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1. INTRODUGAO

Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram positiva em forma de bastonete,
pertencente a familia Bacillaceae e formadora de esporos. Possui faixa de
temperatura de crescimento entre 10 a 45 °C e comportamento anaerébio nao
estrito (Glare; O’Callaghan, 2000).

A principal caracteristica que distingue o B. thuringiensis das outras espécies
do mesmo género € a presencga intracelular de cristais proteicos, cuja agao anti
inseticida tem sido amplamente utilizada (Salehi Jouzani et al., 2008), sendo
considerado o bioinseticida mais bem sucedido do mercado de bioinseticidas,
representando 98% do mesmo (Jouzani et al., 2017). Esta bactéria também
apresenta uma ampla gama de enzimas que permite sua aplicagdo em diversos
substratos (Glare; O’Callaghan, 2000). Ambos aspectos confirmam o interesse
econdmico que circunda este microrganismo, motivos pelos quais utilizou-se o B.
thuringiensis para execucgao deste trabalho.

Atualmente é evidente os riscos ambientais associados aos residuos
gerados em diferentes setores industriais e a preocupagdo com a saude humana
e animal (Chen et al., 2015). Os efluentes s&o residuos industriais liquidos,
gerados de processos de lavagem, descarte de drenos e residuos. As formas
técnicas usuais empregam tratamento quimico ou bioldgico, acarretando em
gastos econb6micos para a industria e sociedade, além de nio garantir a total
remogao dos contaminantes pode acarretar na liberagdo de materiais toxicos
como subprodutos (Singh et al., 2017). Visto isso, € pertinente a busca por novas
formas de tratamento. O uso de microrganismos € uma alternativa de baixo custo
e eficaz, realizada na etapa terciaria do tratamento, onde se utilizam
microrganismos na forma imobilizada e em suspensao para reducao de nutrientes
em excesso. Diversos estudos demonstraram que cepas de B. thuringiensis
degradam de forma eficiente poluentes toxicos, como: metais pesados, efluentes
contendo pesticidas e herbicidas, o6leos petroquimicos, residuos organicos e
quimicos (Jouzani et al., 2017). O efluente utilizado neste trabalho apresenta altas
concentragbes de matéria organica, fosforo e nitrogénio (Gil de los Santos, D;
Turnes, C.G; Conceigao, F.R; 2012), o que impossibilita o simples descarte pds
geragao.

Com base nisto, este trabalho teve como objetivo explorar o potencial de um
efluente agricola no uso como meio de cultivo para B. thuringiensis e tolerancia
desta bactéria aos elevados niveis de fosforo, reduzindo assim o custo no
processo de tratamento, obtencao de biomassa e aplicagao biorremediadora.

2. METODOLOGIA
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2.1 Coleta de efluente
O efluente utilizado nos cultivos foi coletado da indulstria arrozeira no
municipio de Pelotas — RS e armazenado em galdo plastico de 20 L, pH 4 a 4°C.

2.2 Meios de cultivo

Bacillus thuringiensis foi cultivado em meio Brain Heart Infusion (BHI)
(infusdo de solidos, hidrolisado péptico, hidrolizado pancreatico, NaCl, glucose,
Na2HPO4 e agar), NYSM (caldo nutriente, extrato de levedura, MnCl,, MgCl,,
CaCl,) e efluente. Os meios BHI e NYSM foram preparados em agua destilada.
Ap0bs preparo os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C e pressao de 1
atm por 15 min. A composi¢ao do cultivo um (1) foi de 12,5 mL de NYSM / 37,5
mL de efluente, cultivo dois (2) 25 mL NYSM / 25 mL de efluente, cultivo trés (3)
50 mL de efluente, cultivo quatro (4) 50 mL de meio NYSM, cultivo cinco (5) 50
mL de Nysm e fortificacdo de 1% de KH,PQO,, cultivo seis (6) 50 mL de NYSM e
fortificacdo de 2% de KH,PQO,, cultivo sete (7) 50 mL de NYSM e fortificacdo de
5% de KH,PO, e do cultivo oito (8) 50 mL de NYSM fortificado com 10% de
KH,PO,. Os cultivos 5, 6, 7 e 8 foram fortificados com fosfato de potassio
monobasico anidro (KH.PO,), da marca Synth. O tempo de incubagao foi de 48 h
a 28°C e 180 rpm.

2.3 Preparo dos inéculos

A cepa mae de Bacillus thuringiensis var. Israelensis foi obtida do banco de
cepas do Laboratério de Microbiologia — CDTec — UFPEL, mantida a 4°C em meio
BHI solido. Em fluxo laminar previamente sanitizado com alcool 70° e 15 min sob
luz ultravioleta, colénias de B. thuringiensis foram transferidas com o auxilio de
alca de Drigalski para trés Erlenmeyer contendo 100 mL de BHI liquido. Os
cultivos foram incubados em shaker S| 222 Solab a 28°C e 180 rpm por 24 h. O
método de coloragcdo de Gram foi realizado ao inicio e fim de cada cultivo, a fim
de analisar a presenca de contaminantes.

2.4 Concentragao celular

A concentracdo celular foi determinada pelo crescimento em placas
contendo meio BHI. Para isso, foram retirados 1 mL de amostra dos cultivos no
tempo 24 e 48 h. A amostra foi homogeneizada em voértex por 5 s e 100 yL foram
transferidos para Eppendorf estérii contendo tampao fosfato-salino. Para
contagem de colbnias, transferiu-se 30 uL das diluigdes de 10-4, 10-5 e 10-6 para
as placas de BHI. As placas foram entdo incubadas a 37°C por 24 h para
posterior contagem.

2.5 Andlises estatisticas
As contagens em placa foram realizadas em duplicata técnica (n=2),
avaliando o desvio padréao e significancia através do t test (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura NYSM é utilizado como padrdo para o crescimento de
diversas bactérias do género Bacillus, tal como o B. thuringiensis, pois possibilita
o crescimento e multiplicagao dos mesmos (Poopathi et al., 2013), e devido a isso
foi utilizado como controle neste trabalho. As estacdes de tratamento, através de
sucessivas passagens por reagdes quimicas e tratamentos bioldgicos, reduzem
NTK, Foésforo, DBO e DQO (em fungdo da vazédo de efluente) aos limites
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estabelecidos pela resolugdo CONSEMA n°129/06, em eficiéncia de remocéao
(75%) e concentragao. No entanto, a concentragéo de fésforo no efluente langado
nos corpos hidricos € superior ao equivalente em vazao, pois os tratamentos
empregados sao ineficazes frente ao nivel regulamentado. Dessa forma, o meio
de cultivo NYSM foi fortificado com fosfato de sédio anidro, a fim de simular a
influéncia do fésforo no crescimento do B. thuringiensis e analisar o uso deste
como meio de cultivo ou suplemento. O cultivo de Bacillus thuringiensis em
efluente apresenta-se como uma alternativa para reducao dos custos de produgao
na matriz arrozeira, ndo apenas destinando o efluente para um novo processo
produtivo, mas reduzindo o custo com compostos quimicos e eletricidade na
estacao de tratamento de efluentes da industria.

A Figura 1 apresenta o crescimento celular dos cultivos de B. Thuringiensis
nos tempos de 24 e 48 h.
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Figura 1

Todos cultivos apresentaram crescimento em 24 e 48 h, exceto o cultivo 6
(50 mL NYSM / 2% KH,POQO,) que apresentou uma reducao de 6,23x105 UFC/mL
apds 48 h, o que pode ter sido ocasionado por déficit de nutrientes no meio,
inibicdo por metabdlitos, erros no procedimento de amostragem e diluigdo ou
viabilidade do in6culo bacteriano. Os resultados apresentados neste trabalho séo
referentes ao crescimento de B. thuringiensis em 24 e 48 h, ndo apresentando a
concentragao celular inicial (0O h), visto que os inéculos foram padronizados em
espectrofotbmetro a 1,0 ABS e 600 nm, apresentando assim concentracdes
bacterianas semelhantes. Além disso, o presente trabalho visou verificar o
desenvolvimento bacteriano em concentracao celular final, ou seja, UFC/mL, pois
o efluente utilizado apresenta concentracdes médias de fosforo soluvel de 66
mg/L e uma complexa matriz, impondo condi¢des adversas ao crescimento
bacteriano. Este fato foi comprovado por Martin (1977), que descreveu em seu
trabalho a forma com que as concentragbes de fosfato podem ser controladas a
fim de alterar a sintese de antibidticos e crescimento celular. Este fato pode ser
observado na Figura 1 onde nos cultivos 5, 6, 7, e 8 em concordancia com o
aumento da concentragdo de KH,PO, nos meios, houve diminuicdo na taxa de
crescimento dos cultivos apds 24 h. Entretanto, o cultivo 1, em meio 12,5 mL
NYSM / 37,5 mL efluente, apresentou 6tima taxa de crescimento apds 24 h, como
pode-se observar na Figura 1, em comparagdo com o cultivo controle 4 (em meio
NYSM). Isto demonstra que é possivel se obter uma taxa de crescimento celular
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em efluente contendo fésforo quando neste estdo presentes outros substratos em
conjunto com os nutrientes do meio NYSM. Sendo assim, novos estudos seréo
realizados para analisar a composi¢cao adequada e modificacbes necessarias no
meio efluente a fim de obter taxas elevadas de multiplicagao celular.o.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir com o presente estudo que o B. thuringiensis possui
capacidade ndo so de sobreviver, mas como de se multiplicar em meios de cultivo
inicialmente considerados adversos, como efluentes industriais. Demonstrando-se
assim a possibilidade de utilizacdo do efluente como meio de cultivo para este
microrganismo, com o fim de utiliza-lo como agente remediador em etapa terciaria
de tratamento de efluentes industriais e obtengcado de biomassa.
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