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RESUMO

A necessidade de proteger as culturas agricolas das pragas resistentes e de combater
vetores de doengas endémicas fez com que ocorresse o uso indiscriminado de
agrotoxicos no Brasil, gerando preocupacio tanto em relagdo a saude quanto ao meio
ambiente. A partir de entdo, comegaram a surgir inovagdes no controle biolégico de
pragas, e uma das inovacbes passa pela produgdo de bioinsumos. Bioinsumos sio
produtos originados de microrganismos e podem ser defensivos biolégicos como
bioinseticidas, biofungicidas, bioacarecidas e também inoculantes. Neste artigo o foco
foi o bioinseticida produzido a partir da fermentacdo da bactéria Chromobacterium
subtsugae. Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) na
tentativa de realizar uma otimizacdo do processo fermentativo da C. subtsugae. As
variaveis testadas no DCCR foram: a temperatura, NaCl e glicose. Os resultados
mostraram que os modelos desenvolvidos para todas as varidveis ndo foram
significativos (p> 0,001), no intervalo de confianca de 90%. Embora os parametros
independentes ndo tenham afetado de modo significativo a resposta, a temperatura e a
concentragdo de NaCl foram os fatores mais significativos que influenciaram a
resposta.

ABSTRACT

The need to protect agricultural crops from resistant pests and to combat vectors of
endemic diseases, led to the iIndiscriminate use of pesticides in Brazil and this
indiscriminate use of pesticides generated concern about health and the environment
Innovations in the biological control of pests are emerging, and one of the innovations
1s the production of bioinputs. Bioinputs are products originated from microorganisms
and can be biological pesticides such as bioinsecticides, blofungicides, bioacaricides and
also inoculants. In this work the focus was the bioinsecticide produced from the
fermentation of the bacterium Chromobacterium subtsugae. A central composite
rotational design (CCRD) was carried out in an attempt to optimize the fermentation
process of C. subtsugae. The variables tested in the (CCRD) were: temperature, NaCl
and glucose. The results showed that the models developed for all variables were not
significant (p> 0.001), in the 90% confidence interval Although the independent
parameters did not significantly affect the response, temperature and NaCl
concentration were the most significant factors that influenced the response.
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Introdugao

Segundo Arthurs et al (2019) o controle
microbiologico de insetos vem ganhando mercado, em
todo mundo, nos ultimos anos. O controle microbiologico
de insetos é uma pratica utilizada desde meados do século
XX, sendo o interesse pelo uso de produtos bioldgicos
consequéncia de varios fatores, entre os quais: a crescente
resisténcia dos insetos-praga aos agrotoxicos, os custos da
aplicagdo dos produtos quimicos, os impactos negativos
que esses produtos tém sobre o meio ambiente e os
trabalhadores rurais.

Os pesticidas biologicos, também conhecidos
como 'biopesticidas', sdo baseados em bactérias que
ocorrem naturalmente, fungos (incluindo leveduras),
alguns protozodrios, e virus (ARTHURS et al., 2019). A
maioria dos biopesticidas sdo considerados pesticidas de
risco reduzido, com base em seu perfil toxicologico e tém
menos requisitos de registro em comparagdo com
agrotoxicos quimicos (CAVALCANTE et al., 2022).

Tradicionalmente, os biopesticidas microbianos
sdo produzidos por um nimero limitado de pequenas
industrias que comercializam produtos para controlar
artropodes em mercados especializados (FONTES, 2020).
No entanto, eles estdo cada vez mais sendo adotados por
empresas de médio e grande porte e comercializados para
uma gama mais ampla de culturas agricolas.

As bactérias continuam a dominar o mercado de
pesticidas microbianos devido a popularidade dos produtos
da Bacillus thuringiensis (Bt) para o controle de lagartas.
As bactérias sdo normalmente produzidas em grandes
biorreatores e contém uma mistura de esporos, proteinas
cristalinas e transportadores inertes (LOBO et al., 2018).

A partir desta popularidade da B. thuringiensis
(Bt), foram descobertas muitas outras bactérias que
controlam pragas. Uma dessas bactérias foi C. subtsugae,
isolada em 2007 e sua producdo comercial iniciou em
2011 (CAVALCANTE et al., 2022).

Chromobacterium subtsugae ¢ uma bactéria
Gram-negativa que possui mobilidade flagelar (FONTES
et al., 2020) ¢ sua identificacdo ocorreu em 2007, sendo
isolada do solo de Maryland, EUA. Essa espécie apresenta
colonias pigmentadas de violeta com crescimento
ocorrendo de 24h a 48h, sendo constituida por bastonetes
de 0,7 x 2,4 um. O crescimento ideal se observa em
temperaturas de 25°C a 28°C, pH 6,5-8,0 com até 1,5% de
NaCl adicionado ao meio (MARTIN et al., 2007).

C. subtsugae ¢é usada na agricultura como
controle bioldgico de pragas por possuir atividade toxica
para algumas ordens de insetos, tais como: Coleoptera
(besouros), Diptera (moscas), Hemiptera (cigarrinhas e
pulgdes) e Lepidoptera (mariposas ¢ borboletas) (FONTES
et al.,2020). C. subtsugae foi a espécie escolhida para este
trabalho pois existem poucas publicagdes disponiveis
sobre seu processo fermentativo e ela vem ganhando
popularidade por seu uso como bioinseticida na
agricultura.

O objetivo deste trabalho foi testar algumas
variaveis, sendo elas a temperatura, NaCl ¢ glicose, no
processo fermentativo da C. subtsugae por intermédio de
um delineamento composto central rotacional, e também
realizar a avaliagdo microbioldgica da C. subtsuage.

Material e Métodos

Microrganismo

Foi utilizada a bactéria C. subtsugae (1092),
linhagem adquirida a partir da Colegdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAL,
CPQBA/Unicamp, Paulinia, SP).

Meio de Cultura

Para a diluicdo e contagem dos microrganismos
previamente foi realizado o preparo dos meios de cultivo ¢
solugdes, além da esterilizagao dos materiais utilizados nas
analises. Agua peptonada 1% (p.v') foi utilizada para a
diluicdo das amostras. Apos diluicdo completa a solugdo
foi acondicionada em frasco Erlenmeyer e esterilizada a
121°C por 15 min em autoclave. Na contagem dos
microrganismos foi utilizado o meio YPD (Yeast - extract-
peptone-dextrose), contendo (g.L') 10,0 de extrato de
levedura 20,0 de dextrose e 10,0 de agar bacteriologico
(KANEKO et al., 2019).

O meio utilizado no processo fermentativo
também foi o YPD para meio liquido com a concentragao
de 1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de
glicose (KANEKO et al., 2019).

Preparo do Indculo

Com uma pipeta graduada pegou-se 5 mL do
in6culo puro e transferiu-se para um Erlenmeyer contendo
150 mL do meio YPD ja adicionado e previamente
esterilizado; este mesmo processo foi realizado nos quatro
erlenmeyers que foram colocados em uma incubadora com
agitacdo orbital (f) nas seguintes temperaturas: 31°C,
25°C, 23°C, 33°C, 28°C por 96 h, com retirada de amostra
para contagem de células a cada 24 h

O processo fermentativo teve inicio com 155 mL
em cada frasco, sendo 5 mL do indculo mais 150 mL do
meio YPD (liquido), com a concentragdo do meio em (g.L"
1Y 1,5 extrato de levedura, 2,0 de peptona e 2,0 de dextrose
(KANEKO et al., 2019).

Determinagdo do nimero de bactérias

A estimativa numérica de células bacterianas foi
feita por intermédio da contagem em placas de Petri e por
meio da densidade Optica no comprimento de onda de 660
nm.

Contagem em Placas

Neste trabalho a técnica de contagem utilizada foi
a técnica da microgota. Segundo Guerra (2016), a técnica
da microgota consiste em pegar uma aliquota de 0,025mL
(25uL) de cada diluigdo que deve ser transferida para
placa de Petri ja4 contendo meio de cultura soélido.
Posteriormente, a placa ¢ deixada em repouso sobre uma
superficie plana até absorcdo da aliquota pelo meio. Apds,
as placas sdo incubadas na temperatura 6tima de 28°C
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(MARTIN et al., 2007) de crescimento microbiano. Esta
técnica possibilita a contagem de células vidveis, ou seja,
aquelas que estdo com seu metabolismo ativo apresentam
capacidade reprodutiva.

Para a inoculagdo das diluigdes das amostras,
transferiu-se uma aliquota de 0,025mL (25uL) de cada
dilui¢@o para placas de Petri ja contendo meio de cultura
solido, formando uma microgota sobre a superficie do
meio.  Posteriormente, as placas foram deixadas em
repouso sobre uma superficie plana perto do bico de
Bunsen até absor¢ao da aliquota pelo meio. Em seguida, as
placas contendo as microgotas foram incubadas na
temperatura Otima de crescimento microbiano (28°C)
durante 24 a 48 horas (MARTIN et al., 2007).

Ao final deste periodo as placas foram retiradas
da incubadora e foi realizada a contagem das colonias
observadas. Foram contadas as diluigdes que
apresentavam crescimento entre 10 e 70 colonias. Feita a
média das duplicatas para a diluigdo escolhida.

A aliquota inoculada foi de 0,025 mL e ela foi
multiplicada pela diluigdo escolhida, tendo sido de 10, ou
seja, 0,0000001mL da solug@o.

Depois desta multiplicagdo foi realizada uma
regra de trés para transformar o resultado em UFC/mL,
dividindo o valor do resultado da média das colonias pelo
resultado da aliquota multiplicada pela diluicdo. O
resultado foi expresso em notagdo cientifica.

Densidade Optica

As amostras do processo fermentativo foram
retiradas a cada 24 h para a medig¢do da densidade optica
em espectrofotometro. Foi analisado 1 mL de cada
amostra retirada na diluigio de 107, com o comprimento
de onda ajustado a 660 nm.

Este método ndo permite distinguir entre células
viaveis e células mortas e ndo permite obter diretamente
valores absolutos da concentracdo de células, sendo
especialmente utilizado quando se pretende confirmar se
uma dada cultura se encontra em crescimento ou para
acompanhar o crescimento microbiano com base no
aumento da D.O. medida a um comprimento de onda
particular (ALBIERO, 2013).

A curva de calibragdo relaciona densidade optica
(D.0O.) a medida de massa. Tal curva pode ser ndo linear a
altos valores de D.O > 0,3 e depende da extensdo do
estado fisiologico da célula. Neste trabalho foi realizada
apenas a medida da densidade Optica sem a relagdo com a
medida da massa.

A relacdo foi feita em contagem em placas e em
densidade oOptica para avaliar se estava ocorrendo
crescimento bacteriano a medida que as varaveis foram
testadas.

Delineamento composto central rotacional
(DCCR)

Foi realizado um delineamento composto central
rotacional (DCCR) analisado no software Minitab, versao
disponivel para testes, para avaliar a interacdo entre as
variaveis, temperatura (°C), NaCl (Cloreto de so6dio) e
Glicose no processo fermentativo da C. subtsugae em estudo

na tentativa de otimizar os resultados alcangados em termos
de produgao de células viaveis.

Tabela 1. Delineamento Composto Central Rotacional para avaliagdo das
variaveis T°C, NaCl e Glicose no processo fermentativo para obtengdo de
C. subtsugae.

Ensaio T° Glicose (g) Nacl(g)
C
X1 (°C) X, (gL X;(g.L")
1 31 +1 2,1 +1 2,1 +1
2 31 +1 2,1 +1 0,9 -1
3 31 +1 0,9 -1 2,1 +1
4 31 +1 0,9 -1 0,9 -1
5 25 -1 2,1 +1 2,1 +1
6 25 -1 2,1 +1 0,9 -1
7 25 -1 2,1 +1 2,1 +1
8 25 -1 0,9 -1 0,9 -1
9 23 -1,68 0,9 -1 1,5 0
10 33 +1,68 1,5 0 L5 0
11 28 0 1,5 0 1,5 0
12 28 0 0,5 -1,68 1,5 0
13 28 0 2,5 +1,68 0,5 -1,68
14 28 0 1,5 0 2,5 +1,68
15 28 0 1,5 0 1,5 0
16 28 0 1,5 0 1,5 0
17 28 0 1,5 0 1,5 0

Fonte: Autores (2022)

O experimento foi composto de 17 ensaios, sendo
8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 1 ponto central por
periodo, sendo este replicado trés vezes (Tabela 1). A cepa
C. subtsugae foi produzida no meio de cultivo YPD, onde
foram avaliadas trés variaveis de entrada (Temperatura °C,
NaCl, Glicose) ao longo de 24, 48, 72 ¢ 96 h. As variaveis
respostas foram o nimero de Unidades Foramdoras de
Colonia (UFC) e a Densidade Optica (D.0.) no tempo 96
horas.

Resultados e Discussoes

Para o estudo da otimizacdo do processo
fermentativo da C. subtsugae foi realizado um
Delinecamento Composto Central Rotacional (DCCR)
analisado no software Minitab (versdo livre
experimental 30 dias).

Na Tabela 2 apresenta-se a matriz do DCCR com
valores reais, codificados e os resultados de concentragéo
de células da densidade otica e em unidades formadoras de
coldnias (UFC).

Com os resultados experimentais da fermentagdo
da C. subtsugae em funcdo da relagdo da temperatura (X),
Glicose (X2), NaCl (X3) realizou-se a otimizagdo
resultados estatisticos.

O experimento da otimizacdo da fermentagdo da
C. subtsugae de 96 h apresentou resultados mais
expressivos do que os demais tempos de fermentagdo do
microrganismo, o resultado da concentragdo de células
medida por UFC em 96 h de fermentacdo apresentou um
R? proximo de 0,5.

O melhor resultado foi o do ensaio de 96 h, que teve
os valores mais elevados, com as analises feitas no software
Minitab.

Embora o modelo n3o seja considerado preditivo,
foi dado sequéncia a analise para inferir os valores 6timos de
cada variavel.
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Tabela 2. Matriz do DCCR para o resultado de 96 horas da fermentagao

Tabela 4. Analise da variancia para as variaveis da C. subtsugae em UFC.

da C. subtsugae QM Valor f Valor p
Fonte GL SQ(Aj) (Aj)
° T°C Glicose (g) NaCl (g) Modelo 9 82972 092191 1,05 0,487
g X (°C) X2 (g.L") Xs(g.L") UFC  D.O Linear 38,1271 2,70904 3,08 0,100
; T°C 10,0236 0,02364 0,03 0,874

1 31 +1 2,1 +1 2,1 +1 9 0,120 .
5 3 » 2 » 09 4 43 0062 Glicose 1 00236 002364 0,03 0,874
3 31 4 0.9 1 21 + 46 o136 NacCl 18,0798 8,07985 9,17 0,019
4 31 +1 0,9 -1 0,9 -1 50 0,092  Quadrado 30,0700 0,02335 0,03 0,994
50025 -1 2,1 +1 2,1 +1 22 0172 pocxToC 10,0179 0,01791 0,02 0,891
6 25 -1 2,1 +1 0,9 -1 22 0,171

’ ’ ’ ’ Glicose*Glicose 10,0638 0,06378 0,07 0,796
7 25 -1 2,1 +1 2,1 +1 23 0,179 .
8 25 1 0.9 q 0.9 1 21 0019  NaCI*NaCl 1 00179 0,01791 0,02 0,891
9 23 -1,68 0,9 -1 1,5 0 2,8 0,005 Interag@o com 2 3 0,1000 0,03333 0,04 0,989
10 33  +1,68 15 0 1,5 0 2,7 0,139  Fatores
11 28 0 s 0 s 0 28 o113  T°C*Glicose 10,0800 0,08000 0,09 0,772
12 28 0 05 -1,68 1,5 0 29 0001  T°C*NaCl 10,0000 0,00000 0,00 1,000
13 28 0 2,5  +1,68 0,5 -1,68 29 0,301  Glicose*NaCl 10,0200 0,02000 0,02 0,884
14 28 0 1,5 0 25 +1,68 26 0,369
15 28 0 1,5 0 1,5 0 32 0063 DO 76,1652 0,88074
17 28 0 1,5 0 1,5 0 30 0,141  Faltadeajuste 56,1385 122770 92,08 0,011

Erro puro 20,0267 0,01333 * *

X,=Temperatura (C°); X,=Glicose (g.L™"); X;=NaCl (g); UFC=Unidades Total 16 14,4624

formadoras de col6nias; D.O=Densidade otica. Fonte: Autores (2022)

Os resultados da avaliagdo estatistica para as
variaveis da C. subtsugae em 96 h (UFC) estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Efeitos e interagdes calculadas para as variaveis de C.subtsugae
em UFC.

EP de

Termo Coef Coef Valor-T Valor-P VIF
Constante 3,023 0,541 5,59 0,001

T°C -0,042 0,254 -0,16 0,874 1,00
Glicose 0,042 0,254 0,16 0,874 1,00
NacCl -0,769 0,254 -3,03 0,019 1,00
T°C*T°C 0,040 0,280 0,14 0,891 1,16
Glicose*Glicose 0,075 0,280 027 0,796 1,16
NaCl*NaCl 0,040 0,280 0,14 0,891 1,16
T°C*Glicose 0,100 0,332 0,30 0,772 1,00
T°C*Nacl 0,000 0,332 0,00 1,000 1,00
Glicose*NaCl -0,050 0,332 -0,15 0,884 1,00

Fonte: Autores (2022)

Os valores demostrados sdo significativos a um
intervalo de confianga de 90%. A partir das variaveis
significativas, efetuou-se uma andlise de varidncia
(ANOVA) que ¢ apresentada na Tabela 4.

Segundo Box et al. (1978) para que uma
regressdo seja ndo apenas significativa, mas também util
para fins preditivos, a relagdo de Fcalculado/Ftabelado
deve ser superior a trés.

No caso deste estudo, a relagdo para a regressido
apresentou um valor de 3,023%. A relagdo entre o
Fcalculado/Ftabelado fica acima do esperado.

A significancia do modelo ¢ verificada pelo
procedimento de ANOVA (Analise de Variancia). Onde ¢é
analisada a variagdo média das respostas e ¢ importante
para avaliar se o modelo € estatisticamente significativo
(MONTGOMERY, 2009). Também ¢é possivel verificar
quais entre os termos do modelo sdo significativos e os
ndo significativos podem ser removidos da equagdo.

Fonte: Autores (2022)

A verificagdo da igualdade entre as médias
compara a variagdo nas repeticdes do ponto central e a
variagdo entre os tratamentos.

O “p-valor” indica o nivel de significincia da
variavel independente sobre a varidvel resposta,
representando a probabilidade de ocorréncia de um dado
evento. Quando se escolhe trabalhar com um intervalo de
confianca de 95%, ou seja, um “p-valor” inferior a 0,05
pode-se afirmar que a variavel estudada ¢ estatisticamente
significativa. Neste trabalho o intervalo de confianca
utilizado foi de 90%, indicando um “p-valor” inferior a 0,
100. Ou seja, caso o P-valor de um fator seja inferior ao
nivel de significancia o estabelecido, ele sera considerado
como um fator significativo (MATTIETTO et al.,2012).

Ratificando a falta de ajuste do modelo, o valor
de F calculado para a falta de ajuste foi superior (92,08)
que o F tabelado (2,725) para o mesmo, fornecendo uma
alta relagdo, o que igualmente ndo ¢é ideal para a validagdo
do modelo. Para que um modelo seja considerado bem
ajustado o mesmo deve apresentar uma relagdo menor que
0,10 entre o F calculado para a falta de ajuste e o F
tabelado para este parametro (MATTIETTO et al.,2012).

Apesar dos resultados obtidos nao
proporcionarem a geragdo de um modelo matematico,
graficos de contorno foi gerado e indica a tendéncia do
processo.

O analisar os graficos da Figura la), b) e c)
verificou-se que a tendéncia do processo de aumentar o
nimero de UFC.mL"' quando ocorre o aumento da
temperatura (°C). Assim como ao observar a Figura 2 fica
demonstrado o efeito  significativo da  variavel
Temperatura no resultado UFC (Unidade Formadora de
Colonias).

As demais varidveis causam efeitos que ndo
apresentam significanica estatistica (0=0,1) no resultado
de Unidades Formadoras de Colonia ap6s 96 horas de
decorréncia do processo fermentativo.
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Figura 1. la) Contorno de UFC versus Glicose; T°C; 1b) Contorno de
UFC versus NaCl; T°C; 1¢) Contorno de UFC versus NaCl; Glicose

Grafico de Contorno de UFC versus Glicose (g.L-1); Temperatura (°C)
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Legenda: Valores de UFC>10® /mL Fonte: Autores (2022)

Segundo Silva et al. (2021) a temperatura ¢ um
dos fatores que mais influenciam no desenvolvimento
fermentativo, sua participacdo influencia no processo
reprodutivo, enzimatico e metabolico.

Analise do modelo e grafico de Pareto

O modelo obtido através dos dados experimentais
com relagdo a resposta da concentragdo de células em
UFC, resultou em um modelo de R? igual a 50,15. Ou seja,
o modelo tem uma capacidade baixa de explicar a
variancia dos dados obtidos. Quanto maior o valor do
coeficiente de determinagdo R? mais explicativo é o
modelo, 0 que ndo ocorre neste caso.

Figura 2. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados da UFC.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(aresposta &€ UFC; a = 0,1)

Termo 1,895

- Fator Nome
A A Temperatura (*C)
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BC C Nacl (g.L-1)
BB
AB
cc
AA
C
B
AC
k T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0

Efeitos Padronizados

Fonte: Autores (2022)

Observa-se no grafico de pareto revelou que o
efeito da primeira ordem (temperatura) afetou
positivamente o processo fermentativo da C. subtsugae,
em contraste o efeito da segunda ordem e da terceira
ordem ndo demostraram significancia positiva ou negativa
no processo fermentativo da C. subtsugae de acordo com o
grafico pareto.

Producao da fermentacdo de C.subtsugae em
96 h (D.O.)

O experimento da otimizagdo da fermentacdo da
C. subtsugae de 96 h em D.O teve os resultados mais
expressivos do que em UFC, o resultado da concentracdo
de células medida por D.O. em 96 h de fermentacdo
apresentou um R? préximo de 0,7. Ainda assim o modelo
obtido ndo foi considerado preditivo.

Resultados estatisticos para as variaveis da
fermentagdo da C. subtsugae em 96 h (D.O.)

Os resultados da avaliagdo estatistica para a
variaveis da C. subtsugae em D.O estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6. Efeitos e interagdes calculadas para as variaveis de C.subtsugae
em D.O

Termo Coef EP de Coef Valor-T Valor-P VIF
Constante 0,1172 0,0389 3,01 0,020

T°C -0,0028 0,0183 -0,15 0,384 1,00
Glicose -0,0217 0,0183 -1,19 0,274 1,00
Nacl 0,0180 0,0183 0,98 0,358 1,00
T°C*T°C -0,0238 0,0201 -1,18 0,275 1,16
Glicose*Gli -0,0282 0,0201 -1,40 0,203 1,16
cose

Nacl*Nacl 0,0692 0,0201 3,45 0,011 1,16
T°C*Glicos -0,0181 0,0238 -0,76 0,472 1,00
e

T°C*Nacl -0,0074 0,0238 -0,31 0,766 1,00
Glicose*Nac  -0,0239 0,0238 -1,00 0,350 1,00

Fonte: Autores (2022)
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Os valores destacados s@o significativos a um
intervalo de confianga de 90%. A partir das variaveis
significativas, efetuou-se uma analise de variancia
(ANOVA) que ¢ apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Analise da varidncia para as variaveis da C.subtsugae em D.O

Valor f  Valor
Fonte GL SQ(Aj.) QM (Aj.) p
Modelo 9 0,116062 0,012896 2,83 0,092
Linear 3 0,010918 0,003639 0,80 0,532
T°C 1 0,000104 0,000104 0,02 0,884
Glicose 1 0,006406 0,006406 1,41 0,274
NaCl 1 0,004408 0,004408 0,97 0,358
Quadrado 3 0,097521 0,032507 7,14 0,015
T°C*T°C 1 0,006367 0,006367 1,40 0,275
Glicose*Glicose 1 0,008956 0,008956 1,97 0,203
NaCl*NaCl 1 0,054014 0,054014 11,87 0,011
Intera¢do com 2 3 0,007623 0,002541 0,56 0,659
Fatores
T°C*Glicose 1 0,002628 0,002628 0,58 0,472
T°C*NaCl 1 0,000435 0,000435 0,10 0,766
Glicose*Nacl 1 0,004560 0,004560 1,00 0,350
Erro 7 0,031853 0,004550
Falta de ajuste 5 0,027848 0,005570 2,78 0,285
Erro puro 2 0,004005 0,002002 * *
Total 16 0,147915

Legenda: Ftab (97, P<0,1 - 75, Fonte: Autores (2022)

Para o modelo ser considerado preditivo a relacao
de Feailculado/Frabelado deve ser superior a trés. Neste caso o
valor da relagdo dos dois foi de 0,105, ficando bem abaixo
da relagdo esperada. O modelo nao foi preditivo.

Figura 3. 3a) Contorno de D.O versus glicose; T°C; 3b) Contorno de
D.O versus NaCl; T°C; 3¢) Contorno de D.O versus NaCl;Glicose
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Legenda: Valores de UFC>10® /mL Fonte: Autores (2022)

Analise do modelo e grafico de Pareto

O modelo obtido através dos dados experimentais
com relacdo a resposta da concentragdo de células em
UFC, resultou em um modelo de R? igual a 50,15%.

Esse modelo obtido para a C.subtsugae em D.O
apresentou R? um valor maior do que o valor em UFC
mesmo o valor de R? sendo maior do que o da UFC, ainda
ndo ¢é considerado preditivo. O grafico de Pareto (Figura
4), apresenta as varidveis significativas na producdo da
C.subtsugae utilizando um nivel de confianga de 90%.

Figura 4. Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados em D.O

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(aresposta € DO; a=0,1)
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Fonte: Autores (2022)

Observou-se no grafico de pareto que o efeito de
primeira ordem (NaCl) afetou positivamente o processo
fermentativo da C. subtsugae; em contraste, o efeito de
segunda ordem e de terceira ordem ndo demostraram
significincia  positiva ou negativa no  processo
fermentativo da C. subtsugae de acordo com o grafico
pareto.

Segundo MARTIN et al. (2007), o crescimento
ideal ocorre da C. subtsugae nas temperaturas de 25°C a
28°C, pH 6,5-8,0 com até 1,5% de NaCl adicionado ao
meio. A variagdo de concentragdo de NaCl indicou
relevancia no crescimento microbiano avaliado por meio
da densidade optica (D.O).
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Conclusao

Apds a producdo do processo fermentativo da C.
subtsugae, conclui-se que a andlise variancia dos
resultados tanto em D.O. quanto em UFC foram
considerados insatisfatorios para geragdo de um modelo
preditivo.

No entanto ¢ possivel observar que a temperatura
exerce efeito significativo dobre o numero de unidades
formadoras de colonias ap6s 96 horas, bem como também
foi significativo o efeito quadratico da concentragdo de
NaCl sobre a Densidade optica.

Desta maneira recomenda-se que novos estudos
avaliem diferentes niveis destas varidveis assim como
outros componentes do meio que ndo ndo foram aqui
estudados para o processo fermentativo visando obtengéo
de C. subtsugae.
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