenvolvidas para
complementar as mais utilizadas, destacando-sefibzdcdo e a flotacdo (BRARt al,
2006; COUCH, 2000).

ApOs a recuperacdo dos metabolitos de interesggpdstos sdo formulados. No caso
dos bioinseticidas, a formulacdo tem trés objetprascipais: conferir estabilidade ao produto
durante a estocagem e aplicagéo, facilitar a agdlccalo produto e proteger o microrganismo
das condicbes adversas do ambiente. Ha dois tg@sisds de formulacdo: sdlida e liquida.
Em geral, as formulacbes soélidas sdo mais estagiseferiveis (BRARet al, 2006;
COUCH, 2000).

Embora sejam segredos industriais, os produtosuladns geralmente contam com
uma combinacgao de aditivos reconhecidos pela Fia8dq and Drug Administratigmou pelo
6rgéo competente do pais. E comum o uso de dispessgrotetores e surfactantes (GLARE
& O'CALLAGHAN, 2000; BRAR et al, 2006).

Antes de ser comercializado, o produto formuladed®ssar por testes de analise de
qualidade que atestem principalmente sua potéégieat ParaB. thuringiensisa toxicidade
€ geralmente analisada por meio de bioensaio cmseto-alvo (COUCH, 2000).

Além dos testes de toxicidade, os bioinseticidaseroializados devem passar por

uma série de testes que assegurem sua seguranieataind & saitde humana. Em geral, séo
feitos testes com mamiferos sadios e imune-supoBniols quais sdo submetidos a exposi¢ao
dérmica, ocular, inoculagdo intraperitoneal e stda. Em relacdo a inocuidade ambiental,
sao feitos testes para avaliar a toxicidade dodupos sobre aves, vertebrados aquaticos,
invertebrados, incluindo insetos nao-alvo, vegetaiaté mel de abelhas. Estes ensaios de

toxicidade ndo devem indicar efeitos adversos fogiivos nos organismos testados, o que
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garante a seguranca ambiental dos produtos (VILA®SBet al, 2007). Nos Estados Unidos,
esses testes sdo regulamentados pela Agéncia dec&@roAmbiental (US-EPA) e
departamento de agricultura dos estados, os gxigsne uma licenca para que o produto seja
comercializado. No Brasil, essa licenca € expegiela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), a qual também exige testadriles para liberacdo da comercializacao

do produto.

2.7 Meios de cultura

A escolha do meio de cultivo adequado é extremasriergortante para o sucesso de
um produto. Esta escolha deve atender a dois reguigrincipais; proporcionar uma boa
producao e néo ser muito oneroso (COUCH, 2000).

Os meios de cultivo par®. thuringiensisgeralmente possuem uma fonte de
nitrogénio, outra de carbono e sais minerais. Alggimezes se adicionam ao meio alguns
tampdes e anti-espumantes a fim de facilitar oggsz (COUCH, 2000).

A fonte de carbono, além de fornecer matéria-pfiar@ muitos compostos celulares,
serve como fonte de energia. O nitrogénio € redaeprincipalmente para sintese de
proteinas e acidos nucléicos. Os sais mineraismatc@mo co-fatores, sendo também
importantes no controle da osmolaridade celular.

Couch (2000) cita os principais componentes e swasentracées utilizadas no
cultivo de B. thuringiensisna América do Norte (Tabela 2.1). Apesar das imi#ss nao
revelarem a composicdo de seus meios, sabe-sestpge geralmente sdo combinacdo dos
produtos listados. Muitos dos produtos utilizadas somponentes indefinidos, porém nao
devem apresentar muita variagdo de um lote para.out

Meios alternativos vém sendo estudados a fim detdmr o produto final,
principalmente nas producdes regionais e em epdata. Poopathet al. (2002) obtiveram
resultados expressivos em cultivos em meio a basdatata. Vora e Shethna (1999)
estudaram um meio contendo extrato de soja suptaa@ioom cistina, tendo bons resultados

para producao d&endotoxina. Prabakaraat al. (2008) desenvolveram um meio de cultivo a
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base de 4gua de coco, obtendo resultados satisgap@ra producédo de toxinas. No Brasil, a
possibilidade de se utilizar meios alternativoseapnta um amplo potencial tendo em vista a
diversidade natural e variabilidade da agroindastri

Véarios estudos tém sido feitos utilizando-se comeiomde cultivo paraB.
thuringiensisaguas residuais de industrias e de estacdestdménato de 4gua, tais trabalhos
tém apresentado bons resultados, e muitas prodegdescala piloto ja utilizam tais residuos
(LACHHAB et al, 2002; MONTIELet al.,2001; VIDYARTHI et al, 2002; YEZZAet al,
2005, 2006; CHANGet al,2008).

A fonte de carbono para cultivo & thuringiensisvaria muito conforme o objetivo
da fermentagdo, bem como qual linhagem esta semltivada. A maioria dos trabalhos
revela que a melhor fonte para crescimento vegetatio corresponde a melhor fonte para
esporulacéo e formac&o dos cristais protéicos (I &ral., 2002bOSKAN et al,2003).

Os estudos de Iggest al. (2002b) indicam um efeito inibidor da glicose dueaa
sintese da-endotoxina. De acordo com este trabalho, as neghfuntes de carbono para
producédo dos cristais toxicos e esporulagdo sdioskcsacarose e inulina.

Segundo de Oskaet al. (2003), a glicose, amido e melago inibem a produdé
toxina, em particular a proteina Cry4B (134KDa)tebsstudo foi feito comB. thuringiensis
subsp.israelensise ressalta o efeito repressor da glicose, a qgalaaem etapas de
fosforilacdo da proteina quinase Calfostina C,amsavel pela producéo das protoxinas Cry.
Segundo os autores, as melhores fontes de carlzawadmssintese daendotoxina seriam
dextrina, aveia, maltose, lactose, inulina, glicezosacarose, sendo a dextrina a mais
promissora de todas quanto a esporulacéo e prodiecxina.

Resultados diferentes dos pesquisadores Oskaal. (2003) estdo presentes nos
trabalhos de Vora e Shethna (1999) e Prabagsrain(2004), os quais indicam o melaco-de-
-cana como uma boa fonte de carbono para prodwgtmxoha. Estes estudos comprovam que
€ necessario otimizar um meio para cada sorotipis, @s resultados do estudo com um

determinado sorotipo muitas vezes ndo podem sexpeXados para outros.
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Tabela 2.1 Principais ingredientes utilizados em meios detivaul de bactérias

entomopatogénicas e suas concentragoes.

Ingrediente Concentracéao (g/L)
Farinha de soja 20-40
Farinha da semente do algodao 14-30
Proteina de batata 15-40
Licor de milho ou sdlidos derivados de 15-30
milho
Glicose 10-30
Peptona 2-5
Xarope de milho 20-45
Melaco 1,0-18,6
Glicerol 2,0-10
Amido de milho 10-15
Extrato de levedura 2,0
KH,PO, 1,0
KoHPO, 1,0
FeSQ 0,02
FeSQ.7H,O 0,0005-0,02
MgSOy, 7H,0 0,3
MnSQ,. H,O 0,02
ZnSQ,.7H,O 0,02
(NH4)2S0y 2,0
CuSQ.5H,0 0,005
CaCQ 1,0-1,5
PPG2000 (tampéo) 2,0-5,0
Anti-espumante Hodag FD62 3,0
Anti-espumante SAG 5693 0,5-1,25
Anti-espumante Dow Corning 0,1

Fonte: Couch, 2000
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As fontes de nitrogénio podem ser tanto orgargcasto inorganicas, sendo comum
a utilizacdo das duas fontes juntas. Os estudoSrakes et al. (1984), Icgeret al. (2002b),
Oskanet al. (2003) e Zouari e Jaoua (1999) indicam que o uscapkenas nitrogénio
inorganico ndo € aconselhavel para o cultivoBdethuringiensis pois ha diminuicdo de
crescimento, esporulacdo e biossintese quando cadtpaos meios com fontes organicas e
inorganicas de nitrogénio. Dentre as mais proméssdontes de nitrogénio inorganico
apontadas por estes autores, destacam-se os $opgfitgH,PO, e (NH,).HPQ,] e sulfato de
amonia por otimizarem esporulacdo e, muitas vexgspducdo de toxinas. Entre as fontes
organicas, o extrato de levedura é bastante wdizeo cultivo deB. thuringiensis porém
peptona e derivados de soja apresentam resultadosspores (VORA & SHETNA, 1999;
ICGENet al, 2002b; MORRIt al.,1997)

Como fontes alternativas de nitrogénio organico véen destacando: farinhas
derivadas de proteina animal (farinha de peixe @&idélida) e alguns cereais (cevada e trigo)
(ALVES et al, 1997; DEVI, 2005; GHRIBlet al, 2005; MORRIS et al, 1997,
PRABAKARAN & BALAMARAN, 2006; ZOUARI & JAOUA, 1999)

A concentracdo de sais no meio de cultivo influgriiretamente a osmolaridade do
mesmo. Entretanto, ndo h& consenso sobre qualrpagesn de sais é mais adequada, bem
como quais os sais que devem ser adicionados (AREAS 1987; ICGENet al, 2002a;
OSKAN et al, 2003).

Arcaset al. (1987) obtiveram uma boa producdo de toxina commeio contendo
osmolaridade de 808 miliosmol, tal relato € expenta classico que resultou em um meio
bastante adotado para crescimento e produc®b thairingiensis E importante ressaltar que
embora os sais ajam como um todo na osmolaridade, ion fornecido pelos sais pode ter
um efeito diferente. Muitas vezes, producéo e aresto ndo estdo associados e a presenca
de alguns ions melhora um parametro e prejudiG@rautra para outro.

Os estudos de Oska al. (2003) e Iggeret al. (2002a) revelaram que o manganés é
critico para a diferenciacao celular, sendo reqogpara esporulacéo e formacédo do cristal de
toxina. Provavelmente este ion atue em processa@®-tdegulacdo da sintese da toxina. Os
melhores resultados aparecem quando a concentlacémnganés varia entre 18 10°M,
valores maiores que estes se tornam toxicos pawa tws processos celulares.

Assim como manganés, o magnésio influencia o mksabm secundario, portanto,
com efeito na producdo das proteinas Cry. Sua otagéo ideal é em torno de™ . O
calcio é bastante importante no processo de esgdl promovendo a estabilidade do cristal

protéico. A concentracéo de 3 de célcio estimula a esporulagéo, porém é initigi@ra o
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crescimento vegetativo e sintese protéica. Ao cqurecg, 0 calcio ndo é essencial para a
sintese das proteinas Cry. Recomenda-se o usomientmcdes menores que M de
calcio, a fim de ndo comprometer a formacédo dasejmas Cry (ICGENet al, 2002a;
OSKAN et al, 2003).

Metais como zinco, cobre e ferro apresentam rafadtaegativos para o crescimento,
esporulacdo e producdo de toxina Cry mesmo em obacées pequenas como M
(ICGEN et al, 2002a; OSKANet al, 2003).

2.8 Bioensaio

Um dos parametros mais importantes no estudoR.aimuringiensis o seu potencial
toxico ante o inseto-alvo. Embora muitos estuddzein a quantificacdo de proteinas Cry
para aferir a toxicidade de uma produc¢édo, sabews® dpioensaio € um método mais sensivel,
pois fornece indicios ndo s6 quantitativos, madtamda eficicia da toxicidade da producao.
Liu e Tzeng (1998) indicam em seu trabalho a ati#io do bioensaio na otimizacdo de
producdes, pois apenas contagem de esporos ouifigagdb de proteinas ndo foram
suficientes.

O bioensaio pode ser entendido como um teste @r@s givos S0 expostos a uma
determinada substancia, sob condi¢des controlalitasaso dé. thuringiensiso bioensaio é
feito com larvas de insetos alvos segundo protscdi Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (MORAES et al.,2001; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

ParaB. thuringiensissubsp.israelensis,o teste é feito com larvas de dipteras dos
GénerosAedes, CulexAnophelesentre outros. Nesse ensaio, larvas entre teroeirguarto
instar sdo colocadas em diferentes recipientes, quais sao aplicadas diferentes
concentracdes do produto. O experimento € mant® 28 °C por um periodo de 24 horas,
guando entdo sdo mensuradas as quantidades de lavgdas em cada uma das
concentracdes. Faz-se entdo um célculo da concaatletal para 50% (Gb) e 90% (Clyo)
das larvas por meio de uma regressao linear ldgp@ qual pode ser feita com o uso de
programas de computador adequados. O bioensaidoéefa triplicata e ha um controle
negativo, no qual ndo é aplicado o produto. Emra@asos, como por exemplo, no estudo de
novas linhagens, padroniza-se uma concentracao gsadiferentes linhagens, aplica-se a
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cultura e, posteriormente, realiza-se 0 bioensampteto. Esse teste incompleto tem como
objetivo fazer uma triagem inicial de novas linhege (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005).

O bioensaio pode ser expresso também em termosidadégs Internacionais (ITU),
nesse caso, a gddo produto em teste é comparada com o bioensaiondecepa de padrdo
internacional a qual foi atribuida um valor arbiwdde poténcia. Par8. thuringiensis
israelensis a cepa padrédo é a IPS82, cuja poténcia cantraegyptié de 15000 ITU/mg
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Muitos fatores podem influenciar um bioensaio, alemtdo-se a espécie de inseto, o
instar, a densidade de larvas, qualidade da agudeeperatura, desse modo € crucial a
padronizacao do teste. Estudos revelamAjueegyptié uma das espécies mais sensivés a
thuringiensissubsp.israelensis isto ocorre devido a fatores intrinsecos despaogs, tais
como sua alta velocidade de filtragdo da agua (TARERKUSICet al, 2008; OTIENO-
AYAYO et al, 2008).

2.9 Planejamento de experimentos e uso da metodadlge superficie de resposta

Os processos fermentativos sdo influenciados potamwariaveis, que podem
interagir entre si. O estudo da influéncia dasaveis bem como da suas intera¢gdes sob um
determinado resultado € muito dificil de ser real@ sem um planejamento experimental
adequado. Desta maneira, o planejamento experihtentapor objetivo principal “projetar
um experimento de forma que ele seja capaz dedermxatamente o tipo de informacéo que
procuramos” (BARROS NET@t al.,1995).

O planejamento adequado permite executar o expetintle maneira mais organizada
e com um numero de ensaios reduzidos ao minimes&ce para se alcancar os objetivos de
interesse. Além disso, com o0 planejamento expetaheé@ possivel calcular o erro
experimental e até mesmo otimizar mais de uma stsE® mesmo tempo (RODRIGUES &
IEMMA, 2005).

Até o inicio da década de 1970, os estudos sobrmsmeée cultivo para
microrganismos eram feitos modificando-se uma vatid cada ensaio. Embora tenha sido

bastante comum, este método ndo permite o estwdmt@aacOes entre as variaveis, além de
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muitas vezes exigir uma grande quantidade de emsmimando-se dispendioso. No inicio
dos anos de 1970, os trabalhos dos pesquisadsies lei Box sobre desenho experimental se
popularizaram. De acordo com a proposta desteslivady mais de uma variavel muda
durante um ensaio, possibilitando estudar as giiesmentre uma variavel e outra, além de
facilitar a modelagem matematica do processo (KEDNKE& KROUSE, 1999;
RODRIGUES & IEMMA, 2005).

Entre os métodos mais comuns de planejamento expatal destacam-se o
planejamento fatorial. Nessa metodologia, ha coagéio entre os valores de duas ou mais
variaveis. Esses valores sédo definidos a “priceijundo os interesses do pesquisador, com
base em dados da literatura ou analises empiricas.

O planejamento fatorial pode ser completo ou indetopele € dito completo quando
todas as combinacfes entre as variaveis nos sérentes valores sdo executadas em
ensaios. J& no planejamento fatorial incompletoptan chamado de fracionado, apenas um
namero limitado das possiveis combinacdes dasveasi& realizado em ensaios (KENNEDY
& KROUSE, 1999; RODRIGUES & IEMMA, 2005).

Geralmente, o planejamento fracionado é utilizagengo a quantidade de variaveis e
valores é muito grande e a execucao de todas dsirtagbes se torna inviavel, neste caso o
planejamento fracionado serve para fazer uma matg quais variaveis sao importantes para
0 processo e devem continuar no estudo. O planajanfetorial completo geralmente é feito
em uma segunda etapa, quando as variaveis impEstgat foram selecionadas e,
posteriormente se deseja estudar seus valoresragés com mais detalhes (KENNEDY &
KROUSE, 1999).

Denomina-se nivel os valores que cada variavelesttdalada, no caso de se estudar 5
variaveis em 2 niveis cada, resultardo em 32 emsamo um planejamento experimental
completo. Neste exemplo, o planejamento é dios2ndo o expoente a quantidade de
variaveis e o numero elevado a quantidade de nieada variavel. Caso em uma etapa do
experimento realize-se apenas 16 ensaios dos 3%/pss 0 desenho passa a ser um fatorial
incompleto 2.

Tendo-se feito um planejamento experimental ademupddem-se aplicar técnicas
que permitam o estudo da otimizag&o do procesdce Bs técnicas estatisticas de otimizacao
mais utilizadas destaca-se a superficie de resposta

“A metodologia do planejamento fatorial, associawlaanalise de superficie de
respostas, € uma ferramenta fundamental na teestaistica, que fornece informacdes

seguras sobre o processo, minimizando o empirisreegvolve técnicas de tentativa e erro”



34

(BOX et al, 1978 apud RODRIGUES & IEMMA, 2005). Esta técnica desenvolvida por
Box e Wilson no inicio da década de 1950 e consisteluas etapas principais que devem ser
repetidas quantas vezes forem necessarias a fam aleancar um 6timo. A primeira etapa € a
de modelagem e geralmente é feita ajustando-se adelos matematicos aos dados
experimentais obtidos por meio de um planejameatoribl adequado. A segunda etapa
consiste em um deslocamento geralmente no sentdoa@kima inclinacdo do modelo
matematico (BARROS NET@t al.,1995). Em geral, nesta técnica a resposta é rejaekse
em graficos de superficies que permitem visualmathor os resultados contribuindo para
sua interpretacdo (KENNEDY & KROUSE, 1999).

Alguns trabalhos ja foram realizados cBmthuringiensiautilizando-se a metodologia
de superficie de resposta. Entre estes trabalhsmodese Prabagarat al. (2004) que
estudaram o melhoramento de um meio a base deliegtes alternativos para a producéo de
toxina por uma subespécie Bethuringiensis Tokcaeret al.(2006) utilizaram a metodologia
de superficie de resposta para otimizar as corsligéeultivo para producdo de proteinas Cry
por B. thuringiensisAmbos os trabalhos conseguiram melhorar a prodde&doxinas pelas

subespécies estudadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Otimizar um meio de cultivo para a producao dernasiporBacillus thuringiensis
subsp. israelensis HD537, por fermentacdo submersa descontinua,zartdio residuos

agroindustriais, com intuito de controlar popula;deAedes aegypti.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a melhor fonte de nitrogénio entre:nfaai de soja, farinha de crisalida,
peptona bacterioldgica, uréia agroindustrial easalde aménia para a producdo de toxinas
por Bacillus thuringiensissubsp.israelensisHD537, utilizando desenho experimental e
analises estatisticas adequadas.

Determinar a melhor fonte de carbono entre: saeaglgose e fécula de mandioca
para a producdo de toxinas @eacillus thuringiensissubsp.israelensisHD537, utilizando
desenho experimental e andlises estatisticas aigjua

Determinar as melhores concentragbes de fontesutleenies selecionadas para
producdo de toxinas poBacillus thuringiensissubsp.israelensisHD537, utilizando a
metodologia de analise de superficie de resposta.

Estudar a cinética de crescimento associada a gkodde toxinas poBacillus
thuringiensissubspisraelensidHD537.

Verificar a toxicidade da cultura d#gacillus thuringiensisubsp.israelensisHD537

por um periodo de 28 dias apds sua fermentacao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo.

O microrganismo utilizado neste estudo i thuringiensis subsp.israelensis
HD537, que foi gentiimente cedido pelo Laboratd@® Bioinseticida do Departamento de

Biologia Geral da Universidade Estadual de Londrina

4.2 Recuperacao e manutencgédo da cultura

A linhagemB. thuringiensis israelensidD537 foi inicialmente recuperada a partir de
cultura estoque em &gua e fitas de papel filtrcsaBEecuperacédo foi feita em frascos
Enlermeyer de 500mL, contendo 50mL de meio Arcaptdlo (ANDRADE, 2005), o qual
continha (g/L): MgS@ (1,0); KHPOy, (1,0); KHPO, (1,0); MnSQ.H0 (0,3); Cadd (0,4);
(NH4).SO, (1,0), extrato de levedura (8,0) e glicose (4 .frascos foram mantidos a 30 °C,
120rpm, por um periodo de 16 horas.

Apds a recuperacao, a linhagem foi cultivada enomgar nutriente por 24 horas a
30 °C e, posteriormente, mantida sob refrigeraEasa cultura foi replicada quinzenalmente.

4.3 Preparo do pré-inéculo

Antes do preparo do pré-inécuB, thuringiensis israelensidD537 foi cultivado em
meio Arcas adaptado (ANDRADE, 2005), a fim de medh@ sincronizar o crescimento do
microrganismo em meio liquido. Nessa etapa, a mulfai mantida a 30 °C e 120rpm

(agitador rotativo) durante 16 horas em frascos Edenmeyer com 500mL de capacidade,
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contendo 50ml de meio. Entdo, o pré-inéculo fdioféiansferindo-se 1,25mL da cultura em
meio Arcas adaptado para um Erlenmeyer de 500ndapacidade, contendo 50mL do meio
a ser testado. O pré-in6culo foi mantido a 30 ZDrAm (agitador rotativo) por um periodo
de 16 horas.

4.4 Condicdes de cultivo

Os meios de cultivo a serem estudados foram prépara esterilizados em frascos
Erlenmeyer de 500mL de capacidade, contendo 50meaie. Cada cultura recebeu 1,25mL
do pré-inéculo e foi mantida a 30 °C e 120rpm eitadgr rotativo, por um periodo de 72 ou
96 horas. O tempo de cultivo variou conforme o tjeda etapa do estudo e foi baseado em
testes preliminares e também em dados da literGaNBRADE, 2005; COUCH, 2000).

4.5 Selecéo das fontes de nutrientes

As fontes de nutriente estudadas bem como seuss niiveiais foram escolhidos de
acordo com testes preliminares e dados da literatbomo fontes de nitrogénio orgéanico
foram estudadas:

* Farinha de soja: escolhida por ser utilizada nadygéo do Laboratério de
Bioinseticida, do Centro de Ciéncias Bioldgicas, Wsiversidade Estadual de
Londrina;

» Farinha de crisélida: esse ingrediente foi gentiimecedido pela industria de
flacdo de seda Bratac S.A.. O processo de obtemhes&n farinha pela industria
citada encontra-se descrito no Anexo 1. Esse irgrt foi escolhido para o
estudo com base em testes preliminares e dadosedatura (ALVESet al.,
1997);

» Peptona bacterioldgica: escolhida por ser ingrédieamum no cultivo industrial
de bactérias entomopatogénicas (COUCH, 2000);
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» Uréia agroindustrial: escolhida por ser comumenilezada na agricultura como

fonte de nitrogénio e por apresentar um baixo custo
Como fonte de nitrogénio inorganico foi utilizadewfato de amonia [(NPLSOQy], 0
qual compde o meio Arcas, comumente utilizado nmandatacdo deB. thuringiensis
(ARCAS, 1987).
As fontes de carbono estudadas foram:
* Glicose: escolhida por ser comumente empregadautioccde B. thuringiensis
(ARCAS, 1987);

« Sacarose: escolhida com base em estudos de é¢gEn(2002b) e Oskaet al.
(2003);

* Fécula de mandioca: escolhida por apresentar umo baisto e como uma
alternativa ao uso de amido de milho, o qual é eggafo em varias producgdes de
bactérias entomopatogénicas (COUCH, 2000).

A selecdo das fontes foi feita por meio de um géamnento fatorial fracionado®?
(resolucéo 1V), no qual cada variavel foi estudadadois niveis (-1 e +1) com variacdes
extremas. Esses experimentos foram feitos em doi®$ aleatorios O objetivo desta etapa
foi criar um contraste entre 0s niveis e, com istalizar uma selecdo qualitativa. O
planejamento fatorial dessa etapa encontra-se lmeldl’4.1.

Além das fontes de nutrientes em estudo, 0 meicultyo continha uma mistura de
sais baseada no meio Arcas adaptado (ANDRADE, 2@0&)al ndo sofreu alteragdo e néo
foi foco de estudo durante toda a pesquisa. Ospsasentes nessa mistura foram (g/L):
MgSGO, (1,0); KHPGO,, (1,0); KKHPO: (1,0); MnSQ.H20 (0,3) e CaGl(0,4).

As condicdes dos experimentos dessa etapa foranesmas descritas nos itens 4.3 e
4.4 por um periodo de 72 horas.

Os resultados de bioensaios contra larvasAde aegyptiforam utilizados para a
selecdo das fontes, conforme descrito no item 48dm dessa resposta, foi analisado o
efeito das fontes de nutrientes em estudo sobreszimento e esporulacéo; para isso, foram
feitas contagem de Unidades Formadoras de Col@#&) e Contagem de esporos, como
descritos no itens 4.9.2 e 4.9.3 respectivamente.
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Tabela 4.1Planejamento experimental utilizado na etapa tbe&e das fontes de nutrientes.

Os numeros (+1) e (-1) indicam, respectivamentenigsis maximos e minimos de cada

variavel. Os valores entre parénteses correspoadsmalores reais das variaveis em g/L.

Farinha |Peptona Sulfato
Fécula de| Farinha de de de
Sacarose| Glicose| mandioca| de soja | crisalida | carne | Uréia | ambnia
Experimento| (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 -1(1,0) | -1(1,0) -1(1,5 | -1(5,0| -1(2,0)| -1(0,5 -1(0,2) -12p,
2 1(10) | -1(1,0) -1(15) | -1(5,0| -1(2,00/ 1(50 1 (20 1 (20)
3 -1(1,0) | 1(10)] -1(1,5)] -1(5,0 1 (20) -1 (0/5)1 (20) 1 (20)
4 1(10) 1(10)] -1(1,5)] -1(5,0 1 (20) 1(50 (©@2)]| -1(0,2)
5 -1(1,0) | -1(1,0) 1(15) -1 (5,0) 1 (20) 1(5,0 1(20 -1 (0,2)
6 1(10) | -1(1,0) 1(15) -1 (5,0) 1 (20) -1(0,9) -1(0,2) 1(20)
7 -1(1,0) | 1(10) 1(15) -1 (5,0 -1 (2,0 1(5,0)}1(0,2) | 1(20)
8 1 (10) 1 (10) 1 (15) -1 (5,0 -1 (2,0 -1 (0/5) (2D) | -1(0,2)
9 -1(1,0) | -1(1,0) -1(1,5) | 1(5,0) 1 (20) 1(500 -1(0,2) 1(20)
10 1(10) | -1(1,0) -1(1,5) 1 (50) 1 (20) -1(0,9) 1(20 -1 (0,2)
11 -1(1,00| 10| -1(@5)] 1(50 -1(200  1(5)0)1(20) | -1(0,2)
12 1 (10) 1(10) -1(1,5) 1 (50) -1 (2,0 -1 (0/5}1 (0,2) | 1 (20)
13 -1(1,0) | -1(1,0) 1(15) 1 (50) -1(2,0)] -1(0,5 1(20 1 (20)
14 1(10) | -1(1,0) 1 (15) 1(50) | -1(,0)]| 13,0 -10,2) -1(0,)
15 -1(1,0) | 1(10) 1 (15) 1 (50) 1 (20) -1 (0)5) (©12) | -1(0,2)
16 1 (10) 1(10) 1 (15) 1 (50) 1 (20) 1(50 1)20 1(20)

4.6 Otimizacao das concentracdes das fontes de ratrtes selecionadas

Essa etapa teve por objetivo otimizar a concentragds fontes de nutrientes

selecionadas como descrito no item 4.5. Inicialeéortam feitos dois planejamentos fatoriais

incompletos Z*, onde os niveis das variaveis foram selecionaggpsrsio dados da literatura.

Esses planejamentos fatoriais foram feitos em apena bloco com nove experimentos,

como descrito na Tabela 4.2.



Tabela 4.2Planejamento fatorial fracionadd Aresolucéo V)

Sulfato | Farinha
de de

Experimentos | Glicose | amonia | crisalida
1 -1 -1 -1
2 -1 0 1
3 -1 1 0
4 0 -1 1
5 0 0 0
6 0 1 -1
7 1 -1 0
8 1 0 -1
9 1 1 1

Os niveis das varidveis no primeiro e no segundoggmento fatorial incompleto

encontram-se descritos nas Tabelas 4.3 e 4.4 ctespeente. Esses niveis foram codificados

de acordo com a equacao abaixo:
X codificado=_Xi_— Xo
AX 2
Onde:
X codificads Nivel codificado da variavel
Xi= valor real
Xo= valor no ponto central

AX = valor real maximo — valor real minimo

Tabela 4.3 Niveis das variaveis no primeiro planejamentorfatancompleto da etapa de

otimizacao das fontes de nutrientes

Variaveis Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)

Glicose (g/L) 2,0 6,0 10,0
Sulfato de

amonia (g/L) 2,0 4,0 6,0
Farinha de

Crisalida (g/L) 10,0 30,0 50,0
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Tabela 4.4 Niveis das variaveis no segundo planejamentoi&torcompleto da etapa de

otimizacao das fontes de nutrientes

Variaveis Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Glicose (g/L) 0,5 1,25 2,0
Sulfato de
amonia (g/L) 1,0 3,0 5,0
Farinha de
Crisalida (g/L) 50,0 90,0 130,0

Apds o segundo planejamento fatorial incompletoarfofeitos 4 experimentos com
valores para as variaveis préximos ao do experimmeaim melhor resultado de bioensaio
obtido até entdo. Com isto, determinou-se o poaitdral para o proximo planejamento. Com
base nesses resultados, foi feito um fatorial cetoptentral rotacional {2 com uma
repeticdo no ponto central, além dos pontos akipontos estrelas”). Os niveis das variaveis
utilizados nesse planejamento fatorial completooettam-se na Tabela 4.5. Os 16
experimentos desse planejamento fatorial completdaral rotacional foram feitos em dois

blocos, como descrito na Tabela 4.6.

Tabela 4.5 Niveis das varidveis no planejamento fatorial cetop(Z) com repeticdo no

ponto central e pontos estrelas

Nivel Nivel
(-1,79) (+1,79)
Variaveis Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Glicose (g/L) 0,005 0,25 0,5 0,75 0,95
Sulfato de
amonia (g/L) 0,10 0,5 1,0 1,5 1,90
Farinha de
Crisalida (g/L) 32,11 40,0 50,0 60,0 67,89

As condic¢des de cultivo dessa etapa de otimizaga@of as mesmas descritas no item

4.3. Em todos os experimentos o cultivo durou #2a$o
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Tabela 4.6Planejamento fatorial completd&®m repeticdo no ponto central (experimentos 9

e 10) e pontos estrelas (experimentos 11 a 16)

Blocos Glicose| Sulfato de Farinha
Amobnia de.
Experimentos crisalida
1 1 -1,00000 -1,00000 | -1,00000
2 1 -1,0000Q -1,00000 | 1,0000(
3 1 -1,0000Q0 1,00000 | -1,00000
4 1 -1,00000 1,00000 1,0000(
5 1 1,00000, -1,00000{ -1,00000
6 1 1,00000 -1,00000{ 1,00000
7 1 1,00000 1,00000( -1,00000
8 1 1,00000 1,00000 1,00000
9 (C) 1 0,00000 0,00000| 0,00000
10 (C) 1 0,0000d 0,00000 0,00000
11 2 -1,78885 0,00000 0,0000(
12 2 1,78885 0,00000 0,00000
13 2 0,00000 -1,78885 0,00000
14 2 0,00000 1,78885 0,00000
15 2 0,00000 0,00000| -1,78885
16 2 0,00000 0,00000 1,78885

Os dados de bioensaio foram utilizados para a zdigdio da concentragéo das fontes

de carbono, nitrogénio organico e inorgéanico, camescrito no item 4.9.1. Além dessa
resposta, estudou-se também o crescimento (UFG#rekporulacédo, como descrito nos itens

4.9.2 e 4.9.3, respectivamente.

4.7 Estudo da cinética de crescimento associada@@ucao de toxinas

ApoOs a otimizacdo das fontes de nutrientes, fod fem estudo a fim de se verificar a
curva de crescimento d& thuringiensis israelensidD537 no meio obtido, bem como em
qual das etapas de crescimento ocorre a maior giodde toxinas. Para tanto, foram
inoculadas culturas com o meio de cultivo com asef® otimizadas e mantidas como descrito
no item 4.3. Essas culturas foram mantidas por emogo de 96 horas.

Em intervalos predeterminados, foram retiradasuatap das culturas a fim de se
analisar seu crescimento, producéo de toxinas eéNpllsa etapa, o crescimento foi avaliado

por meio de gravimetria e turbidimetria, como discmos itens 4.94 e 4.95
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respectivamente. A producao de toxinas foi aval@atameio de bioensaio, como descrito no
item 4.9.1. O pH foi medido por meio de um potem@&ro modelo Tec-3MP (Tecnal).
Foram feitas ainda, laminas para analise microsegpbmo descrito no item 4.9.6.

Esse experimento foi repetido por trés vezes, sendotodos os métodos de analise
de crescimento e medicdo de pH foram feitos emichipl e 0 bioensaio foi feito em
triplicata.

4.8 Toxicidade da cultura deBacillus thuringiensis subsp.israelensis pos-fermentacao

A toxicidade da cultura dBacillus thuringiensisubsp.israelensisHD537, contendo
seus metabdlitos, foi estudada por um periodo deli@8 Para isso, foram feitas quatro
culturas com o meio otimizado, as quais foram fetawas sob as condi¢des do item 4.3 por
um periodo de 72 horas.

Apés o cultivo, duas culturas foram mantidas sdbgeracdo em camara fria a 5 °C
(+/-2 °C) e duas foram mantidas sob condicOes artdige (sem controle de temperatura),
porém ao abrigo da luz. A cada sete dias foranizeslds bioensaios com calculo dasgL

para essas cu lturas.

4.9 Métodos analiticos

4.9.1 Bioensaio

Os bioensaios foram realizados no Laboratério dergologia Médica, coordenado
pelo professor Dr. José Lopes, do Centro de Ciémialogicas da Universidade Estadual de
Londrina. Estes testes foram feitos com base naduoktgia da WHO 2005, com larvas entre
terceiro e quarto instar de aegypti(lLinnaeus, 1762).

Nas etapas de selecdo de fontes, otimizacdo do deetultivo e pontos iniciais do

estudo da cinética, foram feitos bioensaios com umiea concentragcdo definida a priori.
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Nessas etapas, os resultados foram expressos etenfagem de larvas mortas na
concentracéo testada. Na selecéo das fontes ant@y@® final nos recipientes de bioensaio
foi de 10ppm (v/v), ja na otimizacdo das fontes amtps do estudo da cinética essa
concentracao foi de 1,0ppm (V/v).

No estudo da toxicidade pds-fermentacdo e nos astippntos da etapa de estudo da
cinética, foram feitos bioensaios com seis coneefirs diferentes e calculou-se as&L
(concentracédo letal para 50% das larvas). Essaentlacao foi calculada por meio de
regressao linear do log-Probit, utilizando-se ogmma de computador microprobit
(FINNEY, 1971).

Os ensaios foram executados com vinte larvas, ass gioram colocadas em
recipientes contendo 100mL de &agua destilada. Agdiscacdo do produto com as
concentracdes adequadas, as larvas foram mant@&as@ (+/- 2 °C) por um periodo de 24
horas, quando entéo, procedeu-se a leitura docegganto a mortalidade das mesmas.

Todos os bioensaios foram feitos em triplicata.

4.9.2 Unidades formadoras de colénia (UFC)

A quantificacdo das unidades formadoras de col@wideita diluindo-se 1mL da
cultura em frascos contendo 9mL de solucéo sasitaaikede cloreto de sddio (NaCl) a 0.85%.
Apo6s diluicbes em série em frascos contendo salffanlL das amostras diluidas foram
inoculadas por espalhamento superficial em plasatendo Agar nutriente.

As placas foram mantidas a 30 °C por um period®d4deoras, quando entédo se fez a
contagem das unidades formadoras de colénia. Fdesoonsideradas as placas com mais de
300 UFC ou menos de 30 UFC. Considerando-se as@gkiprocedidas, fez-se o célculo das
unidades formadoras de colbnia na cultura inidisa analise foi feita em triplicata e
expressa como logaritmo de UFC por mililitro detunal.

4.9.3 Quantificacdo de esporos
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Para a quantificacdo de esporos, os frascos deasatim cultura diluida, apdés
utilizacdo na quantificagdo de UFC, foram mantido80 °C por 20 minutos. ApOs esse
periodo, fez-se o espalhamento de 0,5mL da respediluicido, como descrito para a
determinacdo de UFC. Essa analise foi feita entidaja e expressa como porcentagem de

esporulacédo, a qual foi calculada com base nosestte UFC.

4.9.4 Biomassa seca (gravimetria)

Na etapa de estudo da cinética, a biomassa secatifiagada para verificar o
crescimento do microrganismo. Para isso, 4mL daum@uforam centrifugados a 4560q,
5°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartadopeecipitado foi ressuspendido em
4mL de solucdo salina de cloreto de sodio (0,85%gmrifugado novamente em iguais
condicoes.

O sobrenadante da segunda centrifugacdo foi desjmez o precipitado
ressuspendido novamente em 4mL da solucdo salliguotas de 1mL foram transferidas
para cadinhos previamente tarados, os quais fonAmetidos a 105 °C até peso constante.

Essa analise foi feita em duplicata e expressa contigramas de biomassa por
mililitro da cultura. A fim de néo se aferir com@imassa algum componente do meio de
cultura, esse foi submetido a centrifugacdes, coesarito acima, e o valor de massa seca do

meio de cultura foi descontado do valor da biomassa dos experimentos.

4.9.5 Turbidimetria

Na etapa do estudo da cinética, o crescimento dworganismo foi verificado
também por meio de teste de turbidimetria. Pa@ fez-se uma curva de calibracdo de uma
cultura em meio Arcas adaptado relacionando absoibda 540nm e biomassa seca
(mg/mL).

O segundo precipitado do item 4.9.4, foi diluido gafina e sua absorbancia lida em

espectrofotometro a 540nm. Por meio da curva dérae8o, calculou-se, entdo, a
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concentracdo da biomassa da cultura, expressa mmiigramas de biomassa por mililitros da
cultura.

Essa analise foi feita em duplicata. Como o meiculeura poderia conter alguns
pigmentos que interferissem na analise da absagh&ocfeita uma leitura do sobrenadante
do meio de cultura (sem crescimento microbiano)triiegado, e essa absorbancia foi
descontada do valor da absorbancia dos experimentos

4.9.6 LAminas para analise microscoépica

A fim de acompanhar a morfologia das células derargstudo da cinética, bem como
para averiguar se havia contaminacdo nos demagerimgntos, foram feitas laminas para
andlise em microscépio optico.

Para confeccdo das laminas, aliquotas das cufunas retiradas com auxilio de uma
alca de platina. Apés esfregaco e fixacdo por caltaminas foram coradas com solucéo de
amido-black (por 70 segundos), lavadas e coradassotucéo de fucsina (10 segundos). As
composicoes e a forma de preparo das solucbegadtls nessa analise encontram-se

descritas no Anexo 2. Essa coloracéo evidéncigpsres e cristais d&. thuringiensis

4.10 Analise estatistica

Os planejamentos experimentais, montagem dos gsafie superficie de resposta,
bem como os testes de andlise de variancia (ANCY¥am feitos utilizando-se o programa
Statistic versédo 6.0. Os demais graficos forano$etiom auxilio do programa Excel (versao

2003). As comparac0Oes entre as;gfhram feitas utilizando-se o tested8tudent.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecéo das fontes de nutrientes

Embora tenha sido estudado o crescimento e espaouldo microrganismo, a
otimizacdo desse estudo visou a producao de tgxdnaseja a toxicidade da cultura, por isso,
a mortalidade das larvas, avaliada por meio donisimie, foi a resposta utilizada na escolha
das fontes e na etapa de otimizacdo. A Tabela@dsenta os resultados reais da etapa de
selecédo de fontes para UFC/mL, porcentagem de dapaéo e mortalidade das larvas a
10ppm (v/v). Esses resultados foram analisadosragrgama Statistc versao 6.0, onde foi
possivel calcular o efeito de cada fonte sobresaltado, bem como a significancia dos
mesmos. Esses efeitos podem ser entendidos comuagao causada na resposta quando se
percorre todos os niveis da variavel (RODRIGUESE&IMA, 2005). Na pratica, os efeitos
sdo calculados como a diferenca entre a média eFs0stas nos niveis das variaveis
(BARROS NETOet al., 1995). A Tabela 5.2 apresenta os efeitos das difesefontes de
nutrientes testadas sobre a mortalidade das larvasa concentracdo de 10ppm (v/v).

Além dos efeitos, em um estudo de selecéo e otpdz& necessario considerar o
coeficiente de determinacao (R), o qual expregsar@ntagem de respostas explicadas pelos
efeitos das variaveis. Ou seja, quanto maior orvddocoeficiente mais confiavel € o estudo,
pois a aleatoriedade influenciou pouco nas respoBi@ra se entender como é feito o calculo
do coeficiente de determinacéo, € necessario centeeconceito de residuo. Ao se realizar
um experimento e plotar os resultados em um grafiéese que ndo ha uma reta que passe
por todos os resultados; por isso faz-se uma retggsse pela maior quantidade possivel de
pontos. A diferenca entre o valor real e o0 valor@ule passa a reta média é conhecido como
residuo, ou seja, € a diferenca entre um valorereainédia prevista. O calculo do coeficiente
de determinacdo é feito com base na soma dos oss&lnos efeitos das variaveis. Quanto
maior o valor dos residuos, menor o coeficientedegerminagdo, menos significativo o
modelo, ou seja, a variacdo em torno da meédia kcagp pelos residuos e ndo devido ao
efeito das variaveis (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

Nessa etapa do estudo, o coeficiente de deternairfiacée 0,996; o que significa que
99,6% dos resultados séo devido ao efeito dasvessigsendo o estudo bastante significativo.



Tabela 5.1Resultados do bioensaio, UFC/mL e porcentagenspierelacdo na etapa de selecdo das fontes dentesti©s nameros (+1) e (-1)

indicam, respectivamente, 0s niveis maximos e nusiae cada variavel. Os valores entre paréntesesspondem aos valores reais das

variaveis em g/L.

Farinha Sulfato
Ensaio Fécula de| Farinha de Peptona de UFC/
Sacarose| Glicose |mandioca| de soja | crisalida | de carne | Uréia |amonia|Bioensaio | mL Esporulagao
(9/L) (9/L) (9/L) (g/L) (g/L) (g/L) (9/L) (g/L) [(10ppm) |(log) | (%)
1 -1 (1,0) -1 (1,0) -1(,5) -1(,0 -1(2,00 -1p, -1(0,2)| -1(0,2) 100,009 12,090 77,87%
2 1 (10) -1 (1,0) -1(15)] -1(5,0 -12,0) 1(5,0)1(20) | 1(20)] 100,00%13,079 70,76%
3 -1 (1,0) 1 (10) -1(1,5) -1(5,0 1200 -1(0,5)1(20) | 1(20)] 100,00%62,740 74,81%
4 1 (10) 1 (10) -1(15) -1(5,0 1 (20 1(5,0) (€12)]-1(0,2) 100,00% 12,676 86,18%
S -1 (1,0) -1 (1,0) 1(15) -1 (5,0 1 (20 1(5,0) (20) |-1(0,2) 32,00% 12,130 74,54%
6 1 (10) -1 (1,0) 1 (15) -1 (5,0 1 (20 -1(0,5) (€12) | 1(20) 96,00%10,698 77,59%
7 -1 (1,0) 1 (10) 1(15) -1(5,00 -1(2,0) 1(50)-1(0,2)| 1(20)] 100,00%12,505 73,81%
8 1 (10) 1 (10) 1(15) -1(50) -1(20) -1(0,5) (2D) |-1(0,2 0,00% 11,602 68,95%
9 -1 (1,0) -1 (1,0) -1(1,5)] 1(5,0 1 (20 1(5,0)1(0,2)| 1(20)] 100,00%13,245 71,44%
10 1 (10) -1 (1,0) -1 (1,5) 1 (50) 1 (20 -1(0,5) 2D) |-1(0,2 0,00%) 11,778 73,86%
11 -1 (1,0) 1 (10) -1(1,5) 1(50)) -1(2,00 1(5,0) (2D) |-1(0,2 0,00% 12,544 75,55%
12 1 (10) 1 (10) -1 (1,5) 1(50) -1(2,00 -1(0,5) (@2)| 1(20) 90,00%12,389 71,86%
13 -1 (1,0) -1 (1,0) 1 (15) 1(50) -1(2,0) -1(0,5) (2D) | 1(20) 0,00%12,255 71,91%
14 1 (10) -1 (1,0) 1 (15) 1550 -1(22,00) 15,0 a2 -1(0,2 0,00% 11,653 74,09%
15 -1 (1,0) 1 (10) 1(15) 1 (50) 1 (20 -1(0,5) -120|-1(0,2) 10,00% 11,000 75,43%
16 1 (10) 1 (10) 1 (15) 1(50)] 1(20 1(5,0) 1(20) (20) 0,00%) 11,845 72,62%
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Tabela 5.2Efeito das fontes de nutrientes testadas sobrer@idade das larvas (bioensaio),

crescimento microbiano (UFC/ml) e esporulacédo mapaetde selecdo dos componentes do

meio. Em vermelho, as variaveis com efeito sigatfio (ANOVA, p<0,05).

Efeito Efeito Efeito
(bioensaio) (crescimentqg esporulacéo
microbiano)

Variaveis/Interacoes 0,51750( 12,13957 0,744544
(1) Sacarose -0,07000d0 -0,34854  -0,024738
(2) Glicose -0,035000 0,04654 -0,013088
(3) Fécula de mandioca -0,440000 -0,85664  -0,014988
(4) Farinha de soja -0,53500(0 -0,10149 0,008388
(5) Farinha de crisalida 0,060000 -0,25036 0,005138
(6) Peptona 0,045000  0,64061 -0,006062
bacteriologica
(7) Uréia agroindustrial| -0,455000 0,21449  -0,034088§
(8) Sulfato de aménia | 0,430000 0,41049 0,019338

Com base nos resultados obtidos no planejamentriexgntal (Tabela 5.2) as fontes
de carbono: sacarose, glicose e fécula de mandmesentaram um efeito negativo sobre a
mortalidade das larvas. Embora, o efeito apresenpada a glicose ndo tenha sido positivo,
seu resultado ndo foi significativo, entdo este mammente foi escolhido como fonte de
carbono para as etapas posteriores.

Diferente dos trabalhos de Iggenal. (2002b) e Oskast al. (2003), esses resultados
nao apontam a sacarose como uma boa fonte paracamde toxinas, tendo em vista seu
efeito negativo avaliado no bioensaio. O que ressaimportancia de um estudo direcionado
para cada linhagem especifica, bem como para tiaésujue se pretende otimizar.

Quanto ao crescimento microbiano, a analise dadddes Formadoras de Colbnia
(log UFC/mL) demonstrou que a sacarose e a glinasdiveram efeito significativo sobre o
crescimento, ja a fécula de mandioca apresentoefeito negativo. Esses resultados podem
ser observados na Tabela 5.2. Isso provavelmemeenc devido a maior complexidade
estrutural da fécula de mandioca frente as outrate$, o que dificultou a utilizacdo da
mesma durante o crescimento microbiano. EmbBrathuringiensis sintetize enzimas
amiloliticas, o amido parece nédo ser a fonte pinefede carbono (ICGENt al.; 2002b). No

trabalho de Oskaet al. (2003), o amido, cuja estrutura € semelhante aldg¢também
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apresentou um efeito negativo sobre o crescimeni thuringiensis israelensidD500, os
autores atribuem tal efeito a complexidade da esawguimica da molécula. Muitos meios
que utilizam materiais complexos, como aguas resddo processamento de amido, fazem
um pré-tratamento antes da utilizacdo em meiosuliea (YEZZA et al, 2006; CHANGet

al., 2008).

Dentre as fontes de nitrogénio orgéanico, uréia iadustrial e farinha de soja
apresentaram efeito significativo, porém negatmare a mortalidade das larvas. Ja a farinha
de crisélida e peptona bacteriologica ndo apresantafeito significativo sobre a morte das
larvas, sendo necessario escolher entre essasotiids para as etapas de otimizagdo. Com o
intuito de aproveitar residuos agroindustriais &y o custo da producao, foi escolhida para
0s testes posteriores a farinha de crisalida.

O sulfato de amoénia apresentou um efeito signifioa¢ positivo sobre a toxicidade
do meio, 0 que indica sua importancia como fontenii®génio na producao da toxina,
resultado semelhante aos estudos de legah(2002a).

Em relacdo a multiplicacdo do microrganismo, deasréontes de nitrogénio, apenas a
peptona apresentou um efeito significativo e pasi{iTabela 5.2). Porém, como o objetivo
principal era a otimizagdo das toxinas, essa fofitefoi escolhida para as etapas posteriores.

Quanto a esporulacdo (Tabela 5.2), nenhuma dassfaté carbono ou nitrogénio
apresentou efeito significativo sobre tal parameirtaxa de esporulacéo foi alta em todos os

experimentos dessa etapa, em media de 74,45% &éraligl

5.2 Otimizag&o das concentragdes das fontes de natites selecionadas

5.2.1 Planejamentos fatoriais incompletos

Apés a selecdo da glicose, farinha de crisdlidalfate de aménio como fontes de
nutrientes, a concentracio dessas variaveis nodeeialtivo foi otimizada visando aumentar
a toxicidade do meio contra larvas/Aleaegypti.

Durante a otimizacdo de um meio de cultivo, ou @880, tem-se por objetivo criar

um modelo que expligue matematicamente a maiore pdos resultados obtidos. Esses
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modelos sdo representados por equagfes matem§tiegspdem ser de primeiro ou segundo
grau. Por isso, nessa etapa sdo apresentados fideotes da equacdo matematica das
diferentes variaveis, tanto para o termo lineau&e§o de primeiro grau), como para o termo
quadratico (equacao de segundo grau) (RODRIGUEEMMA, 2005). Como a superficie
de resposta visa mapear uma area de resultado, @mgeral, as variaveis estdo na regiao de
otimo quando seu termo quadratico € significatdéoo termo linear significativo indica que a
otimizacao deve ainda continuar, ou no sentidoutieeaito das variaveis (quando o efeito do
termo linear é positivo) ou na diminuicdo das waeiga (quando o efeito do termo linear &
negativo).

Inicialmente foi feito um planejamento fatorial ampleto, cujos resultados reais e

dos efeitos encontram-se nas Tabela 5.3 e 5.4 &radiso 5.1 a 5.3.

Tabela 5.3Resultados do bioensaio na primeira etapa de zagéo. Os numeros (+1) e (-1)
indicam, respectivamente, 0s niveis maximos e nuside cada variavel. Os valores entre

parénteses correspondem aos valores reais dageramdn g/L.

Farinha | Bioensaio (%

Sulfato de de de morte em
Ensaios | Glicose | aménia | crisalida 1ppm)
1 -1 (2,0) -1(2,0) | -1(10,0 4
2 -1 (2,0) 0 (4,0) 1 (50,0 22
3 -1 (2,0) 1(6,0) 0 (30,0 4
4 0 (6,0) -1 (2,0) 1 (50,0 14
5 0 (6,0) 0 (4,0) 0 (30,0 8
6 0 (6,0) 1(6,0) | -1(10,0 0
7 1(10,0) -1(2,00] 0(30,0 8
8 1(10,0) 0(4,00| -1(10,0 6
9 1(10,0) 1(6,0) 1 (50,0 20

Os resultados desse primeiro planejamento fatapatsentaram um coeficiente de

determinacao de 0,97; sendo satisfatério para estoidlogicos.
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Tabela 5.4 Efeito das fontes testadas sobre a toxicidade dm mvaliada por meio do
bioensaio (primeiro planejamento fatorial incompletotimizacéo das fontes). Em vermelho,

as variaveis com efeito significativo (ANOVA, p<8B)0 L representa o termo linear e Q o
termo quadratico.

Efeito ProbabilidadeCoeficienteg
da equacao
do modelo
matematico

Variaveis. 9,55554 0,006959 9,55554
Glicose (1) 133338 0566987  0,66667
Glicose (Q) 333333 0188893 -1.66667
(2) Sulfato de .0,66667  0,766450 -0,33333
amonia(L)
Sulfato de 366667 0163683 1,83333
amonia(Q)
(3) Farinha de 1533333 0,015991 7.66667
crisalida(L)
Farinha de 433333 0,125525 -2,16667
crisalida(Q)

(e o) Ay, iRsBoLR

Grafico 5.1 Superficie de resposta para variaveis glicoseaiehta de crisalida, tendo como

resposta a toxicidade avaliada por bioensaio (prinfdanejamento fatorial incompleto). O
sulfato de amoénio esta fixado no valor codificadotral.



53

’ B 2o

f'j B 15
g:z [ 110
g I 5
g . ©
=
‘a;'a =

l:fb
=

Gréfico 5.2 Superficie de resposta para variaveis sulfato déname farinha de crisélida,

tendo como resposta a toxicidade avaliada por baen(primeiro planejamento fatorial
incompleto). A glicose esta fixado no valor codifio central.

Entre as variaveis testadas, a farinha de crisalidasentou o termo linear altamente
significativo e positivo; o que indica que estatéomfluenciou muito na toxicidade do meio,
porém ainda ndo se encontra no seu ponto otimendteguadratico ndo significativo).
Observando os Graficos 5.1 e 5.2, vé-se que aoagadtimo, representado em vermelho,
esta no sentido de aumento da concentracdo dadadim crisalida. Por isso, para o segundo
planejamento incompleto, os valores para a cormgidr de farinha de crisalida foram
calculados a partir do ponto maximo (+1) do primgianejamento, ou seja, houve um
aumento na concentracao dessa fonte.

Em relagdo a glicose e ao sulfato de amoénio, nenthesndois apresentou o termo
quadratico ou linear significativo sobre a toxiddaavaliada por meio do bioensaio. No
entanto, os valores dessas variaveis nao forarddsxg@or esse experimento, por ele ser um
fatorial incompleto, ou seja, poderia haver intéesge efeitos significativos futuros.

Observando-se os grafico 5.3 e 5.4, vé-se queisgdotos em dire¢cdo ao 6timo para
a glicose, resultando em um grafico com formattcea”. Como a producéo visa a melhora
da toxicidade do meio, conjuntamente com a dimé@migos custos, a otimizacao dessas duas
variaveis prosseguiu no sentido de menor valor,seja, a glicose em torno dos valor

codificados -1,37 a -1,0; ja o sulfato de améniat@mo dos valores codificados -1,5 e a 0,5.
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Gréfico 5.3 Superficie de resposta (3 dimensdes) para variduifsto de amodnia e glicose,
tendo como resposta a toxicidade avaliada por baen(primeiro planejamento fatorial
incompleto). A farinha de crisalida esta fixadavator codificado +1.
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Sulfato de amdnia (valor codificado)

Gréfico 5.4 Superficie de resposta (plana) para variaveistsutfa aménia e glicose, tendo
como resposta a toxicidade avaliada por meio dens@o (primeiro planejamento fatorial
incompleto). A farinha de crisalida esta fixadavator codificado +1.
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Portanto, para o segundo experimento os valoresodaentracdo da farinha de
crisélida foram aumentados, j4 as concentracOegiaEse e sulfato de aménia diminuiram,
de acordo com a Tabela 4.5.

Os resultados do bioensaio bem como os efeitos wdagveis no segundo
planejamento fatorial incompleto encontram-se raela 5.5 e 5.6, respectivamente.

Os resultados desse segundo planejamento fatgmesentaram um coeficiente de

determinacao de 0,81, sendo satisfatorio para@studldgicos.

Tabela 5.5Resultados do bioensaio na segunda etapa de at@nzZsegundo planejamento
fatorial incompleto). Os numeros (+1) e (-1) indgaespectivamente, 0s niveis maximos e
minimos de cada variavel. Os valores entre paréstesrrespondem aos valores reais das

variaveis em g/L.

Sulfato de| Farinha de Bioensaio (%
Ensaios Glicose | amobnia | crisdlida | morte em 1ppm)
1 -1 (0,5) -1 (1,0) -1 (50,0) 68
2 -1 (0,5) 0 (3,0) 1 (130,0) 2
3 -1 (0,5) 1(5,0) 0 (90,0) 32
4 0 (1,25) -1 (1,0) 1(130,0) 4
5 0 (1,25) 0 (3,0) 0 (90,0) 18
6 0 (1,25) 1 (5,0) -1 (50,0) 10
7 1(2,0) -1 (1,0) 0 (90,0) 14
8 1(2,0) 0 (3,0) -1 (50,0) 22
9 1(2,0) 1(5,0) 1 (130,0) 2

Observando-se os efeitos das variaveis (Tabela fef)ebe-se que o sulfato de
amonia e a farinha de crisalida apresentaram afeioratico ndo significativo, o que indica
gue essas fontes ainda ndo se encontram em seudiond. Essas variaveis apresentaram o
termo linear significativo e negativo, 0 que indigae para alcancar seu nivel 6timo, a
concentracdo dessas variaveis deve diminuir.

Em relacdo a glicose, tanto o termo linear comaadcatico foram significativos, o
que pode indicar uma interacdo com outra variavelas destinos de otimiza¢do, o aumento

ou diminuicdo de sua concentracdo, o que levdnan@acédo do chamado “ponto de cela”.
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Tabela 5.6 Efeito das fontes testadas sobre a toxicidade dm rfbioensaio) (segundo
planejamento fatorial incompleto — otimizacdo dastéds). Em vermelho, as variaveis com

efeito significativo (ANOVA, p<0,05). L representgermo linear e Q o termo quadratico.

Efeitos Probabilidadd Coeficiente

do modelo
matematico,

Variaveis. 19,7778 0,000017 19,7778

Glicose (L) 19,3333 0012184  -9.6667

Glicose (Q) 136667 0032554  -6.8333

Sulfato de 14,6667 0044148  -7,3333

amonia(L)

Sulfato de -6,6667 0258147  -3,3333

amonia(Q)

Farinha de -32,0000 0000431 -16,0000

crisalida(L)

Farinha de 3.3333 0563070  1,6667

crisalida(Q)

Os Graficos 5.5 a 5.7 ilustram o efeito das vaimwsobre a toxicidade do meio

avaliada por meio de bioensaio, no segundo plarejaoriatorial incompleto.

(o 9p gy AREOSTMG

Grafico 5.5 Superficie de resposta para variaveis sulfato denare glicose, tendo como

resposta a toxicidade do meio (bioensaio) (segudoejamento fatorial incompleto). A
farinha de crisélida esta fixada no valor codificatl.
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Grafico 5.6 Superficie de resposta para variaveis sulfato dename farinha de crisalida,

tendo como resposta a toxicidade do meio (bioeps@egundo planejamento fatorial
incompleto). A glicose esta fixada no valor codifio -1.
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Grafico 5.7 Superficie de resposta para variaveis farinha #@lcta e glicose, tendo como

resposta a toxicidade do meio (bioensaio) (seguysdoejamento fatorial incompleto). O
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sulfato de amonia esté fixado no valor codificatlo -
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Embora nessa etapa as variaveis ainda ndo se mroamb seu nivel 6timo, ja houve
uma melhora na resposta; nota-se um aumento dara4P% na taxa de morte das larvas do
primeiro para 0 segundo planejamento fatorial ingeto (Graficos 5.3 e 5.5,
respectivamente). Esses valores referem-se a fioeda resposta segundo o modelo, os
valores reais para tal resposta foram de 22 e 68%ndrtes no primeiro e segundo
planejamento, respectivamente (Tabelas 5.3 e .5).

Tendo em vista os efeitos das variaveis sobre midaxle do meio, a otimizacéo
prosseguiu mapeando a regido proxima ao ponto mirfit) do segundo planejamento
fatorial incompleto. Nesse ponto, as variaveis semvam os seguintes valores (g/L): 0,5 de
glicose, 1,0 de sulfato de amoénia e 50 de farirtherigalida.

Com o objetivo de verificar se 0 ponto minimo (gb) segundo experimento deveria
ser mesmo 0 ponto central em um planejamento &toompleto, foram feitos trés ensaios
(A, B e C) com valores proximos a esse ponto mini@® valores das variaveis nesses trés
ensaios bem como o resultado do bioensaio encosgama Tabela 5.4.

Tabela 5.7Ensaios para confirmacéo do ponto central (g/15:d@ glicose, 1,0 de sulfato de

amonia e 50 de farinha de crisalida. Valor dasavais e resultado do bioensaio.

Ensaios Glicose Sulfato de Farinha de Bioensaio (% de
(9/L) amoénia (g/L) | crisalida (g/L) | morte das larvas
em 1ppm)
0,9 1,8 66 50
B 0,7 1,4 58 46
C 0,3 0,6 42 38

Os resultados apresentados 50, 46 e 38 % de neltevés para os ensaios A, Be C
respectivamente evidenciam que nenhum dos trésosn®sultou em uma melhor resposta
do que a anteriormente obtida no ponto minimo ¢(td)segundo planejamento fatorial

incompleto (60%), portanto, esse ponto foi utilizadmo central no planejamento completo.
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5.2.2 Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial completo apresenta meksolucao, permitindo o estudo das
interacbes entre as variaveis, ja que todos osriexgetos possiveis sao realizados. Nessa
etapa, esse planejamento “mapeou” a regido proamnponto central (g/L): 0,5 de glicose,
1,0 de sulfato de aménia e 50 de farinha de aisads niveis das variaveis no planejamento
fatorial completo encontram-se na Tabela 4.7.

Inicialmente foram feitos os experimentos do blaégd abela 5.8), porém analisando-
se o0s resultados verificou-se que o modelo linedao explica adequadamente essa
fermentacao, por isso, fez-se um segundo blocaiimdd 0os pontos estrelas. Esses pontos
correspondem ao planejamento inicial, porém com totagao de 45 ° em relacdo ao ponto
de partida. Dessa maneira, é possivel estabeletenadelo quadratico (equacdo de segundo
grau) para o processo em estudo.

Além dos pontos estrelas, o planejamento fatodaipieto apresentou uma repeticao
no ponto central, que permite a estimativa do par@, ou seja, 0 que € inerente ao processo.
Esse planejamento é também conhecido como Delimgan@mposto Central Rotacional
(RODRIGUES & IEMMA, 2005).

Os resultados (bioensaio, UFC e porcentagem deridapao) desse planejamento
fatorial completo, incluindo os pontos estrelagoetram-se na Tabela 5.8. Os resultados da
analise de variancia para o bioensaio e dos efpdws as respostas analisadas encontram-se
nas Tabelas 5.9 e 5.10, respectivamente.

O erro puro néo foi significativo, bem como a vedia referente aos blocos (Tabela
5.9). O erro puro refere-se a variacdo da respostante ao processo, como este nao foi
significativo, o estudo apresentou-se robusto,epa, ®s resultados do bioensaio explicam-se
pelo variacdo das fontes e ndo pelo acaso. O &atwsdlocos ndo terem sido significativos
indica que a opcéo por fazer o experimento em étegzas ndo prejudicou os resultados.
Portanto, os fatores que mais influenciaram a igapimram a concentragdo das fontes de
nutrientes. Nessa etapa, todas as fontes aprem@naég@enas o termo quadratico significativo,
0 que indica que as mesmas ja alcancaram seu denooncentracdo para a toxicidade do

meio.



Tabela 5.8Respostas do Delineamento Composto Central Ro&c{planejamento fatorial

completo, com repeticdo no ponto central e porgtrelas).
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Bloco Glicose| Sulfato de Farinha| Bioensaio| log UFC %

Amonia de. (% morte) esporulagao

Ensaio crisélida
1 1/ -1,00000 -1,0000Q -1,00000Q 33,33] 12,602 92,39
2 1/ -1,00000 -1,00000 1,00000Q 53,33 13,978 93,65
3 1| -1,00000 1,00000 -1,00000 6,67 14,544 78,12
4 1| -1,00000 1,00000 1,00000 20,00 14,431 81,95
5 1/ 1,00000 -1,0000Q -1,00000Q 0,00 16,17 80,52
6 1/ 1,00000 -1,00000 1,00000Q 53,33 16,057 69,08
7 1| 1,00000 1,00000 -1,00000 26,67 17,732 67,19
8 1| 1,00000 1,00000 1,00000 33,33] 15,903 74,78
9 (C) 1/ 0,00000 0,00000 0,00000 66,67| 15,819 79,98
10 (C) 1/ 0,00000Q 0,00000 0,00000 60,00, 15,924 83,33
11 2| -1,78885 0,00000 0,00000 22,50 14,851 84,2
12 2| 1,78885 0,00000 0,00000 5,00 14,505 85,35
13 2| 0,00000 -1,78885 0,0000(Q 12,50, 14,851 86,18
14 2| 0,00000Q 1,78885 0,00000 10,00 16,158 81,34
15 2| 0,00000Q 0,00000 -1,78885 7,50 15,556 83,504
16 2| 0,00000Q 0,00000 1,78885 10,00 15,982 79,34

Tabela 5.9 Analise de variancia (p<0,05) para a respostansme do delineamento
composto central rotacional. Em vermelho, as vaigacom efeito significativo (ANOVA,

p<0,05). L representa o termo linear e Q o termaxgitico.

Soma dos| Graus de| Quadrado F Probabilidade
quadrados| liberdade médio calculado
Blocos 699,213 1 699,213 4,058296 0,100067
Glicose (L) 68,05¢ 1 68,056, 0,395000 0,557271
Glicose (Q) 1161,907 1 1161,907 6,743809 0,048432
Sulfato de aménia(L) 231,940 1 231,940 1,346198 0,298329
Sulfato de aménia(Q) 1334,659 1 1334,659 7,746478 0,038753
Farinha de crisalida(L) 664,118 1 664,118 3,854601 0,106834
Farinha de crisélida(Q) 1519,379 1 1519,379 8,818610 0,031171
'(Et)era‘f‘ao glicose X sulfato | 555 444 1| 555444 3223849  0,132522
Interacdo glicose X far. De | gg g44 1 88,844 0515661  0,504843
crisalida (L)
Interagao sulfato X farinha | - 555 544 1| 355644 2064192  0,210292
de crisdlida (L)
Erro puro 861,462 5 172,292
Total 7540,666 15
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Tabela 5.10Efeito das fontes de nutrientes sobre o bioensa@scimento e esporulagcéo

(delineamento composto central rotacional). Em e#nmoy as varidveis com efeito

significativo (ANOVA, p<0,05). L representa o terrimeear e Q o termo quadratico.

Efeito Probabilidade| Coeficiente| Efeito (log | Esporulacéd
(bioensaio)| (bioensaio) | matematicol UFC/mL) (%)
(bioensaio)

Principal/interacdes 55,9605 0,002818 55,9605 15,96467 83,52433
Blocos -14,749( 0,100067 -7,3745 0,18633 3,73867|
Glicose (L) -4,347¢ 0,557271 -2,1740 1,34556 -7,28928
Glicose (Q) -21,7725 0,048432 -10,8863 -0,86240 -0,38667|
Sulfato de amdnia(L) -8,026 0,298329 -4,0133 0,85292 -5,86917
Sulfato de aménia(Q) -23,3350 0,038753 -11,6675 -0,34583 -1,02104
Farinha de crisalida(L) 13,5822 0,106834 6,7911 0,01153 -0,86233
Farinha de crisélida(Q) -24,8975 0,031171 -12,4488 -0,18052 -2,48229
Interacdo glicose e sulf. de | ;5 565 0,132522 8,3325 -0,24675  4,58500
amonia (L)
Interacao glicose e far. de 6,6650 0,504843 3,3325| -0,80125  -2,23500
crisélida (L)L
Interagao sulf. deamoniae| ;33350 0210204  -6,6675| -0,80125  5,40000
ar. de crisalida (L)

Em relacdo ao crescimento e esporulacdo, as coacees testadas ndo apresentaram
efeitos significativos para tais parametros (Tabel®). No entanto, na regido de 6timo para
bioensaio o log médio de UFC foi de 15,87; ja aordpcdo meédia foi de 81,65%, o0 que
indica um bom crescimento e esporulacao (Tabe)a 5.8

Os Gréficos 5.8 a 5.10 representam a superficieesiposta para o delineamento
composto central rotacional.

Observa-se que a zona em vermelho escura nosag,ajjige corresponde a maior taxa
de morte no bioensaio, encontra-se no centro dicgrdsso significa que para alcancar os
melhores resultados de bioensaio pode-se trabathantervalos de concentracdo das fontes
que correspondem a tal area e, ndo necessariacoentem Unico valor fixo de concentracao;
o que facilita a producdo. Para o sulfato de améiaixa de variacdo da regido de 6timo
esta entre (g/L) 0,6 a 1,1; ja para a glicose 8,8 0,55¢/L, enquanto que para a farinha de

crisalida tal faixa encontra-se entre 55 a 58g/L.



62

[]-20

o ¥ ) TRINATR

Grafico 5.8 Superficie de resposta para as variaveis sulfatndiia e glicose, tendo como

resposta 0 bioensaio (delineamento composto cewtiational). A farinha de crisalida esta
fixada no valor do ponto central.
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Gréfico 5.9 Superficie de resposta para as varidveis farinta@isi@ida e glicose, tendo como

resposta o0 bioensaio (delineamento composto cemtational). O sulfato de amoénia
encontra-se fixado no valor do ponto central.
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Grafico 5.10 Superficie de resposta para as variaveis farinfaisi@ida e sulfato de aménia,

tendo como resposta o0 bioensaio (delineamento cstmpmentral rotacional). A glicose
encontra-se fixada no valor do ponto central.

A Tabela 5.10 apresenta o efeito das fontes deientds sobre o bioensaio.

Considerando-se apenas os efeitos significativos@eficiente, pode-se construir a equacao
quadratica, que explica matematicamente o efegdataes sobre o bioensaio:

Y=55,96 —10,89 A-11,67 B —12.45 @

Onde:

Y= valor do bioensaio em porcentagem de morte
A

B=

concentracéo da glicose (valor codificado)
concentracao do sulfato de amoénia (valor coatif)

C= concentracao da farinha de crisalida (valorfazatio)

Com base na equacdo que representa o procesqmskivel prever os valores de
bioensaio para diferentes valores das fontes dentds.

O Gréfico 5.11 relaciona os valores previstos cosnvalores observados nos

bioensaios; observa-se que houve uma correlacasidevavel entre esses valores. O
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coeficiente de determinacédo desse delineamentdo(Rle 0,88; o que indica que 88% da
variacao é explicada pelo modelo.

080

Valores previstos

-020
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Valores observados

Grafico 5.11 Valores observados e previstos para o bioensaidg%horte). Correlacdo de
88%.

A Tabela 5.11 apresenta algumas combinacdes deesalas variaveis bem como o
bioensaio previsto. Observa-se que ha uma ampta famde a variacdo do bioensaio é
minima. O valor maximo previsto pelo modelo foix#82%, no entanto, o valor maximo de
morte das larvas observado nos ensaios destafetajea66,67% (Tabela 5.8), ou seja, a taxa

de morte obtida experimentalmente é até mesmoisupguela apontada pelo modelo.

Tabela 5.11Valores previstos para 0 bioensaio em diferentexaentracdes das fontes de

nutrientes.
Previsao Glicose Glicose Sulfato Sulfato Farinha Farinha
(bioensaio) (codificado) | (real) | (codificado) | (real) |(codificado)| (real)

55,9605 0 0,5g/L 0 lg/L 0 50 g/L
55,08828 -0,4 0,4 0 1g/L 0 50 g/L
56,2965 0 0,59g/L -0,2 0,9 0 50 g/L
54,16821 0 0,59g/L -0,6 0,7 0 50 g/L

56,8208 0 0,5g/L 0 1g/L 0,2 52

56,6851 0 0,5¢g/L 0 1g/L 0,4 54

55,55362 0 0,59g/L 0 1g/L 0,6 56
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Mesmo nos graficos que representam a superficiegpmsta, a zona de maior morte
no bioensaio corresponde a cerca de 40% (Gréficds %5.10). Essas diferencas entre os
valores maximos previstos e obtidos justificam-sle @juste que o modelo matematico deve
apresentar para que a maior parte dos dados s#jcaeta por ele.

Muitos autores relatam o efeito repressor da ghicabre a producéo de toxinas Bor
thuringiensis; porém, esse fato ndo se observou nessa etapa dmabtimizacao,
provavelmente porque as concentracfes de glicosegi@o Otima foram baixas (entre 0,3 e
0,5g/L), quando comparada aos valores de outrag@s{em média 1,0g/L) (OSKA®#L al;
2003). Nas etapas iniciais da otimizacdo, quanctmaentracao de glicose variou entre 1,25 a
10g/L, os resultados do bioensaio foram bem baigostorno de 12% de morte das larvas.
Possivelmente, nessa etapa a glicose estaria regdra producéo de toxina.

Assim como nos trabalhos de I¢cgenal. (2002b), o sulfato de aménia mostrou-se
uma boa fonte de nitrogénio organico para a prawug toxinas poB. thuringiensis A
concentracdo 6tima dessa fonte (1,0g/L) foi metimlgue geralmente se costuma utilizar na
industria, o que leva a uma reducao dos custosatieipio (COUCH, 2000).

Logo no inicio da descoberta Be thuringiensisem 1902, ele foi isolado a partir de
larvas infectadas deBombix mori. Desde entdo, jA é conhecida a capacidade de
desenvolvimento desta bactéria em meios de cultibase de fontes animais de nutrientes
(BRAR et al.,2006; CAPALBOet al, 2004; VIDAURRE, 1996)Os bons resultados obtidos
no meio a base de farinha de crisalida confirmase &to. Aléem disso, o fato desse meio ter
alcancado resultados promissores reforca que eah@eB. thuringiensis o préprio inseto,
onde ocorrem suas interacbes genéticas e seu iimtaboestaria mais adaptado
(RAYMOND et al.,2008; VILAS-BOASet al, 2000).

A farinha de crisalida apresenta uma composicaotai®s rica, destacando
principalmente como fonte de proteinas e amino&cigortanto de nitrogénio organico. O
Anexo 3 apresenta uma tabela com a constituicdsad@sinha, essas andlises foram feitas
pelo laboratério Labtec (Campinas) e, gentilmenealida pelo professor Amarildo Passini
(Departamento de Agronomia, UEL). Embora apres@staninerais potassio, magneésio,
zinco, ferro e cobalto; a concentracdo dessesxa,bpor isso foi utilizada a mistura de sais
minerais no meio de cultivo. Alvest al (1997) estudou varios ingredientes alternativars p
o crescimento dB. thuringiensissubsp kurstaki,a farinha de crisalida foi o mais promissor.
Nesse estudo, a concentracdo utilizada foi de Ldgésa farinha além de suplementacao

com sais e fonte de carbono.
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A CLsp média do meio otimizado nesse estudo foi de 0pid3fv/v). Esse resultado
foi comparado com o bioensaio de cultura feita esiorArcas adaptado (ANDRADE, 2005);
cuja Clsp média foi de 3,01ppm (v/v). Esses valores dgo@Q,703 e 3,01ppm) diferiram
estatisticamente, sendo que o meio a base deidaisgresenta uma toxicidade cerca de 4,3
vezes maior do que o meio Arcas adaptado.

A Tabela 5.9 apresenta os custos referentes aiapténa para producéo de 1L de

meio a base de farinha de crisalida otimizado méi@ Arcas adaptado.

Tabela 5.12Custos em Reais dos meios de cultivo: Arcas adaptaFarinha de crisalida

otimizado.

Custos/Meios Meio Arcas Meio farinha de
adaptado crisalida otimizado
Mistura de sais R$ 0,117 0,117
Extrato de levedura R$ 4,122 -

Glicose R$ 0,088 0,010
Farinha de crisalida R$ - 0,182
Sulfato de aménia R$ 0,012 0,017

Custo total (1L) R$ 4,339 0,321

Fonte: ® Induslab (S.D Teixeira Produtos Laboratoriai¥)Bratac. Cotacéo feita em 13 de
janeiro de 2008.

Além do meio otimizado apresentar um menor custa,texicidade € maior, 0 que
permite que ele seja diluido cerca de 4 vezes dwique 0 meio Arcas adaptado. Dessa
maneira, com 1L do meio crisélida otimizado é padsibter cerca de 4L de meio com igual
toxicidade do meio Arcas adaptado. Portanto, o magalida apresentou um custo 54,07
vezes menor do que o meio de cultivo Arcas adaptado

Embora em um estudo de superficie de respostarm @ncontre-se em uma faixa e
ndo em um valor fixo das variaveis, para os expios seguintes (cinética e
armazenamento) foi adotado o valor das variaveipamio maximo previsto de toxicidade
avaliada por meio de bioensaio. Esse ponto cornegpaos seguintes valores das variaveis
(g/L): 0,5 de glicose; 1,0 de sulfato de amoni ® Sle farinha de crisalida. Além das fontes
de carbono e de nitrogénio organico e inorganicayeto de cultura otimizado continha a

mistura de sais, citadas no item 4.5, a qual nédobjeto de estudo.
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5.3 Cinética de crescimento associada a producao teinas

O estudo da cinética de crescimentoBdehuringiensissubsp.israelensisfoi feito
com o objetivo de verificar em qual etapa da fertagio a toxicidade da cultura € maxima e,
com isso determinar o tempo de cultivo mais ademu&egundo Couch (2000), as
fermentacdes industriais de bactérias entomopaitsggmuram de 62 a 92 horas. Nesse
estudo, a cultura foi monitorada por um period®@l&oras

O crescimento microbiano foi mensurado por meiogdevimetria e turbidimetria.
Esses dois métodos apresentaram uma correlacg®3jeeOmo apresentado no Grafico 5.12.
No entanto, a metodologia de gravimetria apresentaudesvio padrdo menor (2,04) em
relacdo a turbidimetria (6,5) e, por isso, foiiméitla no estudo da cinética.

R? = 0,9333

Biomassa (turbidimetria)

O T T T
0 5 10 15 20

Biomassa (gravimetria)

Grafico 5.12 Correlacdo entre a biomassa (mg/mL) mensuradass paktodologias de

gravimetria e turbidimetria.

O Grafico 5.13 apresenta o crescimento microbiaasumado por meio de bioensaio,

durante as 96 horas de cultivo.
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Grafico 5.13Crescimento microbiano (biomassa) ao longo doww(®6 horas).

A fase de adaptacdo as condi¢des de cultivo (lag)udcerca de 9 horas; ou seja,
apenas 9,37% do tempo de cultivo. A fase de crestonexponencial ou logaritmica, a qual
apresenta a maior taxa de aumento na quantidaaledmtcélulas, correspondeu a cerca de
70% do tempo de cultivo; ao final da qual a bioraassrrespondia a 15,13mg/mL. Para
determinacdo dessa fase, foram feitos derivacoedloellos graficos que evidenciaram o
momento do cultivo em que a producdo da biomasssopaa ser uma funcdo matematica
exponencial. O coeficiente de correlacdo da fapersencial foi de 0,925, o que significa que
cerca de 92% dos resultados dessa fase sao exglipaduma equacéo logaritmica.

Por ser uma bactéria esporulare,thuringiensisapresenta uma fase estacionaria,
seguida pela esporulagdo com a formacao de eseljpesidais, ndo apresentando uma fase
de declinio. Nas fases estacionaria e de espoajlagguantidade total de células permanece
praticamente constante. Nesse estudo, essas fagsesponderam a cerca de 20,55% do
tempo de total de cultivo, quando a biomassa vapowco e deixou de ser uma funcéo
exponencial em relacdo ao tempo.

A esporulacdo é uma forma de a bactéria sobrewmig#tuacdes adversas, visto que 0s
esporos sao estruturas mais resistentes. Em geeslporulacdo inicia na fase estacionaria,
guando a bactéria jA consumiu grande parte dassal® nutrientes e esse fator passa a ser

uma limitante para o seu crescimento. Além dissoartte a fermentacdo, o microrganismo
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pode produzir metabdlitos que, com o acUmulo, agadyainibir seu proprio crescimento
(ALTERTHUM &CARVALHAL, 1999).

A maior parte das toxinas d& thuringiensisé sintetizada durante a esporulagéo,
portanto, diferente de muitos cultivos, a fasecisteiria € bastante importe no cultivo dessa
bactéria (LERECLUSet al, 1993; GLARE & O'CALLAGHAN, 2000). A toxicidade a
cultura alcancou seu melhor resultado por volt@@leoras de cultivo, ou seja, j& no periodo
estacionario.

A fim de se verificar com maior preciséo qual o neoio de maior toxicidade, foram
feitos bioensaios com célculo de 4glpara a cultura com 72 horas e com 96 horas. Odemp
de 72 horas foi escolhido por ter sido o adotadoetapas anteriores. A cultura com 96 horas
de cultivo apresentou uma §lmédia de 0,50ppm (v/v); que foi significativamemntenor do
que a cultura com 72 horas, a qual apresentgy Gédia de 0,70.

A Figura 5.1 apresenta fotomicroscopias da culd&B. thuringiensis israelensism

diferentes momentos de cultivo.
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Figura 5.1. Cultura deB. thuringiensisubspisraelensisem diferentes momentos de cultivo.
Aumento de 1000 vezes. Coloracdo: Amido-Black esihac Seta verde: células vegetativas.
Seta azul clara: células em esporulacdo. Seteeaguta: cristais. Seta vermelha: esporos.
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Analisando-se as fotomicroscopia, percebe-se qalimente predominavam células
vegetativas (6 horas). J& com 32 horas de culdvmaior parte das laminas apresentava
células ja em esporulacdo, com esporos e cristaisen interior. As 56 horas foi possivel
observar uma grande quantidade de esporos e €uigt@aoxina ja no exterior da célula, porém
ainda era evidente uma grande quantidade de céasporulagcdo. A cultura com 72 horas
de cultivo apresentava praticamente apenas espocostais fora das células, com poucas
células em final de esporulacdo. As 96 horas divoulfoi possivel observar uma grande
quantidade de cristais e esporos fora da célulagnpohavia células vegetativas.
Provavelmente, as 96 horas de cultivo, ocorreurmigacdo de alguns esporos produzidos
durante o cultivo, resultando novamente em alguéksas vegetativas.

Pela andlise da toxicidade observa-se que o pedi®@®®6 horas seria o indicado para o
cultivo, porém, analisando-se as laminas percelmisenesse momento alguns esporos ja
estariam germinando. A maior toxicidade do periddo96 horas provavelmente ocorreu
porque a grande maioria das células da fase deime®o j4 havia liberado seus cristais, ao
passo que com 72 horas algumas células, ainda ausag apresentavam-se no final de
esporulacdo. Uma alternativa para essa questd® feementar a cultura por 72 horas e,
posteriormente manté-la em repouso por 24 horaa,quee as células em final de esporulacéo
liberem suas toxinas. Dessa maneira, 0 tempo dé&/acutdo se estenderia muito, nao
resultando em custo extra para a producdo. MORAEEH(2001) relatam essa estratégia para

alguns cultivos d&. thuringiensis

8,5
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Gréfico 5.14 Potencial hidrogenidnico (pH) ao longo do culti®é horas).
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O Grafico 5.14 apresenta os valores do potenaiabpenionico (pH) ao longo do cultivo
de 96 horas. Em geral, os valores de pH de umaraulleB. thuringiensisguando ndo ha
nenhum mecanismo de controle, iniciam em torno.Bediminuindo para cerca de 6,0, no
inicio da esporulacdo. Ao final da esporulacéo m eolise celular o pH sobe para valores
neutros e até basicos como 8.9 (ABDEL-HAMEED, 2Q01NA et al, 2004).

Nesse estudo, ndo se observou a queda inicialggualmente ocorre no cultivo d&
thuringiensis Provavelmente, isso ocorreu devido a caractesistdo meio crisalida ou
porque a concentracdo de glicose no meio era H@i%ay/L), o que resultou em menor
producdo de &cidos organicos responsaveis peladniethl do pH (CHANGegt al.,2008).
Além disso, os sais dihidrogenofosfato de potad@sid2PO4) e fosfato de potassio dibasico
anidro (K2HPO4) presentes no meio provavelmentgoamaram a variacdo de pH, o que
dificultou a percepcéo dessa diminuicdo inicialsteoormente, o pH aumentou para cerca de
8,0 e manteve-se.

Os estudos de Oska al. (2003) sugerem o pH 7.0 com variacda-8e8 como melhor
para o crescimento e a producdo de toxinas Bpothuringiensis Isso porque, algumas
proteinas Cry, principalmente Cry4Ba, mostram-sés reansiveis a variagdes de pH, com
comprometimento pronunciado nos casos de alcati@éizalad os estudos de Icgenal.
(2002a) indicam uma melhor producdo com pH entee55,5. Outros estudos indicam que
ndo ha uma alteracdo significativa na producdmxi@ds quando o pH do meio varia entre
6,5 a 8,0 (HOLMBERG, Ret al. apud. ICGENet al. 2002a); estes resultados corroboram

com os dados observados neste trabalho.

5.4 Toxicidade da cultura de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis durante
armazenamento

O Grafico 5.15 apresenta a toxicidade da culturaBdehuringiensis israelensis
avaliada por meio de bioensaio com calculosdClpor um periodo de 28 dias de

armazenamento sob refrigeracéo (5 °C) e a condigddente (sem controle de temperatura).
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Grafico 5.15Toxicidade da cultura durante o armazenamento.

Inicialmente o comportamento das duas culturagytal (cerca de 0,7ppm (v/v)). Os
valores de Ciy da cultura néo refrigerada obtidos no 7° dia séonares do que o apresentado
para 0 meio armazenado sob refrigeracdo, entretest® indice aumenta no 14° dia
evidenciando, uma diminuicédo da toxicidade paraacede 1,0ppm (v/v). No entanto, com 21
e 28 dias de armazenamento, a cultura ndo refdgeraresentou quedas nasg;lchegando a
0,43ppm (v/v). Ja a cultura refrigerada continuoapeesentar um aumento dasghté 21
dias de armazenamento e, posteriormente, mantex@-serca de 1,20ppm (v/v). Portanto, o
armazenamento a condicdo ambiente melhorou a daxiei da cultura de 0,703 para
0,430ppm (v/v). Assim como nas demais etapas, tkiraste experimento foram feitas
laminas, a fim de se verificar a existéncia de @mmiantes na cultura.

Geralmente, os estudos sobre armazenameni. tleuringiensisapresentam dados
apenas de produtos formulados (ARAUJD al., 2007). No entanto, dados sobre o
armazenamento da cultura sdo importantes, poisregpara se comparar com a eficiéncia do
produto formulado e, assim, estabelecer a efideif@rmulacéo.

Glare & O’Callaghan, 2000 relatam que os princip@tores que influenciam a

toxicidade deB. thuringiensisno meio ambiente sdo a radiacdo solar e tempera&onach
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(2000) afirma que logo apos a fermentacgédo, é issarde manter a cultura a 4°C por algumas
horas, para que ocorra a completa lise celular.

Nesse estudo, a melhor condicdo de armazenamentoseim refrigeracéo.
Provavelmente, a temperatura ambiente, pode terljiidado a lise de praticamente todas as
células, resultando em uma maior toxicidade entcé@elaa amostra armazenada em camera
fria. Esse resultado refor¢ca aqueles obtidos poRMES et al, (2001), que demonstraram a
importancia de se deixar a cultura em repouso spasermentacéo, antes de formula-la. No
entanto, para resultados mais conclusivos, secassaria a dosagem de proteinas Cry e

quantificacdo de esporos durante o periodo de amaazento.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Entre as fontes de nitrogénio estudas (farinhardglicla, peptona bacterioldgica,
uréia agroindustrial e sulfato de aménia), a faridh crisalida e o sulfato de amonia foram os
mais adequados para producao de toxina8pttruringiensis israelensisD537.

Entre as fontes de carbono estudadas (sacarosesele fécula de mandioca), a
glicose apresentou-se a mais adequada para prode¢érinas.

A metodologia de superficie de resposta mostroefisaz na otimizacdo do meio de
cultivo, resultando em um meio com as seguintesasade concentracdes das fontes de
carbono e nitrogénio: glicose 0,3 a 0,55g/L; fasirde crisalida 55 a 58g/L e sulfato de
amoénia 0,6 a 1,1g/L.

A otimizacdo do meio alternativo & base de faridéarisalida resultou em um meio
com Clsp de 0,703ppm (v/v). Esse meio apresentou um cust®/Svezes menor do que o
meio de cultivo Arcas adaptado.

As maiores toxicidades da cultura Be thuringiensis israelensislD537 ocorreram
nas etapas finais de cultivo, sendo maxima em g&sho

O armazenamento da cultura Bethuringiensis israelensisiD537 em auséncia de
refrigeracdo resultou em uma melhora na toxicid@d#03 para 0,430ppm) da cultura apos
28 dias, quando comparado com o armazenamentoltdeacsob refrigeracdo, porém testes
mais detalhados, como dosagem de proteinas Crgrgifitacdo de esporos, SAo necessarios
para corroborar este resultado.

Estudos posteriores visando otimizar as condi¢@&saé de cultivo (pH, temperatura
e aeracado) utilizando a metodologia de superfiei@edposta, sdo interessantes, visto que
essas nao foram objeto neste estudo. Além dissquas sobre o cultivo @ thuringiensis
subsp.israelensisHD537 envolvendo aumento de escala e sua fornmlagé de grande

interesse.
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ANEXO 1:Processo de producao de farinha de crisalalpela industria de fiagcdo de seda
Bratac S.A.

A matéria prima (casulos contendo as crisélidasiclio da seda), apds passarem pelo
processo industrial de fiacdo automético e fiag&oi-sutomatico, sdo transportados através
de canaletas para o setor de Sub-produtos, onde &y meio de esteiras para a maquina
estopadeira. Essa maquina faz a separacao ddslass#os residuos de seda.

A maquina estopadeira é dividida em esteira deagajrtanque de banho com soda
caustica e vapor e dois tanques de enxague conlidgea

Na esteira de entrada, um funcionario € respongslel separacdo dos casulos que
ainda podem ser reutilizados no setor de fiacdonadtico e semi-automatico, o restante do
processo é todo automatizado.

As crisalidas seguem para os tanques de banho aagée de soda caustica e vapor,
por meio de esteiras. Esse processo tem por abjedivar os residuos de seda.

ApoOs a passagem pela solucdo de soda causticasaglas seguem em esteira direto
para o depdsito da centrifuga, e em seguida, peeatafuga. Apds centrifugar, seguem em
esteira para o secador de crisélidas.

No secador, as crisalidas permanecem por 1 handpse temperatura de 130°C no
primeiro compartimento e 118°C no segundo comparti;mm Apds a secagem, as crisélidas
sdo encaminhadas para o resfriador, onde serd@dasf pelo processo de exaustao.

Apds a secagem e resfriamento, as crisdlidas segaeaa mesa de classificacao.
Nesse estagio de producao, € feito o exame da denidas crisalidas. S&o realizadas duas
amostras de locais diferentes na peneira rotativhugs amostras dos sacos embalados,
totalizando quatro amostras por turno, para magtw da umidade para evitar possiveis
falhas,

As crisalidas secas seguem para o silo de armazstamu moinho.

No silo de armazenamento, as crisalidas secas peoma até o momento da
embalagem como Crisélidas Integrais, ou seguem @amgoinho, onde séo trituradas e

embaladas como Farinha de crisalida, de acordoocpedido do cliente.

Fonte: Manual de Boas Praticas de Fabricacdo da emprasad-ile seda BRATAC S.A.
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ANEXO 2 Solugdes utilizadas na coloragao das lamisaleB. thuringiensis

A solucdo de amido-black continha:
=  Metanol (98%): 50 mL
= Acido acético: 10,0 mL
= Amido-black: 1,5 g
= Agua destilada: 40,0 mL

Apbs o preparo, a solucgédo foi filtrada e estocadd@.

A solucéo de fucsina foi preparada a partir de duwdiscOes, denominadas | e Il. A
solucgéo | continha:
» Fucsina basica: 1,0 g
= Metanol 95%: 10,0 mL
A solucéo Il continha:
= Fenol: 5,09
= Agua destilada: 90,0 mL
As solucdes | e Il foram feitas separadamente ggfepormente misturadas e filtradas.

A solucéo de fucsina foi mantida a 4 °C e diluid®% no momento do uso.



ANEXO 3: Andlise da constituicdo quimica de farinhade crisalida.

RELATORIO DE ANALISES
LABORATORIO CENTRAL — LABTEC
FONE: (19) 227-9994 ou 729-4441
Rua das Magndlias, 2405
Jd Bandeirantes -CEP: 13050-070
Campinas -SP Fax: (19)729-4443
e-mail:_labtec@guabi.com.br
Data da analise: 15/04/2003
Analise Resultado
Proteina Bruta (%) 52.6600
Extrato Etéreo (%) 27.1700
Célcio (%) 0.1100
Fosforo total (%) 0.6900
Alanina (%) 2.8214
Arginina (%) 2.7279
Acido Aspartico (%) 5.8778
Glicina (%) 2.3481
Isoleucina (%) 2.1805
Leucina (%) 3.7528
Acido Glutamico (%) 6.7585
Lisina (%) 3.4737
Cistina (%) 0.6224
Metionina (%) 1.6891
Fenilalanina (%) 2.6662
Tirosina (%) 2.9083
Treonina (%) 2.6158
Triptofano (%) 0.6702
Prolina (%) 2.6552
Valina (%) 2.8380
Histidina (%) 1.5121
Serina (%) 2.6524
Potassio (Mg/Kg) 7643.0900
Magnésio (Mg/Kg) 3266.7500
Manganés (Mg/Kg) nao detectado
Zinco (Mg/Kg) 162.290
Ferro (Mg/Kg) 89.1100
Cobre (Mg/Kg) 14.6500
Cobalto (Mg/Kg) 8.5000
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