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Resumo- Bacillus thuringiensis € um agente biolégico promissor no controle de larvas de insetos
veiculadores de doencas, principalmente dos géneros Aedes, Culex e Anopheles, transmissores da dengue,
da elefantiase e da malaria, respectivamente. O uso do glicerol, residuo da producdo de biodiesel, como
substrato para fermentagdo pode tornar a producéo do bioinseticida economicamente viavel devido ao baixo
custo desta fonte de carbono. Além disso, pode contribuir para diminuir o impacto negativo deste residuo no
ambiente. A composicdo do meio de fermentacdo e, principalmente a fonte de nitrogénio, tem uma grande
influéncia na sintese de toxinas pela bactéria. No presente trabalho foi avaliada a influéncia de sulfato de
amonio, nitrato de amodnio e nitrato de potassio sobre o desempenho de Bacillus thuringiensis var.
isralensis, no que diz respeito a crescimento, consumo de substrato e atividade larvicida. A partir dos
resultados obtidos, concluiu-se que tanto o nitrato de amdnio quanto o nitrato de potassio sao fontes
adequadas de nitrogénio inorganico, pois 0s meios nos quais foram utilizados apresentaram excelente

atividade larvicida sobre larvas de Aedes aegypti.
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Introducéo

Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-
positiva, formadora de esporos, aer6bia, e se
destaca por sua habilidade de formar cristais
protéicos durante a sua esporulacdo (HONGYU et
al., 2000). Quando esses cristais sao ingeridos
pela larva e alcancam o seu intestino, sao
submetidos ao pH alcalino e a acdo de proteases,
gue solubilizam as endotoxinas presentes nos
cristais, causando a morte da larva (LUNA-
FINKLER; FINKLER, 2008).

O dlicerol, subproduto da reacdo de
transesterificacdo que forma o biodiesel (CHI et
al., 2007), sofre acentuada desvalorizacdo devido
a crescente producao deste biocombustivel. Por
esse motivo, seu uso como substrato para o
crescimento de Bacillus thuringiensis pode
contribuir para tornar a producéo do bioinseticida
economicamente viavel, além de ser uma
alternativa promissora para 0 uso desse
subproduto excedente. O levedo de cerveja
apresentou excelentes resultados em ensaios
anteriores quando utilizado como fonte orgénica
de nitrogénio no meio de fermentacéo, além de ser
um componente de baixo custo, contribuindo para
a diminuicdo do custo do meio de fermentacao.

O uso de fontes de nutrientes adequadas é
importante para a obtencdo de altas
concentracdes de esporos e do cristal protéico
responsavel pela atividade larvicida dos meios
fermentados por Bacillus thuringiensis. A
concentracdo de nitrogénio tem uma grande

influéncia na sintese do cristal protéico por esta
bactéria. Icgen et al. (2002) relatam que a fonte de
nitrogénio inorganico utilizada no meio de cultura
influencia a formacdo das toxinas. Segundo
Prabakaran e Hoti (2008), elevando-se o teor de
nitrogénio de aminoacidos (organico) no meio de
cultura, aumenta-se a biomassa, numero de
esporos e toxicidade.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia
de diferentes fontes de nitrogénio inorganico
(sulfato de aménio, nitrato de amonio e nitrato de
potdssio) sobre o desempenho de Bacillus
thuringiensis var. isralensis, no que diz respeito a
crescimento, consumo de substrato e atividade
larvicida.

Material e Métodos

O (licerol bruto, obtido da fabricacdo de
biodiesel a partir de sebo bovino, foi
primeiramente submetido a uma decantacdo em
um funil separador por 24 horas para a separacdo
de parte das impurezas da fase glicerinica. Apés
essa decantacdo o residuo foi acidificado com
H;PO, 85%, abaixando-se o pH até 7,0. Em
seguida o material foi colocado em um funil
separador, por 24 horas, para decantagdo. Apds
esse processo o material foi aquecido a 70 °C por
4 horas, seguido por uma nova decantacdo em
funil separador por 24 horas.

A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis
sorotipo H-14 IPS 82, obtida do Instituto Pasteur
de Paris, foi utilizada em todos os experimentos. A
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cultura foi mantida na forma esporulada sob
refrigeracéo a 4 T. O meio denominado GLYS foi
utilizado para o preparo de in6culo e tinha a
seguinte composicdo (em g/L): glicerol, 10; extrato
de levedura, 12; (NH,),S0O,, 3; CaCl,.2H,0, 0,12;
MgS0,4.7H20, 1,5; MnSO4.H,O, 0,09; K;HPO,,
1,5; KH,PO,4, 1,5. Uma aliquota de esporos da
cultura estoque foi transferida para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio
GLYS, e os frascos foram incubados a 30 °C por
20 horas.

O meio de fermentacdo continha glicerol
(proveniente do residuo tratado) a 20g/L e os
demais componentes do meio GLYS, exceto o
extrato de levedura, que foi substituido por uma
solucdo de levedo de cerveja (20 g/L), e a fonte de
nitrogénio inorganico, que variou conforme
descrito adiante. A solucdo de levedo de cerveja
utilizada foi preparada conforme descrito a seguir:
o levedo de cerveja foi misturado com agua
deionizada, homogeneizado e esterilizado em
autoclave (121°C por 20 min). Finalmente foi
filtrado em papel de filtro qualitativo para remover
as particulas sélidas em suspensao.

Os ensaios foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 1.000 mL providos de chicanas,
contendo 200 mL de meio, cobertos com fina
manta de algoddo e gaze. Os frascos foram
inoculados com o pellet resultante da
centrifugacdo de 10 mL de indculo (5% v/v) a
3800 rpm por 30 minutos (centrifuga clinica marca
Sppencer), o qual foi ressuspenso com 10 mL do
préprio meio de fermentacdo. Os frascos foram
colocados em incubadora/agitadora de movimento
circular (New Brunswick Sci.Co., modelo Innova
4000) a 30 °C e 180 rpm.

O sulfato de amonio, o nitrato de amobnio e o
nitrato de potassio foram avaliados como fontes de
nitrogénio inorganico, em ensaios em duplicata.

O final da fermentag&o correspondeu ao tempo
de 2 horas apos a completa dissociacdo dos
grumos de células de Bacillus thuringiensis var.
israelensis, comportamento caracteristico da
bactéria. Este fenémeno foi monitorado por
observacfes de laminas a fresco de amostras do
cultivo em microscépio éptico.

A determinacdo da concentracdo celular foi
feita de duas formas, segundo Berbert-Molina et
al. (2008). Nas primeiras horas de cultivo, durante
a fase vegetativa de crescimento, enquanto ndo se
observou a formacgdo de grumos ou inclusées no
interior das células, a biomassa foi quantificada
indiretamente por turbidimetria. Neste caso,
medidas de absorbancia a 600 hm de suspensdes
diluidas do meio fermentado foram convertidas em
concentracao (massa de matéria seca por unidade
de volume) por meio de uma equacdo que
descreve o trecho linear de uma curva de
calibracdo. A partir do momento de inicio da
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formacao de grumos no meio, a concentracao foi
determinada por gravimetria. Para isso, amostras
do meio de fermentacdo foram centrifugadas,
lavadas e o pellet resultante seco em estufa a
100 °C por 24 horas. As variacdes da morfologia
celular ao longo da fermentagdo foram
acompanhadas pela observagéo de preparacdes a
fresco, em microscopio Otico, com objetiva de
contraste de fase, com aumento de 400x.

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

A atividade larvicida da suspensdo obtida ao
final do processo foi estimada, em tubos de
ensaio, por meio da exposicao de larvas de Aedes
aegypti ao meio fermentado, em proporcdes
variadas. Duas diferentes misturas de meio
fermentado em agua foram preparadas (volume
total de 6 mL). Cada mistura foi testada cinco
vezes, ou seja, cinco larvas para cada teste. Os
volumes foram: 0,2 mL de meio em 5,8 mL de
agua e 1,0 mL de meio em 5,0 mL de agua. As
larvas de Aedes aegypti foram acrescentadas as
misturas nos tubos e observou-se a taxa de morte
em cada uma delas no tempo de 24 horas. A
morte da larva é constatada quando ocorre o seu
estiramento e completa imobilidade.

Resultados

O residuo utilizado foi obtido por decantagéo do
material obtido na etapa final do processo de
producdo de biodiesel a partir de sebo bovino.
Como mostrado na Tabela 1, a concentracdo de
glicerol do residuo alcancou 1083 g/L apds o
tratamento por precipitacao utlizando H;PO, até
pH 7,0 e aquecimento a 70 °C por 4 horas.

Tabela 1 - Concentracéo do glicerol antes e depois
do tratamento.

Amostra Glicerol (g/L)
Glicerol bruto 953,0
Glicerol tratado 1083,0

A Figura 1 apresenta a variacdo da
concentracdo de células e de glicerol em funcao
do tempo de fermentacdo para o ensaio em que
se utiliza sulfato de amonio.

XIV Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica e

X Encontro Latino Americano de Pés-Graduagao — Universidade do Vale do Paraiba



XIVINIC X.EPG
Encontro Latino Americano
de P6s Graduacgao

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica

=N
o O
-

=
RS

Concentragao (g/L)
]

(= AN ]

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Figura 1 — Concentracdo celular (—#—) e de
glicerol (—#—) em func&o do tempo, no cultivo de
Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizando
sulfato de aménio.

Observa-se que nas primeiras 5 horas de
fermentacéo praticamente ndo houve crescimento
celular. A concentracdo maxima de células
ocorreu com aproximadamente 11 horas de
fermentacdo, tempo no qual se observou a
presenca de grumos grandes em laminas
realizadas a fresco do meio. Os grumos da
bactéria dissociaram completamente em 24 horas.
O final da fermentacdo foi considerado com 26
horas, 2 horas apoés a dissociacdo dos grumos. Foi
observada a presenca de grande quantidade de
esporos no fim da fermentacdo. A concentracéo
maxima de células obtida foi de 2,4 g/L.

No ensaio no qual foi utilizado nitrato de
amonio a concentracdo maxima de células ocorreu
com aproximadamente 10 horas de fermentagéo,
periodo no qual se observou a presenca de
grumos grandes no meio. A Vvariacdo de
concentracao de células e de glicerol em funcao
do tempo de fermentagdo para este ensaio esta
apresentada na Figura 2.

26 [ e
24

22 y \l —u
.20
I~
E 18
2 16
o 14
m
s 12
15
g 10
g 8
[w]
6
4
2 ‘-—l—__’—-—i—__A_ . rY
0
0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 2 — Concentracdo celular (—#—) e de
glicerol (—#—) em func&o do tempo, no cultivo de
Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizando
nitrato de amonio.
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Destaca-se que houve aumento na
concentracdo do substrato desde o inicio da
fermentacédo até 10 horas, e, ainda assim, houve
crescimento celular. A concentracdo maxima de
células obtida foi de 3,18 g/L. Os grumos da
bactéria dissociaram-se completamente em 20
horas. A queda da concentragéo de células apos o
pico deve-se a lise de algumas células apés a
dissociacdo dos grumos. Com 22 horas, 2 apos a
dissociacdo dos grumos, a fermentacdo foi
encerrada, com presenca de grande quantidade
de esporos.

No ensaio de fermentacdo com nitrato de
potassio a concentragdo maxima de células
ocorreu com aproximadamente 10 horas de
fermentacéo, como mostrado na Figura 3.
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Figura 3 — Concentracdo celular (——) e de
glicerol (—#—) em func&o do tempo, no cultivo de
Bacillus thuringiensis var. israelensis utilizando
nitrato de potassio.

Os grumos da bactéria  dissociaram
completamente em 21 horas e o final da
fermentac@o foi considerado com 23 horas. Foi
observada a presenca de grande quantidade de
esporos no fim da fermentag¢é@o, assim como nos
ensaios anteriores. A concentragcdo maxima de
células obtida foi de 2,75 g/L.

Em todos os ensaios foi possivel observar as
fases de crescimento descritas por Berbert-Molina
et al. (2008), assim como 0O comportamento
caracteristico de formacdo de grumos pela
bactéria.

Os bioensaios indicaram que os melhores
resultados foram obtidos com nitrato de ambnio e
nitrato de potassio, conforme apresentado na
Tabela 2. Os dois ensaios apresentaram 100% de
mortalidade das larvas de Aedes aegypti tanto
com 1mL quanto com 0,2mL de meio
fermentado, enquanto que o ensaio com sulfato de
amonio apresentou 80%.
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Tabela 2— Porcentagens de mortalidade das larvas
de Aedes aegypti expostas a diferentes volumes
de meio fermentado.

Ensaio Volume de Mortalidade
meio (mL) das larvas (%)
Sulfato de 1,00 80
Amonio 0,20 30
Nitrato de 1,00 100
Amonio 0,20 100
Nitrato de 1,00 100
Potassio 0,20 100
Discussao

O aumento na concentracdo de glicerol no
residuo tratado mostrou-se coerente com O
resultado obtido por Barbosa (2009) utilizando o
mesmo tratamento.

A concentracdo maxima de células obtida em
todos os ensaios foi baixa quando comparada a
outros experimentos realizados com Bacillus
thuringiensis var israelensis. Barbosa (2009)
obteve concentracdo maxima de células igual a
9,4 g/L para meio GLYS com 20 g/L de glicerol.
Porém, essa baixa concentragao celular deve-se a
falta de nitrogénio organico no meio. Observou-se
em ensaios anteriores que o levedo de cerveja, na
concentracdo utilizada, ndo proporcionou um
crescimento celular satisfatério quando comparado
a outras fontes de nitrogénio orgénico, porém
apresentou os melhores resultados quanto a
atividade larvicida. Essa baixa concentracédo
celular é indesejavel, pois, considerando que a
producdo de toxina € depende do crescimento,
guanto maior a biomassa celular, maior a
formacao do produto.

Com relacéo ao crescimento, destaca-se ainda,
gue foi observada a ocorréncia de todas as fases
caracteristicas da bactéria descritas por Berbert-
Molina et al. (2008). Este fato indica que os
compostos utilizados como fonte de nitrogénio
inorganico sao adequados para o cultivo da
bactéria e producédo de toxina. Contudo, aquele
mais viavel para o processo sera identificado em
funcdo das atividades larvicidas dos respectivos
meios.

Observa-se em todos 0s ensaios que néo
houve o0 consumo de todo o glicerol,
provavelmente devido a falta de nitrogénio
orgéanico no meio para que a bactéria utilizasse
toda a fonte de carbono disponivel para o seu
crescimento. Anderson e Jayaraman (2003)
avaliaram a influéncia da relacdo C:N sobre a
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producdo de toxinas por Bacillus thuringiensis var
galleriae e observaram que a glicose ndo foi
completamente consumida em meios com baixas
concentracdes de extrato de levedura. Farrera et
al. (1998) relatam que o meio com uma relagédo
C:N de 7:1 foi o que teve maior producdo de
toxinas, enquanto que a maior contagem de
esporos foi obtida com uma baixa relacdo C:N
(4:1) e alta concentragéo total de sélidos no meio.
Salienta-se que ainda ndo foi realizado o estudo
para determinar a concentracao ideal de nitrogénio
orgénico, tendo como fonte o levedo de cerveja.

Observa-se que ha um aumento na
concentracao de glicerol nas 2 primeiras horas de
fermentacdo do ensaio com nitrato de aménio.
Segundo Arnaud e Guiraud (1985) algumas
bactérias produzem lipases que sdo capazes de
degradar moléculas de lipideos em glicerol e acido
graxo, 0 que pode explicar o aumento da
concentracdo de glicerol, uma vez que, apesar do
tratamento empregado, podem estar presentes
alguns trigliceréis que ainda ndo foram removidos.
O crescimento celular observado nesse periodo,
provavelmente deve-se a presenca de alguma
outra fonte de carbono na solucdo de levedo de
cerveja. Uma hipodtese é a presenca de glicose,
uma vez que, no extrato de levedura, que
apresenta em sua composicdo fonte de carbono
(carboidratos), este comportamento ja foi
observado, ou seja, crescimento da bactéria em
meio sem adic&o de substrato.

O ensaio no qual foi utilizado sulfato de aménio
apresentou a menor porcentagem de mortalidade
de larvas, indicando que esta fonte de nitrogénio
inorgéanico é menos favoravel para a producédo da
toxina pela bactéria, em comparacdo com as
outras fontes. Embora o sulfato de aménio seja a
fonte de nitrogénio inorganico empregada na
maioria dos meios de cultivo desta bactéria,
(PRABAKARAN, HOTI, 2008; BERBERT-MOLINA
et al., 2008; ICGEN et al., 2002), é a primeira vez
que esta sendo empregado como componente de
um meio contendo glicerol residual como
substrato. Normalmente emprega-se glicose como
substrato, e ha trabalhos em que se avaliaram
sacarose, lactose, maltose (OZKAN et al., 2003).
Portanto, para o meio em estudo, conclui-se que o
sulfato de amoénio ndo € a melhor fonte de
nitrogénio inorgénico. Por outro lado, tanto o
ensaio com nitrato de aménio quanto o com nitrato
de potassio apresentaram 100% de mortalidade
nos volumes de meios testados. Porém, o nitrato
de potassio apresenta-se como uma melhor opgéo
para a formulagdo de meio para a producdo do
bioinseticida a partir de glicerol residual, pois € um
produto de mais facil aquisicdo do que o nitrato de
amonio. Contudo, é possivel, ainda, verificar se ha
uma diferenca significativa entre estes dois
compostos, determinando-se a atividade larvicida
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dos respectivos meios, utilizando menores
volumes de meio no bioensaio, ou ainda
avaliando-se 0 tempo necessario para a morte das
larvas.

Concluséao

A partir dos resultados obtidos conclui-se que
as trés fontes de nitrogénio inorganico avaliadas
sdo adequadas para a producdo de bioinseticida
por Bacillus thuringiensis var. israelensis a partir
de glicerol residual da fabricacdo de biodiesel.
Contudo, é evidente a maior eficiéncia do nitrato
de aménio e do nitrato de potassio, pois 0s
ensaios nos quais foram utilizados apresentaram
100% de mortalidade das larvas nos volumes de
meio testados. Para a formulagdo de meio, opta-
se pelo nitrato de potassio, uma vez que o nitrato
de amébnio, por ser um produto controlado,
apresenta restricbes de comercializagao.
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