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RESUMO

PAIXAO, Lucélia Alves; Producdo Vegetal. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2026. Atividade antagbnica de Bacillus
licheniformis SMIA-2 sobre os patéogenos Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Candida glabrata ATCC 2001. Orientadora: Prof2: Dra. Meire Lelis Leal Martins.
Coorientadora: Prof2: Dr2, Larissa Pacheco Ferreira.

A crescente disseminagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos tem
impulsionado a busca por novas fontes de compostos bioativos capazes de atuar no
controle de patégenos de relevancia clinica. Nesse contexto, microrganismos do
género Bacillus tém sido amplamente investigados devido a sua capacidade de
produzir metabdlitos secundarios com propriedades antibacterianas. A cepa Bacillus
licheniformis SMIA-2, isolada do solo da regido de Campos dos Goytacazes (RJ),
destaca-se por seu potencial biotecnologico e pela produgao de enzimas e metabalitos
extracelulares. O presente estudo avaliou a atividade antagonista dessa cepa frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Candida glabrata ATCC 2001, utilizando
diferentes abordagens experimentais, incluindo ensaios de difusdo em agar, sistemas
de co-cultura e testes com filtrados livres de células. Um aspecto relevante deste
trabalho foi a avaliagdo da atividade antagonista em temperatura de cultivo de 37 °C,
condicao inferior aquela frequentemente utilizada para bactérias termofilicas do
género Bacillus, geralmente estudadas em temperaturas proximas a 50 °C. Mesmo
sob essa condigao considerada subodtima, foram observados halos de inibicao
consistentes contra S. aureus, indicando a producdo de metabdlitos extracelulares
capazes de interferir no crescimento bacteriano. A atividade antagonista também foi
confirmada em ensaios de co-cultura e em filtrados livres de células, evidenciando que
compostos difusiveis produzidos pelo SMIA-2 estdo envolvidos no antagonismo
observado. Além disso, foi observada inibicdo do crescimento de Candida glabrata,
ampliando o espectro do antagonismo para microrganismos de relevancia clinica
pertencentes a diferentes grupos taxonémicos. Os resultados obtidos indicam que
Bacillus licheniformis SMIA-2 representa uma fonte promissora de metabdlitos
extracelulares bioativos e reforcam seu potencial para estudos de prospeccao
biotecnolégica. Investigagdes futuras envolvendo processos de concentragéo,
purificagao e caracterizacdo quimica dos compostos produzidos serdo fundamentais
para elucidar os mecanismos envolvidos no antagonismo observado e ampliar o
conhecimento sobre o potencial dessa cepa.

Palavras-chave: Bacillus licheniformis; Candida glabrata; antagonismo microbiano;
metabdlitos extracelulares; Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

PAIXAO, Lucélia Alves. Plant Production. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2026. Antagonistic Activity of Bacillus
licheniformis SMIA-2 Against the Pathogens Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Candida glabrata ATCC 2001. Advisor: Prof. Meire Lelis Leal Martins.
Co-advisor: Dr. Larissa Pacheco Ferreira.

The increasing spread of antimicrobial-resistant microorganisms has intensified the
search for new sources of bioactive compounds capable of controlling clinically
relevant pathogens. In this context, microorganisms of the genus Bacillus have been
widely investigated due to their ability to produce secondary metabolites with
antibacterial properties. The strain Bacillus licheniformis SMIA-2, isolated from soil in
Campos dos Goytacazes (RJ, Brazil), stands out for its biotechnological potential and
production of extracellular enzymes and metabolites. This study evaluated the
antagonistic activity of this strain against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Candida glabrata ATCC 2001 using different experimental approaches, including agar
diffusion assays, co-culture systems, and cell-free filtrates. A relevant aspect of this
work was the evaluation of antagonistic activity at 37 °C, a temperature lower than that
commonly used for thermophilic Bacillus species. Even under this suboptimal
condition, consistent inhibition halos were observed against S. aureus, indicating the
production of extracellular metabolites capable of interfering with bacterial growth. The
antagonistic activity was also confirmed in co-culture assays and cell-free filtrates,
demonstrating that diffusible compounds produced by SMIA-2 are involved in the
observed inhibition. In addition, inhibition of Candida glabrata growth was observed,
expanding the antimicrobial spectrum to clinically relevant microorganisms from
different taxonomic groups. These results indicate that Bacillus licheniformis SMIA-2
represents a promising source of bioactive extracellular metabolites and reinforce its
potential for biotechnological prospecting. Future studies involving concentration,
purification, and chemical characterization of the produced compounds will be
essential to elucidate the mechanisms underlying the observed antagonism and to
expand the knowledge of this strain’s biotechnological potential.

Keywords: Bacillus licheniformis; microbial antagonism; extracellular metabolites;
Staphylococcus aureus; Candida glabrata.
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1. INTRODUGAO

O género Bacillus €& amplamente estudado devido ao seu potencial
biotecnolégico, especialmente em fungdo de sua capacidade de produzir enzimas
termoestaveis e diversos compostos bioativos. Entre as espécies desse género,
Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis tém se destacado pela produgdo de
metabdlitos secundarios com propriedades antimicrobianas e pela aplicagdo em
diferentes setores industriais e biotecnologicos (SONKAR et al., 2019; PIERRO et al,,
2024). Espécies do género Bacillus sao conhecidas por sintetizar uma ampla
variedade de metabdlitos bioativos, incluindo bacteriocinas, lipopeptideos ciclicos e
outros peptideos antimicrobianos, os quais podem exercer efeitos inibitorios sobre
microrganismos competidores em diferentes ambientes naturais (ABRIOUEL et al.,,
2011; MARKELOVA; CHUMAK, 2025).

Desse modo, o antagonismo microbiano pode ser definido como a capacidade
de um microrganismo inibir o crescimento ou a atividade metabdlica de outro por meio
de diferentes mecanismos, como a producdo de metabdlitos antimicrobianos, a
competicao por nutrientes e espago ou a modificacao das condicdes ambientais. Esse
fendbmeno representa uma estratégia ecoldgica utilizada por diversas bactérias para
garantir vantagem competitiva em seus nichos ecoldgicos. Entre os compostos
frequentemente associados a esse processo destacam-se os lipopeptideos ciclicos
produzidos por espécies de Bacillus, como surfactinas, iturinas e fengicinas,
conhecidos por sua capacidade de interferir na integridade das membranas celulares
de microrganismos sensiveis e atuar nas interagcbes microbianas em diferentes
ambientes (KASPAR; NEUBAUER; GIMPEL, 2019; MARKELOVA; CHUMAK, 2025).

A cepa Bacillus sp. SMIA-2, posteriormente identificada como Bacillus
licheniformis SMIA-2 por Bernardo et al. (2020), foi isolada do solo da regiao Norte
Fluminense em Campos dos Goytacazes por Souza e Martins (2001) e tem sido
investigada devido ao seu potencial biotecnolégico, especialmente na producdo de
enzimas extracelulares termoestaveis de interesse industrial. Analises genémicas
dessa cepa demonstraram a presencga de genes associados a biossintese de diversas
enzimas hidroliticas, incluindo amilases, proteases, celulases e xilanases, além de
clusters génicos relacionados a produgcdo de compostos bioativos com potencial
atividade antimicrobiana, como fengicinas, liquenicidina, liquenicina e diferentes
bacteriocinas (BERNARDO et al, 2020; CRUZ et al.,, 2021). Esses metabdlitos



secundarios estdo frequentemente associados as interagdes antagonistas entre
microrganismos e podem desempenhar papel relevante na competicdo microbiana e
na colonizagao de ambientes naturais (ABRIOUEL et al., 2011).

Paralelamente, a crescente disseminacao de patdgenos resistentes a multiplos
antimicrobianos tem representado um desafio significativo para a saude publica
global. Entre esses patdgenos destaca-se Staphylococcus aureus, uma bactéria
Gram-positiva frequentemente associada a infecgdes hospitalares e comunitarias,
capaz de colonizar diferentes tecidos humanos e apresentar elevada adaptabilidade
fisiolégica e genética (MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2013). A emergéncia de cepas
resistentes a meticilina (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus — MRSA), aliada
a capacidade desse microrganismo de formar biofiimes e apresentar resisténcia a
multiplas classes de antibidticos, dificulta o tratamento de infeccdes e reforca a
necessidade de novas estratégias terapéuticas (AL-KHAMIS et al., 2025).

Além das infeccdes bacterianas, as infecgbes fungicas invasivas também
constituem um problema crescente em ambientes clinicos. Nesse cenario, Candida
glabrata tem emergido como um importante agente etioldgico de candidiase sistémica
€ mucosa, particularmente em pacientes imunocomprometidos ou submetidos a
tratamentos prolongados com antimicrobianos. Essa espécie apresenta elevada
capacidade adaptativa e resisténcia intrinseca ou adquirida a diferentes classes de
antifungicos, incluindo azdis e equinocandinas, o que limita as opg¢des terapéuticas
disponiveis e esta associado a desfechos clinicos desfavoraveis (FRIAS-DE-LEON et
al., 2021).

Diante desse cenario, microrganismos produtores de metabdlitos
antimicrobianos naturais tém despertado interesse crescente como fonte potencial de
novos agentes terapéuticos. Espécies do género Bacillus sao particularmente
relevantes nesse contexto, pois produzem diversos metabdlitos secundarios com
atividade biologica, capazes de atuar como moléculas antimicrobianas ou
moduladoras de interagcbes microbianas (ABRIOUEL et al., 2011; KASPAR;
NEUBAUER; GIMPEL, 2019).

Apesar do potencial biotecnoldgico ja descrito para Bacillus licheniformis SMIA-
2, a maioria dos estudos relacionados a essa cepa tem sido direcionada
principalmente a produgéo de enzimas termoestaveis e aplicagdes industriais. Embora
alguns trabalhos tenham demonstrado atividade antimicrobiana dessa bactéria contra

determinados microrganismos indicadores, ainda s&o limitadas as investigagcdes que



exploram de forma sistematica seu potencial antagonista frente a patégenos de
relevancia clinica, como Staphylococcus aureus e Candida glabrata. Dessa forma,
permanece uma lacuna no conhecimento acerca dos mecanismos e da extensao da
atividade antimicrobiana dessa cepa, o que reforca a necessidade de estudos
adicionais sobre seu potencial como fonte de compostos bioativos.

Nesse contexto, a avaliacdo experimental da atividade antagonista de Bacillus
licheniformis SMIA-2 pode contribuir para a compreensao de seus mecanismos de
interagdo microbiana e para a identificacdo de metabdlitos com potencial aplicagao
biotecnologica e farmacéutica. Para isso, diferentes abordagens experimentais podem
ser utilizadas, incluindo ensaios de antagonismo por difusdo em agar, experimentos
de co-cultura entre microrganismos e testes utilizando sobrenadantes livres de
células, permitindo avaliar tanto interagcées dependentes de contato quanto a acéo de
compostos difusiveis produzidos pela bactéria.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente aos patdégenos Staphylococcus
aureus e Candida glabrata, utilizando diferentes abordagens experimentais para
investigar a capacidade dessa cepa de produzir compostos antimicrobianos e inibir o

crescimento desses microrganismos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Candida glabrata ATCC 2001, por meio de
diferentes abordagens experimentais, demonstrando a capacidade da cepa de inibir o
crescimento desses microrganismos e de produzir metabdlitos extracelulares com

atividade antimicrobiana.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia de diferentes meios de cultivo, incluindo meios convencionais e
meios alternativos contendo subprodutos agroindustriais, sobre a atividade
antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923, por meio de ensaios de difusdo em agar e observagao da formagao de halos
de inibigao;

b) Investigar o antagonismo em sistemas de co-cultura, analisando a interagao entre
Bacillus licheniformis SMIA-2 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 durante o
crescimento simultaneo das culturas e a possivel ocorréncia de competicao ecoldgica

e producao de metabdlitos inibitorios;

c) Avaliar a atividade antagonista de filtrados livres de células provenientes da cultura
de Bacillus licheniformis SMIA-2 contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, a fim de
verificar a presenca de metabdlitos extracelulares difusiveis responsaveis pela

inibicdo do crescimento bacteriano;

d) Determinar a capacidade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente a
levedura Candida glabrata ATCC 2001, ampliando a avaliagcdo do espectro de

antagonismo da cepa para microrganismos de relevancia clinica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O género Bacillus e seu potencial biotecnholégico

O género Bacillus sao notavelmente diversos e, de acordo com fontes
cientificas e a literatura atual, existem mais de 200 espécies que foram descritas até
0 momento, porém, a classificagdo e numero exato de espécies podem variar devido
a constante evolugdo dos métodos de analise molecular e gendmica, que
frequentemente resultam na revisado e reclassificagcdo de espécies dentro do género
BERGEY, D. H. & HOLT, J. G. (2000).

Os Bacillus apresentam um vasto potencial biotecnologico devido a sua
capacidade de produzir compostos bioativos, sua adaptabilidade a condi¢gdes
extremas, e suas aplicagdes em agricultura e biocontrole. A exploragao continua de

suas capacidades genéticas e metabdlicas pode levar a inovagdes significativas em

biotecnologia industrial e ambiental, YIN, YING E ZHOU (2023).

Tabela 1: Potenciais biotecnologicos do género Bacillus

Composto Espécies " Aplicagoes o .
Biotecnolégico | Produtoras Fncan Industriais Referéncias Atualizadas
Peptideos Bacillus subtilis, Oliveira Junior et al.,

Antimicrobianos Bacillus Inibicéo de Patégenos |  Alimentos, Saude 2025; Wei et al., 2024
(AMPs) licheniformis (Nature)
; . ~ gk Chen et al., 2025;
Lipopeptideos ; Agdo Industria de : ; 19
(fengicina, licf? : :l';g;; i Antibacteriana/Antifin Alimentos e ﬁ%iggﬁ?ég};‘i' ;053’
surfactina, etc.) gica Farmacéutica 2024 (PubMed)
- Bacillus Inibicdo de bactérias Biocontrole, Shleeva et al., 2023
Bacteriocinas licheniformis Gram-positivas conservantes (MDPI)
; Degradagéo de ; Tikhomirova et al., 2026;
Proteases Bacillus spp. proteinas Detergentes, alimentos Kumar et al., 2024
. . el . : e Tikhomirova et al., 2026;
Amilases Bacillus spp. Hidrélise de amido Alimentos, téxteis Wang et al., 2024 (PubMed)
; ’ o it . -y : Singh et al., 2024; Aguiar
Xilanases Bacillus spp. Hidrélise de xilana | Industria de alimentos et al., 2023 (MDPI)
Celulases Bacillus spp. Hidrdlise de celulose |Biocombustiveis, papel| Singh et al., 2024 (MDPI)
Pectinases Bacillus spp. | Degradacéo de pectina|  Sucos e vinhos Singh et al., 2024 (MDPI)




Tabela 2: Cepas de Bacillus e suas enzimas produzidas e aplicagdes industriais

Estirpe de Bacillus

Enzimas produzidas

Principais aplicacdes

Referéncias atualizadas

Bacillus subtilis

Amilase, protease
(subtilisina), celulase,
pectinase, lipase

Detergentes, alimentos,
téxteis, inddstria
farmacéutica, probidticos

Caulier et al., 2019; Fan et
al., 2022; Zhang et al.,
2023

Bacillus licheniformis

Amilase, protease alcalina,
lipase, celulase

Detergentes, laticinios,
industrias alimenticia e de
tratamento de residuos

Rey et al., 2021; Madigan
etal.,, 2021; Li et al., 2024

Bacillus cereus

lecitinase

potencial patogénico

Bacillus Amilase, protease, celulase, | Fermentagdo, panificacéo, [Chen et al., 2022; Liu et al.,
amyloliquefaciens xilanase biorremediacdo 2023
: : / Industrias de couro, Singh et al., 2021; Kumar
Bacillus pumilus Protease, amilase, celulase 3
alimentos e papel et al., 2022
Amilase, protease, lipase, Uso restrito devido ao Stenfors Arnesen et al.,

2020; Madigan et al., 2021

Bacillus sp. SMIA-2

Amilase, protease, celulase,
xilanase, pectinase

Produgdo de enzimas
termoestaveis, detergentes,
degradagéo de residuos

Bernardo et al., 2020; Nery
etal., 2023

Bacillus caldoxylolyticus

Celulase, amilase, xilanase

Aplicagdes industriais em
altas temperaturas

Srivastava et al., 2021,
Patel et al., 2022

(termofilicas)

Os Bacillus sao reconhecidos por sua versatilidade metabdlica, o que permite
a utilizacdo de diversos substratos como fonte de carbono, consolidando seu papel
estratégico em setores como alimentagao, farmacéutico, biocombustiveis e controle
biolégico (MURRAY et al., 2015; PIERRO et al., 2024).

Dentre as espécies mais relevantes, Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis destacam-se pela produc¢ao de enzimas e metabdlitos, como proteases,
amilases e compostos antimicrobianos, essenciais para  processos
industriais (PIERRO et al., 2024; MURAS et al., 2021; KUMAR et al., 2013).

Bacillus subtilis, por exemplo, possui uma adaptagdo evolutiva notavel: a
capacidade de formar esporos. Essas estruturas, protegidas por uma camada proteica
resistente, entram em estado de dorméncia em condicdes ambientais adversas, como
escassez de nutrientes, temperaturas extremas ou exposi¢ao a solventes quimicos. A
estabilidade dos esporos facilita seu armazenamento e transporte, tornando-os
ferramentas ideais para aplicagbes biotecnoldgicas, como probidticos, bioinsumos
agricolas e sistemas de entrega de enzimas (DE SOUZA et al., 2014; ALVES et al.,
2018; CRUZ, 2021).

O Bacillus licheniformis destaca-se pela capacidade de secrecao extracelular
de enzimas, crescimento rapido, esporulagao e estabilidade em processos industriais,
bem como pela producado de enzimas termoestaveis, como proteases e amilases, que
mantém atividade mesmo sob temperaturas elevadas e variagcbes de pH. Essas

caracteristicas sao criticas para processos industriais que demandam eficiéncia



enzimatica, como a producao de xaropes de glicose, biocombustiveis e detergentes
(DANILOVA et al., 2020; ZHANG et al., 2023; ALI et al., 2024). Estudos recentes
demonstram que a otimizagao das condi¢cbes de cultivo, como pH, temperatura e
fontes de carbono, pode aumentar significativamente a produgdo dessas enzimas,
além de estimular a sintese de compostos bioativos com potencial farmacéutico (LIU
et al., 2025; ZHANG et al., 2023).

3.2. Producao de compostos antimicrobianos por bactérias do género Bacillus

O género Bacillus se destaca pela sua capacidade de produgao de compostos
antimicrobianos, como a bacitracina, amplamente utilizada na medicina e na
agroindustria para interferir na sintese da parede celular bacteriana (XIE et al., 2024;
BERNARDO et al., 2020). Além da bacitracina, Bacillus também produz lipopeptideos,
poliquetideos e peptideos antimicrobianos, que demonstram eficacia contra uma
ampla variedade de patégenos, sendo especialmente relevantes frente a
microrganismos resistentes a antibioticos (MURAS et al., 2021; GIRI et al., 2019;
SANTOS et al., 2025; BERNARDO et al., 2020).

Dentre os lipopeptideos, destacam-se as fengicinas, iturinas e surfactinas,
conhecidas por suas propriedades antimicrobianas, antifungicas e antiadesivas (LIN
et al., 2020). A producao desses compostos é regulada por mecanismos genéticos e
metabdlicos que permitem que as espécies de Bacillus se adaptem a diferentes
condicbes ambientais e compitam eficientemente com outros microrganismos
(CHEUNG et al., 2021).

O potencial de Bacillus na agricultura e na industria de alimentos tem sido
amplamente explorado, especialmente em sistemas de biocontrole, nos quais seus
compostos antimicrobianos inibem o crescimento de patdgenos de plantas e
microrganismos deteriorantes, promovendo a seguranga alimentar e a
sustentabilidade agricola (GONZALEZ-LEON et al., 2024; PIERRO et al., 2024).
Além dos antimicrobianos, Bacillus também €& uma importante fonte de enzimas
industriais.

A protease de Bacillus subtilis, por exemplo, destaca-se na industria de
detergentes devido a sua resisténcia a condigdes extremas de pH e temperatura
(SILVA et al., 2024; RIGO et al., 2021; FERREIRA et al., 2021). Ja a alfa-amilase dessa



espécie tem ampla aplicacdo na producdo de xarope de glicose, etanol e na
panificacdo (CRUZ et al., 2025; PIERRO et al., 2024). Um estudo de Romo-Barrera et
al (2021) comparou as propriedades probidticas de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis, evidenciando seu potencial na saude intestinal e em estratégias
terapéuticas. Além disso, diversas cepas de Bacillus produzem enzimas com atividade
antimicrobiana, como proteases e celulases, que ndo apenas favorecem processos
industriais, mas também ampliam o espectro de atuagdo dos compostos
antimicrobianos naturais. Isso se torna util para aplicagdes em bioprocessos
industriais, bem como no desenvolvimento de produtos alimenticios e farmacéuticos
(PIERRO et al., 2024).

A atividade antagonista observada neste estudo para Bacillus licheniformis
SMIA-2 esta de acordo com resultados reportados na literatura, nos quais espécies
do género Bacillus apresentam capacidade de inibir patdbgenos bacterianos e fungicos
por meio da producado de metabdlitos antimicrobianos extracelulares (MURAS et al.,
2021; BERNARDO et al., 2020). Ensaios utilizando sobrenadantes livres de células
demonstram que a inibicdo pode ocorrer mesmo na auséncia de células viaveis,
indicando que compostos como bacteriocinas e lipopeptideos estdo envolvidos no
processo de antagonismo (LIN et al., 2020). Além disso, estudos demonstram que
esses metabdlitos podem atuar na desestabilizagdo da membrana celular de
microrganismos sensiveis, resultando na

(KASPAR; NEUBAUER; GIMPEL, 2019).

inibicdo do crescimento microbiano

Tabela 3: Atividade antimicrobiana ou antagonista do Bacillus

Espécie / Cepa Patégeno Método Resultado Possivel Referéncia
de Bacillus testado utilizado observado mecanismo
Bacill hFormagéo ce Metabolit Estudo d
mERe Difusdio em | halo de inibicdo etabolitos studo do
licheniformis EEp ZZ,I_(;ZZCCUS agar por e redugédo do | extracelulares e trabalho
SMIA-2 poco crescimento bacteriocinas avaliado
bacteriano
Bacilus | staphylococcus | Sebrenad . Inibicgo T Compostos T Ghanipour et
licheniformis armaies de células crescimento secretados al., 2023
Bacillus Bactérias Gram-| Difusdo em Hﬂgsgiig‘étg%“ Lichenisina e Muras et al.,
licheniformis positivas em agar lipopeptideos bacteriocinas 2021
. » S e Inibicao Surfactina e ;
Bacillus subtilis aBtiCtgrr]'f:ZS Dglrjnsgo :rm microbiana com outros Caul2|<(a)r1 St al.,
pasog 9 halos evidentes | lipopeptideos
Bacillus Fungos aE?:arlJ%Sisﬁo Forte atividade Iturina e Fanetal.,
amyloliquefaciens | patogénicos ingvitro antifungica fengicina 2023
Candida Difusdo em | |hihicao do , .
; / : Lipopeptideos Ongena &
Bacillus spp. glabrata e e crescimento P
oiitras Canidida rgl(jrt%téglcljtgss fangico antifangicos Jacques, 2023




3.3. Bacillus licheniformis SMIA — 2

A cepa Bacillus licheniformis SMIA-2, isolada no solo do municipio de Campos
dos Goytacazes (RJ), destaca-se por caracteristicas genéticas e metabdlicas Unicas
que a diferencia de outras espécies do género Bacillus. Seu isolamento foi realizado
por meio de técnicas microbiolégicas classicas, incluindo cultivo seletivo e analises
morfolégicas e bioquimicas preliminares, conforme descrito por Cruz et al.
(2024) e Bernardo et al. (2020). Essa cepa termofilica € reconhecida pela producao
de enzimas termoestaveis, que ampliam seu potencial para aplicagées industriais e
farmacéuticas.

A resisténcia ambiental do SMIA-2 esta diretamente ligada a sua morfologia
bacilar e a capacidade de formar esporos, caracteristicas que garantem tolerancia a
condi¢gbes extremas, como altas temperaturas, dessecacédo e salinidade elevada
(210% NaCl) (CRUZ et al., 2024; EFSA, 2021). Estudos genémicos revelaram que a
cepa pertence ao grupo de Bacillus termofilicos, com 94% de similaridade genética
com Bacillus caldoxylolyticus e 100% de identidade com a cepa-tipo B. licheniformis.
Bernardo et al. (2020) resequenciaram o gene 16S rRNA (GenBank, no numero de
acesso MN645931) e, posteriormente o genoma completo do SMIA-2, visando a
identificacdo da sua espécie e de possiveis genes relacionados com a biossintese de
metabdlitos secundarios. Todo o projeto do genoma do SMIA-2 foi depositado no
DDBJ/ENA/GenBank sob o numero de acesso JAACZZ000000000.

O genoma do SMIA-2 revelou um repertério metabdlico expressivo, com
genes codificadores de enzimas hidroliticas de interesse industrial, incluindo amilases,
proteases, celulases, lipases e xilanases, muitas das quais apresentam estabilidade
em condicbes de temperatura elevada e variagdes de pH (CRUZ et al., 2021). As
proteases alcalinas produzidas por essa cepa demonstram elevada atividade em
ambientes alcalinos, enquanto suas celulases exibem eficiéncia na degradagao de
celulose sob condi¢des termofilicas, caracteristicas que ampliam sua aplicabilidade
em processos industriais, como formula¢des de detergentes e biotransformagdes em
larga escala (CRUZ et al., 2021).

Estudos aplicados também indicam o potencial do SMIA-2 em contextos

agroindustriais. A suplementagao de enzimas derivadas dessa cepa em rag¢des para
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tilapias-do-nilo resultou em melhorias no desempenho zootécnico e na saude
intestinal dos animais (PIERRO et al., 2024).

Do ponto de vista da biosseguranga, analises gendmicas confirmaram a
auséncia de genes associados a patogenicidade na cepa SMIA-2, indicando seu uso
seguro em aplicagbes industriais e ambientais (BERNARDO et al., 2020). Essa
caracteristica, aliada a elevada eficiéncia metabdlica e a capacidade de producéao de
enzimas e metabdlitos bioativos, reforga a viabilidade do SMIA-2 para aplicagdes
biotecnoldgicas em escala comercial, incluindo a industria de detergentes, alimentos
e biocombustiveis (CRUZ et al., 2024).

3.4. Staphylococcus aureus ATCC 25923

A cepa ATCC 25923 & amplamente utilizada como referéncia em estudos
microbioldgicos, clinicos e laboratoriais, sendo frequentemente empregada como
cepa controle em testes de suscetibilidade antimicrobiana e na padronizagdo de
métodos de diagndstico microbiolégico. O Staphylococcus aureus ATCC 25923
apresenta morfologia cocoide com didametro celular aproximado entre 0,5 e 1,5 um e
coloragcao Gram-positiva, caracteristica atribuida a presenga de uma espessa camada
de peptidoglicano em sua parede celular (MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2013;
MADIGAN et al., 2018).

Trata-se de uma bactéria ndo esporulante e nao flagelada, frequentemente
encontrada como parte da microbiota normal da pele e das mucosas de seres
humanos e outros animais. Entretanto, em condi¢bes favoraveis, esse microrganismo
pode atuar como patdégeno oportunista, sendo responsavel por uma ampla variedade
de infecgdes cuténeas e sistémicas (LOWY, 1998; TURNER et al., 2019).

Do ponto de vista metabdlico, S. aureus é considerado um microrganismo
aerobio facultativo, capaz de realizar tanto respiragdo aerdobia quanto processos
fermentativos. Essa flexibilidade metabdlica contribui para sua adaptagcdo e
sobrevivéncia em diferentes ambientes, incluindo tecidos do hospedeiro, superficies
inanimadas e ambientes hospitalares (MADIGAN et al., 2018; MISSIAKAS;
SCHNEEWIND, 2013).

Além disso, S. aureus apresenta um amplo repertério de fatores de viruléncia
que favorecem sua capacidade de colonizagao e patogenicidade. Entre esses fatores

destacam-se toxinas hemoliticas, como as hemolisinas alfa e beta, capazes de
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promover lise celular, além da formacédo de biofilmes, que permitem a adesao a
superficies biologicas e abidticas e aumentam a resisténcia a agentes
antimicrobianos. A producdo de enzimas extracelulares também contribui para a
evasao do sistema imunoldgico e para a disseminagdo da bactéria nos tecidos
infectados (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; LOWY, 1998).

A cepa S. aureus ATCC 25923 ¢é sensivel a antibiéticos B-lactamicos, como a
oxacilina, e € amplamente utilizada como controle positivo em testes de difusdo em
disco e outros métodos de avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana. Por nao
possuir o gene mecA, responsavel pela resisténcia a meticilina, essa cepa é
empregada como referéncia para validagao de protocolos de identificacdo de cepas
resistentes em laboratdrios clinicos e de pesquisa (CLSI, 2023).

Dessa forma, o uso de S. aureus ATCC 25923 em estudos microbiolégicos e
farmacologicos é fundamental para o desenvolvimento e avaliagdo de novos agentes
antimicrobianos, além de contribuir para a padronizacao e confiabilidade de métodos
laboratoriais utilizados no diagndstico microbiolégico e na pesquisa experimental
(TURNER et al., 2019; CLSI, 2023).

3.5. Candida glabrata ATCC 2001

Candida glabrata é uma levedura oportunista de crescente importancia clinica,
reconhecida como uma das principais causas de candidemia em ambientes
hospitalares, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Diferentemente de
outras espécies do género Candida, como Candida albicans, C. glabrata apresenta
caracteristicas fisiologicas e estruturais especificas que contribuem para sua elevada
adaptabilidade e tolerancia a estresses ambientais, incluindo a exposigcdo a agentes
antifungicos (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PAPPAS et al., 2016).

Do ponto de vista taxonémico, Candida glabrata pertence ao clado
Nakaseomyces e apresenta maior proximidade filogenética com leveduras do género
Saccharomyces do que com Candida albicans, o que se reflete em diferencas
marcantes em sua biologia celular e em seus mecanismos de viruléncia (KURTZMAN;
ROBNETT, 2003).

A cepa Candida glabrata ATCC 2001 é amplamente utilizada como referéncia

em estudos microbiolégicos e farmacologicos, sendo empregada em ensaios de
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crescimento de suscetibilidade antifungica e formacéo de biofilmes (PFALLER et al.,
2012). Diferentemente de C. albicans, C. glabrata apresenta morfologia
exclusivamente leveduriforme, sem a formacdo de hifas ou pseudo-hifas. Apesar
disso, a espécie exibe elevada capacidade de adesdo a superficies bioldgicas e
abidticas, bem como habilidade para formar biofilmes estruturados, caracteristicas
diretamente associadas a persisténcia da infec¢ao e a reducao da eficacia terapéutica
(RODRIGUES et al., 2017; TIMMERMANS et al., 2018).

A parede celular de Candida glabrata constitui um dos principais determinantes
de sua viruléncia e resisténcia. Estudos demonstram que essa levedura apresenta
uma parede celular espessa, rica em [-1,3-glucanos, quitina € manoproteinas, cuja
organizagcao confere maior rigidez estrutural e reduz a permeabilidade celular
(KAPTEYN et al., 1997; GOW et al., 2017). Além disso, proteinas adesinas da familia
EPA (Epithelial Adhesin) desempenham papel fundamental na adesédo as células do
hospedeiro e na colonizagdo de tecidos, contribuindo para o estabelecimento da
infeccao (TIMMERMANS et al., 2018).

Outro aspecto de grande relevancia clinica é a resisténcia intrinseca ou
adquirida de C. glabrata aos antifungicos da classe dos azois, especialmente ao
fluconazol. Essa caracteristica esta associada a superexpressao de bombas de efluxo
da familia ABC, a modulagéo de vias metabdlicas e a elevada plasticidade gendmica
da espécie, fatores que limitam as op¢des terapéuticas disponiveis (SANGUINETTI et
al., 2005; CANNON et al., 2009). Como consequéncia, infecgdes por C. glabrata
frequentemente requerem o uso de equinocandinas, reforcando a necessidade de
estratégias alternativas de controle.

Nesse contexto, a prospeccédo de microrganismos produtores de metabdlitos
antimicrobianos, como espécies do género Bacillus, tem sido considerada uma
abordagem promissora para o controle de leveduras oportunistas. Compostos
produzidos por Bacillus, incluindo lipopeptideos e bacteriocinas, tém demonstrado
atividade antifungica contra diferentes espécies de Candida, atuando principalmente
por desorganizagdo da membrana plasmatica e interferéncia na integridade da parede
celular (CAULIER et al., 2019; VIECO-SAIZ et al., 2025).

Assim, a inclusdo de Candida glabrata ATCC 2001 como microrganismo-alvo
neste estudo amplia o espectro de avaliagao da atividade antimicrobiana do Bacillus
licheniformis SMIA-2, permitindo investigar seu potencial antagonista ndo apenas

frente a bactérias Gram-positivas, como S. aureus, mas também frente a leveduras
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clinicamente relevantes e reconhecidamente resistentes. Essa abordagem contribui
para uma compreensao mais abrangente do potencial biotecnolégico do SMIA-2 como

fonte de compostos antimicrobianos alternativos.

3.6. Mecanismos da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de bactérias, como espécies do género Bacillus,
pode ocorrer por dois mecanismos principais: (i) produgdo de compostos
extracelulares difusiveis e (ii) competigao celular direta dependente da presenga de
células viaveis. A distingdo entre esses mecanismos € essencial para a correta
interpretacdo de ensaios de antagonismo, especialmente em modelos envolvendo
patdbgenos como Staphylococcus aureus.

Em estudos envolvendo bactérias do género Bacillus, foi relatado que a inibigao
de patdgenos pode resultar de um mecanismo combinado. Em interagdes entre
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, por exemplo, foi demonstrado que
metabdlitos secretados contribuem para a exclusdo do patégeno, mas a dindmica
espacial e a competicdo local também desempenharam papel determinante
(GONZALEZ et al., 2011). Além disso, em ambientes naturais e em biofilmes, a
proximidade celular favoreceu tanto a entrega eficiente de toxinas quanto a
competicdo por recursos limitantes, tornando dificil dissociar completamente os dois
mecanismos (HIBBING et al., 2010).

3.7. Atividade antimicrobiana por competicao celular direta

A inibicado do crescimento dependente de contato (contact-dependent growth
inhibition — CDI) € um mecanismo de interagdo bacteriana no qual uma célula inibe
diretamente o crescimento de outra por meio de contato fisico célula—célula,
distinguindo-se de sistemas baseados na secreg¢do de metabdlitos difusiveis, como
antibioticos ou bacteriocinas ((AOKI et al., 2005; HAYES et al., 2014; HALVORSEN et
al., 2024; WHITNEY; HOWELL; HAYES, 2021)). Esse processo foi inicialmente
descrito em Escherichia coli, sendo posteriormente identificado em diversas bactérias

Gram-negativas.
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Nos sistemas classicos de CDI, o mecanismo é mediado pelas proteinas CdiB
e CdiA. O sistema CDI é geralmente codificado por um operon cdiBAI, no qual CdiB
(contact-dependent inhibition B) atua como uma proteina de membrana externa
pertencente a familia das proteinas de secre¢cdo dependentes de duas etapas (ftwo-
partner secretion system — TPS), sendo responsavel pela secre¢cdo e ancoragem da
proteina efetora CdiA na superficie celular. CdiA (contact-dependent inhibition A) é
uma grande exoproteina filamentosa que se projeta para o meio extracelular e atua
no reconhecimento da célula-alvo, permitindo o contato fisico entre as bactérias e a
entrega de um dominio toxico localizado em sua regido C-terminal (AOKI et al., 2005;
HAYES et al., 2010; RUHE et al., 2015; HALVORSEN et al., 2024).

Apods o reconhecimento de receptores especificos na superficie da bactéria
sensivel, o dominio téxico de CdiA é translocado para o interior da célula-alvo, onde
pode exercer atividades como DNase, RNase ou formacado de poros, resultando na
inibicdo do crescimento ou morte celular (RUHE et al., 2015; WILLETT et al., 2015;
WHITNEY; HOWELL; HAYES, 2021). As células produtoras expressam proteinas de
imunidade especificas, denominadas Cdil, que neutralizam a toxina correspondente e
impedem que a bactéria produtora seja afetada pelo proprio sistema de inibigado (AOKI
et al., 2005; HAYES et al., 2014; HALVORSEN et al., 2024).

Além do sistema CDI classico, outros mecanismos de antagonismo dependente
de contato foram descritos, como o sistema de secre¢cdo do tipo VI (T6SS),
amplamente distribuido em bactérias Gram-negativas e capaz de injetar efetores
toxicos diretamente em células competidoras (BASLER et al., 2013; COULTHURST,
2019; NAVARRO-GARCIA et al., 2019). Esses sistemas reforcam a importancia da
competicdo direta como estratégia ecoldégica em ambientes microbianos complexos.

Em bactérias Gram-positivas, embora os sistemas CdiA/CdiB ndo sejam
predominantes, mecanismos funcionalmente analogos tém sido descritos. Em Bacillus
spp., por exemplo, sistemas de secrecao associados a parede celular podem mediar
antagonismo célula—célula por meio da entrega de toxinas proteicas a bactérias
competidoras (SMITH et al., 2024). Esses mecanismos contribuem para a competicéo
intra e interespecifica, especialmente em biofilmes e comunidades estruturadas.

Do ponto de vista ecologico, a CDI desempenha papel central na estruturagéo
de comunidades bacterianas, favorecendo a exclusdo competitiva e promovendo
reconhecimento de parentesco (kin discrimination), uma vez que apenas células que

compartilham genes de imunidade sao resistentes a toxina produzida (HAYES et al.,



15

2014; RUHE et al., 2015; HALVORSEN et al., 2024). Em biofilmes, a proximidade
celular favorece a eficacia desses sistemas, conferindo vantagem adaptativa a
linhagens produtoras (NADELL et al., 2016; NADELL; FOSTER; XAVIER, 2010).

Em estudos envolvendo o antagonismo de Bacillus contra patégenos como
Staphylococcus aureus, a observagédo de inibicdo apenas na presencga de células
viaveis e ndo em sobrenadantes livres de células sugere a possivel participacdo de
mecanismos dependentes de contato, além da produgcdo de metabdlitos difusiveis
(SMITH et al., 2024). Essa distingdo € particularmente relevante em ensaios de co-
cultura, nos quais a interacdo fisica pode ser determinante para a atividade

antimicrobiana observada.

3.8. Atividade antimicrobiana por compostos extracelulares

A inibicdo do crescimento por compostos extracelulares constitui um dos
principais mecanismos de competicdo microbiana, ocorrendo quando microrganismos
produzem e liberam substancias difusiveis capazes de interferir na viabilidade,
multiplicagdo ou metabolismo de outras células no mesmo ambiente (HIBBING et al.,
2010; RILEY & WERTZ, 2002). Diferentemente dos sistemas dependentes de contato,
esse tipo de antagonismo nao requer interagao fisica direta entre as células, sendo
mediado por metabdlitos que se difundem no meio.

Entre os principais compostos extracelulares envolvidos destacam-se
antibidticos, bacteriocinas, lipopeptideos, enzimas hidroliticas, acidos organicos e
espécies reativas, que atuam por diferentes mecanismos, como inibicao da sintese da
parede celular, formagcdo de poros na membrana citoplasmatica, degradagdo de
macromoléculas (DNA, RNA e proteinas) ou interferéncia em vias metabdlicas
essenciais (COTTER et al., 2005; Stein, 2005). Esses metabdlitos sédo frequentemente
classificados como metabdlitos secundarios, cuja producao esta associada a fase
estacionaria de crescimento ou a condi¢cdes de estresse ambiental.

Nas espécies como Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens se destacam
no género Bacillus com a produgcdo de compostos extracelulares com atividade
antimicrobiana, eles sintetizam lipopeptideos ciclicos como surfactina, iturina e
fengicina que interagem com membranas celulares de microrganismos-alvo,
promovendo aumento da permeabilidade e lise celular (ONGENA & JACQUES, 2008;
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STEIN, 2005). Além disso, essas bactérias produzem enzimas extracelulares,
incluindo proteases e quitinases, que podem degradar componentes estruturais de
patdgenos bacterianos e fungicos, contribuindo para a inibigdo do crescimento (CHEN
et al., 2009).

Outro grupo relevante sao as bacteriocinas, peptideos antimicrobianos
ribossomalmente sintetizados que apresentam, em geral, espectro de acgao
relativamente restrito e atuam por formagao de poros ou inibicdo da sintese de parede
celular (COTTER et al., 2005; RILEY & WERTZ, 2002). A atividade dessas moléculas
pode ser detectada em sobrenadantes livres de células, caracteristica frequentemente
utilizada para distinguir antagonismo mediado por compostos extracelulares daquele
dependente de contato.

Do ponto de vista ecoldgico, a secrecdo de compostos antimicrobianos
difusiveis confere vantagem competitiva em ambientes com recursos limitados, como
solo, rizosfera, alimentos e microbiotas associadas a hospedeiros (HIBBING et al.,
2010). Em biofilmes, esses metabdlitos podem influenciar a estrutura da comunidade
microbiana e contribuir para a exclusao competitiva de espécies sensiveis, modulando
a dindmica populacional.

Experimentalmente, a inibicdo por compostos extracelulares é frequentemente
evidenciada por halos de inibicdo em ensaios de difusdo em agar ou pela atividade
antimicrobiana detectada em sobrenadantes filtrados. A manutencdo da atividade
apo6s remocgao das células indica que o efeito € mediado por substancias secretadas;
por outro lado, a auséncia de atividade no sobrenadante pode sugerir mecanismos

dependentes de contato ou compostos instaveis.
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Figura 1: Mecanismos de atividade antimicrobiana em competigao celular direta e compostos
extracelulares difusiveis.

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (Veo 3) (2026), com base
em Hibbing et al. (2010), Aoki et al. (2005), Ruhe et al. (2013), Cotter et al. (2005), Stein (2005)
e Nadell et al. (2016).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos

4.1.1. Bacillus licheniformis SMIA-2

Bacillus licheniformis SMIA2 foi isolado de uma amostra de solo coletada na
cidade de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil (NUNES E MARTINS,
2001). O genoma da bactéria foi ressequenciado na Unidade de Servi¢o de Biologia
Molecular do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade de Alberta,
Canada. Todo o projeto do genoma do SMIA-2 foi depositado no DDBJ/ENA/GenBank
sob o numero de acesso JAACZZ000000000 (BERNARDO et al., 2020). O
microrganismo foi mantido em tubos de ensaio contendo meio TSY (Triptona 20 g/L;
NaCl 10 g/L; extrato de levedura 10 g/L; agar 20 g/L e agua 1 L), sob temperatura de
refrigeragao (7°C).

4.1.2. Staphylococcus aureus ATCC 25923

A cepa foi obtida do Laboratério de Sanidade Animal - LSA (Setor de

Bacteriologia Veterinaria), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
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Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e foi mantida a 4°C em agar

sangue.

4.1.3. Candida glabrata ATCC 2001

A cepa foi obtida do Laboratorio de Sanidade Animal - LSA (Setor de
Bacteriologia Veterinaria), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e foi mantida a 4°C em Agar
Batata Dextrose (PDA).

SESSAO 1 - Preparo de Inéculo de Bacillus licheniformis SMIA-2
Step 1 - Cultura Primaria Step 2 - Ressuspensdo Celular Step 3 - Cultura de Pré-inéculo ‘
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Figura 2: Etapas experimentais de preparo dos indculos, crescimento microbiano e avaliagao
da atividade antagonista.

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (Veo 3, 2026), com base em
Missiakas e Schneewind (2013), CLSI (2023), Balouiri et al. (2016) e Nicolas (2025).

4.2. Meios de crescimento

Os seguintes meios de crescimento foram utilizados:

4.2.1 Meio BHI - Caldo Brain Heart Infusion (Kasvi®): Coragao de boi, infuséo a
partir de 250 g - 9,8g/L; Proteose Peptona — 10g/L; Dextrose — 2g; Cloreto de Sddio —
5g; Fosfato dissodico — 2,5g; Agua deionizada — 1000mL. O valor do pH final do meio
foi pH 7,4;
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4.2.2 Meio TSY: (g/L): Triptona - 20; NaCl - 10; extrato de levedura 10. O valor do pH
final do meio foi pH 7,5;

4.2.3 Meio Baird Parker (g/L de agua destilada): Digesto pancreatico de caseina -
10,0; extrato de Carne - 5,0; extrato de levedura - 1,0; glicina - 12,0; piruvato de sodio

- 10,0; cloreto de litio - 5,0; agar - 20,0; uma suspensao de telurito 0,01% (p/v);

4.2.4 Meio mineral suplementado com subprodutos agroindustriais I: (g/L de
agua destilada): KCI-0,3, MgS0s-0.5, K2HPOs-0.87, CaCl2-0.29, Zn0-2.03x1073,
FeCl3.6H20-2.7x102, MnCl2.4H20-1.0x10?, CuCl2.2H20-8.5x104, CoCl2.6H20-
2.4x1073, NiCl3.6H20-2.5x104, H3BO3-3.0x104, farinha da casca de maracuja (obtida

do comércio local) - 0,3 e agua de maceracao de milho (Sigma Aldrich) - 0,1;

4.2.5 Meio mineral suplementado com subprodutos agroindustriais Il (g/L de
agua destilada): KCI-0,3, MgS0s-0.5, K2HPOs-0.87, CaCl2-0.29, Zn0-2.03x1073,
FeCl3.6H20-2.7x10?2, MnCl2.4H20-1.0x10?, CuCl2.2H20-8.5x104, CoCl2.6H20-
2.4x10°3, NiCl,-6H,0-2.5x10*4, H3B03-3.0x10*, amido solavel - 0,3, agua de

maceracao de milho (Sigma Aldrich) - 0,1 e proteinas do soro de leite — 0,1%.

4.3. Preparo dos inéculos e condigdes de crescimento das culturas

O in6culo do B. licheniformis SMIA-2 foi preparado semeando o microrganismo
em placas de Petri contendo o meio BHI ou o meio TSY. As placas foram incubadas
em estufa QUIMIS modelo Q 315 D26 a 50 °C por 18 horas. Apds este periodo, 4 mL
de cada um dos meios de crescimento foram transferidos para as placas para
ressuspender as células que foram posteriormente sugadas com o auxilio de uma
pipeta estéril. Estas células foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 25 mL do respectivo meio de crescimento, incubadas por mais 18 horas a
50 °C e, posteriormente utilizadas para inocular os meios de crescimento.

S. aureus foi recuperada a partir da placa de agar sangue cultivada a 37°C por
18 horas. Em seguida, foram preparados indculos pela diluicdo da cultura em solugao
salina 0,85% utilizando a Escala de McFarland 0,5 até a obtencdo de

aproximadamente 1,5 x 108 UFC.mL".
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Candida glabrata ATCC 2001 foi inicialmente cultivada em placas contendo
meio PDA (Agar Batata Dextrose), incubadas a 35 °C por 18 horas. Apds o
crescimento, as células leveduriformes foram ressuspendidas com auxilio de solugao
salina estéril a 0,85%, obtendo-se uma suspensdo homogénea. O indculo foi
padronizado utilizando a escala 0,5 de McFarland, correspondendo a

aproximadamente 1,5 x 108 UFC-mL™.

4.4. Determinacgao do crescimento do Bacillus licheniformis SMIA-2 e

Staphylococcus aureus

O crescimento dos microrganismos foi determinado pela medida da turbidez do
meio de crescimento, medindo-se a DO 600 nm com a utilizagdo de um
espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2000.

O crescimento também foi monitorado pela contagem de células viaveis. Apés
diluicdo seriada, 100 pl das amostras das culturas de B. licheniformis SMIA-2 e S.
aureus foram espalhados em placas de Petri contendo o meio TSY e incubadas a
37°C e 50 °C por 18 h, respectivamente. As coldnias formadas foram contadas e
expressas como unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro. Os
experimentos foram realizados em duplicata e os resultados foram expressos como

valores médios.

4.5. Determinagao da atividade antagonista do Bacillus licheniformis SMIA-2

contra Staphylococcus aureus e da Candida glabrata.

A avaliagdo da atividade antagonista foi realizada pela metodologia de difus&o
em agar por pogo, conforme Gaspar et al. (2017), com adaptagdes. As culturas do
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e de Candida glabrata ATCC 2001 foram
inoculadas individualmente na superficie do meio de cultura sélido TSY, com auxilio
de um swab estéril, para uma cobertura uniforme do indculo. Posteriormente, seis
orificios de 6 mm de didmetro foram feitos nos meios de cultura com o auxilio de um
molde, formando os pogos, que foram preenchidos com 10 uL, 20 uL, 30uL, 40uL,
50uL e 60uL da suspensao de células do SMIA-2 (= 102-10° UFC/mL).
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Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 12 horas. A atividade
antagénica foi avaliada de forma qualitativa, considerando-se a presenca ou auséncia
de halos de inibigdo ao redor dos pogos. Os halos observados foram registrados por
meio de imagens, utilizadas apenas para fins ilustrativos e comprovagao visual da

atividade antagbnica. Os testes foram realizados em ftriplicata.

PASSO 1 - Preparagao

PASSO 5 - Avaliagao da
do Inéculo

Atividade Antagdnica

Suspensao Celular:
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Figura 3: Determinacdo da atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente a
Staphylococcus aureus e Candida glabrata por ensaio de difusdo em agar.

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (Veo 3, 2026), com base em
Gaspar et al. (2017), Balouiri et al. (2016), Missiakas e Schneewind (2013), CLSI (2023) e
Nicolas (2025).

4.6. Influéncia de diferentes meios de crescimento sobre a atividade antagonista

do Bacillus licheniformis SMIA-2 contra Staphylococcus aureus

Frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL dos meios BHI, meio mineral
contendo subprodutos agroindustriais | e meio mineral contendo subprodutos
agroindustriais Il foram inoculados com 2,0 mL do in6culo do B. licheniformis SMIA-2
preparado como descrito no item 4.3. Posteriormente, os frascos foram incubados a
50 °C em um “Shaker” rotatério (Thermo forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando
a 150 rpm. A intervalos de tempo predeterminados foram retiradas amostras para
determinagdo do crescimento pela medida da densidade ética a 600 nm, pH e
atividade antagbnica do SMIA-2 contra Staphylococcus aureus. Todos os

experimentos foram realizados com trés repeticoes.
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Figura 4: Influéncia de diferentes meios de crescimento sobre a atividade antagonista do
Bacillus licheniformis SMIA-2 contra Staphylococcus aureus.

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (Veo 3, 2026), com base em
Balouiri et al. (2016), CLSI (2023), Missiakas e Schneewind (2013) e Nicolas (2025).

4.7. Atividade antagonista de B. licheniformis SMIA-2 cultivado em co-culturas

de S. aureus

Para os experimentos de co-culturas de S. aureus e B. licheniformis SMIA-2, o
meio de cultura BHI foi utilizado.

Frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL do meio BHI foram inoculados
com 2,0 mL do inéculo do B. licheniformis SMIA-2, preparado como descrito no item
4.3. Posteriormente, os frascos foram incubados a 37°C em um “Shaker” rotatério
(Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm. A intervalos de tempo
predeterminados (4, 8 e 12 horas) foram adicionados indculos do S. aureus (107
UFC/mL) aos frascos contendo as culturas do B. licheniformis SMIA-2, que foram
incubadas por mais 24 horas.

O crescimento individual do B. licheniformis SMIA-2 e do S. aureus foi
determinado pela medida da densidade otica a 600 nm, com a utilizagdo de um
espectrofotdbmetro Hitachi modelo U-2000. O crescimento também foi monitorado pela
contagem de células viaveis. Apos diluigdo seriada, 100 yl das amostras das culturas
de B. licheniformis SMIA-2 e S. aureus foram espalhados em placas de Petri contendo

o meio TSY e incubadas a 50 °C e 37°C por 18 h, respectivamente. As colbnias
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formadas foram contadas e expressas como unidades formadoras de col6nias (UFC)
por mililitro.

A recuperacdo do S. aureus apoés co-cultura com B. licheniformis SMIA-2 por
24 h a 37°C foi determinada pela contagem de células viaveis. Apds diluicao seriada,
100 ul das amostras das culturas de B. licheniformis SMIA-2 e S. aureus foram
espalhados em placas de Petri contendo o meio Agar Baird Parker (meio seletivo para
bactérias do género Staphylococcus) e incubadas a 37 °C por 18 h. As colbnias
formadas foram contadas e expressas como unidades formadoras de colénias (UFC)
por mililitro.

Os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados foram

expressos como valores medios.
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Figura 5: Avaliacdo da atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 em co-cultura
com Staphylococcus aureus.

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (Veo 3, 2026), com base em
Missiakas e Schneewind (2013), Balouiri et al. (2016), CLSI (2023) e Nicolas (2025).

4.8. Atividade antagonista de extratos livres de células de B. licheniformis

SMIA-2 contra S. aureus

Frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de crescimento Meio
Mineral contendo subprodutos agroindustriais | foram inoculados com 2,0 mL de
inéculo do B. licheniformis SMIA-2, preparado como descrito no item 4.3.

Posteriormente, os frascos foram incubados a 50 °C em um “Shaker” rotatorio (Thermo
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forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm. Apés 48 horas de incubacgao,
o caldo resultante da fermentacéao foi centrifugado a 20.800 x g por 20 minutos, em
centrifuga Eppendorf® Centrifuge 5430, equipada com rotor de angulo fixo FA-45-24-
11, para a obtengcdo do sobrenadante livre de células, o qual foi utilizado para a
determinagdo da atividade antagonista conforme descrito neste item. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 6. Avaliagdo da atividade antagonista de extratos livres de células de Bacillus
licheniformis SMIA-2 frente a Staphylococcus aureus.

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (Veo 3, 2026), com base em
Balouiri et al. (2016), Missiakas e Schneewind (2013), CLSI (2023) e Nicolas (2025).

4.9. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata, conforme descrito
em cada ensaio. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As
analises foram realizadas utilizando-se o software OriginPro® versao 2025.

Os dados foram avaliados de forma descritiva, sendo apresentados
graficamente ao longo do tempo, permitindo a analise do comportamento de

crescimento microbiano, variagao de pH e atividade antagonista.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade antagonista de culturas de Bacillus licheniformis SMIA-2 em

meio BHI sobre o Staphylococcus aureus

O antagonismo do Bacillus licheniformis SMIA-2 cultivado em meio sdlido
contendo BHI sobre Staphylococcus aureus € observado na Figura 7. A escolha do
Bacillus licheniformis SMIA-2 como microrganismo indicador, foi devido a sua grande
relevancia clinica, capacidade de desenvolver resisténcia aos antibidticos, como no
caso do MRSA e de seu forte impacto na saude publica. Além disso, € um importante
agente de intoxicagdo alimentar e um modelo bem-estabelecido em testes
microbioldgicos, o que torna sua utilizagdo estratégica para o desenvolvimento e
avaliagcado de novos compostos antimicrobianos (TOUAITIA et al., 2025; PHAN et al.,
2025).

Todos os ensaios do antagonismo do B. licheniformis SMIA-2 sobre o S. aureus
foram realizados utilizando o meio BHI. O meio BHI (Brain Heart Infusion) é rico em
aminoacidos, peptideos e nutrientes complexos e € amplamente utilizado para o
crescimento de uma variedade de microrganismos, incluindo até mesmo aqueles mais
exigentes nutricionalmente (HIRA et al., 2025). Assim, para uma avaliagao correta da
interacao entre o SMIA-2 e o S. aureus, ambos os microrganismos foram cultivados
no mesmo meio de cultura.

O aparecimento do halo de inibicdo foi observado somente quando as células
do S. aureus foram previamente recuperadas do meio de cultura Agar-sangue. Esse
resultado indicou que a suscetibilidade do S. aureus ao antagonismo foi condicionada
pelo seu estado fisiolégico e/ou por residuos derivados do meio sanguineo. O agar-
sangue contém heme, ferro e proteinas séricas, que podem modular a composi¢céo da
membrana, a expressao de fatores de viruléncia e mecanismos de protecao celular
(MISSIAKAS & SCHNEEWIND., 2013), tornando o microrganismo mais vulneravel a
peptideos/lipopeptideos produzidos por espécies de Bacillus (MARKELOVA;
CHUMAK, 2025). Alternativamente, componentes do sangue podem induzir em
bactérias do género Bacillus a produgado ou ativagado de metabolitos antimicrobianos
ou facilitar interacbes quimicas entre metabolitos e alvos bacterianos (ELAZZAZY et
al., 2024; HYATT et al., 2025).
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Portanto, a atividade antagonista do B. licheniformis SMIA-2 foi condicionada
ao meio de cultura de origem do S. aureus, indicando que o antagonismo dependeu

fortemente das condigdes prévias de cultivo do patdégeno, ou seja, quando 0 mesmo

foi exposto a produtos hematicos.

Figura 7: Halos de inibicao do Bacillus licheniformis SMIA-2 sobre Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) previamente cultivado em meio TSY (a) e em meio Agar Sangue (b).

A competicao celular direta entre bactérias do género Bacillus e S. aureus pode
envolver antagonismo dependente de contato, produgdo de compostos
antimicrobianos associados as células, competicao por nutrientes e interferéncia na
comunicagao intercelular (quorum sensing) (HIBBING et al., 2010; KASPAR et al.,
2019; TRAN et al., 2022). Essas interag¢des frequentemente resultam em uma inibi¢ao
mais forte de S. aureus em sistemas de co-cultura do que em ensaios baseados
apenas em metabdlitos extracelulares.

Segundo To et al. (2011), em ensaios de difusdo em agar, a suspensao celular
da cultura de Bacillus subtilis P5-6 apresentou efeito inibitério contra S. aureus,
enquanto nenhuma inibi¢gao foi observada quando o sobrenadante livre de células foi
utilizado.

O antagonismo de microrganismos do género Bacillus contra patégenos como
o S. aureus, envolve varios mecanismos tais como a produgdo de uma ampla gama
de antimicrobianos, incluindo lipopeptideos (surfactina, iturina, fengicina),
bacteriocinas e peptideos semelhantes a bacteriocinas, peptideos sintetizados

ribossomicamente (RiPPs), polipetideos e peptideos nao ribossémicos (KASPAR et
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al., 2019; TRAN et al., 2022; NICOLAS, 2025, CAULIER et al., 2019; ALZAIN et al.,
2025). Esses compostos podem romper membranas citoplasmaticas, inibir a sintese
da parede celular, causar extravasamento do conteudo intracelular (KASPAR et al.,
2019; TRAN et al., 2022; NICOLAS, 2025; ALZAIN et al., 2025).

Bernardo et al. (2020) relataram que a analise do genoma do B. licheniformis
SMIA-2 mostrou 5 grupos de genes envolvidos na biossintese de metabdlitos
secundarios: 3 clusters de genes pertencentes a sintese de peptideos nao
ribossomais (NRPs) (Liquenisina, Fengicina, Bacilobactina) e dois clusters de genes
pertencentes a sintese de peptideos ribossdmicos (liquenissidina e lassopeptideo).

A atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2
contendo o Meio BHI e incubadas a 50 °C durante 24 horas sobre S. aureus é
observada na Figura 2. O crescimento exponencial do B. licheniformis SMIA-2 iniciou
apos 2 horas de incubagao do meio de cultura. Apds esse tempo foi observado que a
velocidade de crescimento reduziu marcando assim, a fase estacionaria da cultura. O
perfil do pH também ¢é observado na Figura 8. Observa-se uma queda no valor do pH
da cultura de 7,50 para 6,42 durante as primeiras 3 horas de incubacao.
Posteriormente, o pH do meio de cultura aumentou gradativamente para 9,50 apds 24
horas de fermentacdo. A formacao do halo de inibicdo do B. licheniformis SMIA-2
contra o S. aureus foi observada logo apés a incubacgao da cultura, sendo retirado da
incubadora apds 12 horas, quando a cultura se encontrava na fase estacionaria de
crescimento (STEIN, 2005; ONGENA; JACQUES, 2008).
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Figura 8: Atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 sobre Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) em culturas submersas em meio BHI, incubadas a 50 °C e 150 rpm.
Crescimento (DOgo9 NM) expresso como média + desvio padrao e variagdo do pH ao longo
do tempo. Imagens representativas dos halos de inibicdo observados em placas de Petri apds

3, 6, 12 e 24 horas de incubacgao.
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Usualmente, bactérias do género Bacillus produzem substancias
antimicrobianas predominantemente na fase estacionaria de crescimento. Isso ocorre
porque, nessa fase, a limitacao de nutrientes e o aumento da densidade celular ativam
mecanismos regulatérios que direcionam o metabolismo para a produgdo de
metabodlitos secundarios, muitos deles com atividade antimicrobiana, como
bacteriocinas, lipopeptideos (surfactina, iturina, fengicina) e outros peptideos bioativos
(NICOLAS, 2025; TRAN et al., 2022; KASPAR et al.,2019;, HARWOOD et al., 2018).

Shleeva et al. (2023) relataram que a produ¢cédo de compostos antimicrobianos
por Bacillus licheniformis foi dependente das condi¢des de crescimento e da fase do
cultivo da bactéria. A producdo de peptideo semelhante a bacteriocina por B.
amyloliquefaciens B10 foi detectada no final da fase logaritmica de crescimento
(KARAOGLU et al., 2003) e foi descrito que a producédo de bacteriocina da cepa
Bacillus 8A iniciou-se na fase exponencial inicial e continuou até a fase estacionaria
de crescimento (SALEM et al., 2009).

A composicao do meio de cultura influencia de forma direta e significativa a
produgao de compostos antimicrobianos por espécies do género Bacillus. Tabbene et
al. (2009) demonstraram que os nutrientes do meio de cultura afetaram quantitativa e
qualitativamente a producdo de compostos antibacterianos por B. subtilis B38. Akpa
et al. (2001) mostraram que o perfil de lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis
difere conforme as condigdes do meio de cultura e de acordo com Mezghanni et al.
(2012), a peptona, sacarose e o extrato de levedura influenciaram significativamente
a producdo da atividade antifungica de Bacillus amyloliquefaciens, sendo suas
concentragdes 6timas, respectivamente, 20 g/L, 25 g/L e 4,5 g/L. Estes pesquisadores
ainda relataram que a deficiéncia de minerais nao foi crucial para a produgao dos

biofungicidas.

5.2. Atividade antagonista de culturas de B. licheniformis SMIA-2 contendo

farinha da casca de maracuja e agua de maceragao de milho contra o S. aureus

A atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2
contendo substratos de baixo custo como a farinha da casca de maracuja, contra S.
aureus foi estudada. Considerando que a farinha da casca do maracuja nao é capaz

de fornecer todas as fontes adequadas de nutrientes para o crescimento do
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microrganismo, o meio de cultura foi enriquecido com a agua de maceragao de milho.
A agua de maceragdao de milho € uma fonte de aminoacidos, vitaminas e ions
metalicos e, portanto, foi adicionado ao meio de cultura em substituicdo aos extratos
de carne e levedura, que sao fontes de nitrogénio de alto custo (LADEIRA et al. 2015).

A turbidez da cultura (medida através da densidade otica a 600 nm) aumentou
imediatamente apds a incubagao do meio de cultura por até 24 horas, caracterizando
a fase exponencial de crescimento. Posteriormente, a densidade da cultura
permaneceu constante, marcando o inicio da fase estacionaria da mesma (Figura 9).
Comparado ao meio BHI, o crescimento do B. licheniformis SMIA-2 foi mais lento.
Estes resultados eram esperados devido a maior disponibilidade de nutrientes
prontamente assimilaveis no meio BHI. Apesar da maior complexidade nutricional do
meio constituido de farinha da casca do maracuja e agua de maceragao de milho, que
resultou em menores taxas de crescimento, comparado ao meio BHI, este meio foi
capaz de suprimir a necessidade do B. licheniformis SMIA-2 para seu crescimento.
Estes resultados mostraram que B. licheniformis SMIA-2 secretou exoenzimas
capazes de hidrolisar as macromoléculas presentes nos substratos até atingir a forma
e a solubilidade necessaria, para que sejam transportadas pela membrana celular
(FERREIRA, 2023).

O aparecimento do halo de inibicao foi observado desde as primeiras horas de
incubagao (6 h), quando a cultura se encontrava na fase exponencial, até o final da
fase estacionaria, quando o crescimento do microrganismo ja havia sido cessado. O
perfil do pH também é observado na Figura 9. Observa-se uma queda no pH da cultura
durante as primeiras 6 horas de incubacgao. Posteriormente, o pH do meio de cultura
aumentou gradativamente até 24 horas, permanecendo praticamente sem alteragdes
até 72 horas de fermentacdo. A queda inicial do pH do meio indica que houve a
producdo de acidos durante a fase inicial do crescimento bacteriano, enquanto o
aumento do pH pode ser atribuido a presenca de proteinas exocelulares, pois sabe-
se que o pH do meio tende a aumentar se os compostos amino-organicos forem
desaminados (LADEIRA et al., 2015).
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Figura 9: Atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 cultivado em meio contendo
farinha da casca de maracuja (0,3%, p/v) e agua de maceragao de milho (0,3%, p/v), a 50 °C
e 150 rpm. Crescimento (DOgo9 NmM) e variagdo do pH ao longo de 72 h.
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Figura 10: Atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 cultivado em meio contendo
farinha da casca de maracuja (0,3%, p/v) e dgua de maceragao de milho (0,3%, p/v), a 50 °C
e 150 rpm. Imagens representativas dos halos de inibicdo sobre Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) apés 6, 24, 36, 48, 54 e 72 h de incubag¢ao em placas de Petri.
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5.3. Atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2
contendo os substratos amido soluvel, proteinas do soro de leite e agua de

maceracgao de milho contra S. aureus

A atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2
contendo amido soluvel, proteinas do soro de leite e a agua de maceragédo de milho
sobre 0 S. aureus esta mostrada na Figura 11. Em todos os trés periodos de incubagéao
da cultura (24, 36 e 48 horas) foram observados a formagéo do halo de inibicdo. Este
meio de cultura foi desenvolvido por Corréa et al. (2011) para a produgao simultanea
de proteases e amilases por B. licheniformis SMIA-2. Ladeira et al. (2015) e mais
recentemente Ferreira et al. (2021) também utilizaram esse meio para a producéo de
proteases e relataram que os maiores niveis de atividade da enzima foram
encontrados quando a cultura se encontrava na fase estacionaria de crescimento.

Portanto, a atividade antagonista observada coincide com a elevada
capacidade proteolitica do B. licheniformis SMIA-2, sugerindo que essas enzimas
podem potencializar o efeito antagonista dos metabdlitos difusiveis acumulados no

meio de cultivo contra S. aureus.
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Figura 11: Atividade antagonista de culturas submersas de Bacillus licheniformis SMIA-2
contendo 0,5% (p/v) de amido soluvel, (0,3%, p/v) de dgua de macerac¢do de milho e 0,1%,
p/v) de proteinas do soro a 50 °C e 150 rpm por 24 horas, 36 horas e 48 horas de incubagéo.

5.4. Atividade antagonista de B. licheniformis SMIA-2 cultivado em culturas

submersas contendo BHI na presen¢a de S. aureus

O crescimento isolado e em co-culturas de B. licheniformis SMIA-2 e S. aureus
esta apresentado na Figura 12. S. aureus apresentou taxas de crescimento maiores
que o B. licheniformis SMIA-2. Como pode ser observado na Figura 12, ap6s 1 hora
de incubacédo a cultura do B. licheniformis SMIA-2 ainda se encontrava na fase
estacionaria de crescimento, enquanto a do S. aureus ja tinha iniciado a fase

exponencial de crescimento (Figura 13). Apds 5 horas de incubagao das culturas, o
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Logio UFC/mL do numero de células do S. aureus e do B. licheniformis SMIA-2 foi de
8 UFC/mL e 6 UFC/mL, respectivamente. O crescimento mais lento do B. licheniformis
SMIA-2 comparado ao S. aureus foi, provavelmente, devido a temperatura de
incubacao das culturas que foi de 37°C. Esta é a temperatura 6tima de crescimento
do S. aureus, mas nao do B. licheniformis SMIA-2, que é de 50 °C (SOUZA E
MARTINS, 2001). Portanto, o crescimento do B. licheniformis SMIA-2 abaixo da sua
temperatura étima, pode ter ocasionado alteragdes fisioldégicas e metabdlicas, que
provocaram uma redugao da sua taxa de crescimento.

A mistura das duas culturas em quantidades iguais de células ap6s 3 horas de
incubagao de cada cultura, promoveu uma reduc¢do do Log;o, UFC/mL do numero de
células do S. aureus de aproximadamente 2 unidades logaritmicas, como pode ser
observado na Figura 14. Apesar dessa redugao acentuada que ocorreu apos 3,5 horas
de incubagédo das culturas, o Log;, UFC/mL do S. aureus reduziu ligeiramente apos
esse periodo. O cultivo conjunto de cepas microbianas € uma estratégia eficaz para
intensificar a producdo de compostos antimicrobianos, uma vez que a interagao
competitiva estimula a expressao de vias metabdlicas secundarias, frequentemente
pouco ativas em monoculturas (TRAN et al., 2025; KWOJI et al., 2021; NICAULT et
al., 2021; KAZEMI et al., 2019).

Bactérias formadoras de esporos, como as do género Bacillus, demonstraram
ser candidatos promissores para sistemas de co-cultura, devido a sua capacidade de
produzir uma vasta gama de metabdlitos antimicrobianos e a sua estabilidade em
condigdes ambientais e de armazenamento adversas (HENRIKSSON et al., 2021).

No entanto, segundo Yu et al. (2022), sem a otimizacdo das condi¢cdes de
fermentagdo, o antagonismo entre os microrganismos frequentemente interfere na
producdo de metabdlitos secundarios. Dentre as condigdes que precisam ser
consideradas para definir a melhor condicdo para inducdo metabdlica em co-cultura
incluem a idade do pré-indculo, ou seja, o periodo de incubagéo de cada cepa antes
do co-cultivo, a quantidade de indéculo de cada cepa, considerando a taxa de
crescimento dos micrébios selecionados, tempo de incubacéo, fatores abidticos, como
temperatura, pH, fontes de nitrogénio/carbono/fosfato, velocidade de agitacao, tipo de
meio (liquido ou sélido), aeracdo e disponibilidade de agua. Portanto, embora
desfavorecido em taxa de crescimento, B. licheniformis SMIA-2 ainda foi competitivo

na inibicdo do S. aureus.
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Figura 12: Crescimento microbiano e dindmica de co-cultura entre Bacillus licheniformis SMIA-
2 e Staphylococcus aureus. Crescimento de Bacillus licheniformis SMIA-2 em culturas
submersas em meio BHI, por 5 horas, a 37 °C e 150 rpm.
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Figura 13: Crescimento microbiano e dindmica de co-cultura entre Bacillus licheniformis SMIA-
2 e Staphylococcus aureus. Crescimento de Staphylococcus aureus em meio BHI nas
mesmas condicoes.
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Figura 14: Crescimento microbiano e dindmica de co-cultura entre Bacillus licheniformis SMIA-
2 e Staphylococcus aureus. Recuperagao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em co-
cultura com Bacillus licheniformis SMIA-2 apés 3,5 horas de incubacgido. Os dados foram
expressos como log;o UFC mL™ (média * desvio padréo, n = 3).

5.5. Atividade antagonista de filtrados de culturas submersas de B.
licheniformis SMIA-2 sobre S. aureus

A atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2
contendo meio BHI sobre S. aureus foi avaliada comparando-se a cultura integral
(células viaveis + metabdlitos extracelulares) e o filtrado livre de células. De acordo
com as imagens dos halos de inibicdo mostrados na Figura 15, a cultura integral
apresentou halos de inibicdo mais expressivos contra o S. aureus que o filtrado livre
de células. Estes resultados sugerem que o efeito antimicrobiano pode ser devido
tanto a producdo de metabdlitos bioativos, quanto a mecanismos associados a

presencga celular.
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Figura 15: Imagens dos halos de inibicao do B. licheniformis SMIA-2 sobre S. aureus: Controle
(poco sem caldo do SMIA-2; Pogo com adi¢do de culturas do SMIA-2 contendo BHI; Pogo
com caldo filtrado de culturas do SMIA-2 (Sem células do SMIA-2).

Do ponto de vista aplicado, os resultados indicam duas estratégias tecnologicas
distintas. Quando a cultura integral apresenta maior atividade, sua aplicagdo € mais
indicada em formulagdes probidticas, aditivos zootécnicos ou agentes de biocontrole
agricola, nos quais a presenca de células viaveis e esporos contribuem para
colonizagéo e producéo continua de metabdlitos (ELSHAGHABEE et al., 2017). Por
outro lado, a confirmacao de atividade no sobrenadante reforca o potencial para
desenvolvimento de pos-bidticos ou extratos antimicrobianos padronizados, voltados
a conservagao de alimentos ou formulagdes bioativas livres de células (ABRIOUEL et
al., 2011).
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5.6. Atividade antagonista de culturas de B. licheniformis SMIA-2 contendo
farinha da casca de maracuja e agua de maceragao de milho contra Candida
glabrata (ATCC 2001)

A atividade antagbnica de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2
contendo farinha da casca do maracuja e a agua de maceragdao de milho sobre
Candida glabrata (ATCC 2001) foi estudada. Candida glabrata € um dos patégenos
oportunistas mais relevantes, ocupando posicdo de destaque como uma das
principais causas de infecgdes invasivas, especialmente em ambientes hospitalares.
Como pode ser observada na Figura 16, houve a formagdo de um halo de inibigao
bem-definido ao redor do pogo contendo o B. licheniformis SMIA-2 frente a Candida
glabrata (ATCC 2001), indicando a ocorréncia de atividade antifungica mediada por

compostos difusiveis no meio de cultura.

Figura 16: Halos de inibicdo do Bacillus licheniformis SMIA-2 sobre Candida glabrata (ATCC
2001) cultivados em meio TSY.
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A presenca de um halo bem-definido sugere que o efeito antagonista nao
dependeu exclusivamente do contato direto entre as células, mas que esta associado
a producéo e liberagao de metabdlitos antifungicos capazes de se difundir através do
agar em concentragdes biologicamente ativas. Entre esses metabdlitos, destacam-se
os lipopeptideos produzidos por espécies de Bacillus, como iturinas, fengicinas e
surfactinas, amplamente descritos por sua agao antifungica contra leveduras e fungos
filamentosos (BERNARDO, 2020).

6. CONCLUSAO

A cepa Bacillus licheniformis SMIA-2 demonstrou atividade antagonista frente
a Staphylococcus aureus em diferentes condi¢des de cultivo, incluindo meios
convencionais e meios alternativos contendo subprodutos agroindustriais. Em todas
as condi¢des avaliadas foi observada a formacgao de halos de inibigao, indicando a
produgcdo de metabdlitos capazes de interferir no crescimento bacteriano. A
manutenc¢ao do antagonismo em meios com menor custo de produgao e com alto teor
nutricional evidencia a versatilidade metabdlica do SMIA-2 e reforca seu potencial

para aplicagdes biotecnoldgicas utilizando substratos alternativos.

Um aspecto relevante observado neste estudo foi que a formacao de halos de
inibicdo esteve diretamente associada a condicdo fisiolégica do indculo de
Staphylococcus aureus. Verificou-se que a recuperagao do microrganismo a partir de
placas de agar sangue foi determinante para a visualizagcdo da atividade antagonista,
sendo que células provenientes desse meio apresentaram formacgao de halo de
inibicdo. Em contraste, quando S. aureus foi obtido a partir de meio TSY ou de
repicagens sucessivas, nao houve formacédo de halo, evidenciando que o estado
fisiologico e as condigdes prévias de cultivo do patdégeno influenciam diretamente a

expresséao do efeito antagonista.

Outro aspecto inovador deste estudo foi a reducido da temperatura de cultivo
para 37 °C, inferior aquela frequentemente relatada na literatura para microrganismos
termofilicos do género Bacillus, geralmente investigados em torno de 50 °C. Mesmo
sob essa condicdo considerada subodtima para o crescimento da cepa, foram

observados resultados consistentes de antagonismo frente a Staphylococcus aureus,
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indicando que a producdo de metabdlitos bioativos pelo SMIA-2 pode ocorrer em

condi¢des proximas as encontradas em microrganismos de relevancia clinica.

A atividade antagonista também foi confirmada em ensaios de co-cultura
submersa de Bacillus licheniformis SMIA-2 com S. aureus e por meio da utilizagao de
filtrados livres de células, demonstrando que os compostos responsaveis pela inibicao
correspondem a metabdlitos extracelulares difusiveis. Além disso, foi observada
inibicdo do crescimento de Candida glabrata ATCC 2001, sugerindo que os
metabdlitos produzidos pela cepa podem apresentar amplo espectro de antagonismo,

atuando tanto contra bactérias quanto contra leveduras de relevancia clinica.

De forma geral, os resultados obtidos indicam que Bacillus licheniformis SMIA-
2 representa uma fonte promissora de metabdlitos extracelulares, configurando um
estudo de prospecgdo biotecnologica de compostos antagonistas frente a
microrganismos de interesse clinico. No entanto, a identificagdo dos compostos
responsaveis pela atividade observada requer etapas adicionais de concentragao,
purificagao e caracterizacao quimica, incluindo procedimentos de liofilizacado, analises
cromatograficas por HPLC e identificagao estrutural dos metabdlitos produzidos, a fim
de elucidar os mecanismos envolvidos no antagonismo e o potencial de aplicagcao

desses compostos.
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