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Isolamento de estirpes de Bacillus thuringiensis produtoras de agentes antimicrobianos

DEBORAH DA COSTA LAMAR*; PAULO ROBERTO QUEIROZ DA SILVA**

Resumo

Bacillus sao organismos Gram positivos, formam esporos tolerantes ao calor e a dessecacio,
possuem grande adaptabilidade quanto as condigdes fisioldgicas (temperatura, pH e
salinidade). A maioria das espécies ¢ capaz de produzir varias substincias que podem ser
inibitorias tanto para si quanto para outros microrganismos. Tem-se relatado, desde os anos
50, que varias bactérias do género Bac///us tem a capacidade de produzir substincias com a
atividade antimicrobiana, tais como, peptideos ou bacteriocinas. O objetivo da pesquisa foi
identificar estirpes de B. thuringiensis presentes em solos de cerrado produtoras de
substancias com efeito inibitorio contra outros microrganismos. Foram coletadas 16 amostras
de solo e realizados os procedimentos de isolamento com principio de dilui¢do de 10 e 100
vezes das amostras utilizando 1 g de solo, aplicagdo de choque térmico e inoculacio em
placas de Petri contendo meio agar LB. As placas foram colocadas na estufa por 48 h a 28 °C.
Do total de amostras coletadas, 6 apresentaram crescimento e, a partir destas, foram feitos
ensaios de inibicdo para testar a capacidade de producdo de bacteriocinas. O ensaio foi
realizado através da adapta¢do do método de difusdo em pogos. Apos a incubagao a 28 °C por
24 h as placas foram observadas quanto a formacdo de halos, indicando a inibi¢do. Nesse
caso, somente duas estirpes apresentaram essa propriedade, sendo entdo submetidas a novos
ensaios de inibi¢do (ensaio com caldo; teste de estabilidade térmica; teste com solvente
orginico) para avaliar a atividade delas. Dessa forma, as estirpes de B. thurinensis possuem a
capacidade de produzir toxinas inibindo o crescimento de outras estirpes de B. thuringiensis,
até mesmo quando utilizado o caldo, pois estas secretam as toxinas no meio extracelular,
sendo inibidas quando aquecidas a 80 °C e ativadas quando dissolvidas em solvente organico.
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1 INTRODUGAO

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram positiva esporulante. Os esporos
apresentam-se sob a forma de corpusculos esféricos ou ovoides, livres ou no interior da
bactéria (TEYSSOU et al., 1998). Estes esporos (Figura 1) produzem inclusdes cristalinas
responsaveis pela atividade toxica da espécie e pela sua identificagdo (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000; LUTH; WOLFERSBERGER, 2000). Este bacilo pertence a familia
Bacillaceae, varia entre 0,5 a 2,5 um de largura e 1,2 a 10 um de comprimento (MIRALLES;
PERES, 2004). Além disso, cresce em temperaturas que variam entre 25 °C e 37 °C.

Figura 1. Microscopia de contraste de fase de B. thuringiensis. Dentro das células estio presentes o esporo

(branco) e o cristal (preto).

Segundo Jack éf al., (1995), as bactérias sdo capazes de produzir varias substancias
que podem ser inibitérias tanto para si quanto para outros microrganismos, sendo assim varias
espécies de bactérias do género Bac///us produzem substincias com atividade antimicrobiana.

Bactérias acido laticas (LAB) tém sido usadas hd muito tempo em fermentagdo para
preservar a qualidade nutritiva dos alimentos. O principal efeito antimicrobiano ¢ exercido
pela LAB ¢ a produgdo de acido latico e de redugdo de pH. Além disso, LAB produz varios
compostos antimicrobianos, tais como, perdéxido de hidrogénio (H,O;) e bacteriocinas

(AMMOR et al., 2006).



As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos ativos contra outras bactérias
(BOWDISH ét al., 2005; COTTER et al., 2005.), devido a sua alta toxicidade em relagdo a
bactéria patogénica (CLEVELAND éf al., 2001). Podem ser produzidas por bactérias Gram
negativas e Gram positivas (SAVADOGO éf al., 2006), tendo grande interesse devido ao seu
uso potencial como conservantes de alimentos para inibir bactérias Gram positivas, tais como,
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus,
importantes patogenos de veiculagdo alimentar (CLEVELAND et al., 2001). B. thuringiensis
pode ser utilizado como uma fonte de bacteriocinas ativas contra espécies de B. cereus.

Nos ultimos anos, a producdo de bacteriocina por LAB tem atraido a atengao
significativa por potencial utilizagdo como aditivos seguros para a conservagdao de alimentos
(DIOP ét al., 2007). A nisina, conhecida desde os anos 20, foi a primeira bacteriocina que se
mostrou promissora para o uso na preservacao de alimentos. O uso dessa bacteriocina em
escala comercial ocorre ha quase 5 anos pela industria alimenticia (BIZANI, 2004), tendo
eficaicia em varios microrganismos deteriorantes e patogénicos como a L/Sferia
monocytogenes e sua aplicagdio em produtos alimentares (SCHILLINGER éf a/, 2001;
FREITAS ét al., 2008; STASZEWSKI; JAGUS, 2008).

Quatro classes foram criadas para classificar tais bacteriocinas, sendo a classe I
representada por pequenos peptideos termoestaveis, de baixa massa molecular (< 5 kDa),
Nisina; Classe II, pequenos peptideos termoestaveis (< 10 kDa), com estrutura helicoidal e
alta especificidade contra Li/steria monocytogenes, Classe IlI, peptideos termolabeis de alta
massa molecular (> 30 kDa), as quais promovem lise da celular da célula alvo e a Classe IV,
com grandes complexos de peptideos compostos de carboidratos e lipideos em sua estrutura

(CLEVELAND et al., 2001).

Ha muitas espécies do género Bacillus que possui uma variedade de espécies
industrialmente importantes, sendo usadas na conservagdo de alimentos. Antibioticos,
enzimas e inseticidas sio produtos vindos da fermenta¢do desses Bacillus, sendo hoje

utilizados em formulagdes comerciais (ARONSON éf a/., 1986).

Bacillus thuringiensis tem sido usado como um bioinseticida seguro por durante mais
de 50 anos (FAVRET; YOUSTERN, 1989). Estes organismos sdao produtores de
determinadas bacteriocinas, como Tochicina (PAIK éf al., 1997), Thuricina 7 (CHERIF ét al.,
2001), Thuricina 439 (AHERN éf a/., 2003) e Entomocina 9 (CHERIF éf a/., 2003).

Sendo assim, surge a necessidade de se desenvolver alternativas de conservacdo para

que, aliadas as tecnologias existentes, seja possivel disponibilizar para a populacao alimentos



de qualidade cada vez melhor e mais seguros sob o ponto de vista microbioldgico e
toxicologico (JAY, 2000).

O objetivo deste trabalho foi identificar estirpes de B. thuringiensis, presentes em
solos de cerrado, produtoras de substancias com efeito inibitério contra outros

microrganismos.

2DESENVOLVIMENTO

2.1 Material e Métodos

2.1.1 Isolamento

As estirpes foram coletadas a partir de solo do cerrado, com autorizagdo do Ibama pelo
cadastro no SISBIO (Numero da autorizacdo: 30683-1) (Tabela 1). Em 9 mL de solugao
salina 0,9% foram adicionados 1 g de solo das respectivas amostras e essas foram diluidas

1000 vezes.

Aproximadamente 1000 pL do diluido de 1000 vezes foram submetidas a choque
térmico, aquecidas a 80 °C durante 12 minutos e logo em seguida transferidas para uma bacia
com gelo por 5 minutos e plaqueadas em agar LB (extrato de levedura 5 g, 4gar bacterioldgico
5 g, peptona bacteriologica 10 g, cloreto de sédio 10 g, penicilina 0,5 mL e 4dgua qg.s.p 1000
mL, pH 7,2). Em seguida, 100 uL do material foram semeados em placa de meio LB é4gar e as
placas foram incubadas por 48 h a 28 °C. As coldnias crescidas foram coletadas e plaqueadas

em meio LB para confirmag¢do do isolamento.
2.1.2 Detecgdo da atividade de bacteriocina.

Foram realizadas duas estratégias: Primeiro as estirpes de B. thuringiensis foram
crescidas em meio LB liquido por 48 h a 28 °C e agitagdo de 80 rpm. Apds esse periodo de
incubacdo, as estirpes foram utilizadas nos experimentos de competicdo entre as estirpes.
Segundo, as estirpes foram crescidas em meio LB liquido por 48 h a 28 °C e agitagdao de 80
rpm. Apos esse periodo, realizou-se a centrifugagdo a 7500 rpm durante 10 min, retirada do
sobrenadante (caldo) e filtragdo do caldo em membranas Millex-GV de 0,22 pm (Millipore

S.A., St Quentin-em-Y velines). O filtrado foi mantido a -20 °C até o momento do uso.



Tabela 1. Locais de coleta das amostras de solo para isolamento de B. thuringiensis.

Local Data Latitude Longitude

Asa Sul 26/08/2011 15°47,8063°S  47°55,1962°0
Lago Norte I 26/08/2011 15°44,0643°S  47°53,0796°0
Parque da Cidade 1 26/08/2011 15°47,8063°S 47°53,9749°0
Pier 21 26/08/2011 15°49,1833°S  47°52,4640°0
Parque da Cidade I 20/09/2011 15°47,7149°S  47°53,5782°0
Parque Olhos D’agual  20/09/2011 15°44,2992°S  47°53,6040°0
Lago Norte 11 23/09/2011 15°44,0647°S  47°53,0813°0
Parque Olhos D’agua I 13/10/2011 15°44,5592°S  47°53,1502°0
Vicente Pires 12/03/2012 15°79,4339°S  48°04,9076°0
Lago Norte II 13/03/2012 15°44,5316°S  47°53,5784°0
Asa Norte- Uniceub 14/03/2012 15°45,9713°S  47°53,6529°0

2.1.3 Ensaio de inibicdo

A agdo da bacteriocina foi verificada a partir da adaptagdo do método de difusdo em

pocos estabelecido por Jack et al. (1995).

2.1.4 Ensaio com as estirpes

Foi depositada uma camada basal de 15 mL de meio LB agar em placas de Petri. Apods
o resfriamento dessa camada, foram posicionadas trés ponteiras de 1000 uL para formagao

dos pocos (Figura 2).

Uma vez fixadas as ponteiras, 25 mL de 4gar LB e 1 mL do caldo de uma estirpe
foram misturadas em tubo conico de 50 mL e depositadas sobre a camada basal. Apds a
solidificacdo do meio, as ponteiras foram retiradas e os pocos foram preenchidos com 50 pL
de outra estirpe. Apos 48 horas de incubagdo a 28 °C, verificou-se o aparecimento de uma
zona de inibi¢do. Os halos foram medidos e uma média foi calculada, para se avaliar a

intensidade de inibigao.



Figura 2. Preparo da camada basal para a formagdo dos pogos para a realizagdo da metodologia da difusdo em

Pocos.

2.1.5 Ensaio com filtrado

Apb6s a produgdo da camada basal e adigdo do meio LB contendo uma estirpe de Bt
(conforme descrito anteriormente), adicionou-se 50 pL do meio no qual houve o crescimento
de Bt (descrito anteriormente) filtrado através de membrana Millex-GV de 0,22 pm
(Millipore S.A., St Quentin-em-Y velines). Apds 48 horas de incubagao a 28 °C, verificou-se o
aparecimento de uma zona de inibi¢do. Os halos foram medidos e uma média foi calculada

para se avaliar a intensidade de inibigdo.

2.1.6 Teste de estabilidade térmica
Analisou-se a estabilidade térmica das bacteriocinas incubando-se o meio filtrado apds
crescimento de B. thuringiensis a 80 °C por 15 min seguindo-se resfriamento a 4 °C por 5

min. Em seguida, realizou-se o teste de inibicdo conforme descrito anteriormente.

2.1.7 Teste com solvente orgéanico

Analisou-se a estabilidade da bacteriocina em solvente polar adicionando-se 1 volume
do filtrado em 1 volume de 4lcool isopropilico. Em seguida, procedeu-se ao teste de inibigdo

conforme descrito anteriormente.



3 Resultados

Na fase de isolamento de B. thuringiensis foram coletadas 11 amostras de solo no
Distrito Federal em vérias localidades. Do total de amostras, 6 apresentaram crescimento, as
quais foram denominadas como estirpes A, B, C, D, X e Z.

Somente duas estirpes (B e C) apresentaram resultados de inibigdo positivo quando
colocadas com as outras em uma mesma placa e avaliadas pelo método de difusdao em pogos.
Os halos formados podem ser observados na figura 3. Sugere-se que algumas estirpes de B.
thuringiensis isoladas produziram bacteriocinas devido ao fato de inibirem o crescimento das

demais estirpes.

Figura 3a: Halo de inibigdo, estirpe B (dentro) inibindo a estirpe C (fora); 3b: Halo de inibigdo, B
(dentro) inibindo a D (fora); 3¢: Halo de inibigdo, B (dentro) inibindo a Z (fora); 3d: Halo de inibi¢do, B
(dentro) inibindo a X (fora); 3e: Halo de inibi¢do, C (dentro) inibindo a X (fora).
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O primeiro teste para avaliacdo da atividade das bacteriocinas, também feito por
difusdo em pocos foi utilizando o filtrado do meio no qual a bactéria cresceu. A estirpe B
apresentou o mesmo padrdo, inibindo as mesmas bactérias (Figura 4) e a estirpe C 0 mesmo
resultado conforme anteriormente descrito. A formacao de halo mostra que tais bactérias sao
capazes de secretar seus produtos antimicrobianos no meio nos quais crescem, sendo assim,

seus filtrados também conseguiram inibir o crescimento de outras estirpes.

Figura 4a: Halo de inibi¢do, estirpe B (dentro) inibindo a estirpe C (fora); 4b: Halo de inibi¢do, B (dentro)
inibindo a D (fora); 4¢: Halo de inibig¢do, B (dentro) inibindo a Z (fora); 4d: Halo de inibigdo, B (dentro)
inibindo a X (fora); 4e: Halo de inibi¢do, C (dentro) inibindo a X (fora).

Quando aquecidas a uma temperatura de 80 °C, as bacteriocinas obtidas das estirpes B
e C foram inativadas ndo conseguindo inibir nenhuma outra estirpe, sendo sensiveis a

temperaturas elevadas. Esse dado sugere a natureza protéica das bacteriocinas.
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Na figura 5 sdo mostrados os halos formados no terceiro teste de avaliagdo da
atividade, nos quais as estirpes B e C foram dissolvidas em isopropanol. Esse tltimo teste
indica que mesmo na presenca de um solvente diferente da dgua as bacteriocinas ainda sdo
capazes de manter sua atividade antimicrobiana, o ispopropanol ndo ¢ capaz de degradar as
bacteriocinas, diferentemente de quando sdo aquecidas. No controle feito somente com o
solvente ndo teve nenhum resultado de inibi¢do, confirmando entdo que a inibi¢do veio das

bactérias e ndo do solvente.

Figura 5a: Halo de inibigdo, estirpe B (dentro) inibindo a estirpe D (fora); 5b: Halo de inibig¢do, Z
(dentro) inibindo a D (fora); 5¢: Halo de inibi¢do, B (dentro) inibindo a X (fora); 5d:Halo de inibi¢do, C (dentro)
inibindo a X (fora).

Como visto nas figuras, as estirpes B e C foram as tnicas dentre as demais estirpes
que apresentaram resultados para produgdo de bacteriocina. Para cada teste realizado seus

halos de inibi¢ao foram medidos e uma média foi calculada a fim de se determinar a

intensidade de inibi¢do de cada bacteriocina para determinada estirpe.

No teste estirpe versus estirpe de B. thuringiensis (Tabela 2) observou-se que a estirpe
B, além de inibir mais estirpes apresenta seus halos em maior tamanho que a estirpe C, sendo
sua inibi¢do mais intensa e, também, entre as bactérias que inibiu mostra ser mais intensa

quando se trata da inibi¢do da estirpe D (0,36 cm), na qual o halo apresentou maior tamanho.
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Tabela 2. Média de inibigdo a partir da medida dos halos na inibi¢do do teste B. thuringienis versus estirpe de B.

thuringiensis.
Dentro/fora A B C D X Z
A - - - - -
B - 0,3 cm 0,36 cm 0,23 cm 0,27 cm
C - - - 0,10 cm -
D - - - - -

- significa auséncia de halo de inibigao.

Quando se trata da inibi¢do com o filtrado (Tabela 3), observa-se que a mesma estirpe
B continua inibindo as mesmas bactérias, sendo que os didmetros dos halos diminuem, sendo

o halo feito com a estirpe D o maior de todos os outros.

Tabela 3. Média de inibigéo a partir da medida dos halos na inibigdo do teste estirpe versus caldo filtrado de B.

thuringiensis.

Dentro/Fora A B C D X VA
B - 1,5cm 1,96 cm 1,4 cm 1,6 cm
C - - - - - -

- significa auséncia de halo de inibicdo.

O teste com solvente organico (Tabela 4) mostra quais estirpes as bactérias B e C
inibiram. Observa-se que somente neste, B ndo inibiu C, logo o isopropanol teve efeito
significativo para a inibicao de C.

Tabela 4. Média de inibigdo a partir da medida dos halos na inibi¢do do teste estirpe versus caldo filtrado de 5.
thuringiensis adicionado de isopropanol.

Dentro/Fora A B C D X Z
B - - - 0,9 cm 0,5 cm 0,2 cm
C - - - - 0,1 cm -

- significa auséncia de halo de inibic3o.

Os testes realizados mostraram-se positivos para formacdo de halos. Tal resultado
sugere a existéncia de bacteriocinas produzidas pelos Bacillus isolados, pois as estirpes

testadas apresentaram carater inibitorio.
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E observado que a estirpe B possui uma atividade maior em relagdo a C, visto que esta
foi capaz de inibir quase todas as estirpes nos trés testes de inibi¢do, ensaio com as estirpes,
ensaio com o caldo e teste com solvente organico, No teste de estabilidade térmica, no qual o
caldo foi aquecido a 80 °C, a estirpe B foi inativada, ndo conseguindo inibir nenhuma das

outras estirpes como nos outros testes.

Ja a estirpe denominada C apresentou caracteristicas diferentes, inibindo somente a
estirpe X, tendo esse resultado no ensaio com as estirpes € no teste com solvente organico,
nos demais testes ela foi inativada. O fato de inibir somente essa estirpe e de ndo inibir com o
filtrado, mostra que ela outro fator de inibi¢do quando comparado com a estirpe B, que

mostra que além de produzir sua toxina ¢ capaz de secreta-la no meio no qual cresceu.

Em relagdo ao tamanho dos halos formados, a estirpe B apresenta também uma acao
maior, pois seus halos apresentam-se sempre em maior tamanho, principalmente quando
colocado em contado com a estirpe D. Ja os halos formados entre C ¢ X s3o bem pequenos,
em todos os testes, sendo entdo mais um fator indicativo de que a acdo de tal bacteriocina seja

menos intensa quando comparada com a outra estirpe.

4 Discussao

As estirpes de B. thuringiensis sao capazes de produzir toxinas eficazes no combate a
outros microrganismos (SCHULZ; BONELLI; BATISTA, 2005). Isso ¢ de extrema
importincia no controle da contamina¢do de alimentos, uma vez que, as toxinas de Bac/llus
além de apresentarem efeitos sobre outras estirpes de B. thuringiensis, nio perdem sua
atividade quando entram em contato com solvente, mas quando submetidas a altas

temperaturas sua atividade ¢ perdida. Tal fato foi possivel ser mostrado neste estudo.

Glare; O’Callagham (2000) salientam a importancia de estudos a respeito do impacto
deste entomopatdogeno, visando principalmente mostrar sua capacidade de substituir ou
interagir com inseticidas convencionais, minimizando os riscos ambientais e na satde das

pessoas.

As estirpes produtoras de bacteriocina indicam boa atividade quando colocadas na
presenga de isopropanol, ndo sendo degradadas por este solvente. Isopropanol ¢ um solvente
organico muito soluvel em dgua, da mesma maneira que etanol, metanol e acetona, por esse

motivo, este reage com a parte hidrofilica do composto antimicrobiano, ndo inibindo a



14

atividade deste (CHERIF éf a/., 2006). Ha dois tipos descritos na literatura de bacterionas que
apresentam atividade na presenca de solvente organico. Thuricina, a primeira bacteriocina
isolada de B. thuringiensis mantém sua atividade quando dissolvida em solventes organicos
(FAVRET; YOUSTERN, 1989). Entomocina 110 quando incubada a 10% de solvente

orgénico (acetona, butanol, metanol e tolueno), nio afeta sua atividade (GRAY &t al., 2006a).

Quando aquecidas entre 80 a 85 °C perdem sua atividade de inibi¢do. Tais
caracteristicas de termoestabilidade sdo vistas em outras bacteriocinas de B. thuringiensis.
Thuricina perda de efeito inibitério quando aquecida a 96 °C (FAVRET; YOUSTEN, 1989).
Morricina 269 e Kurstacina 287, consideradas termotolerantes mantém sua atividade até 80°
C (BARBOZA-CORONA et al., 2007). Thuricina 439 ndo ha perda de atividade até 80° C,
mas quando incubada a 120° C por 15 minutos torna-se inativa, perdendo sua atividade
completamente (CHEMINI éf al., 2007). A Thuricina S quando incubada a 121° C por 10
minutos, perde totalmente sua atividade (CHEMINI éf a/., 2007). Bacthuricina F4 apresenta-
se estavel até 70 °C e quando incubado a 90 °C por 30 minutos pode conservar sua atividade
em 20% (KAMOUN éf al., 2005). Thuricina 17 ndo presenta alteragdo na atividade até 100
°C, mas quando incubado a 121° C por 5 minutos perde totalmente sua atividade (GRAY éf

al, 2006a).

As demais bacteriocinas apresentam-se mais resistentes em relagdo as outras. A
Thochicina suporta temperaturas de até 90 °C por 30 minutos (PAIK éf 4/.,1997). A Thuricina
7 também apresenta termoestabilidade quando submetida a temperaturas elevadas, mantendo
90% da sua atividade quando incubada a 90° C (CHERIF éf al, 2001). Entomocina 9 ¢
Entomocina 110 mantém atividade de 72% e 53% respectivamente, quando incubadas a 121°
C por 20 minutos (CHERIF éf a/., 2003). Kenyacina 404, entomocina 420 ¢ tolworthcina 524
sdo consideradas termoresistentes por manter atividade até temperaturas de 121 °C

(BARBOZA-CORONA ét al., 2007).

E observado que cada tipo de bacteriocina apresenta uma caracteristica diferente
quando submetida a uma determinada temperatura ¢ um tipo de solvente, mediante a esses
fatores elas podem ser classificadas. De acordo com os resultados obtidos e a comparagao
com resultados mostrados em literatura sugere-se que o tipo de bacteriocina presente nesse
estudo seja a thuricina, pois esta apresenta atividade quando dissolvida em solventes
organicos e hd perda de atividade quando aquecida a 96 °C, sendo a temperatura mais

proxima da usado no estudo.



15

5CONCLUSAQ

De dezesseis amostras de solo do cerrado seis apresentaram morfologia tipica
sugerindo serem Bacillus thuringiensis e someente duas estirpes apresentam produgdo para

bacteriocinas, fato observado pelo ensaio de inibi¢do entre estirpes.
O composto antimicrobiano inibe estirpes de B. thuringiensis.

O composto antimicrobiano ¢ secretado pelo Bacillu no meio em que cresce, pois

quando usado somente seu caldo filtrado apresenta inibigao.

O composto antimicrobiano ndo ¢ termotolerante, pois quando aquecido a 80 °C perde

sua atividade de inibigao.

A atividade do composto antimicrobiano ndo ¢ afetada quando este ¢ dissolvido em

solvente organico (isopropanol).

Sugere-se que essas duas estirpes sejam produtoras de bacteriocina e que essa seja
Thuricina, pois ¢ a que mais se adequa nos resultados obtidos nessa pesquisa em comparagao
com a literatura de outros trabalhos realizados. Sendo de classe III devido a sua alta massa

molecular.



Isolation of Bacillus thuringiensis strains production of antimicrobial agents

Abstract

Bacillus are Gram-positive, spore-forming heat tolerant and desiccation. They have great
adaptability as physiological conditions (temperature, pH and salinity). Most species can
produce substances that can be inhibitory for both itself and for other microorganisms. It has
been reported, since the 50s, that various bacteria of the genus Bacillus has the ability to
produce substances with antimicrobial activity, such as peptides or bacteriocins. The objective
of the research was to identify strains of B. thuringiensis present in cerrado soils to produce
substances with inhibitory effect against other microorganisms. 16 samples were collected
from soil and isolation procedures carried out with dilution principle 10 and 100 times using 1
g samples of soil, thermal shock application and inoculation in a Petri dish containing LB agar
medium. The plates were placed in the greenhouse for 48 h at 28 © C. Of all samples, six
showed growth and, from these, inhibition assays were performed to test the ability to
produce bacteriocins. The assay was performed by adapting the method of diffusion wells.
After incubation at 28 °© C for 24 h the plates were observed for the formation of halos,
indicating inhibition. In this case, only two strains showed this property, and then subjected to
further testing inhibition (test broth; test thermal stability test with organic solvent) to assess
their activity. Thus, strains of B. thurinensis have the capacity to produce toxins inhibiting the
growth of other strains of B. thuringiensis even when the broth used, because these toxins
secreted in the extracellular environment, being inhibited when heated to 80 ° C and activated
when dissolved in an organic solvent.

Key words: Bacteriocin. Peptide. Toxin.
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