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RESUMO 

Bactérias do gênero Bacillus são ubíquas na natureza e produzem diversos compostos 

antimicrobianos, sendo cada vez mais utilizadas na promoção do crescimento vegetal, no setor 

industrial e também como probióticos. O objetivo deste estudo foi identificar o isolado Bacillus sp. 

1.4 em nível de espécie, estudar as suas propriedades probióticas e as propriedades como promotor 

do crescimento vegetal. O isolado bacteriano foi identificado como Bacillus altitudinis 1.4 pela análise 

da sequência do gene 16S rRNA e métricas genômicas. A substância antimicrobiana extraída com 

butanol inibiu Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Bradyrhizobium japonicum CT 00345 com halos 

de inibição de 12 e 13 mm, respectivamente. No ensaio de produção de exopolissacarídeos, B. 

altitudinis 1.4 apresentou resultado negativo e na avaliação da motilidade pelo ensaio de swarming, 

halos de 90 mm foram observados em ambas as concentrações de ágar (0,3 e 0,7%). O isolado foi 

capaz de solubilizar fosfato inorgânico, coexistir com B. japonicum CT 00345 e formar biofilme 

quando cultivado em conjunto. Também foi observado que B. altitudinis 1.4 foi parcialmente inócuo, 

seus esporos toleraram a passagem ao trato gastrointestinal, bem como aderiram as células Caco-

2. O isolado foi capaz de se autoagregar e coagregar com patógenos. A análise genômica revelou 

genes potencialmente codificadores de características que podem ser benéficas para as plantas, 

como (acdS, iaaM, iaaH, ipdC, trpA, B ,C, D, upps, dxr, ispE,F, potA, potD, potE, speB,epsG, 

pgaA,B,C,D e exoZ). Também foram identificados genes com características probióticas (flgA-L, 

motA, B, pgaA-D, luxS). Neste estudo, avaliou-se a expressão gênica de citocinas pró inflamatórias 

e anti inflamatórias para diferentes tratamentos. As células vegetativas viáveis de B. altitudinis 1.4, 

aumentaram a transcrição dos fatores pró-inflamatórios, como TNFα, NFkβ, TLR2, além de aumentar 

também a transcrição de IL-10, indicando a tendência de estimular um perfil pró-inflamatório. Diante 

dos resultados apresentados, B. altitudinis 1.4 apresentou potenciais de aplicação, tanto na área 

ambiental, como promotor do crescimento de plantas, como na área de probióticos. 

 
Palavras-chave: B. altitudinis, expressão gênica, promotor do crescimento vegetal, probióticos. 

 
 

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio 
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ABSTRACT 

 
 

Bacteria of the genus Bacillus are ubiquitous in nature and produce several antimicrobial compounds, 

being increasingly used to promote plant growth, in the industrial sector and also as probiotics. The 

aim of this study was to identify the isolated Bacillus sp. 1.4 at the species level, to study its probiotic 

properties and properties as a plant growth promoter. The bacterial isolate was identified as Bacillus 

altitudinis 1.4 by 16S rRNA gene sequence analysis and genomic metrics. The antimicrobial 

substance extracted with butanol inhibited Listeria monocytogenes ATCC 7644 and Bradyrhizobium 

japonicum CT 00345 with inhibition halos of 12 and 13 mm, respectively. In the exopolysaccharide 

production test, B. altitudinis 1.4 showed a negative result and in the motility evaluation by the 

swarming test, halos of 90 mm were observed in both agar concentrations (0.3 and 0.7%). The isolate 

was able to solubilize inorganic phosphate, coexist with B. japonicum CT 00345 and form a biofilm 

when cultivated together. It was also observed that B. altitudinis 1.4 was partially innocuous, its spores 

tolerated passage to the gastrointestinal tract, as well as adhered to Caco-2 cells. The isolate was 

able to self-aggregate and coaggregate with pathogens. Genomic analysis revealed genes potentially 

encoding traits that may be beneficial to plants, such as (acdS, iaaM, iaaH, ipdC, trpA, B, C, D, upps, 

dxr, ispE,F, potA, potD, potE, speB ,epsG, pgaA,B,C,D and exoZ). Genes with probiotic 

characteristics were also identified (flgA-L, motA, B, pgaA-D, luxS). In this study, we evaluated the 

gene expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines for different treatments. Viable 

vegetative cells of B. altitudinis 1.4 increased the transcription of pro- inflammatory factors, such as 

TNFα, NFkβ, TLR2, in addition to also increasing the transcription of IL-10, indicating a tendency to 

stimulate a pro-inflammatory profile. In view of the results presented, 

B. altitudinis 1.4 showed potential for application, both in the environmental area, as a promoter of 

plant growth, and in the area of probiotics. 

 
Key-words: B. altitudinis, gene expression, plant growth promoter, probiotics. 

 
1Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (87 p.) August, 2023. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

Bactérias do gênero Bacillus são comuns na natureza e encontradas em 

diversos nichos ecológicos como solo, ar, água, sedimentos, fezes de animais e em 

alimentos. As espécies pertencentes a esse gênero são bactérias Gram-positivas em 

forma de bastonete, aeróbios ou anaeróbios facultativos, formadores de endósporos. 

Este gênero é amplamente conhecido pelo seu potencial biotecnológico em 

diferentes áreas. No setor agrícola, seu uso como estratégia de biocontrole tem 

recebido grande atenção, isso porque fornece alternativas seguras, ecologicamente 

corretas, duradouras e econômicas. Algumas espécies do gênero Bacillus promovem 

a saúde e o desenvolvimento das plantas, estimulando o seu crescimento, aumento 

de nutrientes por meio da síntese de fitohormônios ou pela formação de biofilmes e 

pela supressão de doenças nas plantas. 

Por sua ampla gama de características fisiológicas e produção de 

metabólitos secundários, as espécies de Bacillus também são usadas em outros 

setores, sendo reconhecidas como potenciais probióticos. Esses microrganismos 

exercem seus efeitos benéficos através de diferentes modos de ação, já foi relatado 

o uso na prevenção de diversas patologias, principalmente no sistema gastrointestinal. 

Além da modulação da resposta imune, foram encontradas propriedades 

antimicrobianas, melhora da secreção enzimática e aumento da eubiose ao melhorar 

a diversidade da microbiota. 

Para que os microrganismos sejam considerados probióticos, é necessário 

realizar a comprovação da sua identidade, da sua segurança e dos benefícios 

oferecidos ao hospedeiro. Para comprovação da inocuidade do microrganismo, alguns 

parâmetros como suscetibilidade a antimicrobianos, atividade hemolítica e presença 

de genes de virulência devem ser avaliados. Além disso, outro aspecto que precisa 

ser abordado são os mecanismos envolvidos na tolerância às condições intestinais. 

O trato gastrointestinal é um ambiente dinâmico, e os microrganismos a ele expostos 

devem ser capazes de sobreviver a diversas condições de estresse, como ambiente 

ácido, alcalino e a presença de sais biliares 
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no fluido intestinal. Outro fator é a capacidade de adesão, o que vai conferir a 

capacidade de colonizar o epitélio intestinal e assim, promover os benefícios 

propostos. 

Algumas bactérias probióticas exibiram propriedades imunomoduladoras, o 

que é ideal para o tratamento de doenças relacionadas à disbiose associadas à 

inflamação. Essas bactérias podem equilibrar respostas anti-inflamatórias e pró 

inflamatórias, através de diferentes mecanismos sendo um deles a capacidade de 

estimular as células a produzirem citocinas, que irão direcionar o desenvolvimento da 

resposta imune. 

Diante do exposto, o presente estudo buscou expandir os conhecimentos 

quanto ao potencial biotecnológico de Bacillus altitudinis 1.4. O isolado foi prospectado 

de uma área úmida em 2016 e testado quanto às suas potencialidades, o 

microrganismo tem potencial de produção de substância antimicrobiana, sendo capaz 

de inibir bactérias do gênero Listeria. 
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2. OBJETIVOS 

 
 

2.1 Objetivo Geral 
 
 

Avaliar o potencial biotecnológico de Bacillus altitudinis 1.4 proveniente de 

sedimento de uma área úmida no Estado do Rio Grande do Sul. 

 
2.2 Objetivos Específicos 

 
 

2.2.1 Identificar o isolado bacteriano através do sequenciamento 

genômico total; 

2.2.2 Avaliar a inocuidade do isolado através de ensaios in vitro e com 

a análise do genoma total; 

2.2.3 Avaliar propriedades do isolado bacteriano relacionadas ao 

biocontrole de plantas; 

2.2.4 Avaliar o potencial probiótico de B. altitudinis 1.4, através de 

ensaios in vitro e a partir do estudo do genoma; 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

3.1 Gênero Bacillus 
 
 

Bacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales e família 

Bacillaceae.O gênero foi descrito pela primeira vez em 1.872, e atualmente 

compreende mais de 400 espécies, que variam entre espécies patogênicas a 

importantes microrganismos produtores de metabólitos secundários, usados em 

diferentes setores (Dunlap, 2019; LPSN, 2021). 

Microrganismos pertencentes a este gênero são Gram-positivos, em forma 

de bastonete, aeróbios ou anaeróbios facultativos com baixo conteúdo de guanina e 

citosina (GC), a locomoção geralmente acontece por meio de flagelos, são 

formadores de esporos, que podem ser cilíndricos, ovais, arredondados ou em forma 

de rim. Em meios não seletivos, Bacillus spp. geralmente exibem colônias grandes e 

planas e são frequentemente beta-hemolíticas. São resistentes a condições adversas, 

como ao calor, ausência de água, radiação e produtos químicos e são ubíquos na 

natureza (Comba et al., 2018; Fan et al., 2018; Li et al., 2018; Bukharin et al., 2019; 

Kuebutornye et al., 2019; Premkrishnan et al., 2021; Thapa et al., 2021). Alguns 

estudos demonstraram a capacidade de sobrevivência deste grupo de bactérias em 

ambientes inóspitos, como em sistemas quentes e salinos, desta forma podendo ser 

classificados como termofílicos e halofílicos (Dunlap et al., 2015; Mandic-Mulec et al., 

2015; Verma et al., 2018). Há também espécies que podem ser classificadas como 

psicrofílicas, acidofílicas e alcalofílicas (Liu et al. 2019). 

Bacillus spp. são conhecidos pela capacidade de sintetizar uma variedade 

de moléculas bioativas, incluindo enzimas e peptídeos antimicrobianos, sendo desta 

forma, de grande interesse das indústrias agrícolas, alimentícias e farmacêuticas 

(Elshaghabee et al., 2017; Ntushelo et al., 2019; Goswami et al., 2019). 

No setor agrícola, Bacillus spp. vêm sendo estudado devido as funções 

ecológicas que este grupo de microrganismos apresenta, como ciclagem de 

nutrientes, capacidade de tolerância ao estresse das plantas e formação de 
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biofilmes (Saxena et al., 2019; Wang et al., 2019). Bacillus inclui as espécies de 

bactérias mais abundantes na rizosfera com a capacidade de promover o crescimento 

de plantas, e produção de metabólitos antibacterianos e antifúngicos, além disso, 

esses microrganismos são reconhecidos como a principal fonte de cepas para 

formulações comerciais registradas como bactérias biocontroladores na agricultura 

(Saxena et al., 2019; Sang-Mo et al., 2019). 

A produção de enzimas líticas por Bacillus spp., vêm sendo estudada como 

alternativa ao controle de doenças causadas por fungos. As quitinases, glicanases, 

lipases e proteases, são fundamentais para degradação de componentes da parede 

celular dos fungos como quitina e glicana, além do que, a produção de quitinase é 

indicadora de atividade bioinseticida (Berini et al. 2018; Rishad et al., 2017; Subbanna 

et al., 2019). 

Na área farmacêutica, Bacillus spp. vêm sendo estudado por suas 

propriedades farmacológicas, antioxidantes e antimicrobianas. Jankoski et al. (2021) 

avaliaram bactérias isoladas de áreas úmidas, no Estado do Rio Grande do Sul, 

quanto a produção de compostos antimicrobianos. Constatou-se que o isolado 

Bacillus sp. sed 2.2 foi produtor de compostos antimicrobianos e produtor de enzimas 

hidrolíticas. O composto antimicrobiano estudado apresentou inibição da cepa Listeria 

monocytogenes ATCC 7644, além de outras espécies de Listeria. 

Rajan et al. (2021) avaliaram bactérias associadas a sedimentos de 

mangue a fim de testar suas propriedades farmacológicas. Segundo os autores, um 

isolado de Bacillus MBMS5 foi capaz de inibir patógenos como Vibrio parahemolyticus 

MTCC 451, Escherichia coli MTCC 443, Aeromonas caviae MTCC 646, além de 

apresentar propriedades anti-inflamatórias contra a enzima pró- inflamatória induzível 

5-LOX. 

Em alguns estudos, isolados de Bacillus vêm sendo usados como 

probióticos, em diferentes alimentos, como, iogurte, kefir, kimchi, alimentos 

fermentados (Sirokou et al., 2019; Ragul et al., 2017; Shivangi et l., 2020; Zhang et al., 

2020; Jeong et al., 2020). 
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3.1.1 Bacillus altitudinis 

 
 

A espécie Bacillus altitudinis foi isolada e caracterizada pela primeira vez 

em 2006 a partir de amostras de ar coletadas de tubos criogênicos (Shivaji et al., 

2006). Posteriormente, a espécie foi encontrada em outros hábitats, como solo, 

plantas, animais, sedimento e água (Yue et al., 2020; Cortese et al., 2021; Esakkiraj 

et al., 2012; Ohair et al., 2017; Khan et al., 2022). 

B. altitudinis está inserido dentro de um complexo que consiste nas 

seguintes espécies: Bacillus altitudinis, Bacillus australimaris, Bacillus safensis, 

Bacillus pumilus, Bacillus xiamenensis, Bacillus zhangzhouensis (Liu et al., 2016). 

As principais características fenotípicas de B. altitudinis são: crescimento 

em ágar nutriente, apresentando colônias brancas, convexas com margem regular, 

medindo de 2 a 3 mm de diâmetro. A temperatura para seu desenvolvimento é entre 

8 e 45 ºC, pH entre 5 – 8, e tolera até 2% de NaCl. Apresenta resultados negativos 

para atividades de urease e fenilalanina desaminase, redução de nitrato a nitrito, 

utilização de citrato e teste de Voges-Proskauer e produz ácido a partir do manitol 

(Shivaji et al., 2006). 

Segundo alguns autores, a bactéria B. altitudinis é uma espécie que 

engloba cepas que interagem frequentemente com plantas, e essa associação resulta 

em produção de fitohormônios, aumento da nutrição mineral, inibição de 

fitopatógenos, produção de sideróforos e também auxiliam as plantas em sistemas de 

fitorremediação (Kumaravel et al., 2018; Budiharjo et al., 2017). 

Na área industrial a espécie foi reconhecida como potencial produtora de 

enzimas (Shah et al., 2015; Zhang et al., 2021; Cortese et al., 2021). B. altitudinis pode 

ter importante aplicação na indústria devido à ampla gama de possibilidades em seus 

produtos: como na produção de enzimas xilanolíticas e a redução da fitotoxicidade 

induzida pelo cobre (Thite et al., 2021; Yue et al., 2021). 

Khan et al. (2021) avaliaram a eficiência de degradação de lignina por B. 

altitudinis SL7 isolado de efluente de fábrica de celulose e papel. Os autores relatam 

que o isolado, reduziu a cor e teor da lignina em 26 e 44% respectivamente. 
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3.2 Potencialidades do gênero Bacillus 

 
 

Atualmente, o gênero Bacillus é utilizado para fins industriais e algumas 

espécies são reconhecidas como seguras, ou seja, não apresentam toxinas e não 

são patogênicas (Harirchi et al., 2022). A diversidade metabólica, não 

patogenicidade (exceto para algumas espécies), taxas de crescimento rápido, 

notável resistência a condições adversas e produção de vários metabólitos, como 

enzimas, aminoácidos, vitaminas, surfactantes e compostos bioativos, tornam este 

microrganismo como potencial candidato em aplicações industriais (Sar et al., 2022). 

Na indústria de alimentos, Bacillus é utilizado em produtos lácteos e 

fermentados. As β-glucanases de Bacillus amyloliquefaciens, podem ser utilizadas 

na indústria do vinho para reduzir o processo de maturação, na produção de 

cervejas, elas são utilizadas para prevenir “sedimentos” na bebida, e também para 

diminuir o teor de glúten em biscoitos (Tille et al., 2014; Ngalimat et al., 2021). 

Outras espécies de Bacillus podem hidrolisar diferentes polissacarídeos 

produzindo diferentes enzimas, utilizadas na indústria alimentícia, que são usadas na 

fabricação de glicose concentrada ou xaropes de milho com alto teor de maltose 

usados na produção de doces e sorvetes, adoçantes em bebidas (Alagöz et al., 2016). 

Na indústria farmacêutica, os microrganismos vêm sendo cada vez mais 

utilizados na produção de biofármacos, e no geral, os antibióticos, são um dos 

principais produtos farmacêuticos produzidos por microrganismos. O gênero Bacillus 

pode produzir diferentes classes de antibióticos, como, oligopeptídeos, peptídeos 

antimicrobianos e compostos aminoglicosídeos (Harwood et al., 2018; Xiang et al., 

2021). Os peptídeos antimicrobianos produzidos por Bacillus são produtos de 

interesse para aplicações biotecnológicas (Vairagkar e Mirza, 2021). Esse grupo de 

microrganismos é reconhecido por produzir peptídeos antimicrobianos há mais de 50 

anos, dedicando até 5% de seu genoma à produção desses compostos (Stein 2005; 

Sumi et al., 2015). Guo et al. (2022) estudaram compostos antifúngicos produzidos 

por Bacillus altitudinis Q7. Os autores relataram que o composto foi eficiente contra 

Alternaria alternata, indicando um potencial agente de controle biológico. 
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3.2.1 Bacillus como promotor do crescimento vegetal 

 
 

As bactérias que estabelecem colônias na rizosfera e impulsionam o 

crescimento da planta são chamadas de rizobactérias promotoras do crescimento da 

planta. As cepas bacterianas do gênero Bacillus estão entre as bactérias mais 

conhecidas (Zhang et al., 2016; Saxena et al., 2019; Pranaw et al., 2020). Esses 

microrganismos promovem o crescimento das plantas por diferentes mecanismos, 

direto ou indiretos. Os de ação direta são definidos como, o uso de características 

bacterianas que resultam na promoção direta do crescimento da planta, incluindo a 

fixação biológica do nitrogênio, produção de auxinas, ácido indol-3-acético (IAA), ácido 

1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC deaminase), citocininas, giberelinas, 

solubilização de fósforo (Glick et al., 2012; Kudoyarova et al., 2014). 

Já os de mecanismo indireto estão relacionados com as propriedades das 

bactérias em produzirem compostos, como compostos antimicrobianos, sideróforos, 

enzimas líticas, que inibem o funcionamento de microrganismos fitopatogênicos 

(Cuong e Hoa, 2021; Lipková et al., 2021; Shahid et al., 2021; Bessai et al., 2022; 

Mirskaya et al., 2022). 

Os microrganismos podem estimular o crescimento e aumentar a 

resistência das plantas sintetizando fitohormônios, como: auxinas, etileno, citocininas, 

giberelinas (Kang-S et al., 2019). As auxinas incitam a diferenciação tecidual, o 

alongamento celular e a divisão celular em plantas. Já as giberelinas são uma classe 

de hormônios que exercem efeitos profundos no crescimento e desenvolvimento das 

plantas (Woodward et al., 2005). As giberelinas atuam no alongamento de raízes e 

brotos, germinação de sementes, floração e padrão de frutificação (Radhakrishnan et 

al., 2016). 

As citocininas desempenham um papel fundamental nos processos 

fisiológicos, como a abertura dos estômatos (para as trocas gasosas da planta), além 

disso, participam da fotossíntese, divisão celular, metabolismo de nutrientes (Brenner 

et al., 2015). 

O uso excessivo de fertilizantes fosfatados convencionais para melhorar a 

produtividade agrícola, causa poluição das águas superficiais e subterrâneas, 
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diminuição da fertilidade do solo e acúmulo de elementos tóxicos (Ribeiro et al. 

2020).Diferentes microrganismos do solo são capazes de solubilizar o fosfato insolúvel 

do solo e liberar o fósforo solúvel e disponibilizá-lo para as plantas, como é o caso do 

Bacillus spp. No trabalho de Maharana e Dahl (2022) os autores obtiveram resultados 

positivos ao avaliar a solubilização de fosfato por Bacillus cereus S0B4, Solibacillus 

isronensis S0B8 e Bacillus amyloliquefaciens S0B17. 

Em relação aos mecanismos indiretos de crescimento de plantas, podemos 

citar os sideróforos, que são compostos quelantes de metais de baixo peso molecular, 

que em condições de ferro limitado, são produzidos pelos microrganismos. O ferro 

(Fe) atua como um elemento-chave em vários tipos de processos biológicos, como, 

metabolismo do oxigênio, síntese de DNA e RNA, transferência de elétrons e 

processos enzimáticos. Os sideróforos têm a capacidade de diminuir a acessibilidade 

de Fe para patógenos, funcionando como agente de biocontrole, já que os 

microrganismos produtores de sideróforos restringem a propagação de doenças e 

promovem o crescimento da planta (Khan et al., 2018; Beneduzi et al., 2012; Goswami 

et al., 2016). 

O potencial de Bacillus altitudinis HNH7 e Bacillus velezensis HNH9 foi 

avaliado quanto às suas características como promotoras de plantas. Foram 

realizados ensaios in vitro e ambos os isolados apresentaram resultados positivos 

para atividade proteolítica, celulolítica e amilolítica e também foram capazes de 

produzir sideróforos. (Hasan et al., 2022). 

A produção de enzimas líticas é uma característica importante dos agentes 

de biocontrole, elas rompem as paredes celulares dos patógenos alvo, alterando a 

estabilidade estrutural e a integridade. A quitina é um dos principais constituintes das 

paredes celulares dos fungos. Algumas cepas bacterianas podem degradar as 

paredes celulares dos fungos produzindo enzimas hidrolíticas, incluindo quitinases, 

desidrogenases, exo e endopoligalacturonases, lipases, fosfatases, proteases, β-

glucanases, hidrolases, pectinoliases e celulases (Xie et al., 2016). 

A capacidade de Bacillus spp. produzir diferentes tipos de compostos 

bioativos tem um impacto direto no desenvolvimento das plantas e no rendimento 

agrícola, aumentando os nutrientes disponíveis para os vegetais. A maioria dos 
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nutrientes necessários é aplicada às plantas por fertilização, contudo, essa técnica 

traz um impacto negativo para o meio ambiente (Bhattacharyya et al., 2016), diante 

disso, uma das melhores soluções para uma fertilização “mais limpa” seria o uso de 

fertilizantes a base de bactérias promotoras de crescimento vegetal, como cepas do 

gênero Bacillus (Cimo et al., 2020). 

 
3.2.2 Bacillus no controle biológico 

 
 

Segundo Stemberg et al. (2021) controle biológico é definido como “a 

exploração de agentes vivos (incluindo vírus) para combater organismos nocivos 

(pragas e patógenos), direta ou indiretamente, para o bem humano”. Essa estratégia 

pode diminuir as perdas de rendimento causadas por doenças foliares, entre outras, 

ao passo que não apresenta os riscos do controle químico (Hashem et al., 2019; 

Sharma et al., 2020). 

Agentes de biocontrole microbiano ajudam a controlar patógenos de 

plantas por meio de diferentes métodos, incluindo indução de resistência, competição 

por espaço e nutrientes e outros métodos que envolvem a interrupção das condições 

de crescimento necessárias para o crescimento de patógenos. Vários microrganismos 

são conhecidos por produzir antibióticos, enzimas e vários outros metabólitos e 

compostos que ajudam a controlar patógenos de plantas (Köhl et al., 2019). 

Espécies bacterianas conhecidas como bactérias promotoras do 

crescimento de plantas são efetivamente usadas como biofertilizantes (Goswami et 

al., 2016). Dentre elas, podemos destacar: Agrobacterium radiobacter, Azospirillum 

lipoferum, Bacillus licheniformis, B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

pumilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas 

syringae, Rhizobium spp., etc. (Kaushal et al., 2017; Khabbaz et al. 2019; 

Dobrzynski et al., 2022). No trabalho de Jiang et al. (2018) foi avaliada uma espécie 

de Bacillus velezensis para ser usada em biocontrole do patógeno Botrytis cinerea, 

causador da doença do mofo cinzento na pimenta, os autores relataram que B. 

velezensis poderia suprimir o crescimento e a formação de esporos de B. cinerea, 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00203-022-03279-w#ref-CR49


11  

 
através da secreção de metabólitos secundários. 

Pranaw et al. (2020) avaliaram o efeito de bactérias promotoras de 

crescimento de plantas no aumento da biomassa de Miscanthus giganteus. No 

trabalho os autores observaram um efeito significativo de B. altitudinis KP – 14 nos 

parâmetros: altura da planta, dos caules, folhas e peso seco das raízes. B. altitudinis 

KP – 14 apresentou atividade antimicrobiana contra F. culmorum e B. cinerea, 

demonstrando que o isolado pode ser considerado um potencial agente de biocontrole 

contra esses fitopatógenos fúngicos. No trabalho de Zeng et al. (2021) foi avaliado o 

potencial biocontrole do isolado B. altitudinis GLB 197. Os resultados demonstraram 

que o isolado inibiu significativamente o micélio de nove fungos patogênicos. 

 
3.2.3 Potencial probiótico de Bacillus sp. 

 
 

Probióticos são definidos como “microrganismos vivos que quando 

administrados em doses adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro” 

(FAO, 2002). Eles são frequentemente usados para melhorar o equilíbrio dinâmico da 

microbiota intestinal, contribuindo assim, para a saúde intestinal (Mörkl et al., 2020; 

Cui et al., 2020). 

Esses microrganismos exercem seus efeitos benéficos através de 

diferentes modos de ação e já se relatou o uso na prevenção de várias patologias, 

incidindo principalmente nos sistemas gastrointestinal e imunitário (Wieers et al., 

2019; Navarro-Lopez et al., 2019; Emre et al., 2020). 

Os mecanismos de ação dos probióticos são diversos, como: produção de 

substâncias antimicrobianas, como ácidos orgânicos ou bacteriocinas, regulação da 

resposta imune através da secreção de IgA contra possíveis patógenos, reduzem o 

risco de desenvolver alergia, melhoram a função da barreira da mucosa intestinal, 

modulam a expressão de genes do hospedeiro, liberam proteínas funcionais como 

lactase ou enzimas naturais e diminuem a adesão de patógenos (Plaza-Diaz et al., 

2019). 

Algumas das cepas probióticas mais comumente usadas incluem 

membros  da  família Lactobacillaceae,  incluindo  os  gêneros  Lactiplantibacillus, 
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Lacticaseibacillus, Lactobacillus e Bifidobacterium spp. (Brutscher et al., 2022). Além 

disso, certas espécies de Bacillus foram relatadas como potenciais probióticos, como 

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, B. pumilus, Bacillus siamensis e 

Bacillus subtilis (JeżewskaFrąckowiak et al., 2019). 

Os esporos de espécies de Bacillus são considerados responsáveis pela 

germinação ou persistência no intestino delgado e modulação das condições 

intestinais (Bernardeau et al., 2017 ). Essas características probióticas são específicas 

da cepa e variam entre as cepas. 

A Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura (FAO) 

e a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2020) forneceram diretrizes para a 

avaliação da segurança dos probióticos usados em alimentos. Nomeadamente é 

recomendado que as cepas probióticas sejam caracterizadas por uma série de testes 

(a especificidade da cepa está ligada aos efeitos probióticos) que irão determinar 

possíveis riscos à saúde. Os testes incluem, resistência a antibióticos, atividades 

metabólicas probióticas, produção de toxinas, atividade hemolítica. 

Além da segurança, outro aspecto a ser abordado são os mecanismos 

envolvidos na tolerância às condições intestinais humanas durante a seleção de uma 

cepa probiótica. O trato gastrointestinal é um ambiente dinâmico, e os microrganismos 

a ele expostos, devem ser capazes de sobreviver a diversas condições de estresse, 

como o ambiente extremamente ácido, o ambiente alcalino e a presença de sais 

biliares no fluido intestinal (Alp e Hakan, 2019). 

Geralmente se considera que, para aplicação em produtos alimentícios, os 

probióticos precisam ser capazes de sobreviver até que tenham alcançado a parte do 

trato gastrointestinal em que exercerão seus supostos efeitos no intestino (Breyer et 

al., 2020). 

Jeon et al. (2017) investigaram as propriedades probióticas da bactéria 

Bacillus subtilis P223, isolado de kimchi. Os esporos da bactéria apresentaram alta 

tolerância ao suco gástrico e sais biliares, além de aderência às células intestinais e 

capacidade de autoagregação. 

Bacillus paralicheniformis (SN-6) derivado do rúmen de búfalo foi 

avaliado quanto as suas propriedades probióticas. O isolado exibiu tolerância à 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6811671/#CR3
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simulação do trato gastrointestinal, além de ser inócuo (Yang et al., 2022). 

Zeng et al. (2022) avaliaram o potencial probiótico de dois isolados de 

Bacillus licheniformis e dois isolados de Bacillus altitudinis. De acordo com os autores, 

os quatro isolados apresentaram tolerância a ácidos e à bile, além de hidrofobicidade, 

autoagregação e sensibilidade aos antibióticos testados, características importantes 

para cepas potenciais probióticas. Mukherjee et al. (2016) avaliaram o potencial 

probiótico Bacillus stratosphericus, B. aerophilus, B. licheniformis e Solibacillus 

silvestres. O estudo revelou propriedades probióticas destas bactérias, além de exibir 

atividade antagonista contra patógenos de peixes. 

 
3.3 Aplicação de probiótico de Bacillus em rações 

 
 

Os aditivos alimentares e suplementos nutricionais estão ganhando cada 

vez mais importância na indústria, bem como nos sistemas de saúde, devido 

ao seu amplo espectro de impactos benéficos, como promoção do crescimento e 

produção, aprimoramento imunológico e proteção da saúde (Alagawany et al., 2018; 

Farag, et al., 2019). Fatores não nutricionais como higiene, processamento dos 

ingredientes da ração, temperatura ambiente, saúde animal e composição genética 

têm impacto no desempenho do animal (Chlebicz & Slizewska, 2020; Mohamed 

et al., 2019). 

Os aditivos alimentares utilizados na alimentação de aves, com o objetivo 

de promoção de crescimento, são antibióticos, probióticos, oligossacarídeos, 

enzimas e ácidos orgânicos (Bin-Jumah et al., 2020; Elgeddawy et  al.,  2020).  

Desde  a  década  de  1940,  os  antibióticos  são amplamente utilizados para 

construir a imunocompetência das aves contra doenças infecciosas e como 

promotores de crescimento, contudo, o uso dessas drogas, pode levar ao 

desenvolvimento de bactérias resistentes e que podem ser transferidas 

geneticamente. Diante disso, o uso de probióticos surge como uma alternativa a 

substituição dos antimicrobianos. Bilal et al. (2021) avaliaram o impacto dos 

probióticos de B. pumilus e B. subtilis na diversidade e maturidade microbiana na 

microbiota cecal em diferentes fases da vida em frangos de corte. Os resultados 
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mostraram uma melhora da diversidade bacteriana em aves mais jovens e que os 

probióticos auxiliam a microbiota cecal a atingir a maturação precoce (14º dia) através 

de um aumento na abundância de membros de determinadas famílias bacterianas. Os 

benefícios dos probióticos se estendem a outros grupos de animais como os leitões, 

Lee et al. (2014) demonstraram que a suplementação de cepas probióticas de Bacillus 

poderia melhorar o desempenho de crescimento, reduzir a incidência de diarreia e 

melhorar a morfologia intestinal em leitões desmamados. He et al. (2020) avaliaram 

duas espécies, B. subtilis DSM 32540 e B. pumilus DSM 32539 no desempenho de 

crescimento, diarreia, saúde intestinal, microbioma e imunidade sistêmica de leitões 

desmamados experimentalmente infectados com E. coli enterotoxigênica (ETEC). Os 

autores relataram que a suplementação melhorou a desempenho do crescimento, 

aliviou a gravidade da diarreia, melhorando a saúde intestinal e reduziu a inflamação 

sistêmica de leitões infectados com a cepa patogênica. 

Diferentes estudos em suínos e aves demonstraram que os probióticos 

ajudaram a desenvolver uma microbiota saudável, impedindo a adesão de patógenos 

e a regulação do sistema imunológico (Wang et al., 2019; Chance et al ., 

2021). 

 
3.4 Sequenciamento genômico de isolados de Bacillus com 

potencial probiótico 

 
As tecnologias de sequenciamento de alto rendimento e analises in silico 

vem sendo aplicadas com sucesso na identificação de cepas potencialmente 

probióticas e na identificação de seus genes. Além disso, a tecnologia de alto 

rendimento pode conduzir a análises mais abrangentes, como os potenciais 

mecanismos probióticos de uma cepa (Li et al., 2020; Zhang et al., 2022). 

Diversos estudos sobre as espécies de Bacillus e seu potencial probiótico 

foram realizadas utilizando ferramentas in vitro e in vivo, contudo, o sequenciamento 

completo do genoma pode fornecer dados adicionais na investigação de mecanismos  

potenciais  do  microrganismo  probiótico.  Diante  disso,  métodos 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.935884/full#B61
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.935884/full#B56
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.935884/full#B8
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convencionais, como o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, foi gradualmente 

substituído pelo sequenciamento genômico (Mardis, 2013 ). 

Esta nova abordagem provou identificar com precisão e diferenciar 

efetivamente as espécies de Bacillus, o sequenciamento genômico compara a 

sequência anotada com um banco de dados conhecido, como o NCBI, calculando o 

valor de Identidade Nucleotídica Média (ANI) e/ou realizando a hibridação DNA- DNA. 

De acordo com Khullar et at. (2022) os resultados do estudo genômico melhoraram a 

análise das espécies de Bacillus e sua capacidade probiótica. 

No estudo de Sam-on et al (2023) foi realizada uma mineração do genoma 

de B. velezensis paa rmarcadores probióticos e metabólitos secundários com 

propriedades antimicrobianas. Os autores relataram que foram identificados cinco 

grupos de metabólitos secundários, além de genes de adesão, com tolerância a ácidos 

e sais biliares. Já no estudo de Pereira et al. (2019) foi possível identificar sequencias 

codificadoras envolvidas na biossíntese de antibióticos policetídeos e peptídeos. 

Saroj et al. (2023) avaliaram o genoma da cepa B. clausii 088AE, foram 

identificados genes de resistência a antimicrobianos, como: resistência a beta- 

lactamase, resistência à vancomicina, à eritromicina, contudo, não foi identificado 

nenhum elemento móvel. Além disso, foram identificados genes para tolerância a 

ácidos e sais biliares, adesão e resistência ao estresse ambiental. 

 
3.5 Imunomodulação e probióticos 

 
Quando se fala de imunomodulação e probióticos, é indispensável 

mencionar o sistema intestinal e a microbiota que o compõe, sendo assim, a ação do 

sistema imunológico intestinal deve ser equilibrada para manter a homeostase (Wong-

Chen et al., 2021). A microbiota é o conjunto de microrganismos comensais, 

residentes no organismo, que auxiliam no funcionamento dos órgãos e sistemas. O 

papel que a microbiota desempenha na manutenção da saúde é amplamente aceito, 

principalmente no sistema gastrointestinal, onde é fundamental para imunidade, 

desenvolvimento e conversão de nutrientes (Piccioni et al., 2021). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643822001517#bib27
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Cepas bacterianas específicas podem atuar no ambiente luminal do 

intestino, na barreira da mucosa intestinal e podem regular o sistema imunológico da 

mucosa. Os probióticos podem afetar diferentes células envolvidas na imunidade 

inata e adquirida, como, monócitos, células Natural Killer (NK), macrófagos, linfócitos 

e células epiteliais.  Em particular, eles podem ativar os  receptores  de 

reconhecimento de padrões (RRPs)  expressos em células imunes e não 

imunes. Entre os RPPS, os TLR são os mais estudados, eles agem principalmente 

para iniciar uma resposta imune, e a inflamação é uma atividade de resposta, 

induzindo a expressão de genes necessários para a inflamação (Rohith et al., 2023). 

Os macrófagos no intestino desempenham um papel fundamental no 

aumento da inflamação após uma infecção ou na diminuição da inflamação (Lee et 

al., 2019). No estudo de Pradhan et al. (2016) células vegetativas de B. clausii MTCC-

8326 induziram uma resposta inflamatória em células de macrófagos murinos RAW 

264.7. 
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7. CONCLUSÃO 

 
 

Com o presente estudo, foi possível a identificação do isolado B. altitudinis 

1.4, o qual apresentou características vantajosas tanto para a área ambiental, como 

na área de probióticos/paraprobióticos. 

O isolado demonstrou ser capaz de se aderir a células Caco- 2, sugerindo 

capacidade de adesão ao tecido do TGI e potencial colonização do mesmo, bem 

como, a capacidade de autoagregação e também de se coagregar com 

microrganismos patogênicos, impedindo a ligação dos mesmos ao tecido do 

hospedeiro. 

Outra importante característica observada em B. altitudinis 1.4 é a sua 

capacidade em tolerar as condições adversas do TGI, característica essencial para 

microrganismos probióticos. Também foi possível observar que tanto as células 

vegetativas viáveis e inativadas, e os esporos viáveis e inativados de B. altitudinis 

1.4 apresentaram capacidade imunomoduladora. 

Na área ambiental, B. altitudinis 1.4 foi capaz de coexistir com o isolado 

B. japonicum CT 00345, esta aplicação poderia ser vantajosa para o cultivo de soja, 

sendo de grande importância econômica para o Brasil, uma vez que é considerado o 

maior produtor mundial de soja. 
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