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APRESENTAÇÃO

Este volume da obra “Ciências Biológicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem 
trazer ao leitor, em seus capítulos, informações diversas imbuídas em diferentes campos 
do conhecimento de Ciências da Vida, como o próprio título do e-book sugere: uma área 
extremamente promissora, dinâmica e passível de aquisição de novas informações a todo 
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta 
grande área do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes gerações, e diferentes regiões do país, motivados por 
uma força motriz que impulsiona a busca de respostas às suas perguntas, trazem dados 
resultantes da dedicação à Ciência, ansiando responder suas inquietações e compartilhar 
com o leitor, de forma cristalina e didática, seus alcances técnico-científicos, satisfazendo a 
função precípua da ciência que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto 
executante do seu papel cidadão e ser social.

Somente por uma questão de ordenação, os 28 capítulos deste volume foram 
sequenciados levando-se em consideração, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes, 
com organismos vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos 
didático-pedagógicos, aquelas relacionadas aos progressos de situações-problemas em 
vegetais, animais e humanos e, por fim, interações entre diferentes organismos no espaço 
ambiental com um todo.

Em todas estas áreas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avanços que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao 
que até então se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subáreas das 
Ciências Biológicas, com viés também para a saúde e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, irá contribuir 
consideravelmente tanto na formação de jovens graduandos e pós-graduandos, quanto ser 
atrativo para profissionais atuantes nas áreas escolar, técnica e acadêmica aqui abordadas, 
não eximindo também o leitor “curioso” interessado nas temáticas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: A cárie dentária, uma doença bucal 
ligada a formação de biofilmes, se desenvolve 
quando o equilíbrio microbiano no ambiente 
bucal é perturbado. A doença é caracterizada 
pela dissolução do fosfato de cálcio que 
compõe as camadas superficiais do esmalte 
dentário, como consequência de longos 
períodos de baixo pH na cavidade oral. Essa 
acidez é proveniente da metabolização de 
carboidratos fermentáveis (sacarose p. ex.) por 
microrganismos, especialmente Streptococcus 
mutans, uma das espécies mais estudadas 
relacionadas à doença. Pelo fato de a doença 
apresentar alta prevalência (cerca de 80%-90% 
na população mundial), métodos alternativos de 

prevenção da cárie vem sendo estudados, entre 
eles a utilização de microrganismos probióticos. 
Bactérias probióticas têm a capacidade 
produzir substâncias inibitórias semelhantes às 
bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-like inhibitory 
substance) que possuem efeito bacteriostático 
ou bactericida em diferentes grupos de 
bactérias, uma vez que estes peptídeos podem 
atuar na síntese de parede celular e proteica, 
replicação ou até mesmo na formação de poros 
na membrana plasmática da célula alvo. A cepa 
de Lactococcus lactis CECT-4434 foi capaz de 
produzir substâncias inibitórias semelhantes à 
bacteriocinas, as BLIS, quando cultivadas em 
meio de cultura contendo um resíduo de um 
processo agroindustrial, o bagaço de cana de 
açúcar. Os sobrenadantes livres de células 
apresentaram atividade antimicrobiana quando 
testadas contra a principal bactéria causadora 
da cárie Streptococcus mutans UA159. 
PALAVRAS-CHAVE: BLIS; Bacteriocina; Cárie 
dentária; Probiótico; Bagaço de cana-de açúcar.

OBTAINING BACTERIOCIN-LIKE INHIBITORY 
SUBSTANCES BY Lactococcus lactis USING 

SUGARCANE BAGASSE: EFFECT OF 
ANTIMICROBIAL ACTIVITY AGAINST CARIE 

CAUSING MICROORGANISM

ABSTRACT: Dental caries, an oral disease 
linked to the formation of biofilms, develops 
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when the microbial balance in the oral environment is disturbed. The disease is characterized 
by the dissolution of calcium phosphate that makes up the superficial layers of tooth enamel, 
as a consequence of long periods of low pH in the oral cavity. This acidity comes from the 
metabolization of fermentable carbohydrates (sucrose, for example) by microorganisms, 
especially Streptococcus mutans, one of the most studied species related to the disease. 
Since the disease has a high prevalence (around 80%-90% in the world population), alternative 
methods of preventing caries have been studied, including the use of probiotic microorganisms. 
Probiotic bacteria have the capacity to produce inhibitory substances similar to bacteriocins 
(BLIS - bacteriocin-like inhibitory substance) that have a bacteriostatic or bactericidal effect on 
different groups of bacteria, since these peptides can act in the synthesis of cell and protein 
walls, replication or even even in the formation of pores in the plasma membrane of the target 
cell. The strain Lactococcus lactis CECT-4434 was able to produce inhibitory substances 
similar to bacteriocins, the BLIS, when grown in a culture medium containing a residue from 
an agro-industrial process, sugar cane bagasse. Cell-free supernatants showed antimicrobial 
activity when tested against the main bacteria causing caries Streptococcus mutans UA159.
KEYWORDS: BLIS; Bacteriocin; Dental caries; Probiotics; Sugar cane bagasse.

1 |  INTRODUÇÃO

A cárie dentária é uma das doenças mais prevalentes (aproximadamente 50%) em 
crianças ao redor do mundo (Mathur, V.P. et al., 2018), tanto em países desenvolvidos como 
subdesenvolvidos (Nobile, C.GA. et al., 2014). O processo patológico ocorre na superfície 
dos dentes por meses ou até anos (Bowen, W.H., 2015), e é mediado pela formação de 
biofilmes (Krzyściak, W. et al., 2013). Biofilmes são aglomerados bacterianos formados sob 
substâncias extracelulares mucilaginosas. Estes grupamentos, protegidos por uma matriz 
de exopolissacarídeos, permite a formação de estruturas tridimensionais que protegem as 
células que os compõem, tornando-as mais resistentes contra antibióticos e mudanças que 
ocorram no ambiente. 

Um dos principais fatores etiológicos da doença é a presença da bactéria Streptococcus 
mutans (Krzyściak, W. et al., 2013). Considerada uma das principais bactérias cariogênicas, 
S. mutans é capaz de produzir glicosetransferases (Gtfs) responsáveis pela síntese de 
polissacarídeos extracelulares (EPSs). Os EPSs, especialmente glucanos insolúveis em 
água, contribuem para a formação da placa dentária, estabilidade dos biofilmes e integridade 
estrutural por permitir a aderência das bactérias à superfície dos dentes e fornecendo a elas 
proteção contra estímulos nocivos e ataques ambientais (Chen, L. et al., 2016). 

A alimentação tem profunda influência no desenvolvimento da cárie dentária. As dietas 
atuais apresentam uma quantidade crescente de carboidratos fermentáveis, incluindo 
alimentos com alto teor de amido e com novos carboidratos sintéticos, como sucralose, 
oligofrutose e outros polímeros de glicose (Gupta, P. et al., 2013). S. mutans quebra estes 
açúcares em ácido lático, o qual leva à desmineralização, ou perda do fosfato de cálcio, das 
estruturas dentárias. Como resultado, os dentes se tornam “amolecidos” e eventualmente 
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colapsam sobre si mesmos, formando a cavidade (Heng, C., 2016). 
A prevenção da cárie dentária e de doenças periodontais é tradicionalmente 

direcionada ao controle inespecífico ou mecânico da placa dentária, uma vez que ela é o 
fator precipitante. Esta abordagem deve preferencialmente diminuir a formação de biofilmes 
orais sem afetar o equilíbrio da cavidade oral, que é habitada por aproximadamente 1000 
espécies diferentes de bactérias, com 108-109 bactérias por mL de saliva ou mg de placa 
bacteriana (Allaker, R. et al., 2015).  Porém, o uso constante de drogas antimicrobianas pode 
levar à efeitos colaterais no trato gastrointestinal, devido à antibióticos de amplo espectro, 
resistência bacteriana e reações alérgicas (Seminario-Amez, M. et al., 2017; Laleman, I. et 
al., 2015). Tendo em vista o desenvolvimento de métodos terapêuticos alternativos para o 
tratamento e prevenção de doenças comuns na cavidade bucal, começou a ser estudado 
na Odontologia o uso de micro-organismos probióticos (Caufield et al., 2015; Palombo, E.A., 
2011). Os mecanismos de ação dos probióticos na cavidade bucal ainda não são muito bem 
definidos, mas estão associados com a redução no número de UFCs (unidades formadoras 
de colônia) de patógenos cariogênicos (Seminario-Amez, M. et al., 2017).

Probióticos, por definição, são microrganismos viáveis que, quando administrados 
em quantidades adequadas, fornecem benefícios à saúde do hospedeiro (Allaker, R. et al., 
2017). São reconhecidos por executar várias ações no sistema digestivo como prevenir 
a adesão celular e a invasão de bactérias patogênicas, modificar o ambiente intestinal e 
modular respostas imunes inflamatórias locais e sistêmicas (Floch MH. et al., 2011). No 
entanto, pesquisas realizadas nos últimos anos (Lin, X. et al., 2017; Cagetti, MG. et al., 2013; 
Saha, S. et al., 2012) têm relatado o uso de linhagens probióticas na prevenção de doenças 
orais, incluindo a cárie. Como bactérias probióticas podem produzir diferentes compostos 
antibacterianos, melhorar a ecologia microbiana oral e raramente causar infecções em 
humanos, esse organismos representam uma maneira segura e promissora de controlar a 
cárie  (Lin, X. et al., 2017).

As bactérias ácido-láticas (BAL) constituem o principal grupo de microrganismos 
utilizados como probióticos (Rao, Y. et al., 2012). Os mais importantes gêneros de BAL 
são Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, 
Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998). A fim de se prevenir 
a cárie dentária, probióticos devem aderir à superfície dentária e causar efeitos antagônicos 
às espécies cariogênicas, como S. mutans, Streptococcus e Lactobacillus (LYE, H. S. et al., 
2016). Estudos realizados por Nase et al. (2001) demonstraram uma diminuição significativa 
na cárie dentária e a redução das contagens salivares de S. mutans em pacientes após 
o consumo de produtos lácteos contendo L. rhamnosus por sete meses. Além disso, um 
estudo feito por Haukioja et al. (2008) também revelou que lactobacilos e bifidobactérias 
foram capazes de modificar a composição protéica da película salivar e, assim, prevenir 
especificamente a aderência de S. mutans.

Bacteriocinas são proteínas ou peptídeos antimicrobianos produzidos pelos ribossomos 
de certas linhagens de bactérias, e que podem matar (efeito bacteriocida) ou inibir (efeito 
bacteriostático) o crescimento de bactérias relacionadas ou não à bactéria produtora, a qual 
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não sofrerá danos devido a proteínas de imunidade específicas (Yang et el., 2014). Assim como 
os antibióticos, as bacteriocinas são classificadas como metabólitos secundários, ou seja, 
não estão diretamente envolvidos no crescimento normal, desenvolvimento ou reprodução 
das bactérias que os produzem. Considerando a atividade antimicrobiana das bacteriocinas, 
alguns pesquisadores especulam classificá-las sob a mesma dos antibióticos; mas como 
bacteriocinas são peptídeos bactericidas e antibióticos são produzidos por complexos multi-
enzimáticos, permanece esta demarcação entre os dois agentes antimicrobianos (Ramu, R. 
et al., 2017). 

As bacteriocinas agem sobre bactérias gram-positivas, incluindo Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium botulinum, bactérias 
patogênicas e que estão relacionadas a deterioração de alimentos (Hernández et al., 2005). 
Usualmente, bactérias gram-negativas são naturalmente resistentes às bacteriocinas 
devido à presença da membrana externa, que age como uma barreira efetiva (Cao-Hoang 
et al., 2008; Gyawali et al., 2014). No entanto, existem agentes químicos e tratamentos 
que desestabilizam esta membrana externa, permitindo que as bacteriocinas afetem as 
bactérias gram-negativas (Gálvez et al., 2014; Chalón et al., 2012; Marttinen, A. et al., 2011). 
Demonstrou-se que o uso de agentes quelantes e hipoclorito de sódio, por exemplo, são 
importantes na sensibilização de inúmeras bactérias gram-negativas, incluindo Aeromonas 
hydrophila, Arcobacter butzleri, Citrobacter freudii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, 
Salmonella, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas putida e Yersinia enterocolitica (Prudêncio, C.V. et al., 2015).

Segundo Klaenhammer (1993), quatro classes diferentes de bacteriocinas foram 
identificadas com base na caracterização bioquímica e genética. A classe I é a dos 
lantibióticos, como a nisina, pequenos peptídeos com peso molecular inferior a 5kDa e que 
contêm o aminoácido não usual lantionina e β-metil lantionina; a classe II é formada por 
peptídeos termoestáveis (< 10kDa) divididos em três subclasses: IIa (pediocina e enterocina), 
IIb (lactocina G) e IIc (lactocina B); a classe III é composta por peptídeos termolábeis de alto 
peso molecular (> 30kDa), como helveticina V-1829; o grupo IV é formado por bacteriocinas 
complexas, compostas por peptídeos associados a lipídeos e carboidratos, que são essenciais 
para a atividade da bacteriocina, como a lactocina 27. A maioria destas bacteriocinas atuam 
interagindo com os lipídios aniônicos presentes na membrana plasmática das bactérias 
gram-positivas, permeabilizando-a por meio da formação de poros, os quais promovem a 
dissipação da força próton motora (PMF) e a inibição do transporte de aminoácidos (Zacharof, 
M. et al., 2012; Guilhelmelli, F. et al., 2013; Cotter et al., 2013).

Muitas bactérias ácido-láticas (BALs) produzem bacteriocinas com grande espectro 
de ação, e essas moléculas apresentam diferentes mecanismos de ação. A maioria das 
bacteriocinas produzidas por BALs, em particular as que inibem o crescimento de bactérias 
gram-positivas, exercem seu efeito antimicrobiano interferindo na estrutura do envelope 
celular (Cotter et al., 2013). Nisina tem como alvo o lipídio II, um intermediário na maquinaria 
da biossíntese dos peptideoglicanos que compõem o envelope celular, inibindo desse modo 
a síntese destes peptideoglicanos (Héchard, Y. et al., 2002; Breukink, E. et al., 2006). A 
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maioria das bacteriocinas da classe II dissipam a força motriz dos prótons na célula alvo, via 
formação de poros (Héchard, Y. et al., 2002); outras matam ou danificam a célula alvo via 
ligação ao sistema manone-fosfotransferase (Man-PTS) associado ao envelope celular, e 
subsequente formação de poros na membrana celular (Cotter et al., 2013). Ainda há aquelas 
que inibem a expressão gênica (Parks, W. et al., 2007; Vincent and Morero, 2009) e a síntese 
de proteínas (Metlitskaya, A. et al., 2006) nas células alvo.

Nos processos agroindustriais são gerados subprodutos ou resíduos que quando não 
são convenientemente reciclados ou processados, podem causar diversos problemas ao 
meio ambiente. Segundo Heath et al. (1958) muitas bactérias láticas, como L. lactis, podem 
metabolizar as pentoses pela via fosfocetolase induzida. É nesse contexto que o projeto 
se torna importante, pois utiliza um resíduo agroindustrial (bagaço de cana-de-açúcar) rico 
em pentoses (xilo-oligossacarídeos) para produzir biomoléculas de alto valor agregado, 
como no caso de substâncias inibitórias semelhantes às bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-
like inhibitory substance). Ademais, a proposta abre um caminho para identificação de uma 
futura bacteriocina que poderá dificultar a instalação do processo de cárie, contribuindo 
assim, para o desenvolvimento de métodos alternativos para o controle do biofilme bucal e 
para a promoção da saúde na cavidade oral.

2 |  OBJETIVO

O objetivo do presente projeto é de verificar o efeito da produção de BLIS por Lactococcus 
lactis CECT-4434 utilizando o resíduo da indústria sucro-alcooleira (bagaço de cana). 

3 |  METODOLOGIA

3.1 LINHAGENS BACTERIANAS

Neste trabalho foi utilizada a bactéria probiótica Lactococcus lactis CECT-4434 para 
a produção de substâncias inibitórias semelhantes às bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-like 
inhibitory substance). 

A linhagem bioindicadora causadora da cárie utilizada foi a bactéria Streptococcus 
mutans UA159. Além disso, a linhagem da bactéria Listeria innocua 2711 foi empregada 
como padrão na verificação da ação das BLIS.

3.2 PREPARO DO MEIO DE CULTIVO

O meio de cultivo Man Rogosa e Sharpe (MRS) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 
apresenta a seguinte composição, em mg/L: 10,0 de peptona, 10,0 de extrato de carne, 
5,0 de extrato de levedura, 20,0 de glicose, 1,0 tween 80, 2,0 de citrato de amônio, 5,0 de 
acetato de sódio, 10,0 de sulfato de magnésio, 0,05 de sulfato de manganês e 2,0 de fosfato 
de potássio.
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O meio de cultivo lapt G apresenta a seguinte composição, expressa em mg/L: expresso 
em g/L: 15,0 de peptona, 10,0 de extrato de levedura, 10,0 de triptona e 1 mL de tween 80.

O meio de cultivo TSB (Difco) apresenta a seguinte composição, expressa em g/L: 17,0 
de triptona, 3,0 de extrato de soja, 2,5 de glicose, 5,0 de cloreto de soja, 2,5 g de fosfato de 
dipotássio.

Como meio de cultivo alternativo, será utilizado o bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado 
com alto conteúdo do prebiótico XOS na produtividade de BLIS em células de L. lactis CECT-
4434. O licor hidrotérmico do bagaço de cana-de-açúcar será obtido da seguinte forma: o 
pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar consistirá em suspender uma quantidade de 
bagaço (10% w/w, base seca) em água e carregá-lo em um reator de escala laboratorial 
(7,5 L de volume total, Modelo 4554, Parr, EUA). A temperatura será aumentada desde a 
temperatura ambiente (25 °C) até 190 °C, durante um período de 1 h. Após 10 min, o reator 
foi resfriado à temperatura ambiente e o licor rico em pentoses será coletado com a ajuda de 
um filtro de tela em escala laboratorial (filtro Nutsche, POPE Scientific, EUA). A composição 
do licor hidrotérmico será caracterizada por hidrólise ácida com ácido sulfúrico e análise por 
HPLC (Dionex Ultimate 3000, equipado com coluna Aminex HPX-87 H 300 mm x 7,8 mm x 
9 mm, a 50 °C, vazão de 0,5 mL/min, fase móvel H2SO4 0,005 M, detector Shodex IR a 40 
° C, volume de injeção de 50 mL) (Robl et al. 2013).

3.3 CONDIÇÕES DE CULTIVO

A cepa de Lactococcus lactis CECT 4434 foi cultivada em meio MRS (Difco Laboratories, 
Detroit, MI, USA), por 24 horas a 37°C. Em seguida o meio foi centrifugado a 4470 g, a 
4oC por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com solução 
salina 0,75%, esse processo de lavagem foi repetido duas vezes. E em seguida, a cepa foi 
cultivada em lapt G em concentrações de 0%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25% de licor de bagaço 
de cana de açúcar. 

A cepa bioindicadora (S. mutans UA159), previamente criopreservada a -70oC na 
presença de 20% de glicerol (v/v) foi reativada em 5,0 mL de meio de cultura específico por 
16 h a 37oC sem agitação e, para verificação da pureza da cultura, o cultivo foi resfriado em 
TSB ágar 2%, com incubação overnight a 37oC. 

3.4 EXTRAÇÃO DE BLIS E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a extração das substâncias inibitórias semelhantes às bacteriocinas (BLIS), 
amostras dos cultivos sofreram redução no pH para 2 através da adição de HCl 1,0M, uma 
vez que o valor do pH afeta a liberação da bacteriocina na célula produtora (Yang et al,. 
1992). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 10 minutos, a 4,470 g. Para 
exclusão da possibilidade de inativação das BLIS por meio da produção de ácidos orgânicos, 
pH do sobrenadante livre de células foi ajustado para pH 6,0-6,5 através da adição de NaOH 
1,0M, em seguida aquecido em banho-maria a 80°C por 10 minutos para facilitar a extração e 
garantir a inativação de proteases presentes no meio (Cabo, M.L. et al., 1999). A capacidade 
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antimicrobiana dos sobrenadantes desta etapa foi testada contra o bioindicador S. mutans 
UA159.

 A quantidade de BLIS liberada na primeira extração foi quantifi cada e expressa em 
unidades arbitrárias (AU) por mL, utilizando-se o método de diluição crítica de Mayr-Harting 
et al (1972). O sobrenadante foi serialmente diluído na proporção de 1:2, 1:4, 1:8, 1:10, 1:12, 
1:16 e 1:18, em tampão fosfato 25mM pH 7,0. A seguir, 10µL de cada diluição foi colocada 
sobre placas com ágar 0.75% contendo a cepa indicadora (~106 UFC) e incubada a 37ºC por 
24 horas. A primeira diluição em que não houve zona de inibição formada foi considerada e, 
utilizando a expressão matemática:

Onde (D) representa o fator de diluição, (n) a primeira diluição não apresentando zona 
de inibição e (P) o volume de sobrenadante colocado sobre o ágar. Os resultados foram 
expressos em AU/mL.

As placas de Petri contendo a cepa indicadora de Listeria innocua 2711 foram preparadas 
a partir de cultivos ativos em fase estacionária de crescimento. Estes foram inoculados a 5% 
em TSG ágar 0,7 e, após suave homogeneização, foram despejados em placas de Petri 
estéreis. Após solidifi cação do ágar a temperatura ambiente, as placas foram utilizadas para 
os testes.

3.5 ANTIMICROBIANO DE S. mutans UA159 CONTRA SOBRENADANTES COM BLIS

A atividade antimicrobiana de BLIS foi avaliada frente a bactéria bioindicadora como 
descrito por Najjar et al. (2009) e exposto no item 3.4. Para isto, células de S. mutans foram 
crescidas em TSB líquido durante 24 horas a 37oC. Após o período de incubação, o cultivo 
celular foi diluído 100 vezes (~106 UFC/mL) em meio TSB com concentração dobrada e 
adicionados em placas de 96 poços (100 µL por poço). O controle negativo foi feito utilizando-
se solução fosfato 25mM pH 7,0 no volume de 100 µL. As placas foram incubadas por 24h 
a 30 oC, sendo agitadas a cada 30 minutos. A densidade ótica (630 nm) foi medida em leitor 
de microplaca Synergy™ HTX (Biotek, Shoreline, WA). Todos os pontos foram realizados em 
triplicata.

Uma vez que a atividade antimicrobiana está relacionada à concentração de BLIS 
em solução, foi feito o cálculo desta concentração de acordo com a defi nição de unidade 
de bacteriocina (BU) (Cabo, M.L. et al., 1999): é a quantidade de princípio ativo presente, 
por unidade de volume, em uma amostra capaz de produzir uma inibição de I=0.5, sob 
determinadas condições experimentais. 
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3.6 ESTABILIDADE DAS BLIS

Para confirmar a natureza proteica das BLIS, o sobrenadante livre de células foi tratado 
com 1 mg/mL de pepsina, tripsina e papaína (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) durante 2 
horas a 30ºC. Caso o halo de inibição desapareça, o pressuposto pode ser confirmado. Para 
esse teste foi utilizada a cepa indicadora de Listeria innocua 2711.

A estabilidade das BLIS foi avaliada frente a detergentes (Triton X-100, Tween 20, 
Tween 80 e SDS ), solventes orgânicos (acetonitrila e isopropanol), etanol e os sais cloreto 
de sódio e sulfato de amônio na concentração final de 2% . As amostras contendo BLIS 
foram incubadas durante 1 hora a 35,7ºC, sob agitação de 74 g, e a atividade antimicrobiana 
foi avaliada de acordo com a técnica de spot-on-lawn.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
4.1 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS BLIS

Inicialmente, bactérias da cepa de Lactococcus lactis CECT 4434 (produtoras de 
substâncias inibitórias semelhantes à bacteriocinas) foram cultivadas em MRS, seguindo-se 
então para o cultivo das mesmas em meio lapt G contendo seis diferentes concentrações do 
licor de bagaço de cana de açúcar. O sobrenadante livre das células foi testado quanto a sua 
ação antimicrobiana contra o bioindicador Listeria innocua 2711 e S. mutans UA159.

Para avaliação da atividade antimicrobiana das BLIS foi utilizada a técnica de diluição 
crítica de Mayr-Harting et al.: o sobrenadante foi serialmente diluído na razão de 1:2 (v/v) em 
microtubos de centrifugação, utilizando-se solução-tampão fosfato 25mM pH 7. Em seguida, 
alíquotas de 10µL foram depositadas em placas de Petri contendo a cultura indicadora de 
Listeria innocua 2711. Após o período de incubação de 24 horas a 37ºC, a primeira diluição 
que não apresentou zona de inibição considerada, que no caso foi a diluição de número 4. 
Considerando-se que o fator de diluição (D) foi igual a 2 (ou seja, proporção de 1:2 entre 
sobrenadante e tampão fosfato, respectivamente) e que o volume do sobrenadante colocado 
sobre o ágar (P) foi de 5 mL, a quantidade de BLIS liberada na primeira extração, em unidades 
arbitrárias por mL (AU/mL) foi de:

Au= Dn . 1000 / P 
Au= 24 . 1000 / 5

Au= 3200
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Imagem 1: placa de meio MRS com a cepa indicadora Listeria innocua 2711, com os halos de inibição 
revelando a atividade antimicrobiana da BLIS.

4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO SOBRENADANTE LIVRE DE CÉLULAS DE S. 
mutans UA159

Neste experimento, os procedimentos foram preparados conforme descrito no item 3.5. 
Os parâmetros da curva de crescimento foram obtidos através do método de microplacas, 
que apresenta uma maior sensibilidade em relação à técnica de Dose resposta. A densidade 
óptica foi medida à 600nm.

As fases de latência, exponencial e estacionária foram observadas para cada 
sobrenadante livre de células contendo BLIS. O controle do teste foi realizado com o cultivo de 
S. mutans UA159 sem o sobrenadante das produtoras de BLIS e utilizado como referência na 
comparação com as fases que compõe o crescimento bacteriano. O controle apresentou um 
intervalo de aproximadamente 7 horas entre a fase de latência e o início da fase exponencial, 
além de a fase estacionária ter se iniciado após 12 horas do início da medição, com 0,534 
de densidade óptica.
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Figura 1: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentrações de BLIS, obtido na ausência 
do bagaço de cana de açúcar.

Na fi gura 1 observa-se que, em todos os volumes analisados, o sobrenadante livre 
de células de L. lactis CECT-4434 foi capaz de retardar o início da fase exponencial do 
crescimento bacteriano de S. mutans UA159. O intervalo entre a fase de latência e a fase 
exponencial passou de 7 horas (observado no controle) para 5 horas. O crescimento 
bacteriano foi mais afetado na presença de 100µL de sobrenadante em BLIS, apresentando 
uma densidade ótica fi nal de 0,418. Os volumes de 75µL, 50µL e 25µL de BLIS apresentaram 
as seguintes densidades ópticas, respectivamente: 0,531, 0,513 e  0,563.

Nota-se também que, na presença de 25µL de sobrenadante, o crescimento bacteriano 
apresentou uma leve queda 13 horas após o início da leitura, porém o crescimento foi 
retomado até que a fase de latência fosse atingida.
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Figura 2: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentrações de BLIS, obtido na presença 
de 5% em volume de bagaço de cana de açúcar.

A fi gura 2 evidencia os resultados obtidos no experimento realizado com L. lactis 
CECT-4434 cultivada em meio contendo 5% (em volume) do licor de bagaço de cana de 
açúcar. Nota-se que os volumes de 25µL e 50µL de sobrenadante apresentaram início da 
fase exponencial semelhantes, aproximadamente 8 horas após o início da leitura. Neste 
caso, assim como relatado na fi gura 2, o crescimento bacteriano se tornou mais lento, e as 
densidades ópticas fi nais foram, respectivamente, 0,393 e 0,4053. Já os volumes de 75µL 
e 100µL de sobrenadante foram os que apresentaram uma maior retardação no princípio 
da fase exponencial, sendo que o segundo volume foi o que causou um maior impacto, 
apresentando 0,387 de densidade óptica ao fi nal da medição, em comparação com 0,394 do 
volume de 75µL.
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Figura 3: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentrações de BLIS, obtido na presença 
de 10% em volume de bagaço de cana de açúcar.

A fi gura 3 expõe os resultados da atividade antimicrobiana das BLIS de Lactococcus 
lactis CECT-4434 cultivada em meio de cultura contendo 10% (em volume) de licor de 
bagaço de cana de açúcar. O menor volume de sobrenadante utilizado (25µL) teve o início 
da fase exponencial atrasado em 5 horas em relação ao controle de S. mutans UA159 sem 
o sobrenadante, com densidade ótica fi nal de 0,422. Por outro lado, os volumes de 50µL e 
75µL apresentaram início de crescimento em, respectivamente, 19 e 22 horas, salientando o 
efeito bacteriostático (Yang et el. 2014) da BLIS nestes volumes. Em 100µL de sobrenadante 
o crescimento bacteriano foi totalmente inibido.
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Figura 4: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentrações de BLIS, obtido na presença 
de 15% em volume de bagaço de cana de açúcar.

Figura 5: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentrações de BLIS, obtido na presença 
de 20% em volume de bagaço de cana de açúcar.

As fi guras 4 e 5 apresentaram curvas de crescimento semelhantes, sendo que o 
sobrenadante obtido em meio com 20% (em volume) de bagaço de cana de açúcar apresentou 
maiores densidades ópticas fi nais para 100µL, 75µLe 50µL de BLIS (0,569, 0,473, 0,387 e 
0,321, respectivamente) quando comparado aos mesmos volumes obtidos em meio com 
15% (em volume) do bagaço (0,435, 0,347, 0,312, respectivamente). Nestes volumes, o 
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crescimento bacteriano foi totalmente inibido. Em 25µL de sobrenadante, porém, o BLIS 
obtido em 20% apresentou atividade antimicrobiana mais eficiente em comparação ao meio 
com 15% de bagaço, uma vez que o primeiro apresentou a fase exponencial 21 horas após 
o início da leitura, em comparação com as 15 horas do segundo. 

4.3 ESTABILIDADE DAS BLIS

O sobrenadante que apresentou atividade antimicrobiana foi submetidos ao teste com 
as proteases pepsina, tripsina e papaína (item 3.6). Como não se observou a formação de 
halo de inibição, pôde-se concluir que houve a degradação das BLIS e sua natureza proteica 
foi confirmada.

Pepsina Tripsina Papaína
Lactococcus lactis 

CECT-4434 + + +

(+) amostras que apresentaram resultado positivo para origem proteica. 

Tabela 1: Teste de comprovação de origem proteica do composto antimicrobiano produzido contra 
Listeria innocua 2711.

Na tabela 2, a medida dos halos de inibição gerados pelos sais, solventes e detergentes 
em relação ao sobrenadante livre das células foi registrada com o intuito de descobrir se 
essas substâncias interferem a atividade antimicrobiana das BLIS. Como controle, essas 
substâncias também foram testadas sem o sobrenadante, para verificar se as substâncias 
possuem ação antimicrobiana na concentração do experimento.

Lactococcus lactis CECT-4434
TritonX-100 12,99 mm
Tween-20 11,16 mm
Tween-80 11,24 mm

SDS 13,29 mm
Acetonitrila 9,73 mm
Isopropanol 10,30 mm

NaCl 9,76 mm
Sulfato de amônio 10, 26 mm

Etanol 10,19 mm
Teste realizado com a técnica de spot-on-lawn, e usando 10 µL para cada ponto, Lactococcus lactis CECT 4434 contra 

Listeria innocua 2711.

Tabela 2: Teste de estabilidade a solventes orgânicos, sais e detergentes.

A tabela 2 mostra que, dentre os solventes orgânicos, sais e detergentes utilizados, 
o SDS é a substância que mais causa alteração na atividade das BLIS e  possui atividade 
apresentando halo (dados não mostrados), com um halo de inibição medindo 13,29mm, em 
contraste com a acetonitrila, substância que gerou o menor halo de inibição, de 9,73mm. 
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O controle dos solventes sem o sobrenadante não apresentaram halos, comprovando que 
a alteração na atividade antimicrobiana foi decorrente da interação dos solventes com o 
sobrenadante.

5 |  CONCLUSÃO FINAL

A partir dos resultados apresentados, a cepa de Lactococcus lactis CECT-4434 foi capaz 
de produzir substâncias inibitórias semelhantes à bacteriocinas, as BLIS, quando cultivadas 
em meio de cultura contendo um resíduo de um processo agroindustrial, o bagaço de cana de 
açúcar. Os sobrenadantes livres de células apresentaram atividade antimicrobiana quando 
testadas contra a principal bactéria causadora da cárie Streptococcus mutans, cepa UA159.

A atividade anticariogênica foi capaz de inibir totalmente o crescimento de S. mutans 
UA159 a partir de BLIS obtidas em meio com 10% em volume de bagaço de cana de açúcar, 
com 100µL do volume do sobrenadante.
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