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RESUMO 

 

PAIXÃO, Lucélia Alves; Produção Vegetal. Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2026. Atividade antagônica de Bacillus 

licheniformis SMIA-2 sobre os patógenos Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 
Candida glabrata ATCC 2001. Orientadora: Profª: Dra. Meire Lelis Leal Martins. 
Coorientadora: Profª: Drª. Larissa Pacheco Ferreira. 
 
A crescente disseminação de microrganismos resistentes aos antimicrobianos tem 
impulsionado a busca por novas fontes de compostos bioativos capazes de atuar no 
controle de patógenos de relevância clínica. Nesse contexto, microrganismos do 
gênero Bacillus têm sido amplamente investigados devido à sua capacidade de 
produzir metabólitos secundários com propriedades antibacterianas. A cepa Bacillus 
licheniformis SMIA-2, isolada do solo da região de Campos dos Goytacazes (RJ), 
destaca-se por seu potencial biotecnológico e pela produção de enzimas e metabólitos 
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 difusão em ágar, sistemas 
de co-cultura e testes com filtrados livres de células. Um aspecto relevante deste 
trabalho foi a avaliação da atividade antagonista em temperatura de cultivo de 37 °C, 
condição inferior àquela frequentemente utilizada para bactérias termofílicas do 
gênero Bacillus, geralmente estudadas em temperaturas próximas a 50 °C. Mesmo 
sob essa condição considerada subótima, foram observados halos de inibição 
consistentes contra S. aureus, indicando a produção de metabólitos 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 difusíveis produzidos pelo SMIA-2 estão envolvidos no antagonismo 
observado. Além disso, foi observada inibição do crescimento de Candida glabrata, 
ampliando o espectro do antagonismo para microrganismos de relevância clínica 
pertencentes a diferentes grupos taxonômicos. Os resultados obtidos indicam que 
Bacillus licheniformis SMIA-2 representa uma fonte promissora de metabólitos 
extracelulares bioativos e reforçam seu potencial para estudos de prospecção 
biotecnológica. Investigações futuras envolvendo processos de concentração, 
purificação e caracterização química dos compostos produzidos serão 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; 
metabólitos extracelulares; Staphylococcus aureus. 
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ABSTRACT 

 

PAIXÃO, 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. INTRODUÇÃO 

 
O gênero Bacillus é amplamente estudado devido ao seu potencial 

biotecnológico, especialmente em função de sua capacidade de produzir enzimas 

termoestáveis e diversos compostos bioativos. Entre as espécies desse gênero, 

Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis têm se destacado pela produção de 

metabólitos secundários com propriedades antimicrobianas e pela aplicação em 

diferentes setores industriais e biotecnológicos (SONKAR et al., 2019; PIERRO et al., 

2024). Espécies do gênero Bacillus são conhecidas por sintetizar uma ampla 

variedade de metabólitos bioativos, incluindo bacteriocinas, lipopeptídeos cíclicos e 

outros peptídeos antimicrobianos, os quais podem exercer efeitos inibitórios 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 metabólica de outro por meio 

de diferentes mecanismos, como a produção de metabólitos antimicrobianos, a 

competição por nutrientes e espaço ou a modificação das condições ambientais. Esse 

fenômeno representa uma estratégia ecológica utilizada por diversas bactérias para 

garantir vantagem competitiva em seus nichos ecológicos. Entre os compostos 

frequentemente associados a esse processo destacam-se os lipopeptídeos cíclicos 

produzidos por espécies de Bacillus, como surfactinas, iturinas e fengicinas, 

conhecidos por sua capacidade de interferir na integridade das membranas celulares 

de microrganismos sensíveis e atuar nas interações 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 região Norte 

Fluminense em Campos dos Goytacazes por Souza e Martins (2001) e tem sido 

investigada devido ao seu potencial biotecnológico, especialmente na produção de 

enzimas extracelulares termoestáveis de interesse industrial. Análises genômicas 

dessa cepa demonstraram a presença de genes associados à biossíntese de diversas 

enzimas hidrolíticas, incluindo amilases, proteases, celulases e xilanases, além de 

clusters gênicos relacionados à produção de compostos bioativos com potencial 

atividade antimicrobiana, como fengicinas, liquenicidina, liquenicina e diferentes 

bacteriocinas (BERNARDO et al., 2020; CRUZ et al., 2021). Esses metabólitos 
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secundários estão frequentemente associados às interações antagonistas entre 

microrganismos e podem desempenhar papel relevante na competição microbiana e 

na colonização de ambientes naturais (ABRIOUEL et al., 2011). 

Paralelamente, a crescente disseminação de patógenos resistentes a múltiplos 

antimicrobianos tem representado um desafio significativo para a saúde pública 

global. Entre esses patógenos destaca-se Staphylococcus aureus, uma bactéria 

Gram-positiva frequentemente associada a infecções hospitalares e comunitárias, 

capaz de colonizar diferentes tecidos humanos e apresentar elevada adaptabilidade 

fisiológica e genética (MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2013). A emergência de cepas 

resistentes à meticilina (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus – MRSA), aliada 

à capacidade desse microrganismo de formar biofilmes e apresentar resistência a 

múltiplas classes de antibióticos, dificulta o tratamento de infecções e reforça a 

necessidade de novas estratégias terapêuticas (AL-KHAMIS et al., 2025).  

Além das infecções bacterianas, as infecções fúngicas invasivas também 

constituem um problema crescente em ambientes clínicos. Nesse cenário, Candida 

glabrata tem emergido como um importante agente etiológico de candidíase sistêmica 

e mucosa, particularmente em pacientes imunocomprometidos ou submetidos a 

tratamentos prolongados com antimicrobianos. Essa espécie apresenta elevada 

capacidade adaptativa e resistência intrínseca ou adquirida a diferentes classes de 

antifúngicos, incluindo azóis e equinocandinas, o que limita as opções terapêuticas 

disponíveis e está associado a desfechos clínicos desfavoráveis (FRÍAS-DE-LEÓN et 

al., 2021). 

Diante desse cenário, microrganismos produtores de metabólitos 

antimicrobianos naturais têm despertado interesse crescente como fonte potencial de 

novos agentes terapêuticos. Espécies do gênero Bacillus são particularmente 

relevantes nesse contexto, pois produzem diversos metabólitos secundários com 

atividade biológica, capazes de atuar como moléculas antimicrobianas ou 

moduladoras de interações microbianas (ABRIOUEL et al., 2011; KASPAR; 

NEUBAUER; GIMPEL, 2019). 

Apesar do potencial biotecnológico já descrito para Bacillus licheniformis SMIA-

2, a maioria dos estudos relacionados a essa cepa tem sido direcionada 

principalmente à produção de enzimas termoestáveis e aplicações industriais. Embora 

alguns trabalhos tenham demonstrado atividade antimicrobiana dessa bactéria contra 

determinados microrganismos indicadores, ainda são limitadas as investigações que 
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exploram de forma sistemática seu potencial antagonista frente a patógenos de 

relevância clínica, como Staphylococcus aureus e Candida glabrata. Dessa forma, 

permanece uma lacuna no conhecimento acerca dos mecanismos e da extensão da 

atividade antimicrobiana dessa cepa, o que reforça a necessidade de estudos 

adicionais sobre seu potencial como fonte de compostos bioativos. 

Nesse contexto, a avaliação experimental da atividade antagonista de Bacillus 

licheniformis SMIA-2 pode contribuir para a compreensão de seus mecanismos de 

interação microbiana e para a identificação de metabólitos com potencial aplicação 

biotecnológica e farmacêutica. Para isso, diferentes abordagens experimentais podem 

ser utilizadas, incluindo ensaios de antagonismo por difusão em ágar, experimentos 

de co-cultura entre microrganismos e testes utilizando sobrenadantes livres de 

células, permitindo avaliar tanto interações dependentes de contato quanto a ação de 

compostos difusíveis produzidos pela bactéria. 

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 

antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente aos patógenos 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. 
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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 metabólitos extracelulares com 

atividade antimicrobiana. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a influência 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 difusão em ágar e observação da formação de halos 

de inibição; 

b) Investigar o antagonismo em sistemas de co-cultura, analisando a interação entre 

Bacillus licheniformis SMIA-2 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 durante o 

crescimento simultâneo das culturas e a possível ocorrência de competição ecológica 

e produção de metabólitos inibitórios; 

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 presença de metabólitos extracelulares difusíveis responsáveis pela 

inibição do crescimento bacteriano; 

d) Determinar a capacidade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente a 

levedura Candida glabrata ATCC 2001, ampliando a avaliação do espectro de 

antagonismo da cepa para microrganismos de relevância clínica. 
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3.  REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. O gênero Bacillus e seu potencial biotecnológico 

 

O gênero Bacillus são notavelmente diversos e, de acordo com fontes 

científicas e a literatura atual, existem mais de 200 espécies que foram descritas até 

o momento, porém, a classificação e número exato de espécies podem variar devido 

à constante evolução dos métodos de análise molecular e genômica, que 

frequentemente resultam na revisão e reclassificação de espécies dentro do gênero 

BERGEY, D. H. & HOLT, J. G. (2000). 

Os Bacillus apresentam um vasto potencial biotecnológico devido à sua 

capacidade de produzir compostos bioativos, sua adaptabilidade a condições 

extremas, e suas aplicações em agricultura e biocontrole. A exploração contínua de 

suas capacidades genéticas e metabólicas pode levar a inovações significativas em 

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

 

Tabela 1: Potenciais biotecnológicos do gênero Bacillus 
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Tabela 2: Cepas de Bacillus e suas enzimas produzidas e aplicações industriais 

 

Os Bacillus são reconhecidos por sua versatilidade metabólica, o que permite 

a utilização de diversos substratos como fonte de carbono, consolidando seu papel 

estratégico em setores como alimentação, farmacêutico, biocombustíveis e controle 

biológico (MURRAY et al., 2015; PIERRO et al., 2024).  

Dentre as espécies mais relevantes, Bacillus subtilis e Bacillus 

licheniformis destacam-se pela produção de enzimas e metabólitos, 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 adaptação evolutiva notável: a 

capacidade de formar esporos. Essas estruturas, protegidas por uma camada proteica 

resistente, entram em estado de dormência em condições ambientais adversas, como 

escassez de nutrientes, temperaturas extremas ou exposição a solventes químicos. A 

estabilidade dos esporos facilita seu armazenamento e transporte, tornando-os 

ferramentas ideais para aplicações biotecnológicas, como probióticos, bioinsumos 

agrícolas 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 secreção extracelular 

de enzimas, crescimento rápido, esporulação e estabilidade em processos industriais, 

bem como pela produção de enzimas termoestáveis, como proteases e amilases, que 

mantêm atividade mesmo sob temperaturas elevadas e variações de pH. Essas 

características são críticas para processos industriais que demandam eficiência 
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enzimática, como a produção de xaropes de glicose, biocombustíveis e detergentes 

(DANILOVA et al., 2020; ZHANG et al., 2023; ALI et al., 2024). Estudos recentes 

demonstram que a otimização das condições de cultivo, como pH, temperatura e 

fontes de carbono, pode aumentar significativamente a produção dessas enzimas, 

além de estimular a síntese de compostos bioativos com potencial farmacêutico (LIU 

et al., 2025; ZHANG et al., 2023). 

 

3.2. Produção de compostos antimicrobianos por bactérias do gênero Bacillus  

 

O gênero Bacillus se destaca pela sua capacidade de produção de compostos 

antimicrobianos, como a bacitracina, amplamente utilizada na medicina e na 

agroindústria para interferir na síntese da parede celular bacteriana (XIE et al., 2024; 

BERNARDO et al., 2020). Além da bacitracina, Bacillus também produz lipopeptídeos, 

poliquetídeos e peptídeos antimicrobianos, que demonstram eficácia contra uma 

ampla variedade de patógenos, sendo especialmente relevantes frente a 

microrganismos resistentes a antibióticos (MURAS et al., 2021; GIRI et al., 2019; 

SANTOS et al., 2025; BERNARDO et al., 2020). 

Dentre os lipopeptídeos, destacam-se as fengicinas, iturinas e surfactinas, 

conhecidas por suas propriedades antimicrobianas, antifúngicas e antiadesivas (LIN 

et al., 2020). A produção desses compostos é regulada por mecanismos genéticos e 

metabólicos que permitem que as espécies de Bacillus se adaptem a diferentes 

condições ambientais e compitam eficientemente com outros microrganismos 

(CHEUNG et al., 2021). 

O potencial de Bacillus na agricultura e na indústria de alimentos tem sido 

amplamente explorado, especialmente em sistemas de biocontrole, nos quais seus 

compostos antimicrobianos inibem o crescimento de patógenos de plantas e 

microrganismos deteriorantes, promovendo a segurança alimentar e a 

sustentabilidade agrícola (GONZÁLEZ-LEÓN et al., 2024; PIERRO et al., 2024). 

Além dos antimicrobianos, Bacillus também é uma importante fonte de enzimas 

industriais.  

A protease de Bacillus subtilis, por exemplo, destaca-se na indústria de 

detergentes devido à sua resistência a condições extremas de pH e temperatura 

(SILVA et al., 2024; RIGO et al., 2021; FERREIRA et al., 2021). Já a alfa-amilase dessa 
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espécie tem ampla aplicação na produção de xarope de glicose, etanol e na 

panificação (CRUZ et al., 2025; PIERRO et al., 2024). Um estudo de Romo-Barrera et 

al (2021) comparou as propriedades probióticas de Bacillus subtilis e Bacillus 

licheniformis, evidenciando seu potencial na saúde intestinal e em estratégias 

terapêuticas. Além disso, diversas cepas de Bacillus produzem enzimas com atividade 

antimicrobiana, como proteases e celulases, que não apenas favorecem processos 

industriais, mas também ampliam o espectro de atuação dos compostos 

antimicrobianos naturais. Isso se torna útil para aplicações em bioprocessos 

industriais, bem como no desenvolvimento de produtos alimentícios e farmacêuticos 

(PIERRO et al., 2024). 

A atividade antagonista observada neste estudo para Bacillus licheniformis 

SMIA-2 está de acordo com resultados reportados na literatura, nos quais espécies 

do gênero Bacillus apresentam capacidade de inibir patógenos bacterianos e fúngicos 

por meio da produção de metabólitos antimicrobianos extracelulares (MURAS et al., 

2021; BERNARDO et al., 2020). Ensaios utilizando sobrenadantes livres de células 

demonstram que a inibição pode ocorrer mesmo na ausência de células viáveis, 

indicando que compostos como bacteriocinas e lipopeptídeos estão envolvidos no 

processo de antagonismo (LIN et al., 2020). Além disso, estudos demonstram que 

esses metabólitos podem atuar na desestabilização da membrana celular de 

microrganismos sensíveis, resultando na inibição do crescimento microbiano 

(KASPAR; NEUBAUER; GIMPEL, 2019). 

Tabela 3: Atividade antimicrobiana ou antagonista do Bacillus  
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3.3. Bacillus licheniformis SMIA – 2 

 

A cepa Bacillus licheniformis SMIA-2, isolada no solo do município de Campos 

dos Goytacazes (RJ), destaca-se por características genéticas e metabólicas únicas 

que a diferencia de outras espécies do gênero Bacillus. Seu isolamento foi realizado 

por meio de técnicas microbiológicas clássicas, incluindo cultivo seletivo e análises 

morfológicas e bioquímicas preliminares, conforme descrito por Cruz et al. 

(2024) e Bernardo et al. (2020). Essa cepa termofílica é reconhecida pela produção 

de enzimas termoestáveis, que ampliam seu potencial para aplicações industriais e 

farmacêuticas. 

A resistência ambiental do SMIA-2 está diretamente ligada à sua morfologia 

bacilar e à capacidade de formar esporos, características que garantem tolerância a 

condições extremas, como altas temperaturas, dessecação e salinidade elevada 

(≥10% NaCl) (CRUZ et al., 2024; EFSA, 2021). Estudos genômicos revelaram que a 

cepa pertence ao grupo de Bacillus termofílicos, 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 número de 

acesso MN645931) e, posteriormente o genoma completo do SMIA-2, visando à 

identificação da sua espécie e de possíveis genes relacionados com a biossíntese de 

metabólitos secundários. Todo o projeto do genoma do SMIA-2 foi depositado no 

DDBJ/ENA/GenBank sob o número de acesso JAACZZ000000000. 

O genoma do SMIA-2 revelou um repertório metabólico expressivo, com 

genes codificadores de enzimas hidrolíticas de interesse industrial, incluindo amilases, 

proteases, celulases, lipases e xilanases, muitas das quais apresentam estabilidade 

em condições de temperatura elevada e variações de pH (CRUZ et al., 2021). As 

proteases alcalinas produzidas por essa cepa demonstram elevada atividade em 

ambientes alcalinos, enquanto suas celulases exibem eficiência na degradação de 

celulose sob condições termofílicas, características que ampliam sua aplicabilidade 

em processos industriais, como formulações de detergentes e biotransformações em 

larga escala (CRUZ et al., 2021). 

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

agroindustriais. A suplementação de enzimas derivadas dessa cepa em rações para 
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tilápias-do-nilo resultou em melhorias no desempenho zootécnico e na saúde 

intestinal dos animais (PIERRO et al., 2024). 

Do ponto de vista da biossegurança, análises genômicas confirmaram a 

ausência de genes associados à patogenicidade na cepa SMIA-2, indicando seu uso 

seguro em aplicações industriais e ambientais (BERNARDO et al., 2020). Essa 

característica, aliada à elevada eficiência metabólica e à capacidade de produção de 

enzimas e metabólitos bioativos, reforça a viabilidade do SMIA-2 para aplicações 

biotecnológicas em escala comercial, incluindo a indústria de detergentes, alimentos 

e biocombustíveis (CRUZ et al., 2024). 

 

3.4. Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 

A cepa ATCC 25923 é amplamente utilizada como referência em estudos 

microbiológicos, clínicos e laboratoriais, sendo frequentemente empregada como 

cepa controle em testes de suscetibilidade antimicrobiana e na padronização de 

métodos de diagnóstico microbiológico. O Staphylococcus aureus ATCC 25923 

apresenta morfologia cocoide com diâmetro celular aproximado entre 0,5 e 1,5 µm e 

coloração Gram-positiva, característica atribuída à presença de uma espessa camada 

de peptidoglicano em sua parede celular (MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2013; 

MADIGAN et al., 2018). 

Trata-se de uma bactéria não esporulante e não flagelada, frequentemente 

encontrada como parte da microbiota normal da pele e das mucosas de seres 

humanos e outros animais. Entretanto, em condições favoráveis, esse microrganismo 

pode atuar como patógeno oportunista, sendo responsável por uma ampla variedade 

de infecções cutâneas e sistêmicas (LOWY, 1998; TURNER et al., 2019). 

Do ponto de vista metabólico, S. aureus é considerado um microrganismo 

aeróbio facultativo, capaz de realizar tanto respiração aeróbia quanto processos 

fermentativos. Essa flexibilidade metabólica contribui para sua adaptação e 

sobrevivência em diferentes ambientes, incluindo tecidos do hospedeiro, superfícies 

inanimadas e ambientes hospitalares (MADIGAN et al., 2018; MISSIAKAS; 

SCHNEEWIND, 2013). 

Além disso, S. aureus apresenta um amplo repertório de fatores de virulência 

que favorecem sua capacidade de colonização e patogenicidade. Entre esses fatores 

destacam-se toxinas hemolíticas, como as hemolisinas alfa e beta, capazes de 
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promover lise celular, além da formação de biofilmes, que permitem a adesão a 

superfícies biológicas e abióticas e aumentam a resistência a agentes 

antimicrobianos. A produção de enzimas extracelulares também contribui para a 

evasão do sistema imunológico e para a disseminação da bactéria nos tecidos 

infectados (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; LOWY, 1998). 

A cepa S. aureus ATCC 25923 é sensível a antibióticos β-lactâmicos, como a 

oxacilina, e é amplamente utilizada como controle positivo em testes de difusão em 

disco e outros métodos de avaliação da suscetibilidade antimicrobiana. Por não 

possuir o gene mecA, responsável pela resistência à meticilina, essa cepa é 

empregada como referência para validação de protocolos de identificação de cepas 

resistentes em laboratórios clínicos e de pesquisa (CLSI, 2023). 

Dessa forma, o uso de S. aureus ATCC 25923 em estudos microbiológicos e 

farmacológicos é fundamental para o desenvolvimento e avaliação de novos agentes 

antimicrobianos, além de contribuir para a padronização e confiabilidade de métodos 

laboratoriais utilizados no diagnóstico microbiológico e na pesquisa experimental 

(TURNER et al., 2019; CLSI, 2023). 

 

3.5. Candida glabrata ATCC 2001 

 

Candida glabrata é uma levedura oportunista de crescente importância clínica, 

reconhecida como uma das principais causas de candidemia em ambientes 

hospitalares, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Diferentemente de 

outras espécies do gênero Candida, como Candida albicans, C. glabrata apresenta 

características fisiológicas e estruturais específicas que contribuem para sua elevada 

adaptabilidade e tolerância a estresses ambientais, incluindo a exposição a agentes 

antifúngicos (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PAPPAS et al., 2016). 

Do ponto de vista taxonômico, Candida glabrata pertence ao clado 

Nakaseomyces e apresenta maior proximidade filogenética com leveduras do gênero 

Saccharomyces do que com Candida albicans, o que se reflete em diferenças 

marcantes em sua biologia celular e em seus mecanismos de virulência (KURTZMAN; 

ROBNETT, 2003).  

A cepa Candida glabrata ATCC 2001 é amplamente utilizada como referência 

em estudos microbiológicos e farmacológicos, sendo empregada em ensaios de 
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crescimento de suscetibilidade antifúngica e formação de biofilmes (PFALLER et al., 

2012). Diferentemente de C. albicans, C. glabrata apresenta morfologia 

exclusivamente leveduriforme, sem a formação de hifas ou pseudo-hifas. Apesar 

disso, a espécie exibe elevada capacidade de adesão a superfícies biológicas e 

abióticas, bem como habilidade para formar biofilmes estruturados, características 

diretamente associadas à persistência da infecção e à redução da eficácia terapêutica 

(RODRIGUES et al., 2017; TIMMERMANS et al., 2018). 

A parede celular de Candida glabrata constitui um dos principais determinantes 

de sua virulência e resistência. Estudos demonstram que essa levedura apresenta 

uma parede celular espessa, rica em β-1,3-glucanos, quitina e manoproteínas, cuja 

organização confere maior rigidez estrutural e reduz a permeabilidade celular 

(KAPTEYN et al., 1997; GOW et al., 2017). Além disso, proteínas adesinas da família 

EPA (Epithelial Adhesin) desempenham papel fundamental na adesão às células do 

hospedeiro e na colonização de tecidos, contribuindo para o estabelecimento da 

infecção (TIMMERMANS et al., 2018).  

Outro aspecto de grande relevância clínica é a resistência intrínseca ou 

adquirida de C. glabrata aos antifúngicos da classe dos azóis, especialmente ao 

fluconazol. Essa característica está associada à superexpressão de bombas de efluxo 

da família ABC, à modulação de vias metabólicas e à elevada plasticidade genômica 

da espécie, fatores que limitam as opções terapêuticas disponíveis (SANGUINETTI et 

al., 2005; CANNON et al., 2009). Como consequência, infecções por C. glabrata 

frequentemente requerem o uso de equinocandinas, reforçando a necessidade de 

estratégias alternativas de controle. 

Nesse contexto, a prospecção de microrganismos produtores de metabólitos 

antimicrobianos, como espécies do gênero Bacillus, tem sido considerada uma 

abordagem promissora para o controle de leveduras oportunistas. Compostos 

produzidos por Bacillus, incluindo lipopeptídeos e bacteriocinas, têm demonstrado 

atividade antifúngica contra diferentes espécies de Candida, atuando principalmente 

por desorganização da membrana plasmática e interferência na integridade da parede 

celular (CAULIER et al., 2019; VIECO-SAIZ et al., 2025). 

Assim, a inclusão de Candida glabrata ATCC 2001 como microrganismo-alvo 

neste estudo amplia o espectro de avaliação da atividade antimicrobiana do Bacillus 

licheniformis SMIA-2, permitindo investigar seu potencial antagonista não 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 compreensão mais abrangente do potencial biotecnológico do SMIA-2 como 

fonte de compostos antimicrobianos alternativos. 

 

3.6. Mecanismos da atividade antimicrobiana 

  

A atividade antimicrobiana de bactérias, como espécies do gênero Bacillus, 

pode ocorrer por dois mecanismos principais: (i) produção de compostos 

extracelulares difusíveis e (ii) competição celular direta dependente da presença de 

células viáveis. A distinção entre esses mecanismos é essencial para a correta 

interpretação de ensaios de antagonismo, especialmente em modelos envolvendo 

patógenos como Staphylococcus aureus. 

Em estudos envolvendo bactérias do gênero Bacillus, foi relatado que a inibição 

de patógenos pode resultar de um mecanismo combinado. Em interações entre 

Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, por exemplo, foi demonstrado que 

metabólitos secretados contribuem para a exclusão do patógeno, mas a dinâmica 

espacial e a competição local também desempenharam papel determinante 

(GONZÁLEZ et al., 2011). Além disso, em ambientes naturais e em biofilmes, a 

proximidade celular favoreceu tanto a entrega eficiente de toxinas quanto a 

competição por recursos limitantes, tornando difícil dissociar completamente os dois 

mecanismos (HIBBING et al., 2010). 

 

3.7. Atividade antimicrobiana por competição celular direta 

 

A inibição do crescimento dependente de contato (contact-dependent growth 

inhibition – CDI) é um mecanismo de interação bacteriana no qual uma célula inibe 

diretamente o crescimento de outra por meio de contato físico célula–célula, 

distinguindo-se de sistemas baseados na secreção de metabólitos difusíveis, como 

antibióticos 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 clássicos de CDI, o mecanismo é mediado pelas proteínas CdiB 

e CdiA. O sistema CDI é geralmente codificado por um operon cdiBAI, no qual CdiB 

(contact-dependent inhibition B) atua como uma proteína de membrana externa 

pertencente à família das proteínas de secreção dependentes de duas etapas (two-

partner secretion system – TPS), sendo responsável pela secreção e ancoragem da 

proteína efetora CdiA na superfície celular. CdiA (contact-dependent inhibition A) é 

uma grande exoproteína filamentosa que se projeta para o meio extracelular e atua 

no reconhecimento da célula-alvo, permitindo o contato físico entre as bactérias e a 

entrega de um domínio tóxico localizado em sua região C-terminal (AOKI et al., 2005; 

HAYES et al., 2010; RUHE et al., 2015; HALVORSEN et al., 2024). 

Após o reconhecimento de receptores específicos na superfície da bactéria 

sensível, o domínio tóxico de CdiA é translocado para o interior da célula-alvo, onde 

pode exercer atividades como DNase, RNase ou formação de poros, resultando na 

inibição do crescimento ou morte celular (RUHE et al., 2015; WILLETT et al., 2015; 

WHITNEY; HOWELL; HAYES, 2021). As células produtoras expressam proteínas de 

imunidade específicas, denominadas CdiI, que neutralizam a toxina correspondente e 

impedem que a bactéria produtora seja afetada pelo próprio sistema de inibição (AOKI 

et al., 2005; HAYES et al., 2014; HALVORSEN et al., 2024). 

Além do sistema CDI clássico, outros mecanismos de antagonismo dependente 

de contato foram descritos, como o sistema de secreção do tipo VI (T6SS), 

amplamente distribuído em bactérias Gram-negativas e capaz de injetar efetores 

tóxicos diretamente em células competidoras (BASLER et al., 2013; COULTHURST, 

2019; NAVARRO-GARCÍA et al., 2019). Esses sistemas reforçam a importância da 

competição direta como estratégia ecológica em ambientes microbianos complexos. 

Em bactérias Gram-positivas, embora os sistemas CdiA/CdiB não sejam 

predominantes, mecanismos funcionalmente análogos têm sido descritos. Em Bacillus 

spp., por exemplo, sistemas de secreção associados à 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 competição 

intra e interespecífica, especialmente em biofilmes e comunidades estruturadas. 

Do ponto de vista ecológico, a CDI desempenha papel central na estruturação 

de comunidades bacterianas, favorecendo a exclusão competitiva e promovendo 

reconhecimento de parentesco (kin discrimination), uma vez que apenas células que 

compartilham genes de imunidade são resistentes à toxina produzida (HAYES et al., 
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2014; RUHE et al., 2015; HALVORSEN et al., 2024). Em biofilmes, a proximidade 

celular favorece a eficácia desses sistemas, conferindo vantagem adaptativa a 

linhagens produtoras (NADELL et al., 2016; NADELL; FOSTER; XAVIER, 2010). 

Em estudos envolvendo o antagonismo de Bacillus contra patógenos como 

Staphylococcus aureus, a observação de inibição apenas na presença de células 

viáveis e não em sobrenadantes livres de células sugere a possível participação de 

mecanismos dependentes de contato, além da produção de metabólitos difusíveis 

(SMITH et al., 2024). Essa distinção é particularmente relevante em ensaios de co-

cultura, nos quais a interação física pode ser determinante para a atividade 

antimicrobiana observada. 

 

3.8. Atividade antimicrobiana por compostos extracelulares  

 

A inibição do crescimento por compostos extracelulares constitui um dos 

principais mecanismos de competição microbiana, ocorrendo quando microrganismos 

produzem e liberam substâncias difusíveis capazes de interferir na viabilidade, 

multiplicação 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 não requer interação física direta entre as células, sendo 

mediado por metabólitos que se difundem no meio. 

Entre os principais compostos extracelulares envolvidos destacam-se 

antibióticos, bacteriocinas, lipopeptídeos, enzimas hidrolíticas, ácidos orgânicos e 

espécies reativas, que atuam por diferentes mecanismos, como inibição da síntese da 

parede celular, formação de poros na membrana citoplasmática, degradação de 

macromoléculas (DNA, RNA e proteínas) ou interferência em vias metabólicas 

essenciais (COTTER et al., 2005; Stein, 2005). Esses metabólitos são frequentemente 

classificados como metabólitos secundários, cuja produção está associada à fase 

estacionária de crescimento ou a condições de estresse ambiental. 

Nas espécies como Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens se destacam 

no gênero Bacillus com a produção de compostos extracelulares com atividade 

antimicrobiana, eles sintetizam lipopeptídeos cíclicos 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 

patógenos bacterianos e fúngicos, contribuindo para a inibição do crescimento (CHEN 

et al., 2009).  

Outro grupo relevante são as bacteriocinas, peptídeos antimicrobianos 

ribossomalmente sintetizados que apresentam, em geral, espectro de ação 

relativamente restrito e atuam por formação de poros ou inibição da síntese de parede 

celular (COTTER et al., 2005; RILEY & WERTZ, 2002). A atividade dessas moléculas 

pode ser detectada em sobrenadantes livres de células, característica frequentemente 

utilizada para distinguir antagonismo mediado por compostos extracelulares daquele 

dependente de contato. 

Do ponto de vista ecológico, a secreção de compostos antimicrobianos 

difusíveis confere vantagem competitiva em ambientes com recursos limitados, como 

solo, rizosfera, alimentos e microbiotas associadas a hospedeiros (HIBBING et al., 

2010). Em biofilmes, esses metabólitos podem influenciar a estrutura da comunidade 

microbiana e contribuir para a exclusão competitiva de espécies sensíveis, modulando 

a dinâmica populacional.  

Experimentalmente, a inibição por compostos extracelulares é frequentemente 

evidenciada por halos de inibição em ensaios de difusão em ágar ou pela atividade 

antimicrobiana detectada em sobrenadantes filtrados. A manutenção da atividade 

após remoção das células indica que o efeito é mediado por substâncias secretadas; 

por outro lado, a ausência de atividade no sobrenadante pode sugerir mecanismos 

dependentes de contato ou compostos instáveis. 
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Figura 1: Mecanismos de atividade antimicrobiana em competição celular direta e compostos 
extracelulares difusíveis. 
Fonte: Elaborado pela autora com auxílio de inteligência 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 MÉTODOS 

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 Serviço de Biologia 

Molecular do Departamento de Ciências Biológicas da Universidade de Alberta, 

Canadá. Todo o projeto do genoma do SMIA-2 foi depositado no DDBJ/ENA/GenBank 

sob o número 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; ágar 20 g/L e água 1 L), sob temperatura de 

refrigeração (7oC). 

4.1.2. Staphylococcus aureus ATCC 25923 

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

Bacteriologia Veterinária), 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 ágar 

sangue.  

 

 4.1.3. Cândida glabrata ATCC 2001 

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

Bacteriologia Veterinária), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e foi mantida a 4°C em Ágar 

Batata Dextrose (PDA). 

 

 

Figura 2: Etapas experimentais de preparo dos inóculos, crescimento microbiano e avaliação 
da atividade antagonista. 
Fonte: Elaborado pela autora com auxílio de inteligência 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®): Coração de boi, infusão a 

partir de 250 g - 9,8g/L; Proteose Peptona – 10g/L; Dextrose – 2g; Cloreto de Sódio – 

5g; Fosfato dissódico – 2,5g; Água 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 água destilada): Digesto pancreático de caseína - 

10,0; extrato de Carne - 5,0; extrato de levedura - 1,0; glicina - 12,0; piruvato de sódio 

- 10,0; cloreto de lítio - 5,0; ágar - 20,0; uma suspensão de telurito 0,01% (p/v);  

 

4.2.4 Meio mineral suplementado com subprodutos agroindustriais I: (g/L de 

água destilada): KCl-0,3, MgSO4-0.5, K2HPO4-0.87, CaCl2-0.29, ZnO-2.03x10-3, 

FeCl3.6H2O-2.7x10-2, MnCl2.4H2O-1.0x10-2, CuCl2.2H2O-8.5x10-4, CoCl2.6H2O-

2.4x10-3, NiCl3.6H2O-2.5x10-4, H3BO3-3.0x10-4, farinha da casca de maracujá (obtida 

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

 

4.2.5 Meio mineral suplementado com subprodutos agroindustriais II (g/L de 

água destilada): KCl-0,3, MgSO4-0.5, K2HPO4-0.87, CaCl2-0.29, ZnO-2.03x10-3, 

FeCl3.6H2O-2.7x10-2, MnCl2.4H2O-1.0x10-2, CuCl2.2H2O-8.5x10-4, CoCl2.6H2O-

2.4x10-3, NiCl₂·6H₂O-2.5x10-4, H3BO3-3.0x10-4, amido solúvel - 0,3, água de 

maceração de milho (Sigma Aldrich) - 0,1 e proteínas do soro de leite – 0,1%. 

 

4.3. Preparo dos inóculos e condições de crescimento das culturas  

 

O inóculo 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 oC por 18 horas. Após este período, 4 mL 

de cada um dos meios de crescimento foram transferidos para as placas para 

ressuspender as células que foram posteriormente sugadas com o auxílio 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 oC e, posteriormente utilizadas para inocular os meios de crescimento.  

S. aureus foi recuperada a partir da placa de ágar sangue cultivada a 37°C por 

18 horas. Em seguida, foram preparados inóculos pela diluição da cultura em solução 

salina 0,85% utilizando a Escala de McFarland 0,5 até a obtenção de 

aproximadamente 1,5 × 108 UFC.mL-1.  
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Candida glabrata ATCC 2001 foi inicialmente cultivada em placas contendo 

meio PDA (Ágar Batata Dextrose), incubadas a 35 °C por 18 horas. Após o 

crescimento, as células leveduriformes foram ressuspendidas com auxílio de solução 

salina estéril a 0,85%, obtendo-se uma suspensão homogênea. O inóculo foi 

padronizado utilizando a escala 0,5 de McFarland, correspondendo a 

aproximadamente 1,5 × 10⁸ UFC·mL⁻¹. 

 

4.4. Determinação 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 utilização de um 

espectrofotômetro Hitachi modelo U-2000.  

O crescimento também foi monitorado pela contagem de células viáveis. Após 

diluição seriada, 100 µl 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 colônias formadas foram contadas e 

expressas como unidades formadoras de colônias (UFC) por mililitro. Os 

experimentos foram realizados em duplicata e os resultados foram expressos como 

valores médios. 

       

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

contra Staphylococcus aureus e da Candida glabrata. 

 

A avaliação da atividade antagonista foi realizada pela metodologia de difusão 

em ágar por poço, conforme Gaspar et al. (2017), com adaptações. As culturas do 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e de Candida glabrata ATCC 2001 foram 

inoculadas individualmente na superfície do meio de cultura sólido TSY, com auxílio 

de um swab estéril, para uma cobertura uniforme do inóculo. Posteriormente, seis 

orifícios de 6 mm de diâmetro foram feitos nos meios de cultura com o auxílio de um 

molde, formando os poços, que foram preenchidos com 10 µL, 20 µL, 30µL, 40µL, 

50µL e 60µL da suspensão de células do SMIA-2 (≈ 10⁸–10⁹ UFC/mL).  
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Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 12 horas. A atividade 

antagônica foi avaliada de forma qualitativa, considerando-se a presença ou ausência 

de halos de inibição ao redor dos poços. Os halos observados foram registrados por 

meio de imagens, utilizadas apenas para fins ilustrativos e comprovação visual da 

atividade antagônica. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

 

Figura 3: Determinação da atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 frente a 
Staphylococcus aureus e Candida glabrata por ensaio de difusão em ágar. 
Fonte: Elaborado pela autora com auxílio de inteligência 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. Influência 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 I e meio mineral contendo subprodutos 

agroindustriais II foram inoculados com 2,0 mL do inóculo do B. licheniformis SMIA-2 

preparado como descrito no item 4.3. Posteriormente, os frascos foram incubados a 

50 oC em um “Shaker” rotatório (Thermo forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando 

a 150 rpm. A intervalos de tempo predeterminados foram retiradas amostras para 

determinação do crescimento pela medida da densidade ótica a 600 nm, pH e 

atividade antagônica do SMIA-2 contra Staphylococcus aureus. Todos os 

experimentos foram realizados com três repetições. 
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Figura 4: Influência de diferentes meios de crescimento sobre a atividade antagonista do 
Bacillus licheniformis SMIA-2 contra Staphylococcus aureus. 
Fonte: Elaborado pela autora com auxílio de inteligência 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 inóculo do B. licheniformis SMIA-2, preparado como descrito no item 

4.3. Posteriormente, os frascos foram incubados a 37oC em um “Shaker” rotatório 

(Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm. A intervalos de tempo 

predeterminados (4, 8 e 12 horas) foram adicionados inóculos 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 ótica a 600 nm, com a utilização de um 

espectrofotômetro Hitachi modelo U-2000. O crescimento também foi monitorado pela 

contagem de células viáveis. Após diluição seriada, 100 µl 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 colônias 
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formadas foram contadas e expressas como unidades formadoras de colônias (UFC) 

por mililitro.  

A recuperação do S. aureus após co-cultura com B. licheniformis SMIA-2 por 

24 h a 37oC foi determinada pela contagem de células viáveis. Após diluição seriada, 

100 µl das amostras das culturas de B. licheniformis SMIA-2 e S. aureus foram 

espalhados em placas de Petri contendo o meio Ágar Baird Parker (meio seletivo para 

bactérias do gênero Staphylococcus) e incubadas a 37 °C por 18 h. As colônias 

formadas foram contadas e expressas como unidades formadoras de colônias (UFC) 

por mililitro.  

Os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados foram 

expressos como valores médios. 

 

  

Figura 5: Avaliação da atividade antagonista de Bacillus licheniformis SMIA-2 em co-cultura 
com Staphylococcus aureus. 
Fonte: Elaborado pela autora com auxílio de inteligência 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 I foram inoculados com 2,0 mL de 

inóculo do B. licheniformis SMIA-2, preparado como descrito no item 4.3. 

Posteriormente, os frascos foram incubados a 50 oC em um “Shaker” rotatório (Thermo 
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forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm. Após 48 horas de incubação, 

o caldo resultante da fermentação foi centrifugado a 20.800 × g por 20 minutos, em 

centrífuga Eppendorf® Centrifuge 5430, equipada com rotor de ângulo fixo FA-45-24-

11, para a obtenção do sobrenadante livre de células, o qual foi utilizado para a 

determinação da atividade antagonista conforme descrito neste item. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

 

 

Figura 6: Avaliação da atividade antagonista de extratos livres de células de Bacillus 
licheniformis SMIA-2 frente a Staphylococcus aureus. 
Fonte: Elaborado pela autora com auxílio de inteligência artificial (Veo 3, 2026), com base em 
Balouiri et al. (2016), Missiakas e Schneewind (2013), CLSI (2023) e Nicolas (2025). 

 

4.9. Análise estatística 

 

Os experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata, conforme descrito 

em cada ensaio. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. As 

análises foram realizadas utilizando-se o software OriginPro® versão 2025. 

Os dados foram avaliados de forma descritiva, sendo apresentados 

graficamente ao longo do tempo, permitindo a análise do comportamento de 

crescimento microbiano, variação de pH e atividade antagonista. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

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 sólido 

contendo BHI sobre Staphylococcus aureus é observado na Figura 7. A escolha do 

Bacillus licheniformis SMIA-2 como microrganismo indicador, foi devido à sua grande 

relevância clínica, capacidade de desenvolver resistência aos antibióticos, como no 

caso do MRSA e de seu forte impacto na saúde pública. Além disso, é um importante 

agente de intoxicação alimentar e um modelo bem-estabelecido em testes 

microbiológicos, o que torna sua utilização estratégica para o desenvolvimento e 

avaliação 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 

aminoácidos, peptídeos e nutrientes complexos e é amplamente utilizado para o 

crescimento de uma variedade de microrganismos, incluindo até mesmo aqueles mais 

exigentes nutricionalmente (HIRA et al., 2025). Assim, para uma avaliação correta da 

interação entre o SMIA-2 e o S. aureus, ambos os microrganismos foram cultivados 

no mesmo meio de cultura. 

O aparecimento do halo de inibição foi observado somente quando as células 

do S. aureus foram previamente recuperadas do meio de cultura Ágar-sangue. Esse 

resultado indicou que a suscetibilidade do S. aureus ao antagonismo foi condicionada 

pelo seu estado fisiológico e/ou por resíduos derivados do meio sanguíneo. O ágar-

sangue contém heme, ferro e proteínas séricas, que podem modular a composição da 

membrana, a expressão de fatores de virulência e mecanismos de proteção celular 

(MISSIAKAS & SCHNEEWIND., 2013), tornando o microrganismo mais vulnerável a 

peptídeos/lipopeptídeos produzidos por espécies de Bacillus (MARKÉLOVA; 

CHUMAK, 2025). Alternativamente, componentes do sangue podem induzir em 

bactérias do gênero Bacillus a produção ou ativação de metabolitos antimicrobianos 

ou facilitar interações químicas 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 condições prévias de cultivo do patógeno, ou seja, quando o mesmo 

foi exposto a produtos hemáticos. 

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

A competição celular direta entre bactérias do gênero Bacillus e S. aureus pode 

envolver antagonismo dependente de contato, produção de compostos 

antimicrobianos associados às células, competição por nutrientes e interferência na 

comunicação intercelular (quorum sensing) (HIBBING et al., 2010; KASPAR et al., 

2019; TRAN et al., 2022). Essas interações frequentemente resultam em uma inibição 

mais forte de S. aureus em sistemas de co-cultura do que em ensaios baseados 

apenas em metabólitos extracelulares.  

Segundo To et al. (2011), em ensaios de difusão em ágar, a suspensão celular 

da cultura de Bacillus subtilis P5-6 apresentou efeito inibitório contra S. aureus, 

enquanto nenhuma inibição foi observada quando o sobrenadante livre de células foi 

utilizado.  

O antagonismo de microrganismos do gênero Bacillus contra patógenos como 

o S. aureus, envolve vários mecanismos tais como a produção de uma ampla gama 

de antimicrobianos, incluindo lipopeptídeos (surfactina, iturina, fengicina), 

bacteriocinas e peptídeos semelhantes a bacteriocinas, peptídeos sintetizados 

ribossomicamente (RiPPs), polipetídeos e peptídeos não ribossômicos (KASPAR et 

(b) (a)
) 
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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 citoplasmáticas, inibir a síntese 

da parede celular, causar extravasamento do conteúdo intracelular (KASPAR et al., 

2019; TRAN et al., 2022; NICOLAS, 2025; ALZAIN et al., 2025).  

Bernardo et al. (2020) relataram que a análise do genoma do B. licheniformis 

SMIA-2 mostrou 5 grupos de genes envolvidos na biossíntese de metabólitos 

secundários: 3 clusters de genes pertencentes à síntese de peptídeos não 

ribossomais (NRPs) (Liquenisina, Fengicina, Bacilobactina) e dois clusters de genes 

pertencentes à síntese de peptídeos ribossômicos (liquenissidina e lassopeptídeo).  

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 

após 2 horas de incubação do meio de cultura. Após esse tempo foi observado que a 

velocidade de crescimento reduziu marcando assim, a fase estacionária 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 incubação. 

Posteriormente, o pH do meio de cultura aumentou gradativamente para 9,50 após 24 

horas de fermentação. A formação do halo de inibição do B. licheniformis SMIA-2 

contra o S. aureus foi observada logo após a incubação da cultura, sendo retirado da 

incubadora após 12 horas, quando a cultura se encontrava na fase estacionária 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 (DO₆₀₀ nm) expresso como média ± desvio padrão e variação do pH ao longo 
do tempo. Imagens representativas dos halos de inibição observados em placas de Petri após 
3, 6, 12 e 24 horas de incubação. 

6h 

12h 24h 

3h 
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Usualmente, bactérias do gênero Bacillus produzem substâncias 

antimicrobianas predominantemente na fase estacionária de crescimento. Isso ocorre 

porque, nessa fase, a limitação de nutrientes e o aumento da densidade celular ativam 

mecanismos regulatórios que direcionam o metabolismo para a produção de 

metabólitos secundários, muitos deles com atividade antimicrobiana, como 

bacteriocinas, lipopeptídeos (surfactina, iturina, fengicina) e outros peptídeos bioativos 

(NICOLAS, 2025; TRAN et al., 2022; KASPAR et al.,2019; HARWOOD et al., 2018). 

Shleeva et al. (2023) relataram que a produção de compostos antimicrobianos 

por Bacillus licheniformis foi dependente das condições de crescimento e da fase do 

cultivo da bactéria. A produção de peptídeo semelhante à bacteriocina por B. 

amyloliquefaciens B10 foi detectada no final da fase logarítmica de crescimento 

(KARAOGLU et al., 2003) e foi descrito que a produção de bacteriocina da cepa 

Bacillus 8A iniciou-se na fase exponencial inicial e continuou até a fase estacionária 

de crescimento (SALEM et al., 2009). 

A composição do meio de cultura influencia de forma direta e significativa a 

produção de compostos antimicrobianos por espécies do gênero Bacillus. Tabbene et 

al. (2009) demonstraram que os nutrientes do meio de cultura afetaram quantitativa e 

qualitativamente a produção de compostos antibacterianos por B. subtilis B38. Akpa 

et al. (2001) mostraram que o perfil de lipopeptídeos produzidos por Bacillus subtilis 

difere conforme as condições do meio de cultura e de acordo com Mezghanni et al. 

(2012), a peptona, sacarose e o extrato de levedura influenciaram significativamente 

a produção da atividade antifúngica de Bacillus amyloliquefaciens, sendo suas 

concentrações ótimas, respectivamente, 20 g/L, 25 g/L e 4,5 g/L. Estes pesquisadores 

ainda relataram que a deficiência de minerais não foi crucial para a produção dos 

biofungicidas. 

 

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

farinha da casca de maracujá e água de maceração 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 maracujá, contra S. 

aureus foi estudada. Considerando que a farinha da casca do maracujá não 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 água de maceração de milho. 

A água de maceração de milho é uma fonte de aminoácidos, vitaminas e íons 

metálicos e, portanto, foi adicionado ao meio de cultura em substituição aos extratos 

de carne e levedura, que são fontes de nitrogênio de alto custo (LADEIRA et al. 2015). 

A turbidez da cultura (medida através da densidade ótica a 600 nm) aumentou 

imediatamente após a incubação do meio de cultura por até 24 horas, caracterizando 

a fase exponencial de crescimento. Posteriormente, a densidade da cultura 

permaneceu constante, marcando o início da fase estacionária da mesma (Figura 9). 

Comparado ao meio BHI, o crescimento do B. licheniformis SMIA-2 foi mais lento. 

Estes resultados eram esperados devido à maior disponibilidade de nutrientes 

prontamente assimiláveis no meio BHI.  Apesar da maior complexidade nutricional do 

meio constituído de farinha da casca do maracujá e água de maceração 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 necessária, para que sejam transportadas pela membrana celular 

(FERREIRA, 2023). 

O aparecimento do halo de inibição foi observado desde as primeiras horas de 

incubação (6 h), quando a cultura se encontrava na fase exponencial, até o final da 

fase estacionária, quando o crescimento do microrganismo já 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 incubação. Posteriormente, o pH do meio de cultura 

aumentou gradativamente até 24 horas, permanecendo praticamente sem alterações 

até 72 horas de fermentação. A queda inicial do pH do meio indica que houve a 

produção de ácidos durante a fase inicial do crescimento bacteriano, enquanto o 

aumento do pH pode ser atribuído à presença de proteínas exocelulares, pois sabe-

se que o pH do meio tende a aumentar se os compostos amino-orgânicos 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 maracujá (0,3%, p/v) e água de maceração de milho (0,3%, p/v), a 50 °C 
e 150 rpm. Crescimento (DO₆₀₀ nm) e variação 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 maracujá (0,3%, p/v) e água de maceração de milho (0,3%, p/v), a 50 °C 
e 150 rpm. Imagens representativas dos halos de inibição sobre Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923) após 6, 24, 36, 48, 54 e 72 h de incubação em placas de Petri. 

6h 24h 

36h 

54h 72h 

48
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5.3. Atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2 

contendo os substratos amido solúvel, proteínas do soro de leite e água de 

maceração de milho contra S. aureus 

 

A atividade antagonista de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2 

contendo amido solúvel, proteínas do soro de leite e a água de maceração de milho 

sobre o S. aureus está mostrada na Figura 11. Em todos os três períodos de incubação 

da cultura (24, 36 e 48 horas) foram observados a formação do halo de inibição. Este 

meio de cultura foi desenvolvido por Corrêa et al. (2011) para a produção simultânea 

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 produção de 

proteases e relataram que os maiores níveis de atividade da enzima foram 

encontrados quando a cultura se encontrava na fase estacionária de crescimento.  

Portanto, a atividade antagonista observada coincide com a elevada 

capacidade proteolítica do B. licheniformis SMIA-2, sugerindo que essas enzimas 

podem potencializar o efeito antagonista dos metabólitos difusíveis 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 solúvel, (0,3%, p/v) de água de maceração de milho e 0,1%, 
p/v) de proteínas do soro a 50 °C e 150 rpm por 24 horas, 36 horas e 48 horas de incubação. 

 

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

submersas contendo BHI na presença de S. aureus 

 

O crescimento isolado e em co-culturas de B. licheniformis SMIA-2 e S. aureus 

está apresentado na Figura 12. S. aureus apresentou taxas de crescimento maiores 

que o B. licheniformis SMIA-2. Como pode ser observado na Figura 12, após 1 hora 

de incubação a cultura do B. licheniformis SMIA-2 ainda se encontrava na fase 

estacionária de crescimento, enquanto a do S. aureus já tinha iniciado a fase 

exponencial de crescimento (Figura 13). Após 5 horas de incubação das culturas, o 

36h 

48h 

24h 
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Log₁₀ UFC/mL do número 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 à temperatura de 

incubação das culturas que foi de 37°C. Esta é a temperatura ótima de crescimento 

do S. aureus, mas não 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 ótima, pode ter ocasionado alterações fisiológicas e metabólicas, que 

provocaram uma redução da sua taxa de crescimento.  

A mistura das duas culturas em quantidades iguais de células após 3 horas de 

incubação de cada cultura, promoveu uma redução do Log₁₀ UFC/mL do número de 

células do S. aureus de aproximadamente 2 unidades logarítmicas, como pode ser 

observado na Figura 14. Apesar dessa redução acentuada que ocorreu após 3,5 horas 

de incubação das culturas, o Log₁₀ UFC/mL do S. aureus reduziu ligeiramente após 

esse período. O cultivo conjunto de cepas microbianas é uma estratégia eficaz para 

intensificar a produção de compostos antimicrobianos, uma vez que a interação 

competitiva estimula a expressão de vias metabólicas secundárias, 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 gênero Bacillus, demonstraram 

ser candidatos promissores para sistemas de co-cultura, devido à sua capacidade de 

produzir uma vasta gama de metabólitos antimicrobianos e à sua estabilidade em 

condições ambientais e de armazenamento adversas (HENRIKSSON et al., 2021).  

No entanto, segundo Yu et al. (2022), sem a otimização das condições de 

fermentação, o antagonismo entre os microrganismos frequentemente interfere na 

produção de metabólitos secundários. Dentre as condições que precisam ser 

consideradas para definir a melhor condição para indução metabólica em co-cultura 

incluem a idade do pré-inóculo, ou seja, o período de incubação de cada cepa antes 

do co-cultivo, a quantidade de inóculo de cada cepa, considerando a taxa de 

crescimento dos micróbios selecionados, tempo de incubação, fatores abióticos, como 

temperatura, pH, fontes de nitrogênio/carbono/fosfato, velocidade de agitação, tipo de 

meio (líquido ou sólido), aeração e disponibilidade de água. Portanto, embora 

desfavorecido em taxa de crescimento, B. licheniformis SMIA-2 ainda foi competitivo 

na inibição do S. aureus. 
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Figura 12: Crescimento microbiano e dinâmica 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. 
 

Figura 13: Crescimento microbiano e dinâmica de co-cultura entre Bacillus licheniformis SMIA-
2 e Staphylococcus aureus. Crescimento de Staphylococcus aureus em meio BHI nas 
mesmas condições. 
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Figura 14: Crescimento microbiano e dinâmica de co-cultura entre Bacillus licheniformis SMIA-
2 e Staphylococcus aureus. Recuperação de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em co-
cultura com Bacillus licheniformis SMIA-2 após 3,5 horas de incubação. Os dados foram 
expressos como log₁₀ UFC mL⁻¹ (média ± desvio padrão, 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 viáveis + metabólitos extracelulares) e o filtrado livre de células. De acordo 

com as imagens dos halos de inibição mostrados na Figura 15, a cultura integral 

apresentou halos de inibição mais expressivos contra o S. aureus que o filtrado livre 

de células. Estes resultados sugerem que o efeito antimicrobiano pode ser devido 

tanto à produção de metabólitos bioativos, quanto a mecanismos associados à 

presença celular. 
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Figura 15: Imagens dos halos de inibição do B. licheniformis SMIA-2 sobre S. aureus:  Controle 
(poço sem caldo do SMIA-2; Poço com adição de culturas do SMIA-2 contendo BHI; Poço 
com caldo filtrado de culturas do SMIA-2 (Sem células do SMIA-2). 

 

Do ponto de vista aplicado, os resultados indicam duas estratégias tecnológicas 

distintas. Quando a cultura integral apresenta maior atividade, sua aplicação é mais 

indicada em formulações probióticas, aditivos zootécnicos ou agentes de biocontrole 

agrícola, nos quais a presença de células viáveis e esporos contribuem para 

colonização e produção contínua de metabólitos (ELSHAGHABEE et al., 2017). Por 

outro lado, a confirmação de atividade no sobrenadante reforça o potencial para 

desenvolvimento de pós-bióticos ou extratos antimicrobianos padronizados, voltados 

à conservação de alimentos ou formulações bioativas livres de células (ABRIOUEL et 

al., 2011). 

Controle Com Culturas 

Filtrado 
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5.6. Atividade antagonista de culturas de B. licheniformis SMIA-2 contendo 

farinha da casca de maracujá e água de maceração de milho contra Candida 

glabrata (ATCC 2001) 

 

A atividade antagônica de culturas submersas de B. licheniformis SMIA-2 

contendo farinha da casca do maracujá e a água de maceração de milho sobre 

Candida glabrata (ATCC 2001) foi estudada. Candida glabrata é um dos patógenos 

oportunistas mais relevantes, ocupando posição de destaque como uma das 

principais causas de infecções invasivas, especialmente em ambientes hospitalares. 

Como pode ser observada na Figura 16, houve a formação de um halo de inibição 

bem-definido ao redor do poço contendo o B. licheniformis SMIA-2 frente a Candida 

glabrata (ATCC 2001), indicando a ocorrência de atividade antifúngica mediada por 

compostos difusíveis no meio de cultura.  

 

 

Figura 16: Halos de inibição do Bacillus licheniformis SMIA-2 sobre Candida glabrata (ATCC 
2001) cultivados em meio TSY.   
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A presença de um halo bem-definido sugere que o efeito antagonista não 

dependeu exclusivamente do contato direto entre as células, mas que está associado 

à produção e liberação de metabólitos antifúngicos capazes de se difundir através do 

ágar em concentrações biologicamente ativas. Entre esses metabólitos, destacam-se 

os lipopeptídeos produzidos por espécies de Bacillus, como iturinas, fengicinas e 

surfactinas, amplamente descritos por sua ação antifúngica contra leveduras e fungos 

filamentosos (BERNARDO, 2020). 

 

6. CONCLUSÃO 

 

A cepa Bacillus licheniformis SMIA-2 demonstrou atividade antagonista frente 

a Staphylococcus aureus em diferentes condições de cultivo, incluindo meios 

convencionais e meios alternativos contendo subprodutos agroindustriais. Em todas 

as condições avaliadas foi observada a formação de halos de inibição, indicando a 

produção de metabólitos capazes de interferir no crescimento bacteriano. A 

manutenção do antagonismo em meios com menor custo de produção e com alto teor 

nutricional evidencia a versatilidade metabólica do SMIA-2 e reforça seu potencial 

para aplicações biotecnológicas utilizando substratos alternativos. 

Um aspecto relevante observado neste estudo foi que a formação de halos de 

inibição esteve diretamente associada à condição fisiológica do inóculo de 

Staphylococcus aureus. Verificou-se que a recuperação do microrganismo a partir de 

placas de ágar sangue foi determinante para a visualização da atividade antagonista, 

sendo que células provenientes desse meio apresentaram formação de halo de 

inibição. Em contraste, quando S. aureus foi obtido a partir de meio TSY ou de 

repicagens sucessivas, não houve formação de halo, evidenciando que o estado 

fisiológico e as condições prévias de cultivo do patógeno influenciam diretamente a 

expressão do efeito antagonista. 

Outro aspecto inovador deste estudo foi a redução da temperatura de cultivo 

para 37 °C, inferior àquela frequentemente relatada na literatura para microrganismos 

termofílicos do gênero Bacillus, geralmente investigados em torno de 50 °C. Mesmo 

sob essa condição considerada subótima para o crescimento da cepa, foram 

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

condições próximas às encontradas em microrganismos de relevância clínica. 

A atividade antagonista também foi confirmada em ensaios de co-cultura 

submersa de Bacillus licheniformis SMIA-2 com S. aureus e por meio da utilização de 

filtrados livres de células, demonstrando que os compostos responsáveis pela inibição 

correspondem a metabólitos extracelulares difusíveis. Além disso, foi observada 

inibição do crescimento de Candida glabrata ATCC 2001, sugerindo que os 

metabólitos produzidos pela cepa podem apresentar amplo espectro de antagonismo, 

atuando tanto contra bactérias quanto contra leveduras de relevância clínica. 

De forma geral, os resultados obtidos indicam que Bacillus licheniformis SMIA-

2 representa uma fonte promissora de metabólitos extracelulares, configurando um 

estudo de prospecção biotecnológica de compostos antagonistas frente a 

microrganismos de interesse clínico. No entanto, a identificação dos compostos 

responsáveis pela atividade observada requer etapas adicionais de concentração, 

purificação e caracterização química, incluindo procedimentos de liofilização, análises 

cromatográficas por HPLC e identificação estrutural dos metabólitos produzidos, a fim 

de elucidar os mecanismos envolvidos no antagonismo e o potencial de aplicação 

desses compostos. 
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