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Bacillus thuringiensis (Bt) € um bacilo Gram positivo produtor de bacteriocinas que
tem acdo bacteriolitica ou bacteriostdtica sobre microrganismos patogénicos. As
bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos que atuam contra bactérias Gram positivas e
negativas e diferem entre si quanto a composicdo de aminodacidos, biossintese, transporte e
modo de acdo. Nos alimentos, as bacteriocinas podem ser encontradas naturalmente como
produtos da microbiota normal ou introduzida. O objetivo desse projeto foi isolar estirpes de
Bacillus thuringiensis a partir de amostras de solos do Distrito Federal e verificar a producdo
de bacteriocinas com potencial de inibicdo de microrganismos. Foram isoladas e
caracterizadas nove estirpes de Bacillus thuringiensis (Bac, P4, BO1, BO2, BO3, B04, BO5, B06 e
B0O7). Cada estirpe foi testada quanto ao potencial de inibicdo por meio de bioensaios de
confronto por estrias e por Well Difusion contra bactérias patogénicas (Serratia marcescens,
Escherichia coli e Proteus sp.) e contra as estirpes de Bt isoladas. Os bioensaios por estrias
foram realizados como triagem para a selecdo das estirpes de Bt produtoras de bacteriocinas.
Os ensaios foram mantidos a 28 °C por 24 h a 72 h. Apds a sele¢do das estirpes de Bt com
potencial de inibi¢do, realizou-se o bioensaio por Well Difusion para a confirmag¢do da melhor
estirpe de Bt produtora de bacteriocinas. Os bioensaios foram mantidos a 28 °C por 24 h
seguindo-se a medicao dos halos. A confirmagao da produgdo de bacteriocina foi realizada por
uma cinética de crescimento durante 48 h, com coletas realizadas em intervalos de tempo
determinados. A estirpe de Bt denominada Bac apresentou o melhor potencial de inibi¢ao
sobre as demais estirpes de Bt e a cinética de producdo de bacteriocinas mostrou que esse
peptidio é produzido e secretado em momentos especificos do crescimento da estirpe de Bt.
Vale ressaltar que essa bacteriocina ndo inibiu as bactérias patogénicas testadas, indicando a
necessidade de ampliar os testes contra outras espécies de bactérias patogénicas. Sendo
assim, bacteriocinas produzidas por estirpes de B. thuringiensis podem ser utilizadas na
inibicdo do crescimento de microrganismos, indicando um potencial de uso biotecnolégico
dessa proteina, visando o desenvolvimento de produtos de interesse biomédico.

Palavras-Chave: Bacteriocinas. Biocontrole. Well Diffusion. Bioensaios.
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1. INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma espécie de eubactéria pertencente ao Filo Firmicutes, da
Classe Firmibacteria, Ordem Eubacteriales, Familia Bacillaceae do Género Bacillus (SNEATH et
al, 1986; DROBNIEWSKI, 1993). O bacilo da espécie Bacillus thuringiensis foi isolado pela
primeira vez em 1901 no Japdo a partir da fase larval do inseto Bombyx mori (mariposa),
pertencente a Ordem Lepidoptera. Em 1911 esta bactéria foi isolada pelo alemao Berliner, em
uma lagarta, Anagasta kuehniella, que também é uma mariposa e, a partir deste isolamento,
o bacilo recebeu o nome atual Bacillus thuringiensis em homenagem a uma provincia alema
(POLANCZYK; ALVES, 2003; SILVA, 2008). Em 100 anos de histdria do B. thuringiensis ja foram
identificadas mais de 40.000 estirpes demonstrando a variabilidade desta bactéria na
natureza, permitindo o estudo detalhado de cada uma destas estirpes e sorotipos do bacilo
(CICERO et al., 2009).

Segundo Heng e colaboradores (2007), as bactérias do género Bacillus produzem
substancias capazes de inibir outros microrganismos, conhecidas como bacteriocinas. Elas sdo
peptideos que possuem acdo antimicrobiana contra algumas estirpes diferentes de Bacillus
thuringiensis e outras bactérias (BOWDISH et al., 2005; RASI, 2010). A primeira bacteriocina
descoberta foi a thuricina, que tem capacidade de inibir mais de 45 estirpes de Bt e, também,
algumas espécies de bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Em virtude desse potencial biotecnoldgico é importante realizar a correta identificacao
das estirpes de B. thuringiensis. As espécies de B. cereus, B. anthracis e B. thuringiensis sao
semelhantes morfologicamente entre si. Os trés sdo bacilos Gram positivos (espessa camada
de peptideoglicano) e aerdbios estritos (SNEATH; HOLT, 1986; DROBNIEWSKI, 1993;
SOBERON; BRAVO, 2010). Ambos possuem duas principais fases de crescimento:
primeiramente ocorre o crescimento vegetativo, no qual estdo com o metabolismo ativo e
realizam a divisdo bindria. Quando a bactéria se encontra em condi¢des criticas de
sobrevivéncia (escassez de nutrientes e umidade) ela passa por sete estdgios até se
transformar em esporo g, assim, consegue sobreviver longos periodos nestas condicdes, isso
ocorre geralmente quando esta livre no meio ambiente. Os esporos voltam a vida vegetativa
guando o meio propicia nutrientes e umidade suficientes, geralmente estas condi¢des ficam

favoraveis quando a bactéria infecta seus hospedeiros (RASI, 2010; SOBERON; BRAVO, 2010).



As trés espécies de bacilos esporulam e crescem bem em meio agar-chocolate e agar-
sangue de carneiro quando incubadas a 37 °C em meio aerdbico. Na microscopia de contraste
de fase é possivel identificar cristais protéicos laterais nos esporos dos B. thuringiensis, o que
ndo se evidencia nos outros bacilos. Além disso, podem ser realizadas provas bioquimicas,
observacdo do enddésporo de cada espécie e outros testes para diferencia-los possibilitando o

isolamento do B. thuringiensis (KONEMAN et al., 2008).

2. OBIJETIVOS
2.1. OBIJETIVO GERAL
Isolar estirpes de Bacillus thuringiensis a partir de solos de cerrado com potencial de

inibicdo de microrganismos.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar a caracterizacdo morfoldgica de estirpes de B. thuringiensis;
e |dentificar estirpes de B. thuringiensis produtoras de bacteriocinas;
e Avaliar a acdo das bacteriocinas contra diferentes estirpes de B. thuringiensis e

outros microrganismos.

3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

As estirpes de B. thuringiensis (Bt) sdao encontradas em todas as partes do mundo e ja
foram isoladas em diversos ecossistemas e em diferentes substratos como 4gua, solo e insetos
mortos. Em mais de 100 anos de histéria do Bt ja foram identificadas mais de 40.000 estirpes
(CICERO et al., 2009) demonstrando a variabilidade desta bactéria na natureza, permitindo o
estudo detalhado de cada uma destas estirpes do bacilo.

Algumas estirpes de B. thuringiensis sdo caracterizadas por produzirem um peptideo
antimicrobiano conhecido como bacteriocina. De acordo com Schulz e colaboradores (2003)
as classificacdes das bacteriocinas de bactérias acidolaticas investigadas até o momento
diferem em seus espectros de atividade, caracteristicas bioquimicas e determinantes
genéticos. Entretanto, a maioria delas possui baixa massa molecular (3 a 10 kDa), alto ponto
isoelétrico, e contém regides hidrofilicas e hidrofébicas. Klaenhammer (1993) propds que,

baseadas na sua estrutura primdria, massa molecular, estabilidade ao calor e organizacao



molecular as bacteriocinas de bactérias acido-laticas podem ser subdivididas em quatro
grupos:

Classe | - lantibidticas, caracterizadas pela presenca de lantionina e b-metil lantionina;

Classe Il - pequenas (<10 kDa) e relativamente estaveis ao calor, sao peptideos de
membrana ativa que ndo contém lantionina, subdivididos em:

(a) peptideos ativos contra Listeria, com seqliéncia N-terminal definida (classe
la);

(b) complexos, que requerem dois diferentes peptideos para que tenham
atividade (classe Ilb);

(c) e peptideos com tiol ativado, que requerem residuos de cisteina reduzidos
para que sejam ativos (classe llc);

Classe Il - grandes (>30 kDa), proteinas termolabeis e;

Classe IV - bacteriocinas complexas que contém porc¢des lipidicas ou de carboidratos

além da porcao protéica.

Em relacdo as inUmeras caracteristicas dessa bactéria, muito se tem discutido a
respeito da aplicacdo de bacteriocinas provenientes de B. thurigiensis na produgdo
alimenticia. As bacteriocinas sdo peptideos termoestaveis que possuem atividade todxica
contra outras bactérias para qual a bactéria possui imunidade especifica (COTTER et al., 2005).
Elas sdo sintetizadas nos ribossomos e produzem poros nas células alvo, interferindo no
potencial de membrana, ocasionando lise celular (OSCARIS; PISABARRO, 2000).

As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram positivas sdo as mais abundantes e
diversificadas, elas sdao similares a peptideos microbianos produzidos por eucariotos, sao
geralmente cationicos, anfipaticos, responsdveis pelo aumento da permeabilidade de
membrana e variam de 2 a 6 kDa (HENG et al., 2007). Este peptideo pode atuar no controle
bioldgico de microrganismos, suprimindo a a¢ao desses. Portanto, existe uma expectativa de
diminuicdo da incidéncia de doencas transmitidas pela ingestdo de alimentos contaminados.
Dessa forma, as bacteriocinas podem ser utilizadas como uma importante ferramenta de
biocontrole, pois elas sdo em geral, uma das opgdes em um mosaico de possiveis mecanismos
para controlar bactérias patogénicas e deteriorantes em alimentos (SOARES, 2013).

Muitos estudos ja foram realizados para conseguir identificar os diferentes tipos de
bacteriocinas que B. thuringiensis é capaz de sintetizar. Segundo Salazar-Marroquin (2016)

dentre as bacteriocinas ja identificadas cinco apresentaram potencial de inibicdo. A maior



parte dessas é de amplo espectro e inibe varias espécies de bactérias Gram positivas e Gram
negativas. Estudos realizados confirmam que cada bacteriocina atua contra microrganismos

especificos (FUENTE-SALCIDO, 2012).

4. METODOLOGIA

Coleta das amostras - As coletas das amostras foram realizadas no periodo de setembro
a novembro de 2017 no Distrito Federal. Para a obtengao de isolados de B. thuringiensis foram
processadas nove amostras de solo, oriundas do parque da cidade, das margens do lago
Paranod na regido sul e da zona central de Brasilia. As estirpes foram coletadas proximas a

raizes de drvores e plantas.

Isolamento das Estirpes - Foram coletadas amostras de solo do cerrado do Distrito
Federal e, cada amostra, continha 1 g de solo, que foi homogeneizada por turbilhonamento
em 9 mL de solucdo salina 0,8%. Em seguida, uma aliquota de 1 mL desse material foi
transferida para um tubo de microcentrifuga e incubada a 80 °C durante 12 min (POLANCZYK
et al., 2004). Ao final, os tubos foram resfriados rapidamente em banho de agua-gelo (4 °C)
durante 5 minutos.

Foram realizadas diluicGes de 10 e 100 vezes da amostra que sofreu o choque térmico,
em solugdo salina 0,8%. Com um micropipetador foi retirada uma aliquota de 100 pL da
diluicdo de 100 vezes para distribuicdo em uma placa de Petri contendo agar LB (Triptonalg,
Extrato de Levedura 0,5 g, NaCl 1 g, Agar 20 g, pH 7,2 e 4gua destilada g.s.p 1000 mL) com
penicilina G, 100 mg/mL (YOUSTEN et al., 1984). O material recém preparado foi mantido em
uma estufa por um periodo de 48 h a 28 °C (MONNERAT et al., 2007).

Caracterizagao morfoldgica - As colonias bacterianas obtidas foram avaliadas quanto

a sua morfologia para a sele¢do especifica de B. thuringiensis.

Coloragao de Gram - Apds 48 horas de incubacgao, foi feito um esfregaco de cada uma
das colbnias. As laminas contendo as bactérias para identificacdo foram mantidas em
temperatura ambiente até a secagem completa. A lamina foi submetida por passagem de 3 a
4 vezes pela chama do bico de Bunsen e, caso necessario, utilizou-se o dlcool metilico, visando

fixar o material. Em seguida, as laminas foram cobertas com a solucdo de cristal de violeta (2



g de cristal de violeta, 20 mL de etanol a 95%, 0,8 g de oxalato de aménio, 80 mL de dgua
destilada) durante 1 minuto. Ao final, a lamina foi lavada com agua destilada. O esfregaco foi
coberto com solucdo de iodeto de Gram (1 g de iodo, 2 g de iodeto de potassio, 300 mL de
agua destilada) por 1 minuto seguido por lavagem com agua destilada.

Apos a coloragdo, a lamina foi descorada com acetona/alcool na proporcdo de 80:20
até que a cor violeta desaparecesse. Em seguida, a lamina foi lavada com agua novamente e
adicionou-se o contracorante safranina (safranina 2,5% em etanol 95%) por um minuto. A
lamina foi lavada com 4gua corrente e seca em temperatura ambiente. Depois de corada as
células bacterianas estas foram visualizadas no microscépio dptico na objetiva de 100X

(KONEMAN et al., 2008).

Coloragao de coomassie - Apds a selecao dos Bacillus foi feita a selecdo da espécie B.
thuringiensis. Esta coloracdo possibilitou a observacdo dos cristais protéicos de B.
thuringiensis. Para isso foi preparado um esfregaco da colonia e a lamina foi fixada pelo calor
do bico de Bunsen. Em seguida, a lamina foi coberta com a solucdo de coomassie blue (0,1%
de Comassie Blue G-250, 25% de Metanol e 5% de Acido Acético) por 10 minutos. O esfregaco
foi lavado com agua destilada, seco em temperatura ambiente e as células visualizadas no
microscopio optico na objetiva de 100X com a utilizagdo do éleo de imersdo (KONEMAN et al.,

2008).

Cultivo de Bacillus thuringiensis - Apos a identificacao, as coldnias foram isoladas e
mantidas em agar LB durante o desenvolvimento da pesquisa, em uma estufa a 28 °C. O
armazenamento foi feito mantendo-se as placas crescidas com as bactérias a 4 °C até o

momento do uso.

Teste de confronto em placa — Para a realizagdo do teste de confronto em placa foram
preparadas placas de meio LB sélido. Apds a solidificacdo do meio, foi feita uma estria com
alca estéril descartavel de aproximadamente 4 cm de comprimento. A uma distancia de 1 cm
foi feita outra estria nas mesmas condi¢cbes descritas anteriormente. Foram realizados
confrontos da estirpe Bac e P4 contra todas as outras estirpes (B01, BO2, BO3, B04, BO5, B06

e BO7) e de Bac contra algumas bactérias patogénicas (Serratia marcescens, Escherichia coli e
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Proteus sp.) Ap6s 48 h de incubacdo em estufa a 28 °C foram feitas as medi¢Ges das distancias

entre as estirpes.

Cinética e avaliagdo da atividade de bacteriocinas - Apds a selecdo da estirpe de B.
thuringiensis com maior potencial de producdo de bacteriocina esta foi inoculada em varios
frascos de 50 ml contendo 15 mL de meio LB e mantidas a 28 °C por 24 horas sob agitacgao.

Na sequéncia foram coletados os conteldos dos frascos em intervalos de 2 h até a
estirpe atingir a fase exponencial de crescimento (16 a 20 h de crescimento). Em seguida, o
conteudo dos frascos foi centrifugado a 7500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes foram esterilizados por filtracdo em membranas Millex-GV de 0,22 um
(Millipore S.A., St Quentin-en-Yvelines) e mantidos a -20 °C até o momento do uso.

Aliquotas de 100 pL de cada tempo de coleta foram aplicadas em pocos de 1 cm de
diametro que foram feitos previamente em meio LB agar e previamente semeadas por toda a
superficie da placa de forma homogénea com a bactéria indicadora (por exemplo, outra
estirpe de B. thuringiensis que tenha sido isolada e crescida em meio sélido por 24 h a 28 °C)
utilizando-se um swab. Apds incubacdo a 28 °C durante 24 horas, os meios foram analisados

tomando-se trés medidas de cada um dos halos de inibicdo que foram observados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total das nove amostras coletadas nos diversos pontos da cidade foi possivel
selecionar, pelo menos, uma estirpe de B. thuringiensis de cada local de coleta. As estirpes
receberam as denominagdes de Bac, P4, BO1, B0O2, BO3, BO4, BO5, BO6 e BO7.

Em seguida, realizou-se a caracterizacdo morfolégica por meio das colora¢ées de Gram
e Coomassie. Observou-se que das nove estirpes identificadas por microscopia todas
apresentaram a forma bacilar e a coloragdao de Gram indicou que os bacilos eram Gram
positivos. O préximo passo foi a detec¢do do cristal proteico, caracteristico de B. thuringiensis,
por meio da coloracao de Coomassie. Nessa coloragao foi possivel identificar o cristal proteico
corado de azul préximo ao esporo.

A aplicacdo das duas técnicas de coloragao associada a microscopia permitiu identificar
a forma bacilar da célula vegetativa e o esporo (Figura 1) sugerindo que as estirpes

pertencessem a espécie B. thuringiensis. A exclusdao das outras duas espécies de Bacillus (B.
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cereus e B. anthracis) é possivel na fase anterior a colora¢do pois o choque térmico que é
aplicado na fase de isolamento das estirpes é capaz de eliminar essas duas espécies de
Bacillus).

Reforca-se, aqui, que as bacteriocinas sdo secretadas para o meio de cultura e, dessa
forma, ndo sdo visualizadas nas coloragdes ou na microscopia.

B. thuringiensis pode ser encontrado de duas formas: germinativa ou na forma de
esporo. O processo de esporulacdo ocorre para a protecdo da bactéria em ambientes
desfavordveis para o seu crescimento. Em ambientes com nutrientes e dgua suficientes para
o seu desenvolvimento ocorre a germinacao, essas duas fases do Bt podem ser observadas na

figura 1 (SCHUNEMANN, 2014).
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Figura 1: Coloragao de Gram das nove estirpes isoladas de Bt. Todas as estirpes foram
identificadas como Bacilos Gram positivos, como pode ser observado na indicacdo da seta
vermelha. A seta preta indica os esporos de Bt.

O Distrito Federal é considerado como parte do cerrado Brasileiro. Esse bioma é
caracterizado por possuir um solo pobre em nutrientes e uma vegetacdo baixa, apresentando
um inverno seco e um verao chuvoso. O clima é conhecido como tropical sazonal e possui
temperatura variando de 21 °C a 27 °C, temperatura ideal para o crescimento de Bt (LIMA,
2001; BRASIL, 2009).

Apds a confirmagdo do isolamento das estirpes de Bt foi realizado um bioensaio de
confronto por estrias para verificar o potencial de inibicdo microbiana de cada uma das
estirpes isoladas conforme observado nas figuras 2 e 3. O ensaio foi mantido a 28 °C por 24 h
a 72 h e, apds o tempo determinado, foi possivel observar o potencial de producdo de
bacteriocina de cada estirpe e selecionar a melhor estirpe de Bt quanto a capacidade de
inibicdo. As bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas secretadas que tem potencial inibitdrio.
Isso faz com que a estirpe mais sensivel cresca afastada da estirpe produtora de bacteriocina.
Além disso, elas sdo produzidas por diferentes grupos de bactérias (CHERIF et al., 2001). A
estirpe que apresentou um melhor potencial de inibicdo no bioensaio foi a Bac, como
observado na figura 2. Apesar do potencial da Bac inibir as outras estirpes de Bt ela ndo foi
capaz de inibir microrganismos patogénicos.

As bacteriocinas produzidas por Bt sao conhecidas por inibirem o crescimento de bactérias
patogénicas e os produtos desenvolvidos com elas sdo utilizados ha mais de 50 anos e trazem
inimeros beneficios para a satde publica (MONNERAT e BRAVO, 2000; CARDENAS et al.,
2001). A identificacdo das estirpes de Bt é importante para a classificacdo dos tipos de
bacteriocinas que cada uma produz, pois, cada classe é responsdvel pela inibicio de
microrganismos diferentes e o modo de inibicdo delas é diferente (MONNERAT e BRAVO,

2000; RASI, 2010).
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Figura 2: Ensaio de confronto entre Bac e as outras estirpes isoladas de Bt. Os numeros de 1
a 8 sdo os confrontos em estria da estirpe Bac contra as outras estirpes de Bt. Observa-se que
as estirpes cresceram em sentido oposto em relacdo a estirpe Bac. De 9 a 11 sdo confrontos
da estirpe Bac contra trés bactérias patogénicas. Em 9, Proteus sp cresceu por cima da estirpe
Bac. Em 10, o teste contra E. coli ndo gerou um resultado conclusivo de inibicdo. Em 11, S.
marcescens cresceu ao redor da estirpe Bac.
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A distancia que as estirpes se mantiveram uma das outras no bioensaio de estrias
indica o potencial inibitério das estirpes de Bt. Nesse bioensaio observou-se que o maior
potencial de inibicdo foi demonstrado pela estirpe Bac contra todas as outras estirpes de Bt,
como pode ser observado na tabela 1. Os resultados indicaram que as distancias variaram de
3 a 7 mm, mostrando que cada estirpe pode ser inibida com um potencial diferente. O
confronto realizado com as bactérias patogénicas Proteus sp. e Serratia marcescens indicaram
gue ndo houve a inibicdo e a razdo para isso pode ser o tipo de bacteriocina que a Bac produziu
(FUENTE-SALCIDO, 2012). No confronto com a Escherichia coli o resultado foi inconclusivo,
pois ndo houve contato entre ela e a Bac; porém, E. coli ndo cresceu contra a Bac, deixando o

resultado inconclusivo.

Tabela 1: Medida da distancia das estrias que foram produzidas nos bioensaios entre a estirpe
Bac e outras estirpes de Bt e com as bactérias patogénicas.

Estirpes Distancia das estrias
Bac x BO1 6 mm
Bac x B02 3mm
Bac x BO3 5mm
Bac x B04 4 mm
Bac x BO5 6 mm
Bac x B06 7 mm
Bac x BO7 3mm
Bac x P4 3mm
Bac x Proteus sp 0mm
Bac x Escherichia coli 5mm
Bac x Serratia marcescens 0mm

Comparada com as demais estirpes de Bt que foram isoladas, a estirpe P4 nao
apresentou potencial de inibicdo contra nenhuma outra estirpe testada no confronto,
indicando que nao houve a produ¢ao de bacteriocina, como mostrado na figura 3. No teste
da estirpe P4 contra as demais estirpes houve contato das duas bactérias testadas,

demonstrando a falha na inibicao.
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Figura 3: Ensaio de confronto entre a estirpe P4 e as outras estirpes de Bt. O Unico efeito de

inibicao produzido pela estirpe P4 foi no confronto contra a estirpe BO7.

Apds o bioensaio de confronto por estria foi selecionada a estirpe com maior potencial
de inibicdo (Bac) e ela foi utilizada no bioensaio Well Diffusion, ensaio que foi mantido a 28 °C
por 24 h e depois foi observada a formacao do halo, que indica melhor o potencial de inibicao,
como demonstrado na figura 5. O método utilizado ndo é muito eficaz, pois a padronizacao
do halo é dificil de ser realizada, porém esse ainda é considerado o melhor método para a

visualizacdo da producao de bacteriocina.
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A estirpe Bac inibiu as estirpes B01, B02, BO4, BO6 e P4. Dentre essas estirpes que
foram inibidas, o maior halo de inibicdo foi observado no bioensaio contra BO2 e B06 (Figura

4).

Figura 4: Ensaio de confronto entre Bac e as outras estirpes de Bt. Observa-se o halo de
inibicdo nos confrontos contra as estirpes BO1, BO2, BO4, BO6 e P4. Os maiores halos de
inibicdo foram observados nos confrontos utilizando-se as estirpes B02 e BO6.
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Tabela 2: Medida dos halos formados no bioensaio well difusion de Bac contra as outras

estirpes.
Estirpes Tamanho dos Halos
BO1 4 mm
B02 14 mm
B0O3 Sem halo
B04 6,5 mm
BO5 2,5 mm
BO6 1,5 mm
BO7 3 mm
P4 2,5mm

Observou-se que a estirpe B02 foi a que sofreu a maior inibicdo, seguida da estirpe
B04. No confronto contra a estirpe BO3 ndo foi possivel visualizar halo de inibicdo. Para as
demais estirpes os halos de inibicdo variaram de 1,5 mm a 4 mm.

Para confirmar a producdo de bacteriocina foi realizada uma cinética de crescimento
durante 48 horas, com coletas realizadas de 2 em 2 horas. Esse ensaio possibilita a visualizagao
das quatro fases do crescimento bacteriano, com a formag¢do de um grafico que mostra a
quantidade de bactéria em fun¢do do tempo (TORTORA, 2017), ou seja, indica o momento de

produgao da bacteriocina como pode ser visualizado no grafico 1.
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3. Fase estacionaria

2. Fase Exponencial 4. Fase de declinio

il

1. Fase lag

Log do niumero de bactéria

Tempo (h)

Grafico 1: Grafico mostrando as fases do crescimento bacteriano. O destaque em vermelho
indica a fase onde ocorre a producdo da bacteriocina em B. thuringiensis.

A fase 1 denominada como lag indica o inicio do crescimento, na qual a bactéria esta
se adaptando ao meio e quase ndo ocorre divisdo, elas estdo se preparando para iniciar a
multiplicacdo. Na fase 2, também conhecida como fase exponencial as bactérias comegam a
se dividir e ocorre um aumento logaritmico, essa é a fase de maior atividade metabdlica e a
qgue geralmente ocorre a maior produc¢do de bacteriocina. A fase 3 ou fase estacionaria elas
comegam a se estabilizar e param de se reproduzir, por isso no grafico essa fase é indicada
como uma reta, pois a divisdo estd diminuindo cada vez mais. Por fim a fase 4 é a fase de
declinio, onde comeca a ocorrer a morte celular e o nUmero de bactérias vidveis cai levando
a divisdo ao zero (MURRAY et al. 2004; TORTORA, 2017).

Cada tipo de bacteriocina é produzida em periodos diferentes da fase de crescimento
bacteriano. Os resultados obtidos nesse trabalho indicaram que a produgao comegou com 4
horas de crescimento e foi aumentando até o seu apice entre 8 e 10 horas de crescimento,
apos esse periodo a produgdao comegou a cair e o halo pode ser visto com um tamanho menor.
Esses resultados indicam que a producdao da bacteriocina ocorreu na fase exponencial e

comecou a diminuir no meio da fase estacionaria. A producdo das bacteriocinas de B.
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thuringiensis varia do final da fase log até o meio da fase estacionaria (RASI, 2010). A queda
da producdo pode estar associada ao inicio da esporulagao, pois esse processo é caracterizado
pela queda de atividade do composto.

Na cinética de crescimento a estirpe Bac foi inoculada em meio LB liquido, esse meio
foi entdo mantido por 24 h em agitacdo. As coletas foram realizadas nos intervalos de 2 h, 4
h,6h,8h,10 h e 12 h, ressaltando-se que entre as coletas a cultura continuou em agitacao.
Com as amostras coletadas nos intervalos de tempo determinados foi realizado outro ensaio
well difusion, com a BO6 semeada na placa e as amostras dos sobrenadantes distribuidas nos
pocinhos da placa. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 72 h. Os
resultados indicaram que houve a formacdo de halo em todos os periodos da coleta e eles

variaram de tamanho em cada coleta, como pode ser observado na figura 5.

4 horas : 6 horas

8 horas 10 horas 12 horas

Figura 5: Ensaio de confronto do sobrenadante da Bac contra B0O6. Visualizagdo dos halos apds

24 horas da inoculagdo da placa. Os circulos em vermelho indicam o tamanho dos halos.
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Tabela 3: Medida do halo formado no ensaio de cinética de crescimento, com medidas apds
24 h do crescimento.

Hora da coleta Tamanho dos Halos
2 horas 2mm
4 horas 10 mm
6 horas 10 mm
8 horas 15 mm
10 horas 15 mm
12 horas 13 mm

Observou-se que os halos eram bem visiveis e delimitados apds 24 h da adi¢do do
sobrenadante onde cresceu a estirpe Bac. Dos demais tempos de observacdo, os halos
desapareceram, indicando um efeito restrito da bacteriocina produzida pela estirpe Bac no
crescimento da estirpe B0O6. Esse tipo de efeito é consistente com o efeito bacteriostatico que
é relatado para algumas bacteriocinas. Esse efeito é caracterizado por causar uma inibicdo no
crescimento de outras bactérias, sem causar a morte da célula bacteriana. Além desse efeito,
Bt também é conhecido por possuir acdo bacteriolitica, ou seja, capacidade de matar outras

bactérias e elimina-las (MURRAY, 2016).

6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do trabalho puderam indicar que existe a produgao de bacteriocina por
uma estirpe de Bt, porém novas metodologias devem ser utilizadas para poder identificar o
tipo de bacteriocina que esta sendo produzida e para verificar a acdo das mesmas contra
microrganismos patogénicos. A ndo formacdo dos halos em alguns experimentos pode ser
justificada pelos possiveis erros que o método esta sujeito, por fatores externos ocorridos
durante as praticas ou pela natureza bacteriostatica da bacteriocina.

Os resultados indicaram o grande potencial biotecnoldgico que B. thuringiensis
apresenta, mostrando que suas bacteriocinas apresentam potencial de inibicdo contra
algumas estirpes que foram isoladas. Portanto, o isolamento de Bt é importante para a

descoberta de novas estirpes que tenham um melhor potencial para o uso biotecnolégico.
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