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RESUMO 

 

O mosquito Aedes aegypti é considerado o vetor primário de muitos arbovírus causadores de 

doenças como a dengue, chikungunya e zika. Os problemas ocasionados por este vetor são 

imensuráveis, sendo necessárias novas estratégias de controle para amenizar os impactos na saúde 

pública. As bactérias do gênero Bacillus e Brevibacillus, constituem-se como principais 

microrganismos entomopatogênicos utilizados no controle destes mosquitos. Considerando a 

diversidade metabólica e genética destas bactérias, o presente estudo, objetivou avaliar o potencial 

químico e biológico das bactérias do gênero Bacillus e Brevibacillus, isolados de diferentes 

ambientes amazônicos, com toxicidade para as larvas de A. aegypti. Foram isoladas 143 linhagens 

de bacilos nos meios de cultivo (NA, LB e ISP2) por meio do choque térmico, no qual foi 

caracterizado por coloração de Gram, sendo encontrados 136 bacilos gram positivos e sete gram 

negativos. Por meio dos clusters do perfil fenotípico foram selecionadas 77 linhagens como 

representantes e identificadas pela sequência do gene 16S rRNA, sendo encontrado seis gêneros 

bacterianos como, Bacillus, Brevibacillus, Achromobacter, Serratia, Klebsiella e Brevundimonas. 

As 77 linhagens caracterizadas foram testadas em bioensaios seletivos contras larvas de A. aegypti, 

das quais 21 (27.2%) apresentaram atividade larvicida. As linhagens que apresentaram toxicidade 

acima de 50% foram utilizadas para os bioensaios das frações do sobrenadante e do pellet das 

culturas bacterianas por meio de bioensaios seletivos e quantitativos. Em relação aos valores da 

CL50 e CL90 das linhagens ativas (SPa07NA-Br. halotolerans e SX15LB-B. safensis) na fração do 

sobrenadante (SUP), não foi observado diferença estatística significativa (p>0.05) quando 

comparadas com a cepa padrão Bti BR101NA, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados do 

pellet não autoclavado (PEL) em 48h mostraram que a linhagem SBC13LB-B. thuringiensis obteve 

valor de CL50 (0.004 mg/l) menor que o da cepa padrão Bti BR101NA (0.008 mg/l), sendo 

verificado diferença estatística significativa (p = 0.05), mostrando maior toxicidade. Considerando 

os resultados do pellet autoclavado + sobrenadante (APEL+SUP), as linhagens SP06LB-B. 

thuringiensis e SPa22LB-B. safensis não apresentaram diferenças estatísticas significativa (p>0.05) 

quando comparado com a cepa padrão Bti BR101NA nos intervalos de 24, 48 e 72h. Os resultados 

do pellet autoclavado (APEL), mostraram que a linhagem SPa22LB-B. safensis não apresentou 

diferença estatística significativa entre os valores de CL50 e CL90 nos intervalos de 24, 48 e 72h. As 

linhagens ativas nas frações do sobrenadante (SUP) e do pellet (PEL) foram utilizadas para o estudo 

de metabólitos secundários, no qual duas linhagens (SPa07NA-Br. halotolerans e SX15LB-B. 

safensis) apresentaram toxicidade nos extratos obtido do sobrenadante (SUP). A linhagem SPa07NA 

apresentou maior toxicidade na CL50 e CL90 sendo verificado diferença estatística significativa 

(p<0.05) nos intervalos de 24, 48 e 72h. O estudo dos metabólitos da linhagem SPa07NA-Br. 

halotolerans, permitiu o rastrear os metabólitos ativos nos extratos. Os resultados obtidos pela 

inserção direta em espectrometria de massas por ionização em electrospray mostraram que durante 

os 10 dias de cultivo das linhagens não foram observadas mudanças nos íons, mas sim a prevalência 

de íons majoritários. Além disso, a atividade biológica contra as larvas de A. aegypti não 

apresentaram diferenças significativas. A técnica de padronização de isolamento por HPLC 

semipreparativo aliados com os ensaios biológicos e fracionamento permitiram obter três frações e 

12 subfrações ativas para as larvas. O perfil químico dos extratos de metabólitos das linhagens 

promissoras necessita de estudos complementares que podem ser realizados em trabalhos futuros a 

fim de caracterizar e elucidar as moléculas ativas. Além dos estudos dos metabólitos, foi avaliado o 

comportamento antagônico de duas cepas ativas que apresentaram atividade larvicida somente no 

pellet (PEL). Os estudos do potencial das linhagens GD02.13NA-B. toyonensis e SBC13NA-B. 

thuringiensis mostraram resultados semelhantes a cepa padrão Bti BR 101, no qual foi evidenciado 

colonização bacteriana nas partes da cabeça e tronco das larvas, e amplificação positiva para os 

genes Cry4 e Chi com potencial para produção de enzimas quitinases. Dessa forma, considera-se 

que as linhagens isoladas apresentam potencial para produção de metabólitos primários e 

secundários para diversas estratégias de controle para esses mosquitos. 
 
Palavras-chave: Microbiota Amazônica, metabólitos, antagonismo, controle biológico. 

 



 

 

 

SUMMARY 

 

The Aedes aegypti mosquito is considered the primary vector of many arboviruses that cause 

diseases such as dengue, chikungunya and Zika. The problems caused by this vector are 

immeasurable, and new control strategies are needed to mitigate the impacts on public health. 

Bacillus and Brevibacillus genus bacteria are the main entomopathogenic microorganisms used to 

control these mosquitoes. Considering the metabolic and genetic diversity of these bacteria, this 

study aimed to evaluate the chemical and biological potential of bacteria of the genus Bacillus and 

Brevibacillus, isolated from different Amazonian environments, with toxicity to A. aegypti. One 

hundred and forty three strains of bacilli were isolated in the culture media (NA, LB and ISP2) by 

means of heat shock, which was characterized by Gram stain, with 136 gram positive and seven 

gram negative bacilli found. Through the clusters of the phenotypic profile, 77 strains were selected 

as representatives and identified by the 16S rRNA gene sequence, being found six bacterial genera 

such as Bacillus, Brevibacillus, Achromobacter, Serratia, Klebsiella and Brevundimonas. The 77 

characterized lines were tested in selective bioassays against A. aegypti, of which 21 (27.2%) had 

larvicidal activity. The strains that showed toxicity above 50% were used for bioassays of the 

supernatant and pellet fractions of bacterial cultures by means of selective and quantitative 

bioassays. Regarding the LC50 and LC90 values of the active strains (SPa07NA-Br. halotolerans and 

SX15LB-B. safensis) in the supernatant fraction (SUP), no statistically significant difference was 

observed (p>0.05) when compared to the standard Bti strain BR101NA, at intervals of 24, 48 and 

72 hours. The results of the non-autoclaved pellet (PEL) at 48h showed that the SBC13LB-B. 

thuringiensis strain obtained a LC50 value (0.004 mg/l) lower than that of the standard strain Bti 

BR101NA (0.008 mg/l), with a statistically significant difference (p = 0.05), showing greater 

toxicity. Considering the results of autoclaved pellet + supernatant (APEL+SUP), the strains 

SP06LB-B. thuringiensis and SPa22LB-B. safensis did not show statistically significant differences 

(p>0.05) when compared to the standard Bti BR101NA strain at intervals of 24, 48 and 72h. The 

results of the autoclaved pellet (APEL) showed that the strain SPa22LB-B. safensis did not present 

statistically significant difference between the values of LC50 and LC90 in the intervals of 24, 48 and 

72h. The active strains in the supernatant (SUP) and pellet (PEL) fractions were used for the study 

of secondary metabolites, in which two strains (SPa07NA-Br. halotolerans and SX15LB-B. 

safensis) showed toxicity in the extracts obtained from the supernatant ( SUP). The SPa07NA strain 

showed greater toxicity in LC50 and LC90, with a statistically significant difference (p<0.05) at 

intervals of 24, 48 and 72h. The study of metabolites of the SPa07NA-Br. halotolerans strain, 

allowed the tracking of active metabolites in the extracts. The results obtained by direct insertion in 

electrospray ionization mass spectrometry showed that during the 10 days of culture of the strains, 

no changes in the ions were observed, but the prevalence of major ions was observed. Furthermore, 

the biological activity against A. aegypti did not show significant differences. The isolation 

standardization technique by semi-preparative HPLC combined with biological assays and 

fractionation allowed obtaining three fractions and 12 active subfractions for the larvae. The 

chemical profile of metabolite extracts from promising strains needs further studies that can be 

carried out in future work in order to characterize and elucidate the active molecules. In addition to 

metabolite studies, the antagonistic behavior of two active strains that showed larvicidal activity 

only in the pellet (PEL) was evaluated. Studies of the potential of GD02.13NA-B. toyonensis strains 

and SBC13NA-B. thuringiensis showed similar results to the standard Bti BR 101 strain, in which 

bacterial colonization in the larvae's head and trunk was evidenced, and positive amplification for 

Cry4 and Chi genes with potential for production of chitinase enzymes. Thus, it is considered that 

the isolated strains have the potential to produce primary and secondary metabolites for different 

control strategies for these mosquitoes. 

 

Keywords: Amazon microbiota, metabolites, antagonism, biological control. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os mosquitos hematófagos podem transmitir uma grande diversidade de 

microrganismos, responsáveis por várias doenças que acometem os seres humanos, como a 

dengue, zika e chikungunya, ambas ocasionadas por arbovírus. Estas doenças ocasionam 

diversos problemas para a saúde pública em todo mundo, afetando principalmente as pessoas 

mais carentes que vivem nos trópicos e subtrópicos, como amazônia brasileira. Aedes 

(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é considerado o vetor primário de arbovírus causadores 

dessas doenças (FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016; ARAGÃO et al., 2018). 

A adaptabilidade desses mosquitos em áreas urbanas, o comportamento altamente 

antropofílico e os recentes surtos das doenças mencionadas acima, tornam este vetor um 

importante problema de saúde pública a ser resolvido (KILPATRICK & RANDOLPH, 2012; 

PAIXÃO et al., 2018; NÓBREGA et al., 2018). 

Em todo o mundo, os surtos de dengue, zika e chikungunya variam em localização 

geográfica, magnitude e duração. Estima-se que entre 95 e 114 milhões de infecções de 

dengue ocorram globalmente por ano, com 32 a 66 milhões de casos de doenças febris e 4 

milhões de infecções sintomáticas, que podem exigir hospitalização (CATTARINO et al., 

2020). Em 2015, um surto de zika no Brasil foi responsável por 440 mil a 1,3 milhões de 

casos de infecção, espalhando-se rapidamente por toda a América Latina e Caribe. A doença 

denominada Zika foi declarada uma emergência de saúde pública de interesse internacional 

pela Organização Mundial da Saúde em fevereiro de 2016 (SIKKA et al., 2016). 

No início dos anos 2000, foram registrados surtos de chikungunya em países da 

África, Ásia e Europa. Em 2013, surgiu nas Américas e, no primeiro ano, foram relatados 

mais de um milhão de novos casos (JONES et al., 2020).  

Atualmente, não há vacina ou medicamento terapêutico específico disponível para 

dengue, zika, chikungunya, portanto, o controle vetorial é o principal método disponível para 

o combate dessas doenças (WILSON et al., 2020). 

O controle vetorial, utilizando compostos de substâncias orgânicas e inorgânicas, vem 

sendo a estratégia mais utilizada para o controle de mosquitos vetores e insetos considerados 

pragas na agricultura. Os principais produtos químicos estão relacionados às classes dos 

organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretróides que agem no sistema nervoso 

central, assim como os reguladores de crescimento de insetos (IGRs) (BRAGA & VALLE, 

2007a; BOYER et al., 2012; BELINATO & VALLE, 2015; ROIZ et al., 2018). Entretanto, a 

utilização prolongada e intensiva dos inseticidas químicos, podem ocasionar diversos 

problemas para o meio ambiente, danos à entomofauna associada e desencadear resistência 
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nas espécies de mosquitos (MOYES et al., 2017). Neste contexto, surge como alternativa aos 

produtos químicos, o controle biológico, principalmente utilizando microrganismos como 

fungos e bactérias. 

Os microrganismos entomopatogênicos são ferramentas promissoras para o controle 

de mosquitos transmissores de doenças (LERECLUS et al., 2000; EVANS et al., 2018; 

LAZARTE et al., 2018; DAHMANA et al., 2020). 

Bactérias do gênero Bacillus e correlatos, principalmente Bacillus thuringiensis (Bti), 

Lysinybacillus sphaericus e Brevibacillus laterosporus, são utilizados há décadas como 

produtos biológicos para o controle de mosquitos, causando mortalidade nas larvas 

(ARANTES et al., 2002; GALARDO et al., 2013; RUIU et al., 2013). 

A diversidade de metabólitos que essas bactérias produzem como, por exemplo, 

proteínas inseticidas (CRY, VIP e SIP), enzimas hidrolíticas (quitinases e beta-glucanases) e 

lipopeptídeos, apresentam diversos mecanismos de patogenicidade contra insetos vetores de 

doenças e pragas de importância agrícola (BRAVO et al., 2007; RUIU et al., 2013; GUO et 

al., 2015; AMBRICO & TRUPO, 2017. 

Embora já se conheça bastante sobre B. thuringiensis (Bti), L. sphaericus e Br. 

laterosporus no controle de A. aegypti, novas abordagens e biomoléculas sempre são de 

interesse para a somatória de medidas que possam agir em conjunto ou complementares no 

controle deste vetor. Em se tratando do bioma amazônico, é de se esperar que nos ambientes 

que compõem essa região, podemos encontrar microrganismos para este fim. Metabólitos 

derivados de bactérias isoladas podem conter novas moléculas com propriedades inseticidas 

que podem ser utilizadas como ferramentas biológicas para o controle de doenças transmitidas 

por mosquitos.  

Neste sentido, tendo em vista a necessidade atual de identificar microrganismos 

amazônicos promissores no fornecimento de novos princípios ativos, e ainda visando o 

conhecimento sobre as linhagens, seja pelo perfil genético, químico e entomotóxico, este 

trabalho buscou contribuir com dados relevantes sobre a potencial de Bacillus e Brevibacillus 

spp., tóxicos para larvas de A. aegypti. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aedes aegypti: aspectos gerais 

Mosquitos do gênero Aedes Meigen, 1818, estão entre os principais transmissores de 

agentes etiológicos de doenças ao homem, sendo as espécies Aedes (Stegomya) aegypti 

Linnaeus 1762 e Aedes (Stegomya) albopictus Skuse, 1894, consideradas as mais importantes 

do grupo, devido às implicações na transmissão de muitos arbovírus (VEGA-RUA et al., 

2013; LETA et al., 2018; POWELL, 2018). 

Dentre as várias doenças que A. aegypti pode transmitir, destacamos a dengue, 

chikungunya e zika (OTERO & SOLARI, 2010; NUNES et al., 2015; GOULD et al., 2017). 

Recentemente, a atenção das autoridades em saúde se concentrou no vírus Zika devido à sua 

associação com distúrbios neurológicos congênitos, como microcefalia e síndrome de 

Guillain-Barré (GATHERER & KOHL, 2016, WIKAN & SMITH, 2016). 

O mosquito A. aegypti é nativo da África, mas se propagou para os demais 

continentes, e atualmente pode ser encontrado em diversas regiões tropicais e subtropicais do 

planeta (LOUNIBOS, 1981; KAMAL et a, 2018). No Brasil, este mosquito foi detectado 

possivelmente entre os séculos XVI até meados XIX e, atualmente, pode ser encontrado em 

todos os Estados e no Distrito Federal (CONSOLI & LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994; 

BRAGA & VALLE, 2007b; CARVALHO & MOREIRA, 2017). 

Alguns fatores ambientais e antropogênicos foram determinantes para a propagação e 

permanência desta espécie. Além disso, os ovos podem resistir às condições adversas por um 

longo período, em virtude de um processo denominado quiescência, o que ajuda muito no 

sucesso da reprodução desses mosquitos (DICKENS et al., 2018). 

O vetor possui o desenvolvimento do tipo holometábolo, ou seja, passa pelos estágios 

de ovo, larva (com quatro estádios), pupa e adulto (Figura 1). Este ciclo ocorre em um período 

de 7 a 14 dias, dependendo das condições climáticas, da disponibilidade de alimentos e 

quantidade de larvas presentes no mesmo criadouro (CLEMENTS, 1992; FORATTINI, 2002; 

CARVALHO & MOREIRA, 2017). 
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Figura 1: Ciclo de vida de Aedes aegypti 

Fonte: http://www.casadaciencia.com.br/o-fim-da-picada/ 

 

 

Após a emergência, os adultos realizam a cópula e se alimenta de substâncias 

açucaradas, como o néctar e seiva de plantas, o que constitui parte essencial da dieta destes 

mosquitos. As fêmeas realizam ainda o repasto sanguíneo, o que proporciona o 

desenvolvimento e maturação dos ovos. Este comportamento hematófago é considerado 

altamente antropofílico e ocorre ao amanhecer, pouco antes do anoitecer, mas pode ser 

realizado a qualquer hora do dia, caso o hospedeiro venha se aproximar de domicílios 

(CONSOLI & LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002). 

Morfologicamente, os adultos podem ser identificados por apresentarem um clípeo 

com dois tufos de escamas branco-prateadas e o escudo ornamentado com escamas branco-

prateadas formando um desenho de lira. Além disso, para a diferenciação do sexo, utiliza-se a 

morfologia de antena e a estrutura do aparelho bucal, ou seja, os machos podem ser 

diferenciados pela presença de antenas do tipo plumosas e palpos longos e as fêmeas por 

possuírem antenas do tipo filiforme e palpos curtos (CONSOLI & LOURENÇO-DE-

OLIVEIRA, 1994). 

A. aegypti é considerado um mosquito de comportamento doméstico, podendo viver 

dentro ou ao redor de domicílios. Pelo fato de ser um mosquito antropofílico, sua presença é 

mais comum em áreas urbanas e a infecção é mais intensa em regiões com alta densidade 

populacional, principalmente em espaços com ocupação desordenada. Esses locais 

proporcionam melhores condições de reprodução, alimentação, devido à disponibilidade de 

criadouros, principalmente no verão (CONSOLI & LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). 

http://www.casadaciencia.com.br/o-fim-da-picada/
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Além disso, as mudanças climáticas constituem fatores ambientais que afetam o 

processo saúde/doença, ocasionando a reemergência e dispersão de doenças para os seres 

humanos, o qual intervém diretamente neste processo, provocando intensa poluição 

ambiental, gerando excesso de resíduos. Neste contexto, a diversidade e as diferentes 

frequências de mosquitos, com seus respectivos grupos genéticos, presentes nos ecossistemas, 

contribuem para as interações ecológicas na natureza em nível global (FORATTINI, 2002; 

WRBU, 2020). 

 

2.2 Principais arboviroses associadas ao Aedes aegypti 

Dengue, chikungunya e zika têm se tornado preocupação constante para a saúde 

pública mundial, devido aos crescentes números de casos a cada ano. Os vírus que ocasionam 

essas doenças são de fácil dispersão e mutação, podendo parasitar novos hospedeiros por 

diferentes meios, e consequentemente apresentam constantes riscos de causarem epidemias. 

Neste aspecto, essas doenças precisam cada vez mais de estudos e investimentos para 

aprimoramento dos setores de vigilância (DONALISIO et al., 2017). 

A dengue é a arbovirose urbana mais dominante nas Américas, tendo o Brasil como 

destaque nos mais elevados índices de casos da doença, nesta região. O primeiro caso 

documentado no Brasil data de 1981-1982, em Boa Vista/RR, causada pelos sorotipos 

DENV1 e DENV4. A ―doença se configura em ―doença febril aguda‖, sistêmica e dinâmica‖ e 

pode apresentar um amplo quadro clínico, que varia de assintomáticos a de maior gravidade, 

podendo levar à morte (BRASIL, 2019). 

Casos da febre zika têm sido reportados no país desde o final de 2014, principalmente 

na região Nordeste. Assim como a dengue, é uma arbovirose que decorre a partir da picada do 

mosquito fêmea A. aegypti infectada, que transmite o vírus zika. Apresenta ainda outras 

formas de transmissibilidade, como a sexual, pós-transfusional e transplacentária, causando 

sintomas semelhantes aos da dengue, em formas mais leves. A febre zika tem sido associada a 

formas graves de malformação congênita e aumento das manifestações neurológicas graves, 

devido ao tropismo do vírus pelo sistema nervoso (BRASIL, 2019). 

A febre chikungunya é uma doença que começa com uma fase aguda, semelhante a 

dengue, podendo evoluir para outras duas fases: sub-aguda e crônica, e em casos 

excepcionais, levar a óbito. A chikungunya se mostra uma doença de caráter epidêmico e com 

alta taxa de morbidade, sendo associado à artralgia persistente, o que acarreta a redução da 

qualidade de vida e da produtividade (BRASIL, 2017). 

São imensuráveis os danos causados ao homem por estes patógenos veiculados por 

este vetor. Considerando os grandes problemas que esta espécie ocasiona para a saúde 



 

 

18 

 

 

pública, novas medidas para amenizar os impactos ocasionados são necessárias. Como não 

existe vacina que confira 100% de proteção para toda faixa etária da população, e para todos 

os sorotipos do vírus dengue, assimo como aos demais arbovírus zika e chikungunya, torna-se 

necessário também o uso de medidas e estratégias voltadas para o controle vetorial 

(LUTINSKI et al., 2017). 

Devido à suscetibilidade de transmissão dos agentes patogênicos, associado aos 

aspectos biológicos desse artrópode e a grande quantidade de criadouros artificiais 

disponíveis, que favorece o desenvolvimento deste vetor, diversos métodos de manejo foram 

desenvolvidos para o controle das formas imaturas e dos adultos desta espécie (BRAGA & 

VALLE, 2007a; ZARA et al., 2016; CARVALHO & MOREIRA, 2017). 

As condições urbanas têm sido favorecidas as menores taxas de sobrevivência, 

dispersão e fecundidade de mosquitos adultos e a viabilidade de ovos, mas ao reduzir o tempo 

de desenvolvimento de imaturos (larvas e pupas), resultam na produção de mais descendentes 

e mais gerações por ano (HONÓRIO et al., 2003, 2009; DELATTE  et al., 2009). 

Entretanto, a interação do ser humano com o meio ambiente, de forma inadequada, 

afeta o desequilíbrio do ecossistema e consequentemente, torna-o vulnerável aos diversos 

microrganismos transmitidos por diferentes gêneros de mosquitos, os quais ocasionam 

diferentes doenças, como a malária, febre amarela urbana, dengue, filariose, dentre outras, 

cuja gravidade é variável. Milhares de pessoas pelo mundo são infectadas e desenvolvem 

essas doenças, que causam grandes impactos negativos à saúde pública e a economia, em suas 

áreas de ocorrência (WILKERSON et al., 2015). 

 

2.3 Controle vetorial e estratégias de controle 

Historicamente, no Brasil o combate aos mosquitos transmissores de patógenos ao 

homem é feito com aplicações de inseticidas químicos. Essas medidas têm sido a principal 

técnica utilizada, desde o início das primeiras campanhas de combate a mosquitos vetores no 

país (CARVALHO & SILVA, 1999). Várias medidas para o controle dos mosquitos vetores 

podem ser desenvolvidas, como por exemplo, controle mecânico ou ambiental e o controle 

químico. Estes produtos são utilizados para o controle dependendo da fase e dos hábitos do 

vetor. 

O controle vetorial usando inseticidas sintéticos continua sendo a principal estratégia 

para mitigar a disseminação de doenças infecciosas. Contudo, pesticidas químicos causam 

sérios riscos à saúde humana, poluição do meio ambiente e aumento da resistência a 

inseticidas em populações de mosquitos. Nos anos 40, o surgimento do 

diclorodifeniltricloroetano (DDT) iniciou o controle químico do vetor como larvicida e 
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adulticida. O seu uso contínuo ocasionou muitos prejuízos ao ambiente, à fauna associada e 

aos seres humanos. Com isso, o DDT foi excluído do programa de controle de vetores pelo 

Ministério da Saúde do Brasil (MARQUES et al., 2017). 

Em relação aos inseticidas químicos que causam menor dano ambiental, destacam-se 

os piretróides, por ser de fácil degradação pela ação de agentes biológicos, além de não se 

concentrarem nos tecidos dos vertebrados. Contudo, por serem quimicamente instáveis, suas 

aplicações precisam ser realizadas com frequência. Além disso, são tóxicos para os 

vertebrados, mesmo aplicados em concentrações consideradas baixas. O grupo mais 

conhecido desta classe é o temefós, o qual foi utilizado durante alguns anos no controle de A. 

aegypti em áreas urbanas (BRAGA & VALLE, 2007a; VALLE et al., 2015). 

Diante da toxicidade dos compostos organoclorados ao meio ambiente, surgiu como 

alternativa, os piretróides, uma substância natural produzida pelas plantas do gênero 

Chrysanthemum. Este inseticida apresenta toxicidade aos mosquitos adultos, porém, devido o 

seu potencial tóxico à fauna aquática, estes produtos ficaram inviabilizados de ser aplicados 

no meio ambiente (DEVINE et al, 2008; NKYA et al., 2013; ZARA et al., 2016). 

A classe dos Insects Growth Regulators - IGRs são alternativas de controle, cuja 

função é interferir na substituição do exoesqueleto dos artrópodes. Estes produtos atuam na 

fase imatura, prolongando o tempo de permanência neste estágio, impedindo desta forma a 

emergência dos adultos (RESENDE & GAMA, 2006; BRAGA & VALLE, 2007a; COSTA & 

TADEI, 2012). Considerando os estudos sobre a resistência de mosquitos a essa classe de 

compostos, são citados alguns exemplos, como a resistência de Aedes nigromaculis 

(CORNEL et al., 2000), Aedes taeniohynchus (DAME et al., 1998), Culex quinquefasciatus 

(SU & CHENG, 2014) ao metopreno e Culex pipiens ao Diflubenzuron (GRIGORAKI et al., 

2017). No entanto, o risco geral de resistência do mosquito ao metopreno e ao diflubenzuron é 

considerado baixo (BELLINATO et al., 2016). 

Embora muitos estudos tenham sido realizados sobre o efeito de IGRs, na tentativa de 

analisar a resistência de A. aegypti frente a estes compostos, associado com alguns parâmetros 

biológicos das populações utilizadas, esta classe ainda é utilizada como potenciais alternativos 

para o controle desse mosquito (BELINATO et al., 2009; BELINATO & VALLE, 2015).  

Devido às consequências dos efeitos negativos ocasionados pelo uso contínuo e 

errôneo dos inseticidas químicos, buscou-se utilizar alternativas consideradas ecologicamente 

mais seguras e eficientes, para controlar insetos de importância médica e agrícola. Em geral, 

ressaltam-se os agentes bióticos, como por exemplo, bactérias, fungos e crustáceos, (LOPES, 

1999; FORATTINI, 2002; CAVALCANTI et al., 2007; DARBRO et al., 2011; HUANG et al., 

2017; THOMAS, 2018). 
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O alto custo, baixa sustentabilidade dos inseticidas convencionais e a falta de vacinas 

licenciadas para a proteção da população contra muitos desses arbovírus, são fatores que 

estimularam o interesse crescente no controle biológico (LACEY & LACEY, 1990, 

MANNING et al., 2018). 

―Os pesticidas biológicos, também conhecidos como ‗biopesticidas‖ são derivados de 

produtos naturais, incluindo animais, plantas, micróbios e alguns minerais (GLARE et al., 

2012). Os pesticidas microbianos são provenientes de bactérias, fungos, leveduras, alguns 

protozoários e vírus que compõem uma maior parte dos produtos importantes para a indústria 

de biopesticidas. De fato, os produtos microbianos são o segmento de produtos que mais 

cresce na indústria de biocontrole (DUNHAM, 2015). O controle efetivo do estádio de 

populações de mosquitos é crucial para prevenir e gerenciar vetores de doenças (BENELLI, 

2015, BENELLI & MEHLHORN, 2016; MURUGAN et al., 2018). 

Na Europa, substâncias ativas de biopesticidas foram legisladas pela Diretiva 

91/414/CEE (comissão Europeia, 1991), sendo posteriormente substituído pelo atual 

Regulamento (CE) Nº 1107/2009 (comissão Europeia, 2009), implementado por Regulamento 

de Execução (UE) n.o 540/2011 da comissão. Nos Estados Unidos, os biopesticidas são 

regulados pela Divisão de Biopesticidas e Prevenção da Poluição (BPPD) de Agência de 

Proteção Ambiental (EPA) (ARTHURS & DARA, 2018). Por outro lado, em países em 

desenvolvimento como o Brasil, onde os biopesticidas são um mercado em crescimento, os 

produtos de biocontrole ainda estão sob o mesmo regulamento que os pesticidas químicos 

(MASCARIN et al., 2019). 

 

2.4 Bacillus spp. 

A diversidade de bactérias do gênero Bacillus, Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem 

Bacillales e Família Bacillaceae, constituem um extenso grupo taxonômico que apresentam 

características fenotípicas e genotípicas diversificadas. O gênero Bacillus foi relatado, pela 

primeira vez, por Cohn (1872) que descreveu como resistente ao calor, cujas bactérias são 

produtoras de endósporos. Este gênero é composto por bactérias gram-positivas ou negativas, 

resistentes às condições ambientais adversas, tais como calor e dessecação, sendo tipicamente 

representados por células aeróbicas móveis, por flagelos, mas podem também crescer em 

ambientes anaeróbios. O potencial para produção de endósporos e sua diversidade fisiológica 

das formas vegetativas (células jovens), são fatores que fazem com que estes microrganismos 

sejam considerados ubíquos (BRAVO et al., 2011; SOARES-DA-SILVA et al., 2017). 

Membros deste gênero são considerados candidatos para o uso agrícola, devido a sua 

capacidade de formar endósporos, no qual podem sobreviver à exposição ao calor e 
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dessecação, além disso, seus esporos podem ser usados como formulados para controle de 

pragas agrícolas. Os efeitos adversos desses microrganismos são pequenos nos vegetais, pois 

os mesmos compõem as comunidades bacterianas de muitas plantas (WU et al., 2015). Uma 

das classes de metabólito secundário bastante comum sintetizado por esse gênero são os 

lipopeptídeos (bacilomicinas, iturinas, surfactinas e micosubtilina), com atividades específicas 

contra patógenos vegetais (GONG et al., 2015). 

Devido aos seus diferentes processos fisiológicos e metabólicos, estas linhagens 

podem ocupar diferentes nichos ecológicos, podendo ser isoladas de diversos substratos e 

habitats, tanto em ecossistemas aquáticos como em terrestres. Apesar de serem encontradas 

em diversos ambientes, estas linhagens são mais frequentes nos solos, uma vez que são 

saprófitas, pois utilizam diversas matérias orgânicas e inorgânicas (BRAVO et al., 2011; 

SOARES-DA-SILVA et al., 2015, GALZER & AZEVEDO-FILHO, 2016). 

Dependendo dos habitats destes microrganismos, eles podem apresentar diversos 

fatores de sobrevivência, resultando assim espécies mais resistentes que outras. Nos 

ambientes aquáticos, por exemplo, as bactérias degradam e mineralizam compostos orgânicos, 

passando as reservas de matéria orgânica dissolvida a níveis tróficos superiores (HUANG et 

al., 2011; CASTELO-BRANCO et al., 2016). 

Neste contexto, importantes fatores e funções metabólicas, incluindo a degradação da 

matéria orgânica e assimilação de carbono, nitrogênio e fósforo, são catalisados por enzimas 

produzidas por microrganismos (YUAN et al., 2015, FABIAN et al., 2017). Segundo Bueche 

et al (2013), as bactérias formadoras de endósporos têm vantagens sobre outras bactérias, uma 

vez que em condições desfavoráveis, os mecanismos de expressão gênica são acionados para 

sua sobrevivência. Além disso, as condições do ambiente também influenciam na produção de 

determinadas biomoléculas, ou seja, o ambiente pode determinar a produção de moléculas 

específicas. 

 

2.5 Diversidade Genética de Bacillus spp. 

O grupo Bacillus cereus Lato sensu S.l. compreende 11 espécies intimamente 

relacionadas, incluindo a primeira espécie descrita Bacillus antracis, juntamente com Bacillus 

cereus, B. thuringiensis, Bacillus citotoxicus, Bacillus mycoides, Bacillus weihenstephanensis, 

Bacillus pseudomycoides e as recentementes identificadas: Bacillus gaemokensis, Bacillus 

manliponensis, Bacillus cytotoxicus, Bacillus toyonensis e Bacillus bingmayoensis 

(NAKAMURA, 1998; JUNG et al., 2010, 2011; JIMÉNEZA et al., 2013; LIU et al., 2014; 

MILLER et al., 2016). 
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Ao longo dos anos, a filogenia de B. cereus s.l. foi extensivamente analisada. De fato, 

a classificação das espécies dentro deste grupo é fundamental, devido ao uso intensivo de B. 

thuringiensis nas aplicações no controle biológico. Contudo, o delineamento das espécies 

entre B. thuringiensis e B. cereus no grupo B. cereus s.l tem sido problemático. Várias 

abordagens e técnicas são utilizadas para distinguir essas duas espécies, tais como, 

caracterização fenotípicas, análise do gene 16S rRNA e caracterização genômica das espécies. 

Além disso, estudos de pan-genoma, verificaram que o grupo B. cereus s.l. contém cerca de 

60.000 genes, dos quais 600 genes são principais desse grupo. Neste sentido vem se 

utilizando estudos de pan-genoma e outras abordagens filogenéticas, seguidas de métodos 

bayesiano para tentar solucionar os problemas com a filogenia dessas espécies. Segundo 

Bazinet (2017), por meio do estudo da análise genética das populações, o grupo B. cereus s.l. 

é dividido em três clados.  

As bactérias do grupo B. cereus ocupam uma grande variedade de habitats, tais como; 

solo, água, plantas e animais, provavelmente devido à diversidade metabólica. As adaptações 

ecológicas nos diferentes ambientes proporcionam a capacidade de sobrevivência de seus 

esporos, o que lhes permite suportar melhores as condições adversas (JENSEN et al., 2003). 

Dessa forma, o gênero Bacillus é considerado um grupo de bactérias que têm grande 

importância econômica, industrial, médica, dentre outras aplicações. As principais vantagens 

destes microrganismos para sua exploração química e biológica resultam do grande potencial 

de secretar diversos metabólitos com propriedades conhecidas e muitas delas ainda não 

conhecidas. Neste sentido, vale ressaltar a importância de se buscar nessas linhagens, novas 

alternativas de controle biológico para diversos patógenos. 

 

2.6 Bioprospecção de metabólitos secretados por Bacillus spp. e potencial biotecnológico  

Estudos sobre a prospecção química e biológica de produtos naturais oriundos de 

microrganismos como fungos e bactérias revelaram que estes organismos são considerados 

um grande reservatório para a produção de metabólitos biologicamente ativos. As espécies do 

gênero Bacillus são bem conhecidas por sua capacidade de controlar patógenos de doenças 

em animais e plantas, por meio de diversos mecanismos de ação, incluindo a produção de 

metabólitos secundários. Dentre as bactérias Gram-positivas, as linhagens de Bacillus são 

conhecidas por produzirem diversos compostos que exibem um amplo espectro de atividades 

biológicas. Além disso, essas bactérias têm efeitos benéficos para a saúde humana, que são 

diretamente ligados à produção de substâncias antimicrobianas, probióticos para a prevenção 

e tratamento de doenças infecciosas e distúrbios gastrointestinais (SOROKULOVA et al., 

1997; FALARDEAU et al., 2013). 
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A atividade inseticida de B. thuringiensis é geralmente atribuída às toxinas proteicas 

produzidas em vários estágios do ciclo de vida bacteriano. As células vegetativas secretam 

toxinas solúveis que compreende a Vip (proteínas vegetativas) e famílias de proteínas Sip 

(proteínas inseticidas secretadas). Essas toxinas se associam a proteínas auxiliares para formar 

agregados de cristais conhecidos como corpos parasporais, que são então liberados do 

exosporium. Delta-endotoxinas incluem duas famílias de proteínas Cry (cristal) e Cyt 

(citotóxico), que demonstram uma ampla gama de hospedeiros, incluindo insetos de diversas 

ordens como Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera e Orthoptera, bem 

como nematóides fitopatogênicos e gastrópodes terrestres (Figura 2) (PALMA et al., 2014). 

A maioria dos estudos sobre B. thuringiensis concentrou-se na caracterização 

molecular de proteínas Cry e Cyt (Figura 2), mecanismos de toxicidade, estrutura cristalina e 

identificação de novas cepas com potencial comercial. Por outro lado, uma atenção 

significativamente menor foi dada a outras biomoléculas. 

 No entanto, existe um interesse crescente em metabólitos menos conhecidos 

sintetizados por B. thuringiensis, incluindo quitinases (Chi), bacteriocinas e sideróforos. Estas 

moléculas também apresentam o amplo potencial para diversas aplicações como, por 

exemplo, antibacteriana, fungicida, agentes nematicidas e acaricidas. Além disso, possui 

capacidade para promover indiretamente o crescimento das plantas (LEE et al., 2009; 

CASADOS-VAZQUEZ et al., 2015; AZIZOGLU, 2019). 

 

 

Figura 2: Proteínas inseticidas produzidas por B. thuringiensis. A: proteína Cry, B: proteína Cyt 

Fonte: Thies e Medha, 2007, com adaptações. 

 

As proteínas Cry, quando ingeridas pelo inseto, são solubilizadas pelo pH alcalino no 

intestino da larva e liberadas como pró–toxinas que serão ativadas por serino-proteases, 

formando toxinas ativas que se ligam a receptores das microvilosidades intestinais. Após a 

ligação, as toxinas se inserem na membrana formando poros e desestabilizando o gradiente 
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osmótico levando à morte do inseto (Figura 3). Embora o cristal protéico seja o principal 

determinante de patogenicidade da bactéria, preparações comerciais baseadas em B. 

thuringiensis são na maioria das vezes, compostas de esporos e cristais (BRAVO et al., 2007). 

 

  
Figura 3: Mecanismo de ação de B. thuringiensis no epitélio intestinal das larvas 

 

B. thuringiensis produz quitinases que, quando usadas em combinação com outros 

componentes, incluindo proteínas Cry, ocasiona distúrbios nas larvas de mosquitos (REGEV 

et al., 1996; GUTTMANN & ELLAR, 2000; THAMTHIANKUL et al., 2004). 

As quitinases produzidas por B. thuringiensis podem desempenhar diferentes funções 

que contribuem para a sobrevivência desta bactéria em diferentes condições. Por exemplo, 

essas enzimas podem ser usadas (i) para sequestrar e assimilar a quitina e usá-la como única 

fonte de carbono, e (ii) para aturar como um fator de virulência que promove o 

estabelecimento de uma infecção bem sucedida por B. thuringiensis pelo comprometimento 

estrutural componentes, como a membrana peritrófica, através da qual as proteínas Cry 

ativadas transitam no hospedeiro alvo, (iii) B. thuringiensis se propaga em larvas mortas após 

a infecção e que várias enzimas, incluindo proteases, lipases, esterases e quitinases, 

amplificam esse processo. As quitinases, em particular, podem participar na destruição da 

cutícula, facilitando assim a liberação e disseminação de toxinas e esporos da bactéria em 

outros ninchos ecológicos (por exemplo, solo, filoplancto) (ARGÔLA-FILHO & 

LOGUERCIO, 2014; MALOVICHKO et al., 2019). 
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A busca de novos agentes microbianos para o controle de insetos vetores de doenças e 

pragas agrícolas possibilitou a descoberta de novas bactérias entomopatogênicas para o 

controle biológico. Com isso, ampliaram-se novas abordagens e ferramentas para o controle 

desses vetores. Corroborando com esse contexto, Lazarte et al (2018), encontraram um novo 

entomopatógeno B. wiedmanni que apresenta atividade tóxica para A. aegypti, Ae. 

albifasciatus, C. pipiens e C. quinquefasciatus, demostrando maior atividade contra A. aegypti 

do que o B. thuringiensis israelensis. Além disso, são portadores de genes cry que codificam 

as toxinas mosquitocidas. Uma das espécies recentemente identificada desse grupo 

bacteriano, B. wiedmanni, produz hemolisina BL e enterotoxinas não hemolíticas. Em relação 

à entomopatogenicidade da cepa B. amyloliquefaciens, de acordo com Geetha et al (2011), os 

metabólitos secretados no meio extracelular apresentaram toxicidade para larvas de A. 

aegypti, An. stephensis e C. quinquefasciatus, nas fases de larva e pupa desses vetores. 

Revathi et al (2013), demonstraram que as larvas de A. aegypti são suscetíveis aos 

metabólitos secundários de B. subtilis e que a mortalidade é dependente da dose aplicada. As 

estirpes de B. subtilis produzem uma ampla diversidade de peptídeos bioativos com potencial 

para uso nos programas de controle de mosquitos. O composto bioativo produzido pelas cepas 

de B. subtilis inclui lipopeptídeos e compostos de iturina. Estas biomoléculas são 

biossurfactantes anfifílicos ativos na membrana e antibióticos peptídicos com potente 

atividade larvicida (CHEN et al., 2008; GEETHA et al., 2011). 

Estudos relatam que isolados de B. megaterium tem a capacidade de controlar 

eficazmente as larvas de A. aegypti, demonstrando valores de mortalidade de 87%. De acordo 

com o estudo de Dacre et al (1997), o tipo mutante de cepas de B. megaterium,  produziu 

proteínas tóxicas mais eficazes que as espécies selvagens.  

B. amyloliquefaciens é uma bactéria conhecida devido à produção de pesticida 

microbiano, com uma variedade de compostos bioativos com efeito fungicida (ALVAREZ et 

al., 2012; ZOUARI et al., 2016; TORRES et al., 2017). Além disso, apresenta atividade 

larvicida contra Spodoptera littoralis e Tuta absoluta (BEN-KHEDHER et al., 2015; 2017). 

O potencial da cepa B. amyloliquefaciens foi verificado na atividade apicida contra 

Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae). O mecanismo de ação deste entomopatógeno pode 

funcionar como biocontrolador de três maneiras: i) como uma suspensão celular bacteriana, 

contendo células bacterianas viáveis, esporos e seus metabólitos. ii) como suspensão de 

células mortas pelo calor; e iii) como sobrenadante livre de células apenas com metabolito 

(LÓPEZ-ISASMENDI et al., 2019). 

B. velezensis foi originalmente descrita por Ruiz-Garcia et al (2005), e várias cepas 

desta espécie foram investigadas quanto ao seu potencial como biopesticidas (PALAZZINI et 
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al., 2016; GAO et al., 2017). Cepas de B. velezensis produzem compostos como lipopeptídeos 

cíclicos [Leu7] surfacina C14 e [Leu7] surfactina C15 que possuem atividade de biocontrole 

contra uma ampla gama de patógenos bacterianos e fúngicos (GRADY et al., 2019). 

B. toyonensis tem importância econômica prodigiosa em algumas partes do mundo, 

devido à utilização de seus esporos como probióticos, principalmente adotada na nutrição 

animal. As cepas B. toyonensis (to.yo.nen‘sis. N.L.masc. Adj.toyonensis, epíteto arbitrário 

formado a partir do nome de uma empresa chamada Toyo Jozo) possuem Hastes Gram-

positivos, móveis e facultativamente anaeróbias. São formadores de esporos elipsoidais, 

centrais a subterminais e apresentam esporângios não estendidos  (JIMÉNEZA et al., 2013). 

Reza et al (2014), relataram que  cepas de  B. safensis são fontes de enzimas com 

importância industrial, tais como, amilase, lipase, protease, celulase, quitinase, queratinase e 

β-galactosidase. Esta espécie de bactéria gram-positiva é formadora de esporos móveis, 

aeróbica, mesofílica e quimio-heterotrófica. Suas células têm formato de bastão com 1,0 - 1,2 

µm e 0,5 - 0,7 µm de comprimento e 0,5 - 0,7µm de diâmetro (SATOMI et al., 2006). 

Diante da investigação da diversidade genética e estrutura populacional de bactérias 

do grupo B. cereus de diversos ambientes marinhos, nove novos táxons foram identificados e 

provavelmente representam novas espécies putativas (LIU et al., 2017). Embora algumas 

espécies tenham sido relatadas recentemente, já existem diversas aplicações biotecnológicas 

do seu potencial. Por outro lado, algumas só possuem descrições morfológicas e bioquímicas. 

Estudos sobre o potencial biológico da espécie B. paramycoides, detectaram que estas 

espécies, secretam metabólitos com o potencial para promoção de crescimento vegetal, 

biorremediação de efluentes tóxicos contendo cianeto, alquifenóis e hidrocarbonetos 

(KOSTKA et al., 2011;  WU et al., 2014; OSMAN & YIN, 2018; CHANG et al., 2020). A 

cepa B .paramycoides (pa.ra.my.co.e c. Prep. para ao lado, ao lado, perto, como; N.L. masc. 

adj. paramycoides perto de Bacillus mycoides), têm coloração Gram-positiva, 

facultativamente anaeróbias, não-móvel, em forma de bastonete, 0,8-1,2  µm em comprimento 

e os endósporos não são observados. As colônias são cerosas, circulares, não translúcidas e 

apresentam tamanho de 2-3 mm de diâmetro após incubação a 32ºC por 48 h em Luria 

Bertani. Os testes relacionados à catalase e oxidase são positivos. O crescimento ocorre entre 

15 e 39 °C (ótimo 30 ºC), em pH 5-9 (pH ótimo 7) e com 0-5% (p / v)NaCl (ótimo 0,5%) 

(LIU et al., 2017). 

A espécie B. albus (all bus.L.masc.Adj. Albus white), possui células Gram-positivas, 

facultativamente anaeróbias, não móveis, em forma de bastonete, com 1,3 a 1,5 µm de largura 

e 2,8 a 3,2  µm em comprimento. Um endósporo elíptico central é observado. As colônias são 

brancas, circulares, não translúcidos de 2 a 3 mm de diâmetro, após incubação a 32 ºC por 
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48h em Luria Bertani. Em relação aos testes de catalase e oxidase apresentam resultados 

positivos. O crescimento ocorre entre 15 e 40 ºC (ideal 30º C), em pH 5-10 (pH ideal 7) e com 

0-9% (p/v) de NaCl (ideal 0,5-1%) (LIU et al., 2017). 

 

2.7 Brevibacillus spp.  

Membros do gênero Brevibacillus (Filo Firmicutes) são aeróbios, possuem forma de 

bastonete, podendo ser Gram-positivos e negativos, formadores de esporos, principalmente 

estritos, com distribuição ubíqua nos solos, incluindo os da Antártida (LOGAN et al., 2009; 

DE-VOS, 2009; BENDIA et al., 2018). A maioria das espécies deste gênero cresce em ágar 

nutriente e apresentam colônias amarelas e lisas. 

Br. laterosporus é morfologicamente caracterizada pela produção de um corpo 

parasporal típico em forma de canoa (CSPB) firmemente preso a um lado do esporo, que 

determina sua posição lateral no esporângio. É uma espécie onipresente que pode ser isola de 

uma ampla gama de materiais, incluindo solo (OLIVEIRA et al, 2004), pedras preciosas 

(KHAN et al., 2001) e alimentos ricos em amido (FANGIO et al., 2010). 

A patogenicidade de várias cepas de Br. laterosporus foi confirmada em diferentes 

invertebrados como insetos, nematódeos e moluscos (RUIU et al., 2013). Dependendo do 

alvo, os efeitos tóxicos têm sido observados após o contato ou ingestão de frações produzidas 

em diferentes estágios do ciclo de crescimento bacteriano, da fase vegetativa à esporulação. 

Neste gênero foi descrito uma nova bactéria com potencial biológico ainda 

desconhecido para o controle de insetos vetores de doenças e pragas agrícolas. Suas 

características morfológicas e bioquímicas já foram bem caracterizadas. Br. halotolerans 

(halos, referindo-se à capacidade do organismo de tolerar altas concentrações de sal), possui 

colônias lisas, brilhantes, marrons claras e planas com diâmetro de 0,5 a 3,5mm. São Gram 

positivas, formadoras de esporos e possui forma de bastonete, com uma largura de 0,2 - 

0,8µm e comprimento de 1,5 - 4,0 µm, tem flagelos móveis e peritríquios. A temperatura e o 

pH ideal para o crescimento é de 30ºC e pH 7,0-8,0. As cepas são capazes de crescer sem 

NaCl e pode tolerar até 12% (p/V) de NaCl. Em relação aos testes de Catalase-positiva e 

oxidase-positiva, reduz nitrato a nitrito. As células são positivas para o teste do vermelho de 

Voges_Proskauer, mas negativas para o teste do vermelho de metila, reação da gema de ovo e 

produção de H2S. A hidrólise de caseína e amido é positiva (LIU et al., 2017). 

Poucos estudos ainda foram feitos com a espécie Br. halotolerans, uma vez que elas 

foram isoladas recentemente, e os estudos de suas aplicações na biotecnologia, industrial e 

agricultura ainda são escassos na literatura. 
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2.8 Abordagens para o estudo de metabólitos secundários 

Os metabólitos secundários são substâncias produzidas pelas células em resposta a 

uma determinada condição. Por meio do metabolismo são formados diferentes metabólitos, 

que estão relacionados com a defesa da célula frente a uma situação adversa. Dessa forma, são 

usualmente separados em cinco grupos: derivados de aminoácidos, peptídeos não 

ribossomais, policetídeos, derivados de ácidos graxos e híbridos policetídeo-peptídeos 

(KEMKEN & ROHFS, 2010).  

A análise de metabólitos secundários de microrganismos é uma matriz complexa, 

fazendo necessário utilizar técnicas com elevada sensibilidade de detecção (SOUZA, 2006). 

Diversos estudos têm utilizado a espectrometria de massas com ionização por fonte de 

electrospray, utilizando sistemas do tipo íon trap (ESI-IT-MS) como ferramentas para a 

análise de compostos polares de baixo peso molecular como metabólitos secundários de 

origem vegetal, animal ou de microorganismos (FRISVAD, 2014; VISAGIE et al., 2016).  

Estudos demonstram que análises por inserção direta utilizando a fonte de electrospray 

(ESI) são muito eficientes para a determinação de perfis de microrganismos, além de 

apresentar vantagens como técnica rápida e podendo ser obtida em curto período de tempo. 

Além disso, é possível, pela realização da fragmentação, predizer as estruturas químicas das 

moléculas presentes e os resultados pode ser armazenado em bancos de dados 

(SMEDSGAARD, 1997; FRISVAD, 2014).  

Outra abordagem importante no estudo de metabólitos secundários são as análises 

quimiotaxonômicas dos microrganismos. A quimiotaxonomia é definida como caracterização 

completa, pois são analisadas as semelhanças e diferenças das propriedades bioquímicas das 

bactérias. Neste sentido, é examinada a distribuição de substâncias biológicas e químicas das 

macromoléculas contendo; aminoácidos, peptídeos, lipídeos, polissacarídeos, proteínas e as 

enzimas. Além disso, outras moléculas poliméricas complexas, como quinona isoprenóide e 

estéril, entre membros de diferentes táxons. Depois de todas as informações obtidas dos 

microrganismos, essas informações são relevantes para a classificação e identificação (WANG 

& JIANG, 2016). 

Neste sentido, é necessário o conhecimento mais detalhado desse gênero para estudar 

e identificar os fatores de patogenicidade por meio das técnicas de análises de perfis químicos, 

visando identificar e caracterizar novas moléculas bioinseticidas. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

  

 Avaliar o potencial químico e biológico de Bacillus e Brevibacillus spp., 

isolados de diferentes ambientes amazônicos, contra larvas de Aedes aegypti. 

 

Especificos 

Capitulo I 

 

 Isolar e identificar Bacillus spp. de diferentes ambientes amazônicos (solo e água) 

por meio de métodos fenotípicos e moleculares; 

 Avaliar o potencial larvicida de Bacillus spp. por meios de bioensaios seletivos e 

quantitativos; 

 Deteminar o potencial larvicida das frações obtidas dos Bacillus ativos, com a 

obtenção da Concentração Letal Mediana (CL50) e (CL90) para larvas de A. 

aegypti. 

Capitulo II 

 Avaliar a atividade larvicida dos extratos metabólicos de Bacillus e Brevibacillus 

sp. contra as larvas de A.  aegypti; 

 Analisar o perfil químico dos extratos metabólicos das linhagens  

Capitulo III 

 Padronizar um método de obtenção de metabólitos secundários; 

 Realizar um estudo químico dirigido dos extratos que apresentarem atividade 

larvicida. 

Capitulo IV 

 Investigar a ação antagônica (microparasitismo) das linhagens de Bacillus spp. por 

meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV); 

 Detectar genes cry4 e chi em linhagens de Bacillus spp. que apresentarem 

toxicidade para as larvas de A. aegypti; 

 Determinar a atividade enzimática para quitinases nas linhagens com potencial 

entomotóxico.  

 

 

 

 



 

 

30 

 

 

Capítulo I 

 

Larvicidal Activities against Aedes aegypti of Supernatant and Pellet Fractions from 

Cultured Bacillus spp. Isolated from Amazonian Microenvironments 
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Materials and methods 

Sample collection and bacteria isolation 

 

Water and soil samples were collected in the municipalities of Coari, Manaus and 

Parintins, Amazonas State, Brazil (Figure 1, Table 1). All the biological material collected and 

analyzed during the present study was collected with official permission (21263-1) given by 

‗Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade‘ (SISBIO) of the Bra-zilian 

Ministry of Environment (MMA). 

 

 
Figure 4. Sample collection locations. GPS coordinates, dates of collections and 

descriptions of collection sites are available in Table 1.  
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Table 1. Geographic location, date and characteristics of the 15 sites where water and soil 

were col-lected. 

Municipality Collection site GPS Coordinates Description Sample type Date 

Coari 1 Sítio do Gordo 4°06'45.5"S 63°07'44.0"W artificial lake water 02/2017 

Manaus 

2 Ramal do 7 (Brasileirinho) 3°01'42.2"S 59°52'15.6"W primary forest soil 03/2017 

3 Campus-UFAM 3°05'48.8"S 59°58'23.6"W residual forest soil 04/2017 

4 Bosque da Ciência-INPA 3°06'01.3"S 59°59'06.6"W residual forest soil 02/2017 

5 Casa 15-INPA 3°05'47.2"S 59°59'09.5"W residual forest soil 05/2017 

6 Sitio Portela 1 3°02'47.0"S 59°52'54.4"W fish tank water 02/2017 

7 Sitio Dona Chagas 3°02'33.5"S 59°53'15.6"W fish tank water 06/2017 

8 Sítio Portela 2 3°02'47.5"S 59°52'56.8"W fish tank water 02/2017 

Parintins 

9 Parananema 2°40'30.9"S 56°45'59.2"W primary forest soil 03/2017 

10 Aninga 2°39'07.6"S 56°46'50.3"W natural pond water 03/2017 

11 Lagoa Francesa 2°37'34.7"S 56°43'37.3"W natural pond water 04/2017 

12 Areial 2°39'39.2"S 56°46'07.6"W creek water 03/2017 

13 Macurany 2°40'33.6"S 56°45'30.2"W primary forest soil 04/2017 

14 Parananema 2°40'30.9"S 56°45'59.2"W creek water 02/2017 

15 Macurany (Sítio Fanuel) 2°39'06.7"S 56°43'29.0"W natural pond water 04/2017 

 

Soil samples (10 g) were taken from the field with a 10 cm long by 5 cm diameter 

cylindrical tube. Surface water samples (10 mL) were collected in 50 mL sterile Falcon tubes. 

Three soil samples and/or three water samples, approximately 5 m apart from each other were 

collected from each site. All water and soil samples were stored on ice, transported to the 

Malaria and Dengue Laboratory (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia-INPA) and 

processed within 24 h. 

Soil samples (1 g) were suspended in 10 mL sterile water and vortexed for 10 min. 

Three 10-fold serial dilutions were prepared by diluting the vortexed material with sterile 

water. Water samples were used without any dilution. Soil and water samples were incubated 

at 80 °C for 12 min, for selection of sporulated Bacillus spp. (WHO, 1985; POLANCZYK, 

2004). Then, 50 µL aliquots were spread on Petri dishes containing nutrient agar (NA), Luria-

Bertani agar (LB), or the ISP2 medium. Fluconazole (20 mg/mL) was added to the media to 

prevent fungal growth. All Petri dishes were incubated at 30 °C for 24 or 48 h. Negative 

control plates with only sterile water resulted in no colonies. The streak plate technique was 

applied for isolating specific bacteria from the original colonies potentially containing a 

mixture of microorganisms. 

 

Morphological and Molecular Characterization 

Colony morphology was inspected for size, shape, texture, elevation, color and Gram 

staining using standard microbiological techniques and a 100x magnification microscope. 

DNA was extracted from each colony for 16S rRNA gene amplification and sequencing as 
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follows. DNA extraction, from isolated bacterial colonies, was performed with InstaGene™ 

Matrix (BioRad-Hercules, Califórnia, EUA) following the manufacturer‘s instructions. DNA 

was spectrophotometrically quantified and adjusted to 150 ng/µL. Bacterial 16S rRNA genes 

were amplified by PCR using Taq Pol—Master Mix 2X (Cellco Biotec-Jardim Bandeirantes, 

São Carlos-SP, Brazil), and the primers 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 

(FUKATSU & NIKOH, 1998) and 1100R (5′-AGGGTTGCGCTCGTT-3′) modified from 

(SAWADA et al., 1993) used in a previous study (TERENIUS et al., 2008). Each reaction 

consisted of 12.5 µL Master Mix; 1 µL DNA (150 ng/µL); 10.5 µL H2O milli-Q and 0.5 µL 

(10 pMol) of each primer. The PCR program had an initial denaturation at 95 °C for 3 min, 

followed by 35 cycles of (94 °C for 1 min, 54 °C for 40 s, 72 °C for 90 s), followed by a final 

extension at 72 °C for 5 min. Amplicon production and size were verified by electrophoresis 

in a 0.8% agarose gel, stained with ethidium bromide. Amplicons were purified with PCR 

Purification Kit (Cellco Biotec-Jardim Bandeirantes, São Carlos-SP, Brazil), following the 

manufacturer‘s instructions and 200 ng of purified DNA was used for each sequencing 

reaction (BigDye Terminator V 3.1, Life Technologies-Carlsbad, Califórnia, EUA and 10 

pMol of primer). The 27F and 1100R primers were used in separate sequencing reactions, 

generating data from both DNA strands. 

All 16S rRNA gene sequences were assembled at 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ (accessed 30 May 2019) using the CAP3 program 

with the capability to clip 5′ and 3′ low-quality regions of reads, apply quality values in 

overlaps between reads, and generate consensus sequences (HUANG & MADAN, 1999). 

Consensus sequences were compared with 16S sequences in GenBank applying BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, accessed 30 May 2019) at the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) and Ribossomal Database Project (RDP-II 

http://rdp.cme.msu.edu/comparison/comp.jsp, accessed 30 May 2019). All sequences were 

registered in the SisGen database (Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado, A9C8D56) and are available in GenBank with 

accession numbers MT052595-MT052669 and MT163315-MT163316. 

 

Fractionation of Bacterial Cultures 

Each bacterial strain was inoculated in 2 mL of the culture medium from which it was 

isolated (Table S1) and this starting culture was kept in a shaker incubator at 30 °C and 180 

rpm for 24 h. Fifty µL of the initial culture was transferred to 500 mL of medium followed by 

incubation at 30 °C and 180 rpm for 120 h. After 120 h incubation, each culture was 

centrifuged at 4 °C and 2800× g for 40 min. The supernatant was treated as described by 
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(DAHMANA et al., 2020), with modifications. Following centrifugation, the supernatant was 

filtered through a 0.22 µM Millipore membrane and lyophilized (Terroni-Jardim Jockei Club 

A, São Carlos-SP) for 72 h, 150 mmHg. An aliquot of the supernatant was plated on agar-

medium to certify the absence of viable cells, after centrifugation, the pellet was divided in 

two identical parts. One of them was stored frozen at −20 °C. The second portion was 

autoclaved at 127 °C for 30 min and then frozen at −20 °C. Both pellet fractions were then 

lyophilized as described above. 

 

Mosquito Rearing 

The A. aegypti MAO strain was maintained at 26 ± 2 °C, 80% relative humidity and 

12 L: 12 D light cycle. Larvae were fed Tetramin fish food. Adults (males and females kept 

together) were given access to 10% sucrose solution ad libitum and were blood-fed on 

Hamster Mesocricetus auratus (W). All experiments were conducted in accordance with 

relevant regulations following the guidelines of the ―Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal‖—CONCEA and was approved by the ―Comissao de Ética no Uso 

de Animais‖—CEUA (053/2018-SEI 01280.001770/2018-71) of the ―Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia‖—INPA, at a meeting on 29 October 2018. 

 

Screening for Larvicidal Activity 

Bioassays were performed according to WHO, 2005 guidelines, as described by 

Soares-da-Silva et al., 2017. Each bacterial strain was inoculated in 150 mL of the same 

culture medium from which it was isolated (Table S1) and incubated at 30 °C and 180 rpm for 

120 h to achieve an optical density of 8 units in the McFarland scale (~24 × 108 cells/mL). 

Larval mortality due to exposure to bacterial culture was assessed on three consecutive days. 

Each day, five cups were prepared for each tested strain, each cup containing 10 third instar A. 

aegypti larvae, 9 mL of distilled water, food (Tetramin), and 1 mL of bacteria culture (bacteria 

plus medium). Dead larvae were counted in each cup at 24, 48 and 72 h after exposure. No 

mortality was observed at any time in negative controls without bacteria. Bacillus 

thuringiensis israelensis Bti-BR101 was used as positive control to validate our protocol and 

to comparatively assess larvicidal activity. 

 

Bioassays with Fractionated Metabolites 

Larvicidal activities of lyophilized supernatants and pellets were evaluated separately. 

Initially, the lyophilized products were prepared as follows; (i) SUP = 50 mg of supernatant + 

10 mL of water; (ii) PEL = 50 mg of pellet + 10 mL of water; (iii) APEL = 50 mg of 
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autoclaved pellet + 10 mL of water e; (iv) APEL + SUP = 25 mg of autoclaved pellet + 25 mg 

of supernatant + 10 mL of water. All the samples were homogenized with a vortex for 40 min. 

A. aegypti larval mortality was assessed as described above at 24, 48 and 72 h. 

 

Determination of Lethal Concentrations (LC50) and (LC90) 

Strains eliciting at least 50% larval mortality in previous assays were further analyzed 

by standardized WHO, (2005) protocols and lethal concentrations (LC50 and LC90) were 

determined separately for SUP, PEL, APEL and APEL+SUP fractions. These assays were 

conducted in five replicates, each containing 150 mL of water, 20 third instar larvae and 0.04, 

0.03, 0.02, 0.01, 0.008, 0.005, 0.001, 0.0008 or 0.0003 mg/L of fractionated cultures. Dead 

larvae were counted at 24, 48 and 72 h after exposure. Negative and positive controls were 

included as described above using Bti BR101 as active strain. Data from concentrations 

causing between 10% and about 95% mortality of mosquito larvae were used for statistical 

analyses. 

LC50 and LC90 were assessed by Probit, with p ≤ 0.05 (FINNEY, 1971), using the 

statistical software Polo Plus 1.0 (LeOra Software, Berkeley, CA, USA) (ROBERTSON et al., 

2007). Lethal concentrations and confidence interval (CI 95%) were analyzed by the Lilliefors 

normality test (K samples), analysis of variance (ANOVA), multiple comparison Tukey test (p 

≤ 0.05) and Student‘s t test with the software BioEstat 5.3 for Windows (AYRES et al., 2007). 

 

Results 

Bacteria Strain Isolation and Characterization 

Seventy-seven bacterial strains were isolated from soil and water samples from 15 

different geographical locations (Table S1). Among them, 38 originated from soil and 39 from 

water samples. Amplification and sequencing of 16S rRNA genes, and comparison of the 

sequences with the NCBI database, revealed that the assembled collection contains 

representatives of six genera: Bacillus, Brevibacillus, Achromobacter, Serratia, Klebsiella and 

Brevundimonas. Among them are representatives of the genus Bacillus and one species of 

each Brevibacillus, Achromobacter, Serratia, Klebsiella and Brevundimonas (Table S1). 

Species assignment of every queried sequence would be the desired outcome, but in many 

cases the limited resolution of the 16S rRNA locus precluded an accurate classification at the 

species level. Taxonomic classification at the genus level was then assigned to the isolated 

strains. 
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Larvicidal Activity of Isolated Bacterial Strains 

Exposure of A. aegypti larvae to cultured bacteria from all isolated strains (~24 × 108 

cells/mL) revealed that 21 resulted in a mortality equal to or greater than 50% within 72 h and 

these were further studied (Table 2). Twenty of them are from the genus Bacillus. One 

Brevibacillus halotolerans strain, SPa07, isolated from the soil killed 100% of the A. aegypti 

larvae in 48 h. Eleven of the Bacillus strains killed 100% of the larvae within 24 h, as did the 

positive control strain Bti BR101. 

 

Table 2. Isolated strains with larvicidal activity against A. aegypti larvae. 

Strain Isolated from GenBank acc. No.; species 
Cumulative mortality 

24 h 48 h 72 h 

BR101 Positive control Bacillus thuringiensis var.israelensis 100% - - 

SPa09 Soil MT052636; Bacillus sp 100% - - 

SBC13 Soil MT052634; Bacillus sp 100% - - 

SP06 Soil MT052669; Bacillus sp 100% - - 

SPO2 Water MT052609; Bacillus safensis 100% - - 

SPO5 Water MT052624; Bacillus sp 100%   

SX02 Water MT052611; Bacillus sp 100%   

APR6I Water MT052596; Bacillus sp 100% - - 

APR10I Water MT052598; Bacillus sp 100% - - 

GD02.13 Water MT163315; Bacillus sp 100% - - 

SX06 Water MT052643; Bacillus megaterium 100%   

SX08 Water MT052649; Bacillus velezensis 100%   

SPa07 Soil MT052647; Brevibacillus halotolerans 60% 100% - 

SPa03 Soil MT052618; Bacillus sp 90% 97% 100% 

LFP2 Water MT052629; Bacillus subtilis 10% 80% 90% 

SPa22 Soil MT052639; Bacillus safensis 47% 80% 83% 

SPa04 Soil MT052633; Brevibacillus halotolerans 70% 70% 80% 

SMP1.2 Soil MT052614; Bacillus sp 56% 63% 67% 

SBC2 Soil MT052620; Bacillus subtilis 27% 57% 67% 

SBC1 Soil MT052667; Bacillus sp 33% 53% 63% 

SPa14 Soil MT052651; Bacillus sp 37% 57% 57% 

SX15 Water MT163316; Bacillus safensis - 67% 67% 

Mortality was assessed at 24, 48 and 72 h after exposure to bacterial cultures 

diluted 10-fold in water. No mortality was observed in negative controls without 

bacteria and the strain BR101 was used as positive control, inducing 100% 

mortality within 24 hours. Values are the average of three biological replicates, 

each challenging 10 third instar larvae in 9 ml of distilled water and 1 ml (~24 

x108 cells/ml) of bacterial culture (bacteria plus medium). 
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Larvicidal Activity of Fractionated Bacterial Cultures 

All the 21 strains identified above were tested in another series of assays to identify 

larvicidal activities in cellular and secreted components separately. Bacterial cultures were 

submitted to centrifugation generating pellets containing bacteria and supernatant (SUP = 

medium/secreted molecules). Furthermore, the larvicidal activity of autoclaved pellets (APEL 

= unviable bacteria) was compared with the activity of untreated pellets (PEL = viable 

bacteria). The bacterial biomass and supernatant fractions were lyophilized before evaluating 

their biological activity of mosquito larvicide and determining lethal concentrations of the 

larvicide for 50% and 90% mortality, LC50 and LC90. 

Eight out of the 21 tested strains contained one or more fractions resulting in at least 

50% mortality when assayed at a concentration of 5 mg/mL (Figure 2). Larvicidal activity 

was observed mainly in the PEL fractions of the isolated bacteria. The PEL fractions of five 

strains killed 100% of the larvae in less than 24 h, as did the PEL fraction of BtiBR101 

(Figure 2B). LCs determined for these five newly isolated strains were statistically 

indistinguishable from LCs determined for BtiBR101 (i.e., 72 h LC90 0.012-0.018 mg/mL, 

detailed values and statistical analysis available in Table 3 and Table S2B). Autoclaved pellets 

lost their larvicidal activity, except for B. safensis SPa22, which killed 100% of A. aegypti 

larvae in 72 h (Figure 2C). APEL from SPa22 demonstrated a delayed activity with LC50 and 

LC90 ten-fold lower than the autoclaved pellet from the control strain BtiBR101. 

SUP fractions had distinct levels of larvicidal activities, varying from Bacillus sp. 

strains SBC13 and GD02.13 with no activity at all up to 93% of mortality of A. aegypti larvae 

within 72 h in the presence of B. safensis SX15 SUP (Figure 2A). LCs determined for SUP 

fractions of SX15 and Spa07 were statistically indistinguishable from LCs determined for the 

positive control B. thuringiensis BR101 SUP (i.e., 72 h LC90 0.004 mg/mL, Table 3 and 

Table S2A). 

The mixture of SUP and APEL fractions were also tested. Noticeable results were 

obtained for the Bacillus sp. SP06 and B. safensis SPa22 strains. While these strains 

demonstrated very low larvicidal activities when SUP and APEL were tested separately, the 

mixture of the two fractions resulted in 100% mortality within 24 h for SP06 and 72 h for B. 

safensis SPa22. For B. safensis SPa22, a strain for which no larvicidal activity was detected in 

the SUP fraction, the APEL+SUP yielded LC50 and LC90 values lower than APEL only 

(Table 3). Furthermore, assays with B. safensis SPa22 APEL+SUP resulted in earlier lethality, 

65% mortality at 24 h and 100% at 72 h (Figure 2D). 
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Figure 2. Larvicidal activity of microbial cultures fractions at 5 mg/mL. (A) SUP = 50 mg of lyophilized supernatant + 10 mL of water; (B) PEL = 

50 mg of lyophilized pellet + 10 mL of water; (C) APEL = 50 mg of autoclaved and lyophilized pellet + 10 mL of water and; (D) APEL+SUP = 25 

mg of autoclaved and lyophilized pellet + 25 mg of lyophilized supernatant + 10 mL of water. A. aegypti larvae mortality was evaluated at 24, 48 

and 72 h and the results are expressed as averages ± standard deviations. CN—negative control with water in place of microbial culture fractions.  
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Table 3. LC50 and LC90 values of microbial culture fractions against A. aegypti larvae  

 

 
Assays were conducted in five replicates, each containing 150 mL of water, 20 third instar larvae and 0.04, 0.03, 0.02, 0.01, or 0.005 
mg/L of fractionated cultures. Dead larvae were counted at 24, 48 and 72 h after exposure to the samples. LC50 and LC90 were 
assessed by Probit, with p ≤ 0.05. Statistical comparisons and confidence inter-val (CI 95%) were analyzed by the Lilliefors 
normality test (K samples), analysis of variance (ANOVA), multiple comparison Tukey test (p ≤ 0.05) and Student‘s t test and the 
results are presented in the Supplemental Materials, Table S2A–D. For all variables in each column (a.b.c) with the same letter, the 
difference between the values is not statistically significant. 
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Discussion 

The control of A. aegypti mosquitoes, vectors of diseases such as dengue, yellow 

fever, Zika and chikungunya, is an effective way for containing pathogen transmission to 

humans. However, current evidence suggests that the development of insecticide resistance is 

constantly challenging our ability to introduce new chemical and biological insecticides. For 

example, two years ago clothianidin, representing a new class of chemicals, was added by the 

World Health Organization to the list of insecticides indicated for indoor mosquito control. 

The recent report of mosquito resistance to clothianidin coming from Cameroon indicates its 

effectiveness for the proposed public health application may be already compromised 

(MAKONI, 2020). 

Aiming to explore the biodiversity of the Amazon rainforest (MALHI et al., 2008) and 

to identify novel entomopathogenic bacterial strains with larvicidal activity against A. aegypti, 

water and soil samples from 15 locations in the Amazonas state were collected and analyzed. 

Non-sporulated microbes were selectively eliminated by heat treatment and the surviving 

strains were isolated on Petri dishes containing nutritionally rich medium and agar. Seventy-

seven isolated bacterial strains assembled a collection containing representatives of six 

genera: Bacillus, Brevibacillus, Achromobacter, Serratia, Klebsiella and Brevundimonas 

(Table S1). Among them, 19 Bacillus sp. strains and two Brevibacillus halotolerans strains 

had larvicidal activity defined as the killing of at least 50% of the larvae within 72 h. 

For the first time, strains of Brevibacillus halotolerans with larvicidal activity against 

A. aegypti were identified. Other bacteria of the genus Brevibacillus, such as Brevibacillus 

laterosporus have been characterized as having insecticidal activities against insects (RUIU, 

2013). Br. laterosporus canoe-shaped spores (CSPB) contain four major proteins, CpBA, 

CpbB, CHRD and ExsC, that function as insect virulence factors (MARCHE et al., 2017). 

Further studies are necessary to verify if the insecticidal activities from the Br. halotolerans 

strains isolated in this study are associated with similar proteins. 

Bacillus thuringiensis produces, during sporulation, cellular proteinaceous crystalline 

toxins (Cry and Cyt proteins or d-endotoxins) with insecticidal activity against certain insect 

species. Additionally, vegetative B. thuringiensis cells secrete into the environment Vip 

(vegetative insecticidal proteins) and Sip (secreted insecticidal proteins), which also have 

insecticidal activity (PALMA et al., 2014). Commonly, the cytotoxic effect and host 

specificity of B. thuringiensis, are attributed to cellular components (Cry and Cyt) or the 

secreted proteins of the Vip and Sip families. However, numerous other virulence factors of 

B. thuringiensis have been discovered, including lipopeptides (surfactin, iturin, fengicin), 



 

 

40 

 

 

metalloproteases, chitinases, aminopolyol antibiotics and nucleotide-mimicking moieties. 

These agents contribute to the insecticidal properties of B. thuringiensis enhancing toxin 

activity, avoiding host immune response evasion and participating in extracellular matrix 

degeneration (CHAABOUNI et al., 2012; MALOVICHKO et al., 2019). Additional studies 

are necessary to verify if the insecticidal activities from the Bacillus sp. strains isolated in this 

study are associated with similar proteins. 

Dahmana et al, (2020), with the goal of evidencing and identifying multiple 

insecticidal components of 14 entomopathogenic bacteria against A. albopictus larvae, tested 

bacteria-free supernatant and disrupted bacterial pellet separately. Following a similar 

protocol, we exposed A. aegypti larvae to fractionated bacterial cultures; intact viable cells, 

autoclaved unviable cells, and bacterial culture medium depleted of cells. Larvicidal activities 

present in the culture medium and supernatant represent secreted molecules while cellular 

components are represented in the pellets. Eight out of the 21 tested strains contained one or 

more fractions resulting in at least 50% mortality when fractionated cultures were assayed at a 

concentration of 5 mg/mL. The PEL fractions of all eight strains submitted to fractionation 

resulted in mortality of at least 50% within 72 h, five of them killing 100% of the A. aegypti 

larvae in less than 24 h. LC50 and LC90 determined for these strains are similar to those of 

the reference B. thuringiensis strain BR101, suggesting they could be developed 

commercially as A. aegypti control agents. Autoclaved pellets lost most of their larvicidal 

activity, likely due to denaturation of the active components and/or the destruction of 

mechanisms requiring cell metabolism and replication. Notably, the autoclaved pellet from B. 

safensis SPa22 demonstrated consistently a delayed effect, killing A. aegypti larvae only after 

48 h of exposure (Figure 2C). The mechanism involved in this late action deserves 

investigation. 

Mortality of A. aegypti larvae was detected after exposure to SUP fractions of four 

strains, indicative that these bacteria secrete molecules with larvicidal activities. Possibly, B. 

safensis found in our study is similar to that described by (FALQUETO et al., 2021), with 

culture supernatant effective against A. aegypti. Further investigation is necessary to uncover 

their molecular composition and how these agents contribute to the observed insecticidal 

properties. 

We also tested mixing APEL and SUP fractions to evaluate the possibility of 

synergistic interactions between secreted compounds and cellular constituents. Synergism 

between B. thuringiensis cellular and secreted factors of selected strains have already been 

described (MALOVICHKO et al., 2019; VALTIERRA-DE-LUIS et al., 2020). The mixture 

APEL+SUP from Bacillus sp. SP06 and B. safensis SPa22 strains resulted in larvicidal 
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activity superior to the sum of those of each fraction separately indicative of synergism 

between the components of APEL and SUP fractions. 

 

Supplementary Materials 

 

Table S1: Bacillus strains isolated from soil and water samples from the municipalities of 

Parintins, Manaus and Coari, Amazonas state, Brazil. Species assignment of every queried 

sequence would be the desired outcome, but in many cases the limited resolution of the 16S 

rRNA locus precluded an exact classification at the species level. Taxonomic classification at 

the genus level was then assigned to the isolated strains. 

Strain Culture medium 

/ Substrat 

Geographic origen % Identity Species GenBank acc. number 

SX17 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Achromobacter xylosoxidans MT052620 

SPa05 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Achromobacter xylosoxidans MT052658 

Apr10 ISP2/ Water Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052598 

SUF02 NA/ Soil UFAM. C – Mao 100% Bacillus sp  MT052654 

SX07 LB/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp  MT052650 

SPO7 LB/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus sp  MT052638.1 

SP1 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp  MT052642 

SP6 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052653 

SBC1 LB/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus sp  MT052667 

SX05 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp MT052644 

SX01 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp MT052646 

SX02 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp  MT052611 

SP8 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052659 

SBC11 ISP2/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus sp  MT052660 

SPO9 NA/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus amyloliquefaciens MT052630 

SPa03 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052618 

SX16 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus amyloliquefaciens MT052665.1 

SUF06 ISP2/ Soil UFAM. C – Mao 100% Bacillus sp MT052628 

SBC3 LB/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus sp MT052613 

SPa12 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052612 

AMc01 NA/ Water M. River – Pin 100% Bacillus sp MT052656 

AP01 NA/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus megaterium MT052622 

SX06 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus megaterium MT052643 

APO3 NA/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus sp MT052623 

SPa08 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052610 

SMP1.1 ISP2/ Soil Macurany - Pin 100% Bacillus sp MT052614 

LFP1 NA/ Water Fr. Pond – Pin 100% Bacillus sp MT052619 

SPO10 LB/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus sp MT052600 

SMP1.2 ISP2/ Soil Macurany - Pin 100% Bacillus sp MT052635 

SX13 LB/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp MT052640 

SPa01 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052617 

SUF.04 LB/ Soil UFAM. C – Mao 100% Bacillus sp MT052616 

SUF05.1 LB/ Soil UFAM. C – Mao 100% Bacillus sp MT052664 

SUF01 NA/ Soil UFAM. C – Mao 100% Bacillus sp MT052657 

LFP3 ISP2/ Water Fr. Pond – Pin 100% Bacillus sp MT052655 

SX10 ISP2/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp MT052663 

SPa14 ISP2/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052651 
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SBC9 ISP2/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus sp  MT052662 

SBC10 ISP2/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus sp MT052628 

SBC12 NA/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus pumilus MT052606 

SPO2 LB/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus safensis MT052609 

SX15 LB/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus safensis MT163316 

SPO11 LB/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus safensis MT052625 

SPa22 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus safensis MT052639 

SPa02 LB/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus sp MT052621 

SBC2 LB/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus subtilis MT052632 

LFP2 LB/ Water Fr. Pond – Pin 100% Bacillus subtilis MT052629 

SPa10 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp  MT052631 

SC15.10 ISP2/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus subtilis MT052615 

SP12 ISP2/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052603 

SP06 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052669 

SBC13 NA/ Soil Science Grove – Mao 100% Bacillus sp MT052634 

SC15.7 NA/ Soil H15. INPA – Mao 100% Bacillus sp MT052605 

SX04 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp MT052645 

GD02.13 NA/ Water Gordo Farm - Coa 100% Bacillus sp MT163315 

SPa09 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052636 

SMP1.3 ISP2/ Soil Macurany - Pin 100% Bacillus sp MT052648.1 

SX08 LB/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus velezensis MT052649 

SUF05 LB/ Soil UFAM. C – Mao 100% Bacillus sp MT052624 

APR1.2 NA/ Soil Pa. Stream – Pin 100% Bacillus velezensis MT052627 

APR1.1 NA/ Soil Pa. Stream – Pin 100% Bacillus velezensis MT052626 

SPO5 LB/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus sp MT052608 

SX13.1 LB/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus sp MT052668 

Ara5 NA/ Water Aerial Stream - Pin 100% Bacillus sp MT052601 

SPa06 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052607 

SPO13 ISP2/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus sp MT052652 

Apr14 ISP2/ Water Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052595 

Apr6 ISP2/ Water Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052596 

SP1 ISP2/ Soil Parananema - Pin 100% Bacillus sp MT052602 

AMc06 ISP2/ Water M. River – Pin 100% Bacillus zhangzhouensis MT052666 

SX17.1 NA/ Water Dona Chagas – Mao 100% Bacillus zhangzhouensis MT052641 

SPO ISP2/ Water Portela farm – Mao 100% Bacillus zhangzhouensis MT052661 

SPa07 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Brevibacillus halotolerans MT052647 

SPa04 NA/ Soil Parananema - Pin 100% Brevibacillus halotolerans MT052633 

SPa13 LB/ Soil Parananema - Pin 100% Brevundimonas olei MT052637 

Apr8 ISP2/ Water Pa. Stream – Pin 100% Klebsiella sp MT052599 

Apr9 ISP2/ Water Pa. Stream – Pin 100% Serratia sp  MT052597 

    77 Bacterian strains 

The sequence identities were 100% similar to the NCBI Genbank sequences and Ribossomal 

Database Project (RDP-II). Pin=Parintins, Mao=Manaus and Coa=Coari; UFAM. C – 

Mao=UFAM Campus I – Mao; M. River – Pin=Macurany River – Pin; Fr. Pond – 

Pin=Francesa Pond – Pin; H15. INPA – Mao=House 15 INPA – Mao; Pa. Stream – 

Pin=Parananema. Stream – Pin. 
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Table S2 (A-D) - LC50 and LC90 values of microbial cultures larvicidal activity against Aedes 

aegypti larvae. LC50 and LC90 were assessed by Probit, with p ≤ 0,05 [31], using the statistical 

software Polo Plus 1.0 (LeOra Software, CA. USA) [32]. Lethal concentrations and 

confidence interval (CI 95%) were analyzed by the Lilliefors normality test (K samples), 

analysis of variance (ANOVA), multiple comparison Tukey test (p ≤ 0,05) and Student‘s t test 

with the software BioEstat 5.3 for Windows [33]. 

A- Supernatant (SUP) fractions 

Strain LC50 (CI 95%) LC90 (CI 95%) X2 DF Slope (±SE) 

24 h      

Bti BR101 0.009 (0.002 – 0.013) a 0.048 (0.027 – 0.813) a 5.4296 2 1.719 (±0.171) 

SX15  0.006 (0.001 – 0.010) a 0.068 (0.037 – 0.855) a 9.0326 3 1.252 (±0.146) 

SPa07 0.007 (0.002 – 0.010) a 0.056 (0.031 – 0.901) a 10.497 3 1.418 (±0.157) 

48 h      

Bti BR101 0.008 (0.006 – 0.010) a 0.029 (0.022 – 0.053) a 6.7637 3 2.347 (±0.200) 

SX15 0.006 (0.001 – 0.010) a 0.068 (0.037 – 0.855) a 9.0326 3 1.252 (±0.146) 

SPa07 0.006 (0.002 – 0.009) a 0.020 (0.015 – 0.059) a 18.495 3 2.599 (±0.216) 

72 h      

Bti BR101 0.004 (0.001 – 0.007) a 0.004 (0.001 – 0.007) a 7.4621 3 2.748 (±0.365) 

SX15 0.005 (0.001 – 0.007) a 0.005 (0.001 – 0.007) a 6.7782 3 2.864 (±0.389) 

SPa07 0.004 (0.001 – 0.007) a 0.004 (0.001 – 0.007) a 8.0917 3 2.687 (±0.355) 

LC Lethal Concentration; CI = Confidence Interval; χ
2
 = chi-square; DF = Degrees of 

freedom; SE = Standard Error. Same letters, a, b, c, etc do not differ at the 5% probability 

level (p > 0.05). 

 

B- Non-autoclaved Pellet (PEL) fractions 

Strain LC50 (CI 95%) LC90 (CI 95%) X
2 

DF Slope (±SE) 

24 h      

Bti BR101 0.008 (0.004 – 0.011) bc 0.058 (0.033 – 0.391) a 6.5449 3 1.500(±0.180) 

SPa09 0.006 (0.001 – 0.009) c 0.089 (0.089 – 3.192) a 6.4172 3 1.072 (±0.152) 

SPa22 0.013 (0.010 – 0.016) ab 0.113 (0.064 – 0.405) a 9.2917 4 1.369 (±0.127) 

GD02.13 0.006 (0.002 – 0.009) c 0.148 (0.068 – 1.428) a 6.2864 4 2.391 (±0.340) 

SP06 0.009 (0.006 – 0.012) bc 0.083 (0.050 – 0.266) a 9.3171 4 1.358 (±0.130) 

SBC13 0.007 (0.004 – 0.009) c 0.009 (0.044 – 0.192) a 11.998 5 1.289 (±0.125) 

SPa07 0.009 (0.004 – 0.013) bc 0.124 (0.0060 – 1.097) a 10.931 4 1.130 (±0.126) 

SX15 0.010 (0.006 – 0.013) bc 0.088 (0.056 – 0.231) a 3.7187 3 1.348 (±0.125) 
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BC1 - - - - - 

48 h      

Bti BR101 0.008 (0.007 – 0.009)
 
a 0.023 (0.021 – 0.027) a 1.988 2 2.716 (±0.225) 

SPa09 0.006 (0.002 – 0.009) ab 0.026 (0.019 – 0.055) a 3.5529 2 2.049 (±0.185) 

SPa22 0.004 (0.001 – 0.007) ab 0.023 (0.018 – 0.042) a 7.2396 3 1.762 (±0.185) 

GD02.13 0.005 (0.001 – 0.008) ab 0.017 (0.012 – 0.03) a 12.748 3 2.260 (±0.225) 

SP06 0.007 (0.002 – 0.010) ab 0.029 (0.029 – 0.091) a 5.3146 2 2.052 (±0.175) 

SBC13 0.004 (0.001 – 0.006) b 0.019 (0.015 – 0.026) a 4.8732 3 1.871 (±0.201) 

SPa07 0.005 (0.001 – 0.008) ab 0.021 (0.016 – 0.0875) a 12.227 3 2.122 (±0.227) 

SX15 0.005 (0.001 – 0.008) ab 0.022 (0.016 – 0.084) a 12.227 3 2.061 (±0.225) 

BC1 - - - - - 

72 h      

Bti BR101 0.003 (0.000 – 0.006)
 
a 0.012 (0.009 – 0.016) a 30.173 6 2.337 (±0.284) 

SPa09 0.005 (0.001 – 0.007) a 0.015 (0.012 – 0.021) a 8.4219 3 2.595 9±0.260) 

SPa22 0.005 (0.001 – 0.007) a 0.015 (0.012 – 0.021) a 8.4219 3 2.595 (±0.260) 

GD02.13 0.003 (0.000 – 0.005) a 0.012 (0.009 – 0.016) a 16.803 5 1.916 (±0.235) 

SP06 0.007 (0.002 – 0.009) a 0.018 (0.014 – 0.046) a 6.0876 2 3.099 (±0.288) 

SBC13 0.005 (0.003 – 0.006) a 0.012 (0.010 – 0.013) a 0.557 1 3.234 (±0.529) 

SPa07 - - - - - 

SX15 - - - - - 

BC1 0.023 (0.021 – 0.027) a 0.256 (0.159 – 0.535) a 2.458 3 1.234 (±0.137) 

LC Lethal Concentration; CI = Confidence Interval; χ
2
 = chi-square; DF = Degrees of 

freedom; SE = Standard Error. Same letters, a,b,c, etc do not differ at the 5% probability level 

(p > 0.05). 
  

C- Autoclaved pellet (APEL) fractions 

Strain LC50 (CI 95%) LC90 (CI 95%) X2 DF Slope (±SE) 

24h      

SPa22 0.009 (0.003 – 0.013) a 0.073 (0.040 – 0.670) a 9.8656 3 1.389 (±0.145) 

48h      

SPa22 0.006 (0.001 – 0.010) a 0.025 (0.017 – 0.106) a 6.7376 2 2.130 (±0.187) 

72h      

SPa22 0.007 (0.004 – 0.009) a 0.018 (0.014 – 0.034) a 63.089 6 3.313 (±0.232) 

LC Lethal Concentration; CI = Confidence Interval; χ
2
 = chi-square; DF = Degrees of 

freedom; SE = Standard Error. Different letters differ at the 5% probability level (p > 0.05). 
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D- Mixed autoclaved pellet plus supernatant (APEL+SUP) fractions 

Strain LC50 (CI 95%) LC90 (CI 95%) X2 DF Slope (±SE) 

24h      

Bti BR101 0.005 (0.002 – 0.008) a 0.037 (0.027 – 0.078) a 5.3019 3 1.495 (±0.160) 

SPa22 0.007 (0.002 – 0.010) a 0.031 (0.021 – 0.115) a 33.418 3 2.030 (±0.155) 

SP06 0.008 (0.004 – 0.011) a 0.046 (0.030 – 0,122) a 8.1382  3 1.680 (±0.143) 

48h      

Bti BR101 0.005 (0.001 – 0.008) a 0.018 (0.013 – 0.039) a 28.230  4 2.252 (±0.204) 

SPa22 0.007 (0.004 – 0.009) a 0.018 (0.014 – 0.032) a 59.140  6 3.337 (±0.234) 

SP06 0.006 (0.002 – 0.009) a 0.023 (0.017 – 0.074) a 12.453 3 2.252 (±0.204) 

72h      

Bti BR101 0.004 (0.000 – 0.006) a 0.011 (0.010 – 0.015) a 16.042 5 2.607 (±0.367) 

SPa22 0.003 (0.000 – 0.006) a 0.012 (0.009 – 0.016) a 17.313  5 2.607 (±0.367) 

SP06 0.003 (0.000 – 0.005) a 0.016 (0.013 – 0.040) a 26.194  6 1.776 (±0.239) 

LC Lethal Concentration; CI = Confidence Interval; χ
2
 = chi-square; DF = Degrees of 

freedom; SE = Standard Error. Different letters differ at the 5% probability level (p > 0.05). 
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CAPÍTULO II 

 

Atividade larvicida e perfil químico dos extratos brutos de Bacillus e Brevibacillus spp., 

provenientes de ambientes Amazônicos contra Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). 

 

Ricardo de Melo Katak, Marta Rodrigues Oliveira, Elerson Matos Rocha, Juan Campos de 

Oliveira, Veranilce Alves Muniz, Afonso Leão Duarte, Antonia Queiroz Lima de Souza, 

Rosemary Aparecida Roque, Wanderli Pedro Tadei. 

  

Material e métodos 

Fluxograma da metodologia do experimento. 

 

Figura 6: Fluxograma da metodologia do experimento 
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Reativação e condições de cultivo dos bacilos 

Neste estudo, foram utilizadas cinco linhagens de Bacillus sp. e uma linhagem de 

Brevibacillus. A cepa padrão BtiBR101NA- B. thuringiensis israelensis que apresentou 

atividade larvicida nas seguintes condições testadas (Tabela 4) também foi usada neste 

experimento para comparar com as linhagens isoladas.  

 

Tabela 4: Linhagens selecionadas para o estudo da produção de extratos metabólicos. 

Cepa Identificação molecular Origem Extratos metabólicos 

Padrão Bti 

BR101 

Bacillus thuringiensis 

israelensis 

UEL-Paraná Sobrenadante (SUP); Pellet +Sobrenadante 

(APEL+SUP); Pellet não autoclavado (PEL). 

SPa07NA Brevibacillus halotolerans 

MT052647 

Solo Parintins Sobrenadante (SUP); Pellet não autoclavado 

(PEL). 

SPa09NA Bacillus toyonensis MT052636 Solo Parintins Pellet não autoclavado (PEL); 

SX15LB Bacillus safensis MT163316 Água manaus Sobrenadante (SUP); Pellet não autoclavado 

(PEL). 

SP06LB Bacillus thuringiensis 

MT052669 

Solo Parintins Pellet não autoclavado (PEL); Pellet 

autoclavado (APEL) + sobrenadante (SUP). 

SPa22LB Bacillus safensis MT052639 Solo Parintins Pellet não autoclavado (PEL); Sobrenadante 

+ Pellet autoclavado (SUP+APEL); Pellet 

autoclavado (APEL). 

SBC1LB Bacillus albus MT052660 

 

Solo Manaus Sobrenadante (SUP); Pellet não autoclavado 

(PEL). 

 

Primeiramente, as linhagens foram cultivadas nos respectivos meios que foram 

preservados contendo 5 ml de Ágar Nutriente (NA) e Luria Bertani (LB) a 30ºC durante 24 

horas. Em seguida, uma alíquota de 100 µl foi retirada e adicionada em frascos de 250 ml 

contendo 100 ml dos respectivos meios. Os cultivos em escala preparativa foram feitos em 

quintuplicata, incluindo a amostra controle, mantidas em agitação na estufa rotativa a 180 

rpm e 30 ºC durante 120 horas. Durante o período de cultivo das linhagens foi mensurado a 

glicose, pH e nitrito periodiocamente das amostra e do controle por meio de uma fita de 

reagente para urinálise da marca Uricclin® 10 (SOUZA, 2006). 

 

Produção de extratos de bacilos. 

Após o período de cultivo de cada linhagem, 40 ml das amostras foram distribuídas 

em tubos falcons (50 ml) e centrifugadas a 4 ºC e 2800 g por 40 min. O sobrenadante das 

linhagens foi filtrado à vácuo em câmara asséptica usando uma membrana Millipore 0,22 
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µM. O pellet obtido após a centrifugação foi congelado por 10 minutos a -80 ºC e em 

seguida liofilizado em aparelho (Enterprise I, TERRONI) durante 48 horas. Após isso, os 

pellets das linhagens foram recobertos com Metanol (MeOH) e Acetato (AcOEt) na 

proporção 1:1. O sobrenadante obtido das cepas foi recoberto com 20% da mistura de 

Acetato de etila (AcOEt) e Isopropanol (iPr-OH) 9:1 volume/volume (v/v).  

 

Análises quimiométricas dos extratos produzidos pelos bacilos 

Posteriormente, os frascos de vidro foram agitados vigorosamente para misturar as 

fases, deixados durante 24 h em repouso e em seguida foi retirado uma alíquota de 40 µl da 

fase orgânica e colocados em tubos vials de vidro contendo 160 µl de MeOH grau HPCL. 

Após isso, as amostras foram analisadas por espectrometria de massas (EM) utilizando uma 

fonte de Electrospray ionization (ESI) por inserção direta em um espectrômetro de massas 

(Thermo Fisher Scientific), onde a faixa de massa observada foi de 100 a 1000 m/z tanto no 

modo positivo quanto no modo negativo (KOOLEN, 2011).  

Em seguida, o líquido cultivado foi reunido e submetido à partição com AcOEt/Pr-

OH 9:1 e extraído três vezes. O pellet das réplicas das mesmas linhagens foi reunido e 

macerado com a mistura de metanol MeOH e AcOEt 1:1 por 48 h, depois foi filtrado para a 

obtenção do extrato e a preparação das amostras para estudo do perfil químico. 

Posteriormente, as amostras dos extratos do Pellet foram retiradas em 48 h, após a 

maceração, da qual utilizou 40 µl do extrato adicionado em tubos Vials contendo 160 µl de 

MeOH. Todos os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo, sob pressão 

reduzida com bomba de vácuo e mantidos em dessecador com sílica ativada. Após secos, os 

extratos foram pesados e armazenados. 

 

Bioensaios seletivos dos extratos das linhagens para as larvas de Aedes aegypti 

Na realização dos bioensaios foram utilizados 14 extratos das linhagens, sendo sete 

oriundos do sobrenadante (SUP) e sete provenientes do Pellet (PEL), incluindo a cepa 

padrão Bti BR101NA.  Os outros dois extratos foram do controle contendo o meio LB e 

NA, no qual as linhagens foram cultivadas. Os experimentos foram realizados de acordo 

com Dumalge et al (1900) e WHO (2005) com algumas modificações. 
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Obtenção e manutenção das larvas de Aedes aegypti 

Na obtenção das larvas foram utilizados ovos da colônia do Insetário do Laboratório 

de Malária e Dengue do INPA. Para a eclosão das larvas, os ovos foram colocados em 

bandejas de plásticos (45x30x7,5 cm) contendo 200 ml de água. Após a eclosão das larvas, 

foi adicionada a alimentação que consistiu na mistura da ração (Teklab global) e da ração 

Wiska® , na proporção de 1:1 (LIMA et al., 2009). As larvas foram mantidas em 

temperaturas de 27 ± 1 ºC, umidade relativa em torno de 70 a 80% e fotofase (12L/12D). 

Foram selecionadas para os bioensaios, larvas de 3º estádio (L3), e as demais 

permaneceram na bacia até a fase de pupa. Em seguida, as pupas foram transferidas para 

copos de plásticos de 100 ml e inseridas em gaiolas padronizadas (18 cm de diâmetro x 17 

cm de altura) para a emergência dos adultos e manutenção da colônia. Para estes, foi 

adicionada em Erlenmeyers solução de sacarose 10% embebido em algodão. No repasto 

sanguíneo utilizou-se hamsters (Mesocricetus auratus) devidamente anestesiado, conforme 

o procedimento aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do INPA (CEUA: 

053/2018 – ―Criação de mosquitos vetores, em condições de laboratório‖).  

 

Ensaio larvicida com os extratos brutos 

Os ensaios biológicos seletivos foram realizados em triplicata, foi montada uma 

réplica de três copos plásticos contendo 10 ml de água destilada, 10 larvas de terceiro 

estádio de A. aegypti, 1 g de ração para as larvas, mais aplicação dos extratos dos bacilos, 

estabelecendo a concentração de 500, 300 e 150 µl/ml e como controle negativo foi usado 

DMSO (Dimetilsulfóxido), nas mesmas condições. Após a aplicação dos extratos, as 

leituras de mortalidade ocorreram nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os bioensaios foram 

conduzidos no Laboratório de Malária e Dengue do INPA, em condições controladas, com 

temperatura de 26± 2 ºC e umidade relativa de 70 a 80%, fotofase de (12L/12D). Os 

extratos que apresentaram mortalidade igual ou superior a 50% foram considerados tóxicos 

para a realização dos bioensaios.  

 

Bioensaios quantitativos com larvas de Aedes aegypti 

Os bioensaios quantitativos foram realizados de acordo com os resultados obtidos 

nos bioensaios seletivos e de acordo com Dumalge et al (1990) e WHO (2005). Foram 

testadas oito concentrações (0,5; 0,3 ;0,15; 0,1; 0,075; 0,05; 0,025 e 0,015 g/L). Os ensaios 

foram realizados em triplicata sendo aplicados três repetições em dias alternados. Nos 
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experimentos foram utilizadas 10 larvas de terceiro instar, 10 ml de água destilada, 1g de 

ração para as larvas e quantidade correspondente de cada concentração de extratos. As 

condições de avaliação da mortalidade foram às mesmas descritas nos bioensaios seletivos.  

 

Obtenção das concentrações letais (LC50 e CL90) e Análises dos dados  

Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios quantitativos foram submetidos à 

análise de Probit p<0,05 (FINNEY, 1971). Os cálculos das concentrações letais foram 

realizados com a utilização do programa estatístico POLO-PLUS (Leora Software, 2003) 

por meio da regressão linear dose-resposta para estimativa das CL50 e CL90. A toxicidade 

dos extratos foram comparados pela análise de Variância (ANOVA), teste de Tukey com 

nível de significância de 95% (α=0,05), com a utilização do programa estatístico BioEstat 

versão 5.3 for Windows (AYRES et al., 2007).  

 

Resultados e discussão 

 

Produção e rendimento dos extratos das linhagens 

A partir da extração dos metabólitos das linhagens foram obtidos 16 extratos brutos, 

provenientes de sete cepas de bacilos, incluindo a cepa padrão Bti BR101NA e o controle 

do meio de cultivo (NA e LB). A extração dos metabólitos do cultivo das linhagens, 

promoveu a produção de sete extratos da fração do pellet oriundos da extração por 

maceração em metanol e acetato (MeOH/AcOEt) e sete provenientes  da extração por 

partição com AcOEt/iPro-OH da fração do sobrenadante. Além disso, o controle negativo 

do meio NA e LB denominados (CT) foram obtidos para comparar os efeitos negativos dos 

extratos. 

Considerando os resultados do pH aferido diariamente durante o período de cultivo 

das linhagens (24-120 horas), foi observado que existem diferenças estatísticas quando 

comparados  ao valor de p<0.05. As médias dos intervalos, os desvios padrão e as 

diferentes letras mostradas na tabela 9 mostraram as diferenças estatísticas entre as 

linhagens e cepa padrão. Os dados preliminares neste experimento podem ser utilizado 

como príncipio de uma padronização de cultivos bacterianos, assim como a otimização para 

produção de metabólitos secundários. A influência na produção de moléculas pode ser 

ocasionada parâmetros físicos e químicos, como por exemplo, o pH  que é imprescindível 

avaliar em estudos posteriores.  
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Segundo Hu et al (2006) e Costa e Badino (2012), o estresse provocado por diversas 

alterações externas podem ocasionar mudanças na expressão de genes, como a síntese de 

conjuntos específicos de proteínas, afetando diretamente o metabolismo celular. Diante 

disso, podem ocorrer alterações no crescimento e viabilidade das células bem como na 

produção de metabólitos primários e secundários. 

Os resultados referentes às análises do nitrito presente no cultivo das linhagens 

foram mensurados até 120 horas, no qual foi observado o nitrito positivo em todos os 

cultivos das linhagens (Tabela 5). Os achados referentes no cultivo das linhagens 

demonstraram que existe a possibilidade de não ter ocorrido o catabolismo dos metabólitos 

presentes no cultivo.  Estudos indicam o potencial de bactérias do gênero Bacillus de 

promover a catabólise de moléculas complexas reduzindo a moléculas mais simples. 

Welker e Campbell (1967), determinaram o potencial da cepa B. amyloliquefaciens de fazer 

hidrólise do amido, fermentado sacarose, glicose e lactose para produzir acetilcarbinol e 

reduzir nitrito a nitrato. Neste sentido, os resultados positivos nos experimentos indicam a 

presença de bactérias e metabólitos nos meios de cultivo. Todavia, não foi possível 

mensurar a glicose no cultivo dos bacilos devido aos meios utilizados, pois os mesmos são 

ausentes de glicose. Os mesmos resultados de glicose das cepas foram comparados com o 

controle dos meios de cultivo NA e LB até 120 h.  

Diante desses resultados, torna-se necessário avaliar detalhadamente as fases de 

vida desses microrganismos (fase vegetativa, estacionária e lise celular) e os parâmetros 

que influenciam a produção dos metabólitos. 

 

 

Tabela 5: Dados dos parâmetros observados na produção dos extratos das linhagens 

bacterianas. 
Linhagens Diferenças dos intervalos do pH Glicose Nitrito 

BtiBR101NA  (7.5 ± 0 ) a Negativa Positivo 

SBC1LB (7.5 ± 0.2) ad Negativa Positivo 

SP06LB (7.5 ± 0.2) a Negativa Positivo 

SPa07NA (7.5 ± 0) b Negativa Positivo 

SPa09NA (7.5 ± 0.2 ) c Negativa Positivo 

SX15LB (6.5 ± 0.244949) bc Negativa Positivo 

Controle LB (6.5 ± 0) b Negativa Positivo 

Controle NA (7 ± 0) c Negativa Positivo 

 

 

 

Avaliação dos parâmetros do cultivo das linhagens nos intervalos de 24 a 120 horas. As Letras 

iguais significam que não exitem diferenças estatísticas quando é comparada pelo teste Mann-

whitney em relação ao p<0.005. Os dados de glicose e nitrito não foram possíveis de avaliar 

estatisticamente. Médias/Desvio padrão. 
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Quanto aos valores do rendimento dos extratos obtidos do meio líquido 

(sobrenadante) foi observado que a linhagem SPa22LB-B. safensis apresentou o maior 

rendimento, e os extratos das linhagens SPa09NA-B. toyonensis e SX15LB-B. safensis 

foram o que apresentaram o menor rendimento, conforme os dados apresentados na figura 

7. 

 

 

Os extratos obtidos da biomassa bacteriana (Pellet) apresentaram valores de 24 a 

260 miligramas (mg) (Figura 12). O extrato com maior rendimento foi da linhagem 

SPa22LB-B. safensis, apresentando 260 mg. Os menores rendimentos dos extratos foi 

observado na cepa SPa09NA-B. toyonensis e a cepa padrão Bti BR101NA, apresentando 24 

e 28 mg, respectivamente (Figura 12). 

A Produção e a obtenção dos extratos metabólicos dependem de vários parâmetros 

otimizados que envolvem o cultivo bacteriano, como por exemplo, pH, glicose, nitrito, 

aeração e oxigenação. Estes fatores são de grande importância para a obtenção de 

metabólitos secundários. Dessa forma, a padronização dos meios de produção é de 

fundamental importância para os estudos dos metabólitos secundários.  

 

Análise do perfil químico dos extratos brutos do sobrenadante (extracelulares) e do 

Pellet (intracelulares) das linhagens bacterianas 
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As análises dos metabólitos secundários intracelulares (pellet) e extracelulares 

(sobrenadante) foram realizadas neste experimento, com ionização positiva e negativa em 

fonte ESI-EM de massas de 100 a 1000 m/z, nos dois experimentos. Segundo Madsen et al 

(2010), esse método de ionização é eficiente para adquirir informações sobre os metabólitos 

que compõem os grupos polares a apolares.  

O exemplo da identificação molecular e o perfil químico de metabólitos secundários 

configuram-se como uma ferramenta robusta para a identificação, pois, utiliza-se um 

grande número de variáveis para a confirmação. 

Considerando os resultados das análises do agrupamento hierárquico (AAH) 

observados no sobrenadante ionizado de modo positivo (+), foi observada a formação de 

três grupos. Sendo o primeiro (Grupo I) formado pela cepa padrão Bti BR101NA-B. 

thuringiensis israelensis cultivada em meio NA, separada das demais linhagens. O grupo II 

formado pelas linhagens SX15LB e SPa22LB, ambas B. safensis cultivadas em meio LB. 

No Grupo III, a linhagem SPa07-Br. halotolerans cultivada em meio NA, os controles (NA 

e LB) e as linhagens SBC1-B. albus e SP06-B. thuringiensis, ambas cultivadas no meio LB 

(Figura 8).  

Figura 8: Dendograma obtido com análise por AAH do perfil de substâncias produzidas 

pelas linhagens bacterianas no sobrenadante (SUP), ionizada de modo positivo (+). 

 

Em relação à análise dos componentes principais (ACP) obtido das substâncias do 

sobrenadante ionizado de modo positivo, foi observada a formação de três grupos 

principais (Figura 9). A formação dos três grupos nesta análise coincide com os dados de 
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AAH (Figura 8) ionizado de modo positivo, no qual as linhagens BtiBR101NA-B. 

thuringiensis israelensis, SX15LB-B. safensis e SPa22LB-B. safensis apresentaram 

componentes que separaram das outras linhagens. As linhagens SPa07NA-Br. halotolerans, 

SPa09NA-B. toyonensis, SBC1LB-B. albus  e SP06LB-B. thuringiensis  não apresentaram 

íons para segregação do controle de seus meios (Figura 9). 

Figura 9: Gráfico de Score de ACP do perfil de substâncias produzidas por bacilos no 

sobrenadante SUP, ionizadas de modo positivo. 

 

Em relação aos resultados da análise do agrupamento hierárquico (AAH) do 

sobrenadante ionizado de modo negativo (-), foi observada a formação de três grupos. No 

grupo I, foi composto pela cepa padrão BtiBR101NA. No grupo II, as linhagens SX15LB-

B. albus e SPa09NA-B. toyonensis. E no grupo III, as linhagens SPa22LB-B. safensis, 

SPa07NA-Br. halotolerans, SP06LB-B. thuringiensis, SBC1LB-B. albus não produziram 

substâncias para segregarem dos controles do meio de cultivo NA e LB  (Figura 10).  
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Figura 10: Dendograma obtido com análise por AAH do perfil de substâncias produzidas 

pelas linhagens bacterianas no sobrenadante (SUP), ionizada de modo negativo (-). 

A análise dos componentes principais (ACP) ionizado de modo negativo (-) mostrou 

também a formação de três grupos. As analises de AAH e ACP do sobrenadante ionizado de 

modo negativo destas linhagens, coincidem para ambas as linhagens. 

Nas linhagens SX15LB e SPa09NA, tanto na análise de ACP como na AAH, se 

agruparam, mesmo sendo de espécies e cultivos diferentes (Figura 10 e 11). Por exemplo, a 

linhagem SX15LB compreende uma espécie de B. safensis e a SPa09NA - B. toyonensis. 

Neste sentindo, alguns ions possibilitaram o agrupamento destas linhagens nesta condição 

e, estes devem ser investigados. Uma vez que estes íons podem ser semelhantes.  

 

Figura 11: Gráfico de Score de ACP do perfil de substâncias produzidas pelas linhagens 

bacterianas no sobrenadante (SUP), ionizadas de modo negativo (-). 

 

Considerando os resultados da análise de agrupamento hierárquico (AAH) do pellet 

ionizado de modo positivo foi observada a formação de três grupos, sendo o grupo I 

composto pela linhagem BtiBR101NA-B. thuringiensis israelensis, o grupo II por a22LB-

B. safensis e o grupo III pelas linhagens SX15LB-B. safensis, SPa09NA-B. toyonensis, 

SPa07NA-Br. halotolerans, SP06LB-B. thuringiensis e SBC1LB-B. albus (Figura 12). 
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Figura 12: Dendograma obtido com análise por AAH do perfil de substâncias produzidas 

pelas linhagens bacterianas do pellet (PEL), ionizada de modo positivo (+). 

Em relação à análise dos componentes principais (ACP) do pellet ionizado de modo 

positivo foi observada também a formação de três grupos. O pellet dessas linhagens 

possuem substâncias que ajudaram na segregação de BtiBR101NA-B. thuringiensis 

isralensis e SPa22LB-B. safensis (Figura 13).  

 

 

 

Figura 13: Gráfico de Score de ACP do perfil de substâncias produzidas pelas linhagens 

bacterianas do pellet (PEL), ionizadas de modo positivo (+). 

 

No perfil observado pela análise de agrupamento hierárquico (AAH) do pellet 

ionizado de modo negativo foi observada a formação de três grupos. O grupo I formado 

pela linhagem padrão BtiBR101NA-B. thuringiensis, o grupo II  pelas linhagens SPa22LB-

B. safensis e SPa09NA-B. toyoensis. O grupo III formado pelas linhagens SX15LB-B. 

safensis, SPa07NA-Br. halotolerans, SP06LB-B. thuringiensis, SBC1LB-B. albus. Outro 

fato considerado importante neste experimento é que linhagem de espécies distintas e 

cultivadas em meios diferentes apresentarem ions que se agruparam entre elas. Por 

exemplo, a linhagem SPa22LB-B. toyonensis que compreende uma espécie de B. safensis e 

SPa09NA– B. toyonensis foram agrupadas nas análises de AAH e ACP (figura 13 e 14).  
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Figura 14: Dendograma obtido com análise por AAH do perfil de substâncias produzidas 

pelas linhagens bacterianas do pellet (PEL), ionizada de modo negativo (-). 

 

 

Em relação as análise dos componentes principais (ACP) do pellet ionizado de 

modo negativo, foi observada a formação também de três grupos coincindo com os dados 

de AAH das linhagens (Figura 16 e 17). As linhagens SX15-B. safensis e SPa09NA-B. 

toyonensis são espécies distintas e cultivadas em meio diferente. Por outro lado, 

apresentaram susbtâncias que se agruparam, pois impedindo a separação destas linhagens 

distintas (Figura 15 e 16). 

 

Figura 15: Gráfico de Score de ACP do perfil de substâncias produzidas pelas linhagens 

bacterianas no pellet (PEL), ionizadas de modo negativo (-). 
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Em todas as análises observadas neste experimento, a cepa padrão BtiBR101NA-B. 

thuringiensis isralensis  apresentou íons que segregaram das demais linhagens (Figuras 8-

15). Não foi possível fazer uma correlação das linhagens com a cepa padrão BtiBR101NA-

B. thuringiensis israelensis para comparar a proximidade de seus metabólitos ativos, uma 

vez que esta cepa não apresentou atividade larvicida. Embora esta cepa apresente resultados 

promissores em ensaios biológicos anteriores contra larvas de A. aegypti, neste 

experimento, não foi observado nehuma eficiência de seus extratos. Portanto, a correlação 

dos metabólitos da cepa padrão com as linhagens bacterianas não devem ser consideradas 

neste estudo.  

As linhagens SX15LB-B. safensis e SPa22LB-B. safensis foram as únicas que 

conseguiram se agrupar por meio destas análises, uma vez que são das mesmas espécies e 

cultivadas nos mesmos semelhantes (figuras 8 e 9). Por outro lado, estas mesmas linhagens 

se agruparam com a linhagem SPa22NA-B. toyonensis compreendendo uma espécie 

distitinta e cultivada em meio diferente (Figuras 10-11 e 12 -13). Os íons responsáveis por 

esta segregação devem ser investigados para melhores explicações. As diferenças 

metabólicas somam-se pontuais e nas intensidades dos picos dos íons. Essas diferenças 

metabólicas formam pequenos conjuntos de moléculas que atribuem pouca variância a esse 

gênero no metabolismo secundário intracelular e extracelular. 

Nestas análises, devido às linhagens serem de origens, espécies e meios distintos, 

não ficam totalmente comprovadas que ambas compartilham alguns metabólitos comuns, 

sendo necessários mais estudos de padronização destas técnicas analíticas. A apesar da 

necessidade da necessidade de melhorar a abordagem para o estudo dos perfis químicos de 

espécies de Bacillus e Brevibacillus, cujas variáveis de cultivo são difíceis de padronizar, é 

interessante à viabilidade da técnica para fins taxonômicos desse gênero. Além das 

variáveis de cultivo, os diferentes parâmetros de ionização e análise devem ser otimizados 

para a obtenção de espectros reprodutíveis e que levem ao maior número de íons 

detectados. Um custo benéfico é levando em conta em relação a estas análises. Essas 

técnicas apresentam menores custos em relação às técnicas de biologia molecular (PIERCE 

& MOHLER, 2012). 

Devido à falta de estudos dos dados espectrais desse gênero de bactérias (Bacillus e 

Brevibacillus), torna-se totalmente difícil realizar uma análise comparativa. Dessa forma, 

tornam-se necessários mais estudos quimiométricos desses gêneros bacterianos e 

construção de novas bibliotecas de dados espectrais.  
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Avaliação da atividade larvicida dos extratos brutos das linhagens  

Após a exposição das larvas aos extratos brutos das linhagens, foram observados 

que os extratos provenientes do meio líquido metabólico (sobrenadante) foram os mais 

eficientes para as larvas. Por outro lado, nenhuma atividade larvicida foi observada nos 

extratos obtidos da biomassa bacteriana (pellet) das linhagens. 

Considerando os resultados de mortalidade nas primeiras 24 horas, foi observado 

que o extrato da cepa SPa07NA-Br. halotolerans, apresentou 100% de toxicidade nas 

concentrações (500 e 300 ppm) e 98% em 150 ppm. A cepa SX15LB-B. safensis apresentou 

15,10, 10% nas concentrações 500, 300 e 150 ppm, respectivamente (Figura 16). 

Em relação à mortalidade do intervalo de 48 horas, foi observado que a 

concentração 150 ppm do extrato da cepa SPa07NA apresentou 100% de toxicidade. As 

concentrações 500, 300 e 150 ppm da cepa SX15LB apresentaram 28, 24 e 23% de 

toxicidade, respectivamente (Figura 16). No intervalo de 72 horas, foi observado que as 

concentrações 500, 300 e 150 ppm ocasionaram 51, 48 e 46% de toxicidade para esta cepa, 

respectivamente (Figura 16). 

 

Figura 16: Atividade larvicida dos extratos do sobrenadante dos bacilos para larvas de A. aegypti. 

 

A toxicidade dos extratos provenientes do meio líquido metabólico das duas 

linhagens (SPa07NA e SX15LB) foram as mais efetiva. Nos extratos oriundos do pellet das 

linhagens bacterianas não foi observado nenhuma toxicidade (Figura 16).  

Um ponto importante neste estudo é relacionado à cepa padrão Bti BR101-B. 

thuringiensis israelensis que apresentou toxicidade em estudos anteriores de 100% tanto no 

sobrenadante (SUP) quanto no pellet (PEL). Segundo Elleuch et al (2015) e Bravo et al 

(2011), B. thuringiensis secretam metabólitos como proteínas Cry, Cyt, Vip, Sip e enzimas 
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hidrolíticas com amplo espectro de ação contra diversas ordens de insetos de importância 

médica e agrícola. Contudo, os extratos provenientes do sobrenadante e do pellet dessa 

mesma cepa não demonstraram atividade larvicida. As linhagens SPa07NA, SX15LB, 

SPa09NA, SP06LB, SBC1LB e SPa22LB quando o pellet (PEL) não haviam sido 

submetido a extração pelos solventes acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) 

apresentaram efetividade contra as larvas de A. aegypti. Por algum motivo desconhecido, 

essas linhagens perderam totalmente a sua efetividade, podendo ter sido degradados pela 

ação dos solventes ou não foram extraídos adequadamente.  

Nos ensaios biológicos com larvas de A. aegypti foi observado a eficiência do 

extrato da linhagem SPa07NA-Br. halotolerans nas primeiras 24 horas, sendo o extrato do 

meio líquido metabólico eficiente em três concentrações (500, 300 e 150 ppm). O extrato 

oriundo do pellet (PEL) desta linhagem não apresentou atividade contra as larvas de A. 

aegypti. 

A toxicidade da linhagem SPa07NA-Br. halotolerans apresentou os melhores 

resultados nos ensaios larvicidas, sendo que ainda não foram descritos estudos com 

potencial biológico desta cepa para insetos vetores de doenças e pragas agrícolas. O estado 

da arte dessa espécie na literatura ainda é bem limitado, uma vez que esta espécie foi 

recentemente descrita por Song et al (2017), e caracterizada como uma nova espécie. 

Os resultados da atividade larvicida dos extratos da cepa SX15LB-B. safensis, 

mostraram que ocorreu uma evolução da toxidade em relação ao intervalos de 24, 48 e 72 

horas, no qual apresentaram resultados semelhantes nas concentrações de 500, 300 e 150 

ppm (Figura 16). Este aspecto também é muito importante nos ensaios biológicos, 

principalmente quando existem outros fatores relacionados, como por exemplo, respostas 

imunológicas dos insetos, formação de moléculas ativas, sinergismo e diferentes 

mecanismos de ação. 

O conhecimento das bactérias do gênero Brevibacillus, como por exemplo, Br. 

laterosporus apresentam amplo espectro de ação contra diversas ordens de insetos da 

ordem diptera, coleoptera e lepidoptera (RIVERS et al., 1991), assim como também 

apresentaram toxicidade contra nematódeos e moluscos (RUIU et al., 2006). 

Yang e Yousef et al (2018) e Sumi et al (2015), analisaram o genoma de bactérias 

desse gênero e verificaram que grande parte delas possui genes responsáveis pela 

biossíntese de antibióticos aplicado no biocontrole. Além disso, este gênero é uma fonte 
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rica de peptídeos antimicrobianos (AMPs), incluindo gramicidina A e gramicidina S, o 

primeiro peptídeo linear e cíclico. 

Por outro lado, B. safensis uma espécie bastante conhecida por ser uma bactéria 

onipresente em diversos ambientes como solos, campos de petróleo, alimentos e plantas 

(ABRIL et al., 2019; ISHAG et al., 2016; REKIK et al., 2019; WAHLA et al., 2019). O 

estudo do controle biológico de A. aegypti com a utilização de metabólitos secundários 

oriundos de B. safensis ainda não foram descritos na literatura. Por isso, esses achados são 

inéditos e promissores nesse campo de pesquisa. O potencial biotecnológico da espécie B. 

safensis possui amplo espectro, como por exemplo, apresentam atividades antibacterianas, 

antifúngicas, antiaderente, citotóxicas e são produtores de antibióticos e biossurfactantes 

(ABDELLI et al., 2019; MAYER & KRONSTAD, 2017). Além disso, B. safensis é 

considerado um grande agente de biocontrole contra patógenos de importância agrícola 

(fitopatógenos).   

A biodiversidade das florestas tropicais como a Amazônia constitui-se em um 

enorme potencial para descoberta de novos produtos biologicamente ativos. Neste sentido, 

as linhagens (SPa07NA-Br. halotolerans e SX15LB-B. safensis) isoladas de diferentes 

ambientes amazônicos (solo e água) com potencial tóxico para larvas de A. aegypti 

apresentaram grande potencial para o controle biológico deste vetor na região Amazônica. 

 

Bioensaios da estimativa da concentração letal (CL50) e CL90 dos extratos de bacilos  

Considerando os resultados deste estudo, não foram observados diferenças 

estatísticas significativas entre os valores de CL50 e CL90, referentes aos extratos dos bacilos 

SPa07NA-Br. halotolerans e SX15LB-B. safensis nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. 

Embora não tenham sido encontradas diferenças estatísticas entre os tempos de avaliação, a 

linhagem SPa07NA-Br. halotolerans foi a mais promissora contra as larvas de A. aegypti, 

por apresentar os menores valores de CL50 e CL90 (Tabela 6). Por outro lado, os valores da 

CL50 e CL90 da linhagem SX15LB-B. safensis não se adequaram nos ajustes do programa 

estatístico, sendo necessárias mais padronização das análises estatísticas.   

Até o presente momento ainda não foram encontrados estudos da espécie Br. 

halotolerans com extratos metabólicos ativos contra insetos vetores de doenças tropicais e 

pragas agrícolas. Dessa forma, torna-se necessário rastrear as substâncias presentes nos 

extratos e elucidar os mecanismos de patogenicidade desta linhagem. 
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Tabela 6: Concentração letal LC50 e CL90 em mg/L, dos extratos dos bacilos para as larvas 

de A. aegypti. 

Linhagens  CL50%  (IC95) CL90% ( IC95) Slope± X
2 

24h         

SPa07NA 0.048 (0.029-0.067)a 0.279 (0.182- 0.643)a 1.681(±0.159) 5 

SX15LB 6.692 (2.027-141.091)a 205.60 (22.115-67708)a 0.862 (±0.197) 5 

48h         

SPa07NA 0.030 (0.017-0.043)a 0.181 (0.128-0.330)a 1.656 (±0.176) 5 

SX15LB 2.971 (1.012- 53.660)a 505.37 (34.428-0.88390E+06)a 0.575 (±0.139) 5 

72h         

SPa07NA 0.019 (0.010- 0.027)a 0.101 (0.079- 0.144)a 1.778 (±-0.215) 5 

SX15LB 0.159 (0.091-0.385)a 179.68 (11.929-0.32331E+07)a 420 (±0.122) 5 

*Legenda: CL = Concentração letal; IC = Intervalo de confiança; χ
2
 = qui-quadrado; GL = 

Grau de liberdade; SE = Erro padrão. Letras iguais na mesma coluna não diferem de acordo 

com o teste t de Student (p > 0,05) 
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CAPÍTULO III 

 

Estudo Químico e Biológico da linhagem  Brevibacillus halotolerans  isolada da  

Amazônia para o controle de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) 

 

Ricardo de Melo Katak, Marta Rodrigues de Oliveira, Elerson Matos Rocha; Rosemary 

Aparecida Roque; Afonso Leão Duarte, Antonia Queiroz Lima de Souza, Wanderli Pedro 

Tadei. 

 

Material e Métodos 

 

Reativação e purificação da linhagem bacteriana 

A linhagem utilizada neste experimento foi obtida do isolamento de amostras de 

solo da Amazônia, caracterizada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA como 

Brevibacillus halotolerans MT052647 e depositadas no Laboratório de Controle Biológico 

e Biotecnologia da Malária e Dengue-INPA. 

Primeiramente, em tubos de ensaios com capacidade de 10 ml, contendo 2 ml do 

meio Nutrient Broth (5 g de tecido animal, 5g de cloreto de sódio, 1.5 g extrato de carne, 

1.5 g de extrato de levedura), foram adicionados 20 µl do cultivo bacteriano. Em seguida, 

foi incubado em estufa rotativa a 30 ºC em 180 rpm por 24 horas. Posteriormente, 20 µl 

deste cultivo foram transferidos para placas de Petri, contendo o respectivo meio. Com uma 

alça de platina embebida em álcool 70% e flambada em bico de busen foi feito o 

espalhamento. As placas foram incubadas na câmara B.O.D a 28 ºC, por 24 horas para o 

crescimento das colônias. Posteriormente, com auxílio de uma alça de Drigalsky, foi feita a 

purificação das colônias pela técnica de esgotamento por estrias cruzadas. 

 

Produção e padronização dos extratos em pequena escala 

Com uma alça de platina, uma colônia bacteriana da linhagem SPAa07NA-Br. 

halotolerans foi transferida para os respetivos meios contendo 5 ml e incubados a 30 ºC em 

180 rpm durante 24 horas. Posteriormente, 1000 µl foram retirados e adicionados em 

frascos de 250 ml contendo 100 ml dos respectivos meios. Os cultivos em escala 

preparativa foram feitos em quintuplicata, incluindo a amostra controle e incubadas em 

agitação em estufa rotativa a 180 rpm a 30 ºC durante, 24, 48, 72, 120, 168 e 240 horas. 
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Neste experimento, foi realizado a medição de glicose e pH das amostras periodicamente 

pelas tiras de fita de Urinálise da marca Uroclin
®

. 

O meio líquido cultivado de cada intervalo foi centrifugado a 2800 g por 40 minutos 

para obtenção do sobrenadante. Posteriormente, o meio líquido metabólico (sobrenadante) 

dos intervalos cultivados foram recobertos com 20% da mistura de acetato de etila (AcOEt) 

e Isopropanol (iPr-OH) 9:1 volume/volume (v/v). Após isso, 20 µl das amostras foram 

plaqueadas em placas de petri contendo o meio Nutriente Broth e incubadas a 30ºC durante 

96 horas para verificar se existe a presença do crescimento de células bacterianas.  

Os frascos de vidro foram agitados vigorosamente para misturar as fases, deixados 

durante 24 h em repouso e em seguida foi retirado uma alíquota de 40 µl da fase orgânica e 

colocados em vials de vidro contendo 160 µl de metanol (MeOH) grau HPLC. Após isso, as 

amostras foram analisadas por espectrometria de massas (EM) utilizando uma fonte de 

Electrospray ionization (ESI) por inserção direta em um espectrômetro de massas (Thermo 

Fisher), onde a faixa de massa observada foi de 100 a 1000 m/z tanto no modo positivo 

quanto no modo negativo (KOOLEN, 2011). Em seguida, o líquido cultivado foi reunido e 

submetido à partição com AcOEt/iPr-OH 9:1 e extraído três vezes. 

Todos os extratos obtidos foram concentrados em rotoevaporador, sob pressão 

reduzida com bomba de vácuo e mantidos em dessecador com sílica ativada. Após secos, os 

extratos foram pesados e armazenados. 

 

Bioensaios seletivos dos extratos brutos contra larvas de Aedes aegypti 

Os extratos brutos dos diferentes intervalos produzidos pela cepa Br. Halotolerans 

foram testadas seletivamente, objetivando selecionar o melhor tempo de cultivo e a 

produção de metabólitos bioativos.   

 

Obtenção das larvas de Aedes aegypti 

As larvas foram obtidas a partir de insetário do Laboratório de Controle Biológico e 

Biotecnologia da Malária e Dengue (LCBBMD) do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia - INPA. Os ovos foram colocados em bacias de plástico retangulares (12 x 22 x 4 

cm) contendo 200 ml de água. Após a eclosão, as larvas foram alimentadas a partir de uma 

mistura de ração de peixe (Teklab global) e de gato ração Wiskas®, na proporção de 1:1 

(LIMA et al., 2009). As larvas foram mantidas em temperatura de 27 ± 2 ºC, umidade 
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relativa de 80-90% e fotofase de 12h, posteriormente, larvas de 3º instar foram selecionadas 

para os bioensaios. 

 

Ensaios biológicos a partir dos extratos 

Na realização dos bioensaios seletivos foram utilizados seis extratos da cepa, do 

qual foram extraídos de diferentes intervalos de cultivo (24, 48, 72, 120, 168 e 240 horas) e 

testados contra larvas de A. aegypti. Os experimentos foram realizados de acordo com 

Dumalge et al (1990) e WHO (2005), com modificações. 

 Os bioensaios foram realizados em triplicatas, onde foi montada uma réplica de três 

copos plásticos contendo 10 ml de água destilada, alimento e 10 larvas de terceiro estádio 

de A. aegypti. Após aplicação dos extratos, as leituras de mortalidade ocorreram nos 

intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os bioensaios foram conduzidos no Laboratório de Malária 

e Dengue do INPA, em condições controladas, com temperatura de 27± 2ºC e umidade 

relativa de 70 a 80%, fotofase de 12 h (12L: 12D). 

 

Análise do perfil dos extratos obtidos em diferentes tempos de cultivo 

Os extratos obtidos em diferentes tempos de cultivo foram analisados por 

espectrometria de massas. As amostras foram solubilizadas em MeOH grau HPCL, na qual 

utilizou 40 µl de amostra diluído em 160 µl de MeOH. O equipamento utilizado foi 

espectrômetro da Thermo Fisher, com a fonte Ionization Electrospray ESI–MS, na faixa de 

100 a 1000 m/z em modo positivo (KOOLEN, 2011).   

 

Fracionamento dos extratos brutos e ensaios larvicidas 

O extratos obtidos do cultivo de 72 horas (3D) e 120 (5D) foram selecionados por 

ocasionarem maior toxicidade nas larvas de A. aegypti. 

Os extratos denominados 3D e 5D da linhagem SPa07NA-Br. halotolerans, foi 

solubilizada em 100% de MeOH grau HPLC e submetida a extração em fase sólida (SPE), 

utilizando 7 mg de resina de fase estacionária C8, em cartucho da Applied Separations. A 

fase foi acondicionada com MeOH 30% e em seguida a pastilha contendo a amostra 

misturada na mesma fase foi inserida na coluna.  

Na extração dos arrastes dos compostos, utilizou-se 48 ml de MeOH aquoso em 

ordem crescente  de força, nas concentrações de: MeOH 30%, MeOH 60% e MeOH 100% 

(3 x 48 ml). Cada fração foi coletada e posteriormente concentrada a 45 ºC em 
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rotaevaporador para retirar o máximo de metanol possível. As frações obtidas dos 

intervalos de cultivo foram pesadas e utilizadas para os ensaios larvicidas.  

A fração ativa (Fr5D100%) nos testes larvicidas foram subfracionadas em quatro. 

Primeiramente, iniciou-se por coluna filtrante em sílica gel, sob pressão reduzida, eluída 

com MeOH, em gradiente de polaridade crescente, na qual foi obtido três frações de cada 

extrato: Fr5D5%, Fr5D60% e Fr5D100%. Posteriormente, essas frações foram testadas 

com as larvas de A. aegypti. Os experimentos foram realizados de acordo com Dumalge et 

al (1990) e WHO (2005).  

 

Estudos dos metabólitos da cepa Br. halotolerans  

Ilustração do cronograma da produção, ensaios biológicos, fracionando e 

purificação dos metabólitos. 

 

Figura 17: Fluxograma da metologia do estudo dos metabolitos da linhagem SPa07NA. 
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Preparo dos extratos de Br. halotolerans - escala preparativa. 

Depois de selecionado o melhor tempo de cultivo, referente à toxicidade, tempo de 

cultivo e rendimento dos extratos, foi realizado um estudo bioguiado dos extratos para 

rastrear o princípio ativo tóxico para as larvas de A. aegypti. 

Primeiramente, com uma alça de platina, uma colônia bacteriana da cepa 

SPAa07NA-Br. halotolerans foi transferida para os respetivos meios contendo 5 ml e 

incubados a 30 ºC, em 180 rpm durante 24 horas. Posteriormente, 1000 µL foram retirados 

e adicionados em frascos de 500 ml contendo 300 ml de Nutrient Ágar. Os cultivos em 

escala preparativa foram feitos em quintuplicata, incluindo a amostra controle e incubadas 

em agitação em estufa rotativa a 180 rpm a 30 ºC durante 120 horas. Os experimentos 

foram realizados em seis bateladas, totalizando 35 litros de meio de cultivo. Neste 

experimento, foi realizado a medição de glicose e pH das amostras periodicamente. O 

líquido cultivado foi reunido e submetido à partição com AcOEt/iPr-OH 9:1 e extraído três 

vezes. Todos os extratos obtidos foram concentrados em rotoevaporador rotativo, sob 

pressão reduzida com bomba vácua e mantidos em dessecador com sílica ativada. Após 

secos, os extratos foram pesados e armazenados. 

Os extratos foram testados seletivamente contra as larvas de A. aegypti para 

confirmar a toxicidade descrita anteriormente. 

 

Fracionamento em coluna cromatográfica de vidro (fase reversa) e extração em fase 

sólida (SPE) 

Após a confirmação da toxicidade dos extratos para as larvas de A. aegypti, foi 

realizado o fracionamento e a purificação dos extratos. Neste caso, utilizou-se uma coluna 

de vidro de 30 cm, com fase reversa (C8) de 12 cm. A fase foi acondicionada com MeOH 

30% e em seguida a pastilha contendo a amostra misturada na mesma fase foi inserida na 

coluna. 

Para a extração e arraste dos compostos, utilizou-se 48 ml de MeOH aquoso em 

ordem crescente de força, nas concentrações de: MeOH 30%, MeOH 60% e MeOH 100% 

(3 x 48 ml). Cada fração foi coletada e posteriormente concentrada (45ºC) em 

rotoevaporador para retirar o máximo de metanol possível. Em seguida realizou-se a 

extração em fase sólida (Solid Phase Extraction-SPE) para remover da solução de metanol 

no composto residual. Para a extração em SPE foi utilizada uma minicoluna contendo 100 

mg de sílica de gel C8. Cada coluna de sílica foi ativada com metanol 100% e condicionada 
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com 3 ml de MeOH 5%. Em seguida, cada amostra foi adicionada e filtrada a vácuo, em 

cuba de SPE para retenção pela fase, realizando-se por fim a extração do material retido 

com 5 ml de MeOH. Após a obtenção das frações dos extratos foram realizados os ensaios 

larvicidas. 

 

Subfracionamento em cartucho SPE (extração em fase sólida) 

A fração Fr100 ativa em todos os ensaios foi solubilizada em MeOH grau HPLC e 

submetida a extração em fase sólida (SPE), utilizando 7 mg de resina de fase estacionária 

C8, em cartucho da Applied Separations. Para a extração e arraste dos compostos, utilizou-

se 48 ml de MeOH aquoso em ordem crescente de força, nas concentrações de: MeOH 

45%, MeOH 55%, MeOH 65% e MeOH 100% (3 x 48 ml). 

Após a obtenção das frações e os ensaios larvicida foram realizados um novo 

subfracionamento da fração Fr100. Os arrastes dos compostos foram feitos nas 

concentrações de: MeOH 60%, MeOH 70%, MeOH 85% e MeOH 100%. Após a obtenção 

dos extratos foi realizado a atividade larvicida. 

 

Fracionamento da fração (Fr100) em HPLC semi preparativo 

Cerca de 1 mg foi solubilizado com 1000 µl de MeOH, submetida ao fracionamento 

em cromatógrafo semi-preparativo modelo UFLC (Shimadzu) equipado com duas bombas 

LC-6AD, degaseificador DGU-20A5, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, modelo de 

comunicação CBM-20A e válvula de injeção Rheodyne (200 ou 500 µl). Nesta etapa 

utilizou-se coluna C18 (Luna) (5 µm, 250x15 mm) (Phenomenex). Com fases móveis 

foram utilizadas uma solução aquosa de acetato de amônio (0,2%) (B), modo isocrático de 

eluição 70% em 40 minutos. O detector de ultravioleta operou nas faixas 220 e 280 nm. O 

método semipreparativo se encontra em fase de padronização para o isolamento e 

caracterização das moléculas ou substâncias.  

 

Resultados e discussão 

 

Cultivo e caracterização microscopica da linhagem  Brevibacillus halotolerans 

A linhagem SPa07NA-Br. halotolerans que apresentou os melhores resultados de 

toxicidade contra larvas de A. aegypti no extrato bruto obtido do meio líquido extracelular 

(sobrenadante) foi submetido ao estudo do perfil e estudo químico.  
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As análises micromorfológica da parede celular e da morfologia mostraram que esta 

linhagem teve um bom crescimento e sem contaminação, confirmando a pureza das 

colônias bacteriana durante o crescimento em 24 horas (Figuras 18-A e B). 

A presente bactéria utilizada no estudo testou positiva no teste de catalase, 

apontando a presença dessa enzima no microrganismo, corroborando com dados 

encontrados na literatura. Nota-se que a catalase acelera a degradação do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio (2H2O2 + catalase → 2H20 + O2). Essa reação é 

evidente pela rápida formação de bolhas (Figura 18-C). 

Testes enzimáticos são cruciais para a identificação da bactéria, além disso, alguns 

microrganismos contam com mecanismos de defesa que permitem que eles reparem ou 

escapem do dano oxidativo do peróxido de hidrogênio (H2O2). Para tanto, algumas 

bactérias produzem a enzima catalase que facilita a desintoxicação celular. A catalase 

neutraliza o efeito bactericida do peróxido de hidrogênio e a sua concentração presente na 

bactéria tem sido relacionada com a patogenicidade (REINER, 2010). 

Segundo Reiner (2010), o teste de catalase também é valioso na diferenciação de 

bactérias aeróbias e anaeróbias, visto que, bactérias anaeróbias geralmente não produzem 

essa enzima. Comumente, o gênero Brevibacillus apresenta organismos aeróbios ou 

anaeróbios facultativos (RAY et al., 2020). 

Testes enzimáticos são cruciais para a identificação da bactéria, além disso, alguns 

microrganismos contam com mecanismos de defesa que permitem que eles reparem ou 

escapem do dano oxidativo do peróxido de hidrogênio (H2O2). Para tanto, algumas 

bactérias produzem a enzima catalase que facilita a desintoxicação celular. A catalase 

neutraliza o efeito bactericida do peróxido de hidrogênio e a sua concentração presente na 

bactéria tem sido relacionada com a patogenicidade (REINER, 2010). 

Segundo Reiner (2010), o teste de catalase também é valioso na diferenciação de 

bactérias aeróbias e anaeróbias, visto que, bactérias anaeróbias geralmente não produzem 

essa enzima. 
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Figura 18: Caracterização fenotípica da cepa SPa07NA- Br. halotolerans. 

Legenda: A: morfologia macroscópica, com bordas irregulares e cores opacas. B: 

coloração morfotintorial (coloração de Gram), células em formatos de bacilos, gram 

positivos. C: teste de catalase em lâminas. 

 

 

Produção, otimização e atividade larvicida dos extratos 

Os resultados do pH mostraram que ao longo do tempo, as substâncias produzidas a 

partir da cepa, tornaram o pH do meio mais ácido, com o valor de 6.5 durante 24 a 120 

horas, porém cai gradativamente para 6.0 no intervalo de 168 a 216, tornando-se mais ácido 

o pH do meio (Tabela 7). O controle do meio permaneceu constante durante todas as fases 

do experimento. As condições de cultivos relacionados ao pH e o tempo de cultivo são 

cruciais para otimizar os processos na produção de metabólitos. 

A produção de metabólitos secundários de origem microbiana depende dos estágios 

de crescimento, como por exemplo, a fase vegetativa e estacionária. Assim como também 

processos vitais das células microbianas, tais como a duplicação de cromossomos ou níveis 

intermitentes de atividades metabólicas primárias (SCHAREK-TEDIN et al., 2013). 

Diante disso, conhecer esses parâmetros é importantíssimo, uma vez que esta cepa 

possui potencial para um novo entomopatógeno para o controle biológico, além disso, é 

caracterizada recentemente como uma nova espécie do gênero Brevibacillus. Song et al 

(2017), relataram que Br. halotolerans é capaz de tolerar até 12% de NaCl, mantendo suas 

condições de crescimento em pH de 7,0 a 8,0 e temperatura de cultivo até 30 ºC. 

Em relação a essas informações obtidas, mais estudos relacionados ao pH, 

rendimentos,  glicose ou outras fontes de carbono são necessários  para o conhecimento 

desta linhagem, isolada de solo da Amazônia. 

A B C
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Em relação aos rendimentos dos extratos foi observado o maior rendimento dos 

extratos quando cultivados em 48 horas, seguido das ordens decrescentes, tais como; 24, 

216, 120, 72 e 168 horas (Tabela 7).  

Analisando a leitura da glicose nos intervalos de 24 a 216 horas dos experimentos, 

foi observado que tanto nos cultivos e no controle, a glicose permaneceu positiva (Tabela 

7). Os parâmetros de glicose avaliados indicam o consumo de carbono e a produção de 

metabólitos secundários. Este relato foi observado no estudo de Banhos (2016), no qual 

observou por meio do perfil metabólico e proteômico de fungos do gênero Pestalotiopsis, o 

consumo de glicose como fonte de carbono e, possivelmente indicando a fase estacionária 

como potencial para produção de metabólitos secundários. Contudo, o meio de cultivo 

observado não apresenta glicose em sua composição, tornando o meio de cultivo Nutrient 

Broth inviável de avaliar nesta metodologia. Por outro lado, faz-se necessário estudar 

outros meios de cultivo para avaliar esses parâmetros. 

Considerando os resultados da atividade larvicida nas primeiras 24 horas, os 

extratos obtidos do 3d (72 h) e 5d (120 h) dia de cultivo apresentaram 100% de toxicidade 

para as larvas de A. aegypti. Os demais extratos de outros intervalos apresentaram 

toxicidade entre 60-93.3% (Tabela 7). 

Em relação ao intervalo de 48 horas de exposição, os extratos 7d (168 h) e 10d (216 

h) dia apresentaram 100% de toxicidade para as larvas. Os extratos do 1d (24 h ) e 2d (48 h) 

dia apresentaram 93.3% e 70%, respectivamente. No intervalo de 72 horas, todos os 

extratos apresentaram 100% de toxicidade (Tabela 7). 

O potencial tóxico da cepa SPa07NA-Br. halotolerans chama atenção neste estudo, 

devido ser um dos primeiros trabalhos onde foi observado toxicidade para larvas de A. 

aegypti. Além disso, os metabólitos secretados durante os 10 dias de cultivos, apresentaram 

atividade larvicida, sem alteração entre os dias.  

Embora os extratos mais tóxicos do 3d e 5d dia não tivesse o maior rendimento, 

optou-se por selecionar estes para os estudos bioguiado devido à alta toxicidade nas 

primeiras 24 horas para as larvas de A. aegypti (Tabela 7). 
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Tabela 7: Dados de pH, rendimento, glicose e atividade larvicida da cepa SPa07NA- Br. 

halotolerans em diferentes intervalos de cultivo. 

Tempo de crescimento pH Rendimento (mg) Glicose Atividade larvicida 

    24h 48h 72h 

1 dia (1D) 6.5 33.4 mg Negativa 93.3% 93.3% 100% 

2 dia (2D) 6.5 39.3 mg Negativa 60% 70% 100% 

3 dia (3D) 6.5 22.6 mg Negativa 100% - - 

5 dia (5D) 6.5 26.3 mg Negativa 100% - - 

7 dia (6D) 6.0 18.3 mg Negativa 90% 100% - 

10 dia (7D) 6.0 29 mg Negativa 76% 100% - 

Controle 7.0 10 mg Negativa 0% 0% 0% 

 

 

Análise do perfil químico dos extratos obtidos em diferente intervalo de tempo 

Considerando os resultados do perfil químico ionizado de modo positivo, foi 

observado que o cultivo de 24 a 240 horas não alterou significativamente o perfil do meio 

de cultivo. Por outro lado, foi observada a intensidade dos picos majoritários, como 

observado no cultivo de 72 h, o íon 294 m/z apareceu menos intenso. Todavia, o íon 689 

m/z foi o mais intenso durante este intervalo de cultivo. Os íons majoritários 199 e 408 m/z 

estão presentes em todos os intervalos observados nos espectros (Figura 19). Além disso, 

foi observado no intervalo de 120 horas um íon de 946 m/z mais intenso que os demais 

intervalos.  

Diante disso, estes resultados podem inferir que o acompanhamento por 

espectrometria de massa pode ser utilizado como abordagens para o acompanhamento das 

fases de crescimento desses microrganismos, com a vantagem de ser útil na observação dos 

sinais dos metabólitos microbianos, tornando o processo mais eficiente e possibilitando o 

aumento no rendimento de compostos bioativos pelo aperfeiçoamento da etapa de 

caracterização e produção de biomoléculas.  

Em relação ao perfil químico obtido, não é possível afirmar que estes íons 

observados são os responsáveis pela atividade biológica contra as larvas de A. aegypti, mas 

torna-se evidente a presença do íons majoritários 408 e 946  m/z no cultivo de 120 horas, e 

por apresentar a maior toxicidade contra as larvas deste mosquito nas primeiras 24 horas, 

podemos relacionar essa atividade à presença de substâncias ativas (Figura 19). Devido à 
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falta de dados espectrais de Brevibacillus spp. na literura, fica difícil comparar os íons 

presentes nos diferentes intervalos de cultivos. Dessa forma, estudos adicionais serão 

necessários para investigar os íons responsáveis pela atividade biológica desta linhagem.  
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Rendimento e atividade das frações dos extratos 3d e 5d 

 

Os resultados das frações dos extratos de 72 h (3d) e 120 h (5d) mostraram que a 

fração de ambos foram mais eficiente na fração (FR100%) de 5d apresentando 100% de 

toxicidade nas primeiras 24 horas. Por outro lado, a fração 3d100% apresentou toxicidade 

de 40, 50% e 60% no intervalo de 24, 48 e 72 horas, respectivamente (Tabela 8).  

Figura 19: Perfil químico dos extratos metabólicos da linhagem SPa07NA.  A: cultivo de 24 horas, B: 

cultivo em 48 horas; C: cultivo em 72 horas; D: cultivo em 120 horas e E: cultivo em 168 horas e F: 

cultivo em 240 horas.  
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Diante dos resultados observados, tornou-se necessário selecionar as frações que 

apresentaram maior toxidade, no caso a fração de 100% obtida no 5º dia denominada 

Fr100%. Devido o baixo rendimento para o isolamento das substâncias, foi necessário 

produzir mais extratos nas mesmas condições que foram otimizadas anteriormente (Tabela 

8). 

 

Tabela 8: Atividade larvicida das frações obtidas durante no 3º e 5º dia de cultivo da cepa 

SPa07NA. 

Fração Rendimento (mg) Atividade larvicida 

  24h 48h 72h 

3d 5% 2.5 mg 0% 0% 0% 

3d 30% 4 mg 20% 25% 30% 

3d 60% 7 mg 0% 0% 0% 

3d 100% 9.1 mg 40% 50% 60% 

5d 5% 2 mg 0% 0% 0% 

5d 30% 5 mg 10% 12% 15% 

5d 60% 8 mg 20% 20% 30% 

5d 100% 11.3 mg 100% - - 

  

Produção de extratos em larga escala do 5d e atividade larvicida das frações  

Brevibacillus halotolerans 

Considerando os resultados dos extratos obtidos no 5º dia (5d) da linhagem Br. 

halotolerans, no qual apresentou 100% de toxicidade nas primeiras 24 horas para larvas, é 

possível predizer que essa linhagem SPa07NA possui metabólitos secundários com 

potencial antagônico para as larvas. Neste sentido, rastrear esses princípios ativos para 

tentar elucidar as moléculas ativas e sua patogenicidade contra as larvas, foi às etapas mais 

desafiadoras da tese.  

O extrato bruto ativo foi subdividido em quatro frações nas concentrações de Fr5, 

Fr30, Fr60 e Fr100. Os resultados de mortalidade nas primeiras 24 horas, mostraram que as 

frações Fr100 e Fr30, apresentaram 90% e 20% de toxicidade, respectivamente. No 

intervalo de 48 horas, as frações Fr100 e Fr30 apresentaram 100% e 30% de toxicidade, 

respectivamente. Em relação ao intervalo de 72 horas, a Fr30 apresentou 50% de 

toxicidade. Por outro lado, as demais frações não apresentaram toxicidade nos intervalos de 
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24 a 72 horas. Devido à falta de massa na Fr5% para o experimento, não foi possível 

realizar o teste larvicida (Tabela 9). 

 

Tabela 9: Atividade larvicida das frações dos extratos do 5d da linhagem SPa07NA 

Fração Atividade larvicida 

 24h 48h 72h 

FR100% 90% 100% - 

FR60% 0% 0% 0% 

FR30% 20% 30% 50% 

Controle DMSO 0% 0% 0% 

Controle H2O 0% 0% 0% 

 

 

De acordo com o perfil de toxicidade e a complexidade das substâncias presentes 

nas frações, foi necessário adotar estratégias de padronização para a purificação e 

isolamento das substâncias. Os resultados do HPLC-semi preparativo mostraram a 

complexidade das substâncias presentes nas frações, dificultando o isolamento das 

moléculas (dados não mostrados). 

Diante da complexidade das substâncias não puras da fração ativa Fr100% 

observados no método semipreparativo por meio do HPLC, foi necessário subfracionar em 

quatro subfrações, tais como SFr45, SFr55, SFr60 e SFr100 (Tabela 10, subfração I) . Os 

resultados de mortalidade observados nas primeiras 24 horas, evidenciaram que as frações 

SFr100 e SFr60, apresentaram 90% e 20% de mortalidade, respectivamente. 

No intervalo de 48 horas, as subfrações SFr100 e SFr60, apresentaram 100% e 

30% de toxicidade para as larvas, respectivamente. Já no intervalo de 72 horas, a SFr60 

apresentou 51% de toxicidade (Tabela 10, subfração I) 

Um fator importante analisado neste experimento, é que os resultados dos 

fracionamentos e subracionamentos, demonstraram que as maiores efetividades larvicidas 

das frações encontram-se quando são eluídos com MeOH na concentração de 100%. 

Porém, as substâncias presentes nas subfrações apresentam muita complexidade, 

dificultando o isolamento das moléculas ou substâncias. Neste sentido, a abordagem 

necessitou de mais um fracionamento da subfração SFr100 para purificação das amostras, 

no qual rendeu mais quatro subfrações; SSFr60, SSFr70, SFr85 e SSFr100 (Tabela 10, 
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subfração II). Os resultados da atividade larvicida observados nas primeiras 24 horas, 

mostraram a toxicidade das subfrações  SSFr100 e SSFr85 com 50 e 20% de toxicidade 

para as larvas, respectivamente. Os resultados de mortalidade de 48 horas, mostraram 90% 

e 30% de toxicidade para as subfrações  SFr100 e SSFr85, respectivamente. No intervalo 

de 72 horas, a toxicidade das subfrações SSFr100 e SSFr85 foram de 100 e 51%, 

respectivamente (Tabela 10, subfração II). 

Diante dos resultados observados, nota-se que à medida que as frações são sub 

fracionadas e purificadas é possível observar que os princípios ativos vão diminuindo a sua 

toxicidade. Os resultados da atividade larvicida (Tabela 10), mostraram a evolução 

larvicida nos intervalos de 24 a 72h, ou seja, quanto maior o tempo de exposição das larvas 

aos metabólitos, pois maior será sua efetividade. 

Os resultados encontrados no presente estudo tem mostrado a eficácia dos 

metabólitos extraídos da linhagem Br. halotolerans no 5º dia de cultivo para as larvas de A. 

aegypti (Figura 20 ).  

 

 

 

 

 

 

 

Em relação ao potencial biotecnológico da cepa Br. halotolerans há pouco 

conhecimento sobre o potencial desta espécie, uma vez que foi recentemente caracterizada 

como uma nova espécie (SONG et al., 2017). Por outro lado, sabe-se que o gênero dessa 

espécie possue atividades antimicrobianas, antifúngicas e entomopatogênicas (PANDA et 

al., 2014; RUIU et al., 2013). A espécie Br. laterosporus, como por exemplo, foi isolado um 

Figura 20: Ação larvicida dos extratos.  SSFr100%: fração ativa contra as larvas 

mostrando a morte das larva expostas aos extratos; Controle negativo: larva saudável 

exposta a H2O e DMSO.  

SSFr100% 

Controle negativo 
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antibiótico lipopeptídeos denominado tauramamida (DESJARDINE et al., 2007). Esta 

categoria de lipopeptídeos possuem atividades antimicrobianas, antifúngicos e antivirais 

(HUANG et al., 2006). 

O estudo direcionado para elucidar o princípio ativo, encontra-se em andamento 

devido à complexidade das substâncias presentes nas frações ativas. A linhagem isolada do 

solo amazônico encontra-se em processo de elucidação do seu princípio ativo, uma vez que 

esta cepa foi caracterizada como uma nova espécie. Portanto, elucidar seu princípio ativo 

contra as larvas de A. aegypti aumenta o potencial desta linhagem se tornar uma nova 

ferramenta para o controle biológico do vetor na Região.  

 

Tabela 10: Atividade larvicida das subfrações da fração Fr5D100 em duas subfrações I e II 

da cepa Br. halotolerans 

SubFração I Atividade larvicida SubfraçãoII Atividade larvicida 

 24h 48h 72h   24h 48h 72h 

SFr45% 0% 0% 0% SSFr100% 50% 90% 100% 

SFr55% 0% 0% 0% SSFr85% 20% 30% 50% 

SF65 20% 30% 45% SSFr75% 0% 0% 0% 

SF100% 90% 100% - Controle DMSO 0% 0% 0% 
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CAPÍTULO IV 

 

Avaliação Antagônica de Bacillus spp., isolados de Ambientes Amazônicos com 

potencial larvicida contra Aedes aegypti (Diptera, Culicidae) 

 

Ricardo de Melo Katak, Juan Campos de Oliveira; Elerson Matos Rocha, Marta Rodrigues 

Oliveira, Veranilce Alves Muniz, Antonia Queiroz Lima de Souza, Rosemary Aparecida 

Roque, Wanderli Pedro Tadei. 

 

 

Material e Métodos 

 

Reativação das cepas bacterianas e condições de cultivo 

Foram reativadas duas linhagens de bacilos, identificadas como SBC13NA-B. 

thuringiensis MT052634 oriunda do solo e GD02.13NA-B. toyonensis MT163315 

proveniente da água de ambientes amazônicos. A cepa padrão Bti BR101-B. thuringiensis 

var. isralensis cedida gentilmente pelo Laboratório de Genética e Taxonomia bacteriana 

(LGTB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL-PR), também foi utilizada neste 

estudo para comparar com a toxicidade das linhagens isoladas. Em tubos de ensaio com 

capacidade de 10 ml, contendo 2 ml do meio Nutriente Agar (NA) (5 g de tecido animal, 5 

g de cloreto de sódio, 1.5 g extrato de carne, 1.5 g de extrato de levedura), foram 

adicionados 20 µl do cultivo bacteriano de cada cepa. Após isso, foram incubadas na estufa 

a 30 ºC sob agitação de 180 rpm, durante 24h. 

 

Obtenção das frações do cultivo dos bacilos 

Após a reativação e crescimento das colônias em 24 horas, 100 µl do cultivo 

bacteriano foram transferidos para Erlenmeyer com capacidade de 250 ml, contendo 100 ml 

do meio de cultivo NA. Após isso foram incubados na estufa a 30ºC sob agitação de 180 

rpm durante 120 horas. Estes procedimentos foram realizados em triplicata, com base na 

metodologia de Marche et al (2017), com adaptações.  

Em seguida, as amostras de cada cepa foram distribuídas em quantidade de 40 ml 

nos tubos falcon com capacidade de 50 ml e centrifugadas a 4 ºC e 2800 Xg, por 40 min 

para a separação do sobrenadante e pellet. O sobrenadante foi filtrado em membrana 

Millipore 0, 22 µM com auxílio de bomba a vácuo, visando à isenção de células 
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bacterianas. Posteriormente, foi congelado a -20 ºC e deixado em overnight. O Pellet foi 

dividido de forma igualitária, sendo que 50% deste material foi submetido à autoclavagem 

em 121 ºC por 30 min e o restante permaneceu sem este tratamento térmico. Após isso, os 

pellets foram congelados em congelador a -20 ºC e deixados em overnight. Em seguida, 

submetidos à liofilização no liofilizador (Enterprise I, TERRONI) durante 48 horas.  

Posteriormente, as amostras do pellet autoclavado e do pellet sem tratamento 

térmico foram pesadas, e 50 mg foi diluído em 10 ml de água destilada e homogeneizadas 

em vórtex até a diluição das amostras. 

 

Ilustração da metodologia das frações obtidas por meio do cultivo dos bacilos. 

 

 
Figura 21: Ilustração da metodologia das frações obtidas por meio do cultivo dos bacilos e 

ensaios biológicos. 
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Teste de crescimento celular das amostras das frações do sobrenadante (SUP), pellet 

autoclavado (APEL) e pellet não autoclavado (PEL) 

Neste experimento, 20 µl do sobrenadante (SUP), do pellet autoclavado (APEL) e 

do pellet não autoclavado (PEL) foram adicionados em placas de Petri contendo o meio 

Nutriente ágar (NA). Em seguida foi feito o plaqueamento e incubação na estufa em 30 ºC 

durante 96 h para a observação do crescimento de colônias bacterianas.  

Após este período de tempo, as colônias bacterianas que cresceram, foram 

submetidas à coloração de Gram para verificar a pureza das colônias. 

 

Obtenção de larvas de A. aegypti 

As larvas foram obtidas do insetário do Laboratório de Controle Biológico e 

Biotecnologia da Malária e Dengue (LCBMD) do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia-INPA. Para a eclosão das larvas, os ovos foram colocadas em bacias de plásticos 

(45X30Xcm) contendo 200 ml de água. Após a eclosão das larvas, foi adicionada a 

alimentação que consistiu na mistura da ração (Teklab global) e da ração Wiskas®, na 

proporção 1:1. 

As larvas foram mantidas em temperatura média controlada (27± 2 ºC, 80-90% UR 

e 12D:12L). As larvas de terceiro instar foram separadas para a realização dos ensaios 

biológicos (LIMA et al., 2009).  

 

Bioensaios seletivos das frações de Bacillus spp. 

O bioensaio seletivo foi realizado em três réplicas, que consistiu em utilizar: três 

copos plásticos de 50 ml, contendo 10 ml de água destilada, 1 mg de ração e 10 larvas de A. 

aegypti de terceiro estádio. As larvas foram expostas a 5 mg/l de pellet autoclavado 

(APEL), pellet não autoclavado (PEL) e 4000 µl da fração do sobrenadante (SUP). 

 

Bioensaios quantitativos das frações ativas de Bacillus spp. 

Os ensaios biológicos foram realizados em cinco réplicas que consistiu em cinco 

copos plásticos contendo 150 ml de água destilada, 20 larvas de terceiro instar, 1 mg de 

ração para as larvas e o pellet não autoclavado (PEL). Seis concentrações (0.04; 0.02; 0.08; 

0.001 e 0.0008 mg/l) foram utilizadas e repetidas por três vezes (triplicata) com contagem 

de larvas mortas após 24, 48 e 72 horas de exposição aos produtos.  
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Ensaios biológicos para as análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As concentrações das CL50 obtidas no intervalo de 24 horas das linhagens  foram 

utilizados neste experimento.  

Os experimentos foram realizados em uma réplica que consistiu em três copos 

plásticos contendo 50 ml de água destilada, 10 larvas de terceiro estádio, 1 mg de ração 

para as larvas e as concentrações obtidas da CL50 das linhagens. O controle negativo da 

concentração de cada cepa, consistiu de um copo contendo 50 ml de água destilada, 10 

larvas e 1 mg de ração para as larvas. A cepa padrão Bti BR101NA foi utilizada como 

controle positivo para comparar a atividade larvicida. 

 

Preparação e dissecação das larvas para as análises de microscopia 

Após o período de 24 horas de exposição das larvas ao pellet não autoclavado 

(PEL) dos bacilos, três larvas de cada tratamento, incluindo as amostras do controle 

positivo e negativo foram levados ao microscópio estereoscópico ZEISS Stemi 2000 50X 

que possibilitou melhor visualização e corte das larvas. Com auxílio de alfinetes 

entomológicos, as partes da cabeça e do sifão respiratório foram cortadas para facilitar a 

permeação dos produtos químicos. Após isso, as larvas foram colocados em solução de 

Glutaraldeído de 2,5% tamponada com Cacodilato de Sódio (0,1 M, pH 7,2 ) por 24 horas e 

mantidos a -20 ºC em overnight. Posteriormente, foi fixado em tetróxido de ósmio (1%) por 

1 hora e logo em seguida adicionado por 10 minutos no tampão Cacodilato de sódio (0,1 

M, pH 7,2). Após isso, foi feito a desidratação em uma série crescente de etanol a 50, 

70,80, 90, 95 e 100% por 10 minutos cada. Em seguida, as larvas foram submetidas à 

secagem de ponto crítico usando CO2 seco em equipamento Bal-tec (CPD-030). 

Posteriormente, as larvas foram montadas individualmente em suportes metálicos, 

revestidos com ouro (Au) e observados sob um Microscópio eletrônico de varredura Tescan 

(Vega 3, TESCAN, tcheco República) no Laboratório Temático de Microscopia Óptica e 

Eletrônica (LTMOE) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA). 
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Figura 22: Ilustração da metodologia dos ensaios biológicos das larvas de A. aegypti 

expostas ao pellet PEL. 

 

Caracterização gênica dos genes Cry4Ba e Chi 

A extração do DNA genômico foi realizada por meio de um Kit da matriz InstaGene 

(Bio-Rad), seguindo as instruções do fabricante. A qualidade e a quantidade de DNA foi 

determinada pelo NanoDrop ™ 2000 / Espectrofotômetros de Thermo Fisher Scientific. 

Na caracterização dos genes Cry4Ba e Chi (quitinase), o DNA genômico das 

linhagens foi diluído e submetido à técnica de PCR com os seguintes oligonucleotídeos 

iniciadores. As sequências dos primers foram obtidas por Costa et al (2014) para os genes 

Cry4Ba e Chi (Tabela 11).  

 

Tabela 11: Sequências dos primers utilizados e os tamanhos dos fragmentos esperado na 

PCR, bem como a temperatura de anelamento. 

Gene Sequências dos primers (5’-3’) TF ou pb TM 

Cry4Ba GCGAGGTTTCCCATGTCTAC 347 52 

 GTTGTAGGGTGGAATTGTTATC   

Chi ATGGTCATGAGGTCTC 2027 45 

 CTATTTCGCTAATGACG   

Legend (f) = forward; (r)=reverse; Pb= pares de bases. TF= tamanho do fragmento e TM= 

temperatura de desnaturação. 
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As reações de amplificação foram realizadas em aparelho termociclador 

Mastercycler Gradient (Eppendorf). As reações de amplificação dos genes Cry4Ba e Chi 

consistiram em um volume final de 25µl utilizando o kit Taq Pol - Master mix 2X (Cellco 

Biotec) seguindo o protocolo do fabricante. Foram utilizados para cada reação 12,5µl de 

Mix; 1µl DNA (150 ng/µl); 10,5µl de H2O milli-Q e 0,5µl (10 pMol) de cada primer 

descritos na Tabela 15 (COSTA et al., 2014).  

Após a reação de amplificação foi retirado 3 μl de cada produto de PCR e 

adicionado a  3 μl de tampão de carregamento Loading Dye (Promega) contendo o corante 

Gel Red Nucleid Acid Gel Stain (Biotium). A corrida eletroforética foi realizada em gel de 

agarose na concentração de 1,5% que foi submetido a um campo elétrico de 90V, 

conduzido em tampão TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Como padrão de peso molecular em 

cada reação de eletroforese foi incluindo 3 μL de DNA Ladder 1Kb (promega) misturado a 

1 μL de água deionizada. Após a corrida eletroforética, os géis foram visualizados em 

transiluminador e fotografados no aparelho L-PIX (Loccus Biotecnologia). Os primers 

descritos por Costa et al (2014), utilizados nas reações, foram obtidas a partir do 

alinhamento das sequências gênicas disponíveis no GenBank do NCBI. 

 

Ensaios enzimáticos para produção de enzimas quitinases 

A produção de quitinase foi realizada pelo cultivo dos Bacillus spp. em 200 ml de 

meio M9 suplementado com pó de casca de camarão como uma única fonte de carbono. O 

meio inoculado por 5% de uma pré-cultura, foi incubado a 35ºC em uma incubadora 

agitadora (120 rpm). Após a incubação, o meio de cultura foi centrifugado a 800 g durante 

20 min e filtrado. 

A atividade de quitinasee foi testada empregando ensaio espectrofotométrico 

utilizando o substrato 4-Methylumberilliferyl- -β-D-N,N‘,N‘‘-tricetylchitotrioside (4-MUF-

triNAG). Na presença de quitinase o substrato é hidrolisado liberando umbeliferona, um 

porduto fluorescente facilmente mensurado. A reação foi realizada em placa de 96 poços 

com 20 µl substrato em tampão citrato fosfato ph 7,0 em 50mM e 80 µl do sobrenadante de 

cultura. A reação foi incubada durante 20 minutos a 37 ºC e finalizada pela adição de uma 

solução stop (00 mM de carbonato de sódio). A fluorescência foi mensurada no 

comprimento de onda de excitação de 340 nm e emissão 450 mm (Thimoteo et al., 2017) 

com modificações. Um unidade de atividade de quitinase foi definida como a liberação de 1 

mmol de 4-MUF por minuto nas condições do ensaio.   
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Resultados e discussão 

 

Ensaios biológicos das frações do sobrenadante (SUP), Pellet (PEL) e pellet 

autoclavado (APEL) 

Considerando os resultados de mortalidade das larvas na fração do sobrenadante 

(SUP), da cultura dos bacilos, não foi observado toxicidade dos isolados GD02.13NA-B. 

toyonensis e SBC13NA-B. thuringiensis nos intervalos de 24 a 48 horas (Figura 24). Estas 

cepas ocasionaram mortalidade somente no intervalo de 72 horas, porém, apresentaram 

baixa toxicidade de 3-4%, respectivamente. Por outro lado, a cepa padrão Bti BR101 

ocasionou 70 e 100 % de toxicidade nos intervalos de 24 a 48 horas, respectivamente 

(Fugura 24). 

Os resultados obtidos neste estudo, demonstraram que as cepas GD02.13NA-B. 

toyonensis e SBC13NA-B. thuringiensis, não apresentaram propriedades antagônicas no 

meio SUP contra as larvas do A. aegypti. A atividade antagônica encontrada na cepa padrão 

Bti BR101 na concentração de 4000 µl, demonstra que esta cepa secreta metabólitos ativos 

no meio SUP tóxicos para as larvas. 

Em relação aos testes do plaqueamento em meio Nutriente ágar da fração do 

sobrenadante (SUP), não foi observado nenhum crescimento bacteriano durante o período 

de 24 a 72 horas. Dessa forma, os resultados obtidos, reforçam a hipótese de que a 

toxicidade presente no sobrenadante da cepa padrão pode ser ocasionada por metabólitos 

primários ou secundários. Segundo Palma et al (2014), enfatizaram que durante a fase 

vegetativa de B. thuringiensis, diversos metabólitos são secretados, como por exemplo, as 

proteínas inseticidas vegetativas (VIP), exotoxinas e enzimas hidrolíticas com potencial 

tóxico para diversas ordens de insetos. 

Embora a cepa SBC13NA-B. thuringiensis pertencer à mesma espécie da cepa 

padrão Bti BR101 e serem cultivadas nas mesmas condições, não apresentaram resultados 

semelhantes. Um dos fatores que podem explicar esses achados é a questão da diversidade 

genética das espécies e os diferentes habitats que foram coletados. Vilas-Bôas e Lemos 

(2004), observaram em seus estudos que existem uma alta diversidade genética de isolados 

de B. thuringiensis no Brasil com perfil entomotóxico diferenciado. Segundo Machado et al 

(2020), cepas de B. thuringiensis podem sofrer influência de fatores ecológicos e 

distribuição ecológica. De forma bem clara, os fatores abioticos e bioticos de todos os 



 

 

86 

 

 

habitat podem influenciar no processo de adaptação desses microrganismos, podendo 

apresentar perfis diferenciados quanto aos seus conteúdos genéticos e metabólicos.  

Considerando os resultados de mortalidade da fração do Pellet não autoclavado 

(PEL) nas primeiras 24 horas, foi observado 100% de toxicidade na concentração de 5 mg/l 

em todas as linahgens testadas. A cepa padrão Bti BR101 apresentou atividade larvicida 

tanto na fração do sobrenadante quanto no Pellet não autoclavado, mostrando que seus 

princípios ativos estão presentes nestas duas frações (sobrenadante e pellet). Os testes 

contra prova do Pellet não autoclavado mostraram o crescimento de 24 horas de colônias 

bacterianas. A coloração de Gram e a visualização em microscopia eletrônica de varredura 

mostraram a pureza das linhagens nos testes biológicos (Figura 23). 

 

 

 

 

 

Figura 4: Coloração de Gram das cepas. 

 

 

 

 

Figura 23: Coloração de Gram das linhagens (A) SBC13NA-B. thuringiensis, (B) 

GD02.13NA-B. toyonensis e (C) Bti BR101NA-B. thuringiensis israelenses. 

 

Os resultados da atividade larvicida da fração do Pellet autoclavado (APEL) das 

linhagens testadas, mostraram que nas primeiras 48 horas, não apresentaram mortalidade. 

Por outro lado, em 72 horas foi observado uma baixa toxicidade das cepas SBC13NA-B. 

thuringiensis, GD02.13NA-B. toyonensis e cepa padrão Bti BR101 com 7, 10 e 12%, 

respectivamente. Em relação ao teste de contraprovas da fração do Pellet autoclavado 

(APEL), não foi observado crescimento de colônias das cepas durante 72 horas de 

incubação. 

Os achados neste estudo demonstraram o potencial de microparasitismo das 

linhagens SBC13NA-B. thuringiensis e GD02.13-B. toyonensis, pelo fato de apresentarem 

toxicidade apenas no pellet não autoclavado (PEL). Embora os achados deste estudo sejam 

confirmados por testes preliminares, novas abordagens deverão ser realizadas para melhor 

compreensão, pois os mecanismos de interação entre patógeno e vetor é um sistema 

A B C 
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complexo que necessitam de mais estudos detalhados. Alguns mecanismos de 

patogenicidade já foram elucidados para cepas de Bacillus, como por exemplo, os esporos 

presentes na biomassa bacteriana quando ingeridos pelos insetos, são germinados devido a 

sua carência de nutrientes nesses microambientes desfavoráveis. Além disso, as células 

vegetativas proliferam, contribuindo para o dano tecidual e a morte do hospedeiro 

(SALAMITOU et al., 2000; MILUTINOVIC et al., 2013: FEDHILA et al., 2002). Os 

efeitos das cepas de B. thuringiensis em larvas de A. aegypti foram relatados por Viana et al 

(2020), no qual observaram que a toxicidade de 24 horas nas larvas provocam efeitos 

histopatológicos e  deformações nas células epiteliais das larvas. 

Segundo Muniaraj et al (2012), larvas de A. aegypti se alimentam por infiltração, 

ingerindo diversos sedimentos presentes em seu habitat, assim como diversos 

microrganismos ativos como bactérias e fungos. Dessa forma, ao ingerir esporos ou células 

bacterianas, estes secretam enzimas e toxinas ao nível da membrana peritrófica e do epitélio 

intestinal, tornando-se permeáveis à passagem de diversas substâncias e até mesmo outros 

microrganismos para a hemolinfa, o que consequentemente pode causar a septicemia. Além 

disso, quando nutrientes dentro do cadáver são exauridas, as bactérias são esporuladas, 

garantindo assim a sobrevivência a condições de crescimento desfavoráveis e permitindo 

uma maior transmissão após a ingestão por um novo hospedeiro. 

Embora já existam vários estudos elucidados de mecanismos de patogenicidade de 

B. thuringiensis contras as larvas de A. aegypti, os efeitos antagônicos da fração do  pellet  

(PEL) das cepas SBC13NA-B. thuringiensis e GD02.13NA-B. toyonensis chamaram 

bastante atenção neste experimento. De certo modo, o perfil de toxicidade dessas cepas foi 

observado somente no pellet não autoclavado (PEL) (Tabela 17). 

 

 

Figura 24: Atividde larvicida das frações do SUP, PEL e APEL em 24, 48 e 72 horas. 
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Bioensaios quantitativos da fração do pellet não autoclavado (PEL) 

 

Considerando os resultados dos bioensaios quantitativos de exposição das larvas à 

fração do pellet não autoclavado (PEL) no intervalo de 24 horas, não foram observadas 

diferenças estatísticas significativas de p<0.005 em relação aos valores das concentrações 

da CL50 e CL90. Neste intervalo foi observado que as linhagens SBC13NA e GD02.13NA  

apresentam semelhanças no perfil de toxicidade que a cepa padrão (Tabela 12). 

Em relação ao intervalo de leitura de 48 horas, as linhagens GD02.13NA e 

SBC13NA não apresentaram diferenças estatísticas significativas nos valores das 

concentrações da CL50 e CL90 (Tabela 12). Esses valores na cepa padrão não puderam se 

ajustar nas análises do probit. Dessa forma, não foi possível comparar com o perfil de 

toxicidade da cepa padrão com as linhagens isoladas neste intervalo. 

 Os dados de 72 horas de mortalidade foram observados diferenças estatísticas 

significativas entre a linhagem GD02.13NA  e a cepa padrão BtiBR101NA. Os valores das 

concentrações da CL50 (0.003 mg/l) e CL90 (0.012 mg/l) da linhagem GD02.13NA 

mostraram ser mais tóxica para as larvas de A. aegypti  que a cepa padrão BtiBR101NA, 

apresentando 0.008 mg/l para CL50 e 0.023 mg/l para CL90 (Tabela 12). Em relação à 

linhagem SBC13NA, não foi possível comparar a toxicidade com as outras linhagens, por 

conta da falta de ajustes que não se adequaram na análise do probit.   

 

Tabela 12: Concentração letal LC50 e CL90 em mg/l do PEL dos bacilos para as larvas de A. 

aegypti. 
Linhagens CL50 (IC95%) CL90 (IC95%) Slope ± SE X

2
 (GL) 

24h 

BtiBR101NA 0.008 (0.003-0.011) 

a 

0.045(0.027-0.382) 

a 

1.686 (0.185) 9.8236 (3) 

GD02.13NA 0.005 (0.002-0.008) 

a 

0.121(0.062-0.666) 

a 

0.950 (0.131) 5.6250 (4) 

SBC13NA 0.007 (0.004-0.009) 

a 

0.055(0.036-0.137) 

a 

1.439 (0.128) 14.885 (5) 

48h 

BtiBR101NA - - - - 

GD02.13NA 0.005 (0.001-0.008) 

a 

0.017(0.012-0.031) 

a 

2.260 (0.225) 12.748 (3) 

SBC13NA 

0.004 (0.001-0.006) 

a 

0.019(0.015- 0.026) 

a 

1.871 (0.201) 4.8732 (3) 

72h 

BtiBR101NA 0.008(0.007-0.009) 

a 

 0.023(0.021-0.026) 

a 

2.716 (0.225) 1.988 (2) 

GD02.13NA 0.003 (0.000- 

0.005) b 

0.012 (0.009-0.016) 

b 

1.916 (0.235) 16.803 (5) 

SBC13NA - - - - 
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Analise da infecção da fração do pellet nas larvas de A. aegypti  

O presente estudo confirma o potencial da fração do pellet (PEL) de cepas de B. 

thuringiensis e B. toyonensis contra larvas de A. aegypti, mostrando uma relação 

concentração-mortalidade. As doses utilizadas nestes ensaios foram provenientes da 

concentração da CL50 obtida nas 24 horas, e usadas para o teste de infecção dos bacilos nas 

larvas. 

Nos ensaios quantitativos anteriores, o melhor intervalo que se adequou para as 

estas análises foi o intervalo de 24 horas. Dessa forma, as concentrações das linhagens 

GD0213NA, SBC13NA e a cepa padrão BtiBR101NA foram 0.005; 0.007 e 0.008 mg/L, 

respectivamente.  

As análises da microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostraram que estas 

linhagens utilizadas neste estudo apresentaram colonização na superfície das larvas, 

principalmente na parte da cabeça e do tronco. Devido à ausência da efetividade da fração 

do sobrenadante destas cepas, exceto a cepa padrão, este fato possibilitou a hipótese de 

microparasitismo destas cepas. 

Os conteúdos visualizados por meio da microscopia eletrônica (MEV) tais como: 

cabeça e tronco foram as mais acessíveis de visualizar e observar a presença de esporos 

nessas partes anatômicas das larvas. Todavia, os conteúdos estomacais como a membrana 

peritrófica não foi possível analisar neste experimento. 

Os resultados observados da análise da microscopia nas larvas expostas ao pellet da 

cepa padrão Bti BR101, mostraram uma grande quantidade de esporos aderidos na parte da 

cabeça, palpos maxilares e tórax das larvas (Figura 25). As colonizações visíveis nas 

imagens de microscopia mostraram a total competência dos esporos bacterianos das cepas 

em causar a infecção em 24 horas de exposição. Embora a cepa padrão apresente efeitos 

antagônicos no sobrenadante, os efeitos tóxicos do pellet nas larvas também são 

semelhantes. Um fato observado neste estudo foi à presença de esporos colonizando os 

palpos maxilares, de certa forma não se sabe se esses esporos se aderem na superfície dos 

palpos maxilares ou se vieram dos conteúdos estomacais. De acordo com os estudos de 

Miranpuri e Khachatourians (1991), larvas de A. aegypti expostas com esporos de 

Beauveria bassiana revelaram que esporos aderidos à cutícula externa (particularmente as 

partes da boca e a região anal) levaram a morte das larvas.  
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Figura 25: Análise de microscopia eletrônica de varredura com larvas de A. aegypti 

expostas a fração do pellet não autoclavado (PEL) da cepa Bti BR101. 

Legenda: Em A: Cabeça; tórax; palpos maxilares (mxp); esporos bacterianos (bac). 

Em 6B: Cabeça colonizada por esporos bacterianos (bac). Em C: Tórax. Em D: Tórax 

colonizado por esporos bacterianos (bac). 
 

 

Em relação à análise de microscopia da cepa GD02.13NA-B. toyonensis mostrou 

que a colonização de esporos na cabeça (escovas laterais) e no tórax (Figura 26). A presente 

linhagem demonstrou toxicidade apenas no pellet não autoclavado (PEL), significando que 

estes microrganismos podem agem de forma direta com o organismo alvo.  
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Figura 26: Análise de microscopia eletrônica de varredura com larvas de A. aegypti 

expostas a fração do pellet não autoclavado (PEL) da cepa GD02.13NA-B. toyonensis. 

Legenda: Em A: Cabeça; escovas laterais (br); esporos bacterianos (bac). Em B: 

Cabeça colonizada por esporos bacterianos (bac). Em C: Tórax; esporos bacterianos 

(bac). Em D: Tórax colonizado por esporos bacterianos (bac). 
 

Considerando o resultado observado da análise de microscopia, a linhagem 

SBC13NA-B. thuringiensis mostrou a colonização na parte da cabeça e do tórax. A 

quantidade de esporos bacterianos é observada na parte da cabeça e do tórax (Figura 27).  

 

 

Figura 27: Análise de microscopia eletrônica de varredura com larvas de A. aegypti 

expostas a fração do pellet não autoclavado (PEL) da cepa SBC13NA-B. thuringiensis. 

Legenda: Em A: Cabeça; esporos bacterianos (bac). Em B: cabeça colonizada por esporos 

bacterianos (bac). Em C: Tórax; esporos bacterianos (bac). Em D: Tórax colonizado por 

esporos bacterianos (bac). 
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Em relação à análise da microscopia do controle negativo não foi observado à 

colonização de nenhum esporo bacteriano e nem vestígios de outras contaminações nos 

ensaios biológicos. Neste tratamento foi possível observar as partes da cabeça, tórax e sifão 

respiratório, sem evidências de contaminação ou presença de células bacterianas (Figura 

28).  

 

Figura 28: Análise de microscopia eletrônica de varredura com larvas de A. aegypti  

expostas ao controle negativo (CN). 

Legenda: Em A: cabeça; em B: cabeça com ausência de colonização; Em C: parte inferior 

da larva, sifão respiratório (Si); Em D: ausência de colonização de esporos na parte do sifão 

respiratório; Em E: Tórax; Em F: Ausência de colonização de esporos bacterianos no tórax 

 

As concentrações aplicadas nos ensaios biológicos foram consideradas moderadas 

na questão da toxicidade das linhagens. Os resultados dos bioensaios quantitativos 

mostraram as linhagens não apresentaram diferenças significativas nas concentrações da 
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CL50 e CL90 no intervalo de 24 horas. Diante disso, a relação entre concentração e 

patogenicidade das cepas é considerada homogênea, mas que necessitam de mais estudos 

para avaliar com mais detalhes. As dosagens das amostras plaqueadas em placas de petri 

mostraram a pureza das colônias bacterianas por meio das observações macroscópicas e 

microscópicas (Figura 29).  

 

 

Figura 29: Características morfológicas das cepas de Bacillus spp., Em A e B: Morfologia 

das colônias e coloração de Gram da cepa padrão Bti BR101NA. 

Legenda: Em C e D: Morfologia das colônias e coloração de Gram da cepa GD02.13NA-

B.toyoensis. Em E e F: Morfologia da colônia e coloração de Gram da cepa SBC13NA-

B.thuringiensis.  

 

Os efeitos antagônicos das frações do Pellet (PEL) das linhagens SBC13NA-B. 

thuringiensis e GD02.13NA-B. toyonensis, mostraram possivelmente a ação de 

microparasitismo por colonização das larvas, principalmente devido a ausência de 

patogenicidade nos metabólitos que foram secretados no sobrenadante por estas cepas. Este 

estudo sobre microparasitismo é pioneiro, e apresenta escassez na literatura para comparar 

com esses achados. Segundo Khachatourians e Qazi (2008), os esporos dos bacilos 

apresentam o potencial para se ligar à cutícula dos insetos por meio de forças hidrofóbicas 
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passivas e subsequente secreção de moléculas que interagem com outros receptores de 

membranas. 

A elucidação dos mecanismos de patogenicidade, principalmente os efeitos que 

estas bactérias ocasionam nas larvas são de fundamental importância para o controle 

biológico. Silva et al (2008), observaram que cepas de B. thuringiensis. var. israelensis 

ocasionam danos aos tecidos dos insetos, tais como, perda de microvilosidades, 

vacuolização de células digestivas e ruptura do epitélio e rejeição de material 

citoplasmático na região peritrófico. 

Neste estudo foi observado a presença de esporos bacterianos de todas as linhagens 

aderidos à cutícula externa (palpos maxilares, antenas e escovas laterais) e troncos traqueais 

visível à microscopia eletrônica de varredura. Os resultados observados nas frações do 

Pellet (PEL) em relação à mortalidade das larvas são consistentes com a hipótese de 

esporos secretando moléculas tóxicas para as larvas. Segundo Argôla-Filho e Loguercio 

(2014), os esporos bacterianos podem germinar devido ao estresses e as condições 

desfavoráveis e instantaneamente colonizar o intestino do hospedeiro.  

Em relação o controle negativo, não foi observado esporos bacterianos nas larvas 

saudáveis, comprovando que os bioensaios realizados foram isentos de contaminação por 

outros microrganismos oportunistas. 

Embora alguns estudos não abordasse o contexto de microparasitismo de bactérias 

no mecanismo de interação entre patógeno vetor. Por outro lado, alguns estudos sobre a 

interação de fungos patogênicos contra insetos levaram a considerar que a produção de 

proteínas proteolíticas, lipolíticas, enzimas quitinolíticas e metabólitos secundários são os 

principais responsáveis pela virulência destes microrganismos (HAJEK & LEGER, 1994; 

KHACHATOURIANS & QAZI, 2008). 

A estratégia de controle biológico resulta de múltiplas interações que ocorrem em 

diferentes condições experimentais (BAR-SHIMON et al., 2004). Contudo, este estudo tem 

como estratégia tentar elucidar alguns fatores de patogenicidade de bacilos contra larvas de 

A. aegypti. 

 

Caracterização gênica dos genes cry4Ba e chi em linahgens de Bacillus spp. 

Utilizando-se a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi possível 

detectar o gene cry4Ba em linhagens patogênicas para as larvas de A. aegypti. Análise da 

detecção molecular do gene cry4Ba das três linhagens, incluindo a cepa padrão padrão. Os 
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resultados mostraram que as linhagens GD02.13NA-B. toyonensis e SBC13NA-B. 

thuringiensis apresentaram amplificação para o referido gene com fragmentos de 370 pares 

de bases. A cepa padrão Bti BR101 também apresentou o mesmo perfil de amplificação 

com o mesmo tamanho de pares de base, visualizados em gel de agarose 1,5% (Figura 30a). 

Considerando os resultados da toxicidade e o perfil de amplicação dos genes cry4, existe a 

possibilidade desses microrganismos produzirem as proteínas Cry4. A presença de genes 

codificadores de proteínas Cry nos genomas dos bacilos pode predizer seu potencial tóxico 

para as larvas de insetos. Ammouneh et al (2011), consideram que a presença desses genes 

nos isolados estão correlacionados com sua patogenicidade e virulência. A especificidade, 

quantidade e sinergia entre os genes tóxicos em cada isolado, com a suscetibilidade das 

larvas e o pH altamente alcalino do intestino, que favorece a solubilização e liberação de 

proteínas cristais, são fatores importantes que determinam a eficácia da toxicidade 

bacteriana contra larvas (HABIB, 1983; BOONSERM et al., 2005; LACEY, 2007). A 

presença de outras proteínas nesta fração deve ser considerada. De acordo com (Tetreau  et 

al., 2013), B. thurigiensis sv. israelensis é um exemplo de combinação altamente eficaz de 

toxinas. Seu cristal é composto por Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa e 

Cyt2Ba. Dessa forma, esses grupos de proteínas podem ajudar nos efeitos sinergéticos 

desses microrganismos (BERRY  et al., 2002).  

Os dados observados neste estudo, corroboram com os achados de Lobo et al 

(2018), os quais correlacionaram a toxicidade de isolados de Bti com a presença de genes 

cry4 nos genomas das bactérias. Além disso, novas possibilidades de interações com outras 

moléculas ocasionando efeitos sinergéticos devem ser consideradas. 

Vilas-Bôas et al (2012), relataram que, embora as delta-endotoxinas sejam  os 

fatores de virulência inseto mais conhecidos, B. thuringiensis apresenta também uma ampla 

gama de fatores de virulência capazes de ampliar a toxicidade contra insetos alvos. 

Diante disso, as cepas SBC13NA-B. thuringiensis e GD02.13NA-B. toyonensis 

foram positivas para a amplificação para o gene Chi que codifica uma enzima quitinase de 

2700 pb. O mesmo perfil de amplificação foi observado na cepa padrão Bti BR101NA, 

visualizados em gel de agarose (Figura 30b). Os resultados encontrados com as 

combinações dos genes Cry e Chi estão correlacionados com o seu alto potencial larvicida. 

Os achados neste estudo, demonstraram que as cepas SBC13NA-B. thuringiensis e 

GD02.13NA-B. toyonensis apresentam potencial para secretar proteínas Cry e enzimas 

quitinolíticas. 
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As espécies de B. thuringiensis apresentam potencial para produzir quitinases que, 

quando usadas em combinação com outros componentes, incluindo proteínas CRY, 

contribuem para sua virulência (REGEV et al., 1996; PROMDONKOY & ELLAR, 2000). 

Os dados se correlacionam com os achados de Costa et al (2010), no qual selecionaram 

isolados de B. thuringiensis de diversas regiões do território brasileiro, com alta toxicidade 

a larvas de A. aegypti e com diferentes combinações de genes cry e cyt (díptero-específicos) 

e também chi, este último, atuando conjuntamente com os demais, pode ter  aumentado a 

toxicidade dos isolados. Argôla-Filho e Loquercio (2014), evidenciaram que o gene da 

quitinase pode aumentar o efeito mosquitocida, devido a sua perfuração da membrana 

peritrófica, permitindo maior acessibilidade de outras toxinas Cry e Cyt aos receptores da 

membrana epitelial. 

Durante o processo infeccioso, B. turingiensis precisa atravessar a matriz 

peritrófica, que é rica em quitina. Com isso, as quitinases produzidas por estas bactérias 

facilitam esse processo, permitindo alcançar o hemocélio (Sampson e Gooday et al., 1998). 

Dessa forma, as enzimas degradantes da parede celulares extracelulares excretadas por 

cepas de Bacillus apresentam interações físicas diretas (ABDULLAH et al., 2008). 

A correlação entre a toxicidade das cepas contras as larvas de A. aegypti e o 

potencial para produção de proteínas Cry e enzimas quitinases mostraram que estas cepas 

podem representar uma grande ferramenta para o controle biológico, sendo necessários 

mais estudos para melhores abordagens.   

Os achados referentes à linhagem GD02.13NA caracterizada como B. toyonensis 

com potencial de toxicidade, colonização nas larvas, produção de proteínas CRY e enzimas 

quitinases, mostraram uma correlação para um novo candidato entomopatógeno. Uma vez 

que ainda não existem relatos na literatura de espécies de B. toyonensis com toxicidade para 

larvas de A. aegypti e portadoras do gene Cry4Ba. A caracterização genômica desta espécie 

revelaram as diferenças existentes entre a espécie de B. cereus, sendo dessa forma 

reclassificada como uma nova espécie (JIMENEZ et al., 2013). A princípio o que sabe 

sobre o potencial desta espécie, e que elas são utilizadas como probióticos na alimentação 

animal (KANTAS et al., 2015). Além disso, estudos mostraram que elas exercem funções 

imunomoduladoras, no qual foram realizados testes em camundongos e porcos, e os 

resultados positivos mostraram que elas podem melhorar a respostas das vacinas 

convencionais (SANTOS et al., 2018; SCHAREK-TEDIN et al., 2013).  
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Devido a pouca informação sobre essa espécie, principalmente relacionada ao 

controle biológico de A. aegypti tona-se necessária investigação mais detalhadas sobre a 

caracterização genômica dessa linhagem. 

Os resultados observados neste experimento mostraram que as linhagens isoladas de 

solo e água de ambientes amazônicos podem ser novos candidatos para o controle de A. 

aegypti. Estudos sobre a transcrição dos genes cry4 e enzimas quitinases faz-se necessário 

para investigar se esses genes estão evolvidos nos fatores de patogenicidade desses bacilos. 

Diante disso, a busca de novas bactérias entomopatogênicas com potencial 

desconhecido é um dos objetivos deste estudo, assim como conhecer as novas estratégias 

de controle biológico. Dessa forma, além das cepas de Bti, bastante conhecidas, existe a 

possibilidade de prospectar novos agentes entomopatogênicos na família Bacillaceae e 

Paenibacillaceae oriundos da microbiota Amazônica.  

 

 

 

Figura 10: Perfil eletroforético de amplificação do DNA genômico dos genes Cry4Ba e 

Chi de cepas de Bacillus spp. 

Legenda: A gene Cry4Ba: Coluna 01: Marcador molecular 1Kb; Coluna 02: Bti BR101; 

Coluna 03: Bti BR101NA; Coluna 04: Bti BR101; Coluna 05: Bti BR101; Coluna 06: 

GD02.13NA, coluna 07: GD02.13NA; Coluna 08: GD02.13NA; Coluna 08: GD02.13NA; 

Coluna 09: SBC13NA; Coluna 10: SBC13NA; Coluna 11: SBC13NA; Coluna 12: 

SBC13NA; Coluna 13: Controle negativo. B gene Chi: Coluna 01: Marcador molecular 

1kb; coluna 04: GD02.13NA; Coluna 05: SBC13NA; Coluna 12: Bti BR101NA; Coluna 

13: Controle negativo.  
 

 

Atividade quitinolitica dos Bacillus spp. 

Em relação à atividade quitinólitca dos Bacillus spp., foi observado que as 

linhagens apresentaram potencial para produção de enzimas quitinoliticas. Considerando os 

valores do desvio padrão da linhagem GD02.13NA, cuja apresentou maior atividade 
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quitinolítica (218 U/ml), quando comparada com o controle positivo da levedura 

recombinante Pichia pastoris que expressa enzimas quitinases (262 U/ml). A cepa padrão 

foi a que menos expressou atividade enzimática (201 U/ml). Os dados referentes ao desvio 

padrão mostraram que as médias estão de acordo com os valores esperados (Figura 31).  

Os resultados preliminares da atividade enzimática corrobam com os dados obtidos 

do rastreio dos genes chi (Figura 30B), no qual potencializam as linhagens produtoras de 

enzimas quitinases. As quitinases apresentam funções de romper a membrana peritrófica e 

permite que microrganismos e patógenos invadam a hemocele dos insetos (SHAPIRO  et 

al., 1987). As bactérias produzem quitinases para o uso de quitina como fontes de 

nitrogênio e carbono (WOO  et al., 1996). B. thuringiensis também produz várias quitinases 

com diferentes massas moleculares: 66, 60, 47 e 32 kDA (THAMTHIANKUL  et al., 

2004). Este tipo de enzima quitinolitica é usado como um antagonista e, além disso, usada 

como mecanismo de defesa contra insetos contendo quitina (SAHAI  & MANOCHA, 

1993). 

Em relação à padronização e a otimização para a produção de enzimas quitinolicas, 

outras abordagens deverão ser realizadas para fins características gerais dessas enzimas, 

uma vez que estudo objetivou apenas observar o potencial dessas linhagens em produzir 

essas enzimas. Dessa forma, a continuidade desse estudo possibilitará obter enzimas e 

testar seus efeitos in vitro nas larvas de A. aegypti, com ou sem a presença de outros fatores 

de virulência.  

  

 

 

Figura 31: Atividade quitinolitica de Bacillus spp., isolados de ambientes amazônicos 

tóxicos para larvas de A. aegypti. Os valores são referentes à média da triplicata do 

experimento e estão expressos em Unidades (U), em que uma Unidade representa 

1µmol de açúcar redutor liberado por hora na reação quitinasequitina coloidal. 
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CONCLUSÕES  

  

Neste estudo avançamos no conhecimento do gênero Bacillus e Brevibacillus 

isolados de ambientes amazônicos, utilizando diferentes abordagens para analisar sua 

diversidade, verificando como essa diversidade pode aplicada no controle biológico de 

Aedes aegypti ou outros patógenos. A partir das análises das considerações finais obtidas, 

conclui-se que: 

Os ambientes amazônicos abrigam uma rica diversidade de bactérias do gênero 

Bacillus. 

Os isolados dos ambientes amazônicos apresentam potencial para secretar 

metabólitos primários e secundários. 

O potencial dos isolados de ambientes amazônicos apresenta-se efetivos 

semelhantes e superiores a cepa padrão. 

Extratos metabólitos de bacilos apresentam eficácia para larvas de A. aegypti, e 

perfis quimíco semelhantes e diferenciados. 

Os metabólitos da linhagem Brevibacillus halotolerans apresentaram potencial para 

produção de metabólitos ativos contra larvas de A. aegypti. 

As células viáveis dos bacilos apresentam potencial para causar infecção em larvas 

de A. aegypti. 
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