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RESUMO- O microrganismo Bacillus thuringiensis ¢ amplamente utilizado no
controle biologico de pragas, sendo alvo de pesquisas na area de genética, e
otimizagdo de processos fermentativos. A otimizagdo de seu processo ¢
importante visto a importancia da aplicagao ¢ do mercado relacionado a seu uso.
Um dos principais aspectos da producdo a ser otimizado ¢ o meio de cultura,
devido sua participagdo significativa no custo final do produto, sendo comum as
pesquisas relacionadas a aplicacdo de residuos agroindustriais. O estudo visou
descobrir as concentragdes ideais de residuos agroindustriais para que houvesse
maior produtividade com menor custo, encontrando como o meio de cultura ideal
aquele com as seguintes concentragdes: Proteina de soja 44 g/l, Milhocina e
Sacarose 30 g/l, Sulfato de Ferro 0,55 g/l, Sulfato de Magnésio 0,01 g/L, Sulfato
de Manganés 0,01 g/L e Sulfato de Zinco 0,1 g/L, pH 6,0 , agitacdo 100 rpm e
temperatura 25°C.

1. INTRODUCAO

O microrganismo Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria do género Bacillaceae, isolada
da traca da farinha e descrita na Alemanha em 1915. Se diferencia das outras espécies do seu
género por ser capaz de sintetizar cristais toxicos que servem para controle bioldgico de
pragas para plantagdes, além de vetores de doengas que atingem parcelas consideraveis da
populacao (Angelo, et al., 2010).

Devido essa sua aplicacdo apresenta grande importancia de mercado, sendo alvo
frequente de estudos, tanto na area de biologia molecular, visto que seus genes sdo utilizados
para producdo de plantas transgénicas resistentes as pragas, quanto na area de otimizagao de
parametros da producdo da biomassa para aplicacdo direta (Angelo, ef al., 2010).

Para aplicar no campo ¢ necessaria uma grande quantidade de biomassa, para obter
maior quantidade € necessario melhorar a producao e facilitar a comercializagao, podendo ser
feito por: mecanismos genéticos, alteragdo de genes, alteracao das vias metabolicas que
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proporcionam maior taxa de divisdo celular, e otimizacdo do processo fermentativo (Grizotto,
2005).

Por envolver um design com grande nlimero de parametros, a otimizagdo neste caso nao
favorece a metodologia convencional, pois demandaria um grande nimero de experimentos, €
o tempo de realizagdo inviabilizaria o processo, além deste ndo permitir identificar
corretamente a interagdo entre fatores, portanto ¢ melhor que haja uso de ferramentas
estatisticas para facilitar este processo (Liu e Tzeng, 1998).

Uma dessas ferramentas estatisticas ¢ a metodologia de superficie de resposta, técnica
que permite analisar influéncia de diversos parametros em um processo, utilizando diminuto
numero de experimentos, sendo uma ferramenta de grande valor para otimizacdo (Liu e
Tzeng, 1998). Pode ser utilizada na andlise da influéncia de alguns parametros, como:
concentragoes das fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes, pH, temperatura, agitacao
e taxa de oxigénio dissolvido, objetivando-se maximizar a produtividade e diminuir os custos
(Tari et al., 2007).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo e Pré-Cultivo

O microrganismo Bacillus thuringiensis foi preservado na forma liofilizada, a
temperatura ambiente. Antes da inoculagdo do microrganismo nos meios para fermentacao,
foi feito um pré-cultivo em erlenmeyer, em caldo nutriente (3 g/L extrato de carne e 5 g/L
peptona) colocando 50 g/L do microrganismo liofilizado, e incubado em shaker a 37°C, 150
rpm, durante 24 horas.

2.2. Design

Estudos prévios indicaram proteina de soja e sulfato de ferro como componentes do
meio de cultura mais significativos no crescimento do microrganismo, com base nisso
estabeleceu-se um Composite Central Design (CCD) para avaliar de forma mais criteriosa os
efeitos do sulfato de ferro e proteina de soja, utilizando 5 pontos de variacdo. Além destes
foram analisados milhocina e sacarose em duas diferentes concentragdes, +1 (30 g/L) e -1 (10
g/L). Os valores utilizados na composicao dos meios sdo os apresentados na tabela 1. As
analises estatisticas foram feitas utilizando o software Statistica 8 (Statsoft, USA).

Tabela 1 — Valores codificados das variaveis do meio no CCD
Variaveis -1.414 -1 0 +1 +1.414
Proteina de soja (gL!) 16 20 30 40 44
Sulfato de Ferro (gL!) 0.086 0.100 0.550 1.000 1.186
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2.3. Quantificacio da Biomassa

A quantifica¢do da biomassa foi realizada através da retirada de uma aliquota dos meios
preparados, apds a fermentagdo, medindo a O.D a 600 nm, as medidas foram realizadas para o
meio centrifugado e ndo centrifugado, subtraindo o valor da O.D do meio centrifugado do

valor obtido para o ndo centrifugado, assim separando a O.D do meio, e deixando somente a
0O.D da biomassa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos por esse design estdo descritos na tabela 2, indicando a
composi¢ao dos meios e a quantidade de biomassa obtida por cada meio de cultura. Com base
nesses resultados foi feito o grafico da metodologia de superficie de resposta, indicando a
composi¢dao do meio 6timo.

Tabela 2 — Design e Resultados da Metodologia de Superficie de Resposta

-1 Sacarose e Milhocina +1
Experimento Niveis Biomassa Niveis Biomassa

X; X; (g.L " X X; (g.L "

1 -1 -1 1.161 -1 -1 1.369
2 -1 +1 0.766 -1 +1 0.949
3 +1 -1 0.974 +1 -1 1.762
4 +1 +1 1.059 +1 +1 0.867
5 -1,414 0 0.467 -1,414 0 1.026
6 +1,414 0 0.693 +1,414 0 2.428
7 0 -1,414 1.366 0 -1,414 1.576
8 0 +1,414 1.297 0 +1,414 0.705
9 0 0 1.548 0 0 1.563
10 0 0 1.122 0 0 1.685
11 0 0 1.499 0 0 1.623
12 0 0 1.249 0 0 1.663

A figura 1 indica os pontos em que ha maior produtividade de biomassa, em menores
(a) e maiores (b) concentragdes de milhocina e sacarose, pode-se observar que os maiores
valores de biomassa produzidos foram aqueles em maiores concentragdes de milhocina e
sacarose (+1), e no ponto em que a concentracdo de proteina de soja ¢ 40 g/L e do sulfato de
ferro ¢ 0,55 g/L. Sendo este o ponto 6timo determinado para cultivo do microrganismo.
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Destaca-se o efeito significativo da fonte de nitrogénio no crescimento de biomassa, neste
caso a proteina de soja.

Na literatura, ¢ amplamente relatada a importincia da fonte de nitrogénio no
crescimento, Devidas et al. (2014) testando meios suplementados com diversas fontes de
nitrogénio, observou um grande rendimento de producdo de biomassa no meio suplementado
com proteina de soja. As fontes de nitrogénio apresentaram efeito significativo no
crescimento, pela elevada importancia na produg¢do de cristais mais toxicos, as principais
fontes foram proteina de soja e milhocina, com resultados positivos para aumento da
produgdo de biomassa. A proteina de soja ¢ um potencial fontes de nitrogénio, visto que
possui grande disponibilidade, sendo o cultivo de soja muito encontrado no Brasil.

El-Bendary (2006) descreveu a importancia de se acrescentar aminoacidos a fim de
observar o crescimento de B. thuringiensis em meio minimo. A cisteina mostraram um efeito
inibitorio sobre o crescimento, podendo ser explicada a preferéncia para a proteina de soja,
visto que a proteina de soja tem uma concentragdo minima de cisteina, € concentracdes
comparativamente elevadas de valina, leucina, treonina. A importancia do sulfato de ferro esta
relacionada a necessidade dos ions de ferro na estimulagao da produgao de toxinas Cry.

A importancia da interagdo entre milhocina e sacarose pode estar associada a
importancia da manuteng¢ao de um balanco C:N apropriado, fator importante para que haja um
bom crescimento do microrganismo como mostrado (Bratbak 1985; Nagata 1986). Esta
interacao pode estar associada ao equilibrio entre as concentragdes de carbono e nitrogénio no
meio, essencial para que a variagdo no pH, decorrente da metabolizacdo desses compostos,
ndo ocorra causando prejuizo no crescimento das bactérias. O estimulo da producdo de
biomassa por sacarose indica a preferéncia, do B. thuringiensis, por agiicares simples. Estes
resultados confirmam os resultados de Devidas et al. (2014), onde houve uma redugdo na
producgdo de biomassa de B. thuringiensis na presenga de amido.

Figura 1 — Resultado da analise CCD (a- 10g/L; b- 30g/L de milhocina e sacarose)
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O ganho de biomassa resultante do processo de otimizacdo, ¢ mostrado na figura 2,
sendo que houve um aumento de cerca de 12,2 na quantidade de biomassa obtida.
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Figura 2 — Producgdo de Biomassa, antes ( m ) e depois (®) da otimizagao
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4. Conclusao

Os resultados do experimento indicam a importancia da fonte de nitrogénio (Proteina de
Soja) no crescimento do microrganismo, determinando-se como ponto 6timo aquele em que
ha 40 g/L deste componente. Ja para o sulfato de ferro, a concentracao 6tima ¢ 0,55 g/L, para
milhocina e sacarose a concentracdo de 30 g/L de cada, foram as concentragdes que levaram a
maior produtividade.
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