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RESUMO: O presente estudo teve como objetivo obter um 
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 
10, e investigar sua genotoxicidade frente a células VERO. 
O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens 
R 10 foi obtido por técnicas de precipitação de proteínas, 
centrifugação, diálise e esterilização por fi ltração. A 
padronização do teste de genotoxicidade foi realizada 
pela determinação da concentração de proteínas do extrato 
bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10. A 
investigação da genotoxicidade com células VERO ATCC-
CCL 81 foi realizada pelo Ensaio do Cometa, utilizando-se 
60, 80 e 100μg de proteína do extrato bruto. Como controle 
positivo utilizou-se lâminas preparadas com células VERO 
tratadas com uma solução de peróxido de hidrogênio 
(H2O2). O extrato bruto antibacteriano de Bacillus 
amyloliquefaciens R 10 não foi genotóxico para células 
VERO na concentração de 60μg/mL, porém apresentou 
genotoxicidade nas concentrações de 80 e 100 μg/mL. O 
indicativo de genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano 
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 apresentado no Ensaio 
do Cometa, indica a necessidade da realização de análises 
toxicológicas in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Genotoxicidade; Bacillus 
amyloliquefaciens; células VERO.

INTRODUÇÃO

O processamento moderno dos alimentos depende 
de várias tecnologias de conservação para assegurar níveis 
aceitáveis de qualidade desde a produção até o consumo. 
Assim, deu-se o início do uso de bioconservadores, onde o 
desenvolvimento de microrganismos em alimentos é con-
trolado pela adição de substâncias conhecidas como bacte-

riocinas, que são peptídeos antimicrobianos produzidos por 
uma grande variedade de bactérias, particularmente bacté-
rias láticas (BAL) e Bacillus.3, 13, 16  

A natureza química das bacteriocinas e de várias to-
xinas (hemolisinas) faz com que essas substâncias sejam 
degradadas no trato gastrintestinal de homens e animais, 
muitas vezes perdendo sua toxicidade.14 Segundo Marugg10, 
estudos realizados com várias bacteriocinas indicaram que 
elas não são tóxicas nem provocam reações imunológicas 
e, por isso, possuem grande potencial como conservadores 
naturais em alimentos. Até o presente, as únicas bacterioci-
nas produzidas para conservação de alimentos são a nisina 
e a pediocina PA-1, vendidas com os nomes comerciais de 
Nisaplin® e Alta®, respectivamente.6, 12

Frente a essa realidade, Schulz20 investigou a 
citotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus 
amyloliquefaciens R 10 isolado por Batista.2

Em continuidade aos estudos realizados, esse tra-
balho teve como objetivo investigar a genotoxicidade do 
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens 
R 10, com o intuito de utilizá-lo como conservador natural 
de alimentos.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção do Extrato Bruto Antibacteriano de Bacillus 
amyloliquefaciens R 10

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus 
amyloliquefaciens R 10 foi obtido por técnicas de 
precipitação de proteínas, centrifugação, diálise e 
esterilização por fi ltração conforme Figura 1.20 
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A padronização do teste de genotoxicidade foi rea-
lizada pela determinação da concentração de proteínas do 
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens 
R 10 utilizando o Kit de Ensaio para Dosagem de Proteínas 
Totais (Analisa Diagnóstica - Método de Biureto) por com-
paração com padrão de albumina de soro bovino (BSA). 

A leitura foi feita em espectrofotômetro (Hitachi U2010) 
a 545 nm. 

Todos os ensaios foram realizados com o pool de 
extrato bruto, obtido pela mistura dos extratos brutos extra-
ídos em água destilada. O pool foi concentrado por liofi li-
zação para obter as concentrações protéicas testadas nesse 
estudo (Liofi lizador Terroni Favel LT1000/8).

Ativar a cultura estoque de Bacillus amyloliquefaciens R 10 em caldo triptona de soja 

suplementado com extrato de levedura (TSB-YE) 

                          35oC por 24h 

Inocular um erlenmeyer contendo 450mL de TSB-YE com 4,5mL da cultura de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 

                          35oC por 24h 

Centrifugar o caldo de crescimento a 700xg por 30min 

                                       Eliminar o precipitado 

Adicionar, ao sobrenadante, cristais de sulfato de amônio até 20% de saturação (42,2g) 

Deixar em repouso a 4oC por 1h para precipitação de proteínas 

Centrifugar a suspensão a 700xg por 30min 

                                           Eliminar o sobrenadante 

Ressuspender o precipitado em 75mL de água destilada 

Dialisar o material ressuspenso em membrana de diálise de 3,5kDa, contra 5L água destilada 
substituindo esta após 2 e 18h de diálise e na quarta diálise (após 20h do início desse

processo) utilizar 5L água destilada por 4h 

                                     24h em refrigeração 

Esterilizar o material dialisado através de membrana (0,22μm) 

Extrato bruto 

FIGURA 1 – Fluxograma do processo de obtenção do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10.
Fonte: Schulz,20 com algumas modifi cações.
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O processo de diálise foi monitorado qualitativa-
mente com o reagente de Nessler, objetivando o controle da 
remoção de todo o sulfato de amônio utilizado no processo 
de precipitação.7

Triagem da Atividade Antibacteriana do Extrato Bruto

Listeria monocytogenes NCTC 098630 foi ativada 
em TSB-YE a 35oC por 24h. Para detecção da atividade 
inibitória do extrato bruto foram preparadas placas conten-
do ágar Triptona de Soja (Oxoid) suplementado com 0,6% 
de Extrato de Levedura (Difco) - TSA-YE que, após soli-
difi cado, foi inoculado, por semeadura em superfície, com 
0,1 mL de Listeria monocytogenes na concentração de 105 
UFC/mL.

Volumes de 10 μL do extrato bruto foram aplicados 
na superfície das placas de TSA-YE. As placas foram dei-
xadas em temperatura ambiente por 30min para difusão do 
extrato bruto no ágar e depois incubadas a 35oC por 24h. 
Após incubação foi realizada a leitura para observação dos 
halos de inibição. Esta triagem da atividade antibacteriana 
do extrato bruto foi realizada a cada extração e após o pro-
cesso de liofi lização.2, 20

Genotoxicidade

Para avaliação da genotoxicidade do extrato bru-
to antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi 
utilizado o Ensaio do Cometa, segundo a técnica alcalina 
originalmente proposta por Singh et al.,22 com algumas mo-
difi cações na preparação das lâminas propostas por Klaude 
et al.8 e de acordo com as recomendações do International 
Workshop on Genotoxicity Test Procedures.23

O Ensaio do Cometa é um método de eletroforese 
em microgel, utilizado para a detecção e quantifi cação de 
quebras das fi tas de DNA, em células individuais, usando 
microscopia.22 

a) Procedimento
As células VERO ATCC-CCL 81, foram cultivadas 

em placas de 24 cavidades (2,5 x 105células/mL, 1mL/ca-
vidade), formando uma monocamada confl uente em 24h a 
37oC/5% de CO2. Essas células foram cultivadas em meio 
199 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100U/
mL de estreptomicina/penicilina/fungizona. Após o tapete 
formado, cada uma das amostras foi adicionada à placa 
(500μL/cavidade), a qual foi incubada durante 90min, a 
37oC/5% CO2, para avaliação da indução de genotoxicida-
de por exposição aguda das células ao extrato bruto anti-
bacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10. As concen-
trações utilizadas do extrato bruto foram 60, 80 e 100μg de 
proteína. A amostra liofi lizada testada continha 1000μg de 
proteína do extrato bruto.

Os controles positivos foram lâminas preparadas 
com células VERO tratadas com uma solução de peróxi-
do de hidrogênio (H2O2) 200 e 100μM, durante 90min, a 
37oC/5% CO2. A titulação da solução a 30% de H2O2 por 
permanganometria, foi realizada periodicamente, para ga-
rantir a concentração dos controles positivos. Os controles 

negativos foram lâminas preparadas com células VERO 
não tratadas, ou seja, contendo apenas meio de manuten-
ção, submetidas ao mesmo tratamento que as demais.

b) Preparação da suspensão celular
Após os tratamentos, o tapete celular de cada cavi-

dade das placas foi lavado três vezes com 300μL de tam-
pão fosfato de sódio (PBS) e então tripsinizado. Em cada 
cavidade, foram adicionados 150μL da solução de tripsina 
(0,05%):EDTA (0,02%), deixando-se agir por até 5min, 
para a obtenção da suspensão celular e a ação da tripsina 
foi interrompida pela adição de meio MEM/5% soro fetal 
bovino - SFB (500μL/cavidade). A suspensão celular foi 
recolhida com auxílio de uma pipeta Pasteur e centrifugada 
a 350xg por 3min em tubo Falcon. Após o sobrenadante 
foi cuidadosamente descartado e as células foram ressus-
pendidas com 200μL de meio MEM de forma a obter uma 
suspensão de aproximadamente 1x108células/mL. Essa 
suspensão celular foi, posteriormente, adicionada à agarose 
de baixo ponto de fusão (Gibco BRL) para formar a segun-
da camada sobre as lâminas. Foram utilizadas duas lâminas 
por tratamento.

c) Preparação das lâminas
Conforme as modifi cações propostas por Klaude et 

al.,8 foram utilizadas lâminas de microscópio foscas apenas 
numa das extremidades, desengorduradas, e que já tiveram 
uma primeira camada de agarose formada com uma solução 
de agarose de ponto de fusão normal (Gibco BRL) a 1,5% 
em PBS livre de íons cálcio e magnésio e deixadas à tem-
peratura de 4ºC para secagem. Após coloração e análise, as 
lâminas podem, ainda, ser secadas novamente e guardadas 
sem que haja perda importante de material ou alteração na 
aparência dos cometas.

Para cada lâmina foram usados 40μL da suspensão 
celular, previamente preparada e tratada, e 60μL de solução 
de agarose de baixo ponto de fusão a 0,5% em PBS livre de 
íons cálcio e magnésio, mantida a 37oC. Uma lamínula de 
24x60mm foi colocada sobre cada lâmina, imediatamente, 
para que a agarose não secasse, antes de se espalhar por 
toda lâmina. As lâminas foram deixadas a 4ºC, por 15min, 
para a solidifi cação da agarose.
d) Lise celular

Em seguida, foram retiradas as lamínulas e as lâmi-
nas foram submersas em 100mL de solução de lise gelada 
(4ºC), recém-preparada (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris-
HCl 10mM, qsp de NaOH 10N para obter pH 10) adiciona-
da de 10% DMSO e 1% Triton X-100. As lâminas podem 
permanecer nesta solução, no mínimo, por 1h e, no máxi-
mo, por 30 dias.

e) Tratamento alcalino e eletroforese
Após a lise celular, as lâminas foram lavadas com 

PBS gelado com auxílio de uma pipeta Pasteur e subme-
tidas ao tratamento alcalino em solução tampão de pH 13 
(300mM NaOH e 1mM EDTA), previamente refrigerada, 
por 30min, em banho de gelo. A corrida de eletroforese foi 
feita numa cuba horizontal disposta num banho de gelo, 
com voltagem constante (25Volts) e amperagem de 280-
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300mA, por 30min. Durante o tratamento alcalino, ocorre 
o relaxamento e desespirilização dos sítios de rompimento 
da molécula de DNA.15

f) Neutralização
Após eletroforese, as lâminas foram lavadas três 

vezes com uma solução de neutralização (Tris-HCl 0,4M, 
pH 7,5), por 5min cada, sendo em seguida secadas e pos-
teriormente colocadas numa cuba com etanol absoluto por 
alguns segundos. Após secagem, as lâminas foram subme-
tidas à coloração.

g) Coloração
As lâminas foram coradas com 30μL de uma solu-

ção aquosa de brometo de etídeo a 20μg/mL e cobertas com 
lamínulas. O brometo de etídeo é um agente intercalante de 
DNA que emite fl uorescência quando exposto à radiação 
UV.17

h) Análise dos cometas
Após coradas, as lâminas foram avaliadas, imediata-

mente, em microscópio de epifl uorescência (Olympus BX 
40), com fi ltro de excitação de 515-560nm e fi ltro de bar-
reira de 590nm, com aumento de 400X.

A análise dos cometas foi realizada visualmente, 
conforme classifi cação proposta por Kobayashi et al.,9 se-
guindo algumas modifi cações introduzidas por Miyamae et 
al.11

Através da análise microscópica, os cometas fo-
ram classifi cados em cinco categorias: classe I, sem cauda; 
classe II, cometas com pequenas caudas (comprimento da 
cauda menor que 25% do diâmetro da cabeça); classe III, 
cometas com caudas médias (comprimento da cauda entre 
25 e 100% do diâmetro da cabeça); classe IV, cometas com 
caudas longas (comprimento da cauda maior do que o diâ-
metro da cabeça); e classe V, cometas mal defi nidos ou com 
cabeças pequenas.9

Cinqüenta células foram analisadas, ao acaso, na 
região central de cada lâmina e diferenciadas visualmen-
te em cinco classes, utilizando-se um escore, onde foram 
atribuídos valores 0, 1, 2, 3 e 4 para as classes I, II, III, IV 
e V, respectivamente, conforme Figura 2.4, 5, 21 Os cometas 
localizados nas bordas do gel não foram quantifi cados a fi m 
de evitar resultados falso-positivos.

Análise Estatística

Os resultados da avaliação da genotoxicidade atra-
vés do Ensaio do Cometa foram submetidos ao teste de 
comparações múltiplas Student-Newman-Keuls (SNK) 
ao nível de signifi cância de 5%. Os dados foram obtidos 
de três ensaios independentes, cada um em duplicata. Os 
valores referentes às repetições foram obtidos mediante 
somatório dos resultados experimentais, para as diferentes 
classes de cometas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Dosagem de Proteínas do Extrato Bruto

O pool de extratos brutos obtido em água apresen-
tou 283,88μg de proteína/mL. 

Triagem da Atividade Antibacteriana do Extrato Bruto

O pool de extratos brutos apresentou atividade an-
tibacteriana frente Listeria monocytogenes NCTC 098630, 
tanto antes quanto após a liofi lização. 

Genotoxicidade

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amylo-
liquefaciens R 10 não foi genotóxico para células VERO 
na concentração de 60μg/mL, haja vista que não se dife-
renciou, estatisticamente, do controle negativo. As demais 
concentrações testadas, 80 e 100 μg/mL, foram genotóxi-
cas para células VERO (Tabela 1). 

Analisando-se a Tabela 1, constata-se que o extrato 
bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 na 
concentração de 100μg/mL foi altamente genotóxico para 
células VERO, pois não se diferenciou, estatisticamente, 
dos controles positivos. Já na concentração de 80μg/mL 
apresentou uma genotoxicidade intermediária, pois se 
constatou uma diferença estatística signifi cativa, tanto em 
relação ao controle negativo, quanto em relação aos con-
troles positivos.

Cabe ressaltar, que mesmo em função da ausência 
de genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano na con-
centração de 60μg/mL, não devemos descartar o indicativo 
de genotoxicidade apresentado nas demais concentrações 

FIGURA 2 – Diferenciação das classes dos cometas em ensaios de genotoxicidade.
Fonte: Savi.19 

xxx
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testadas. Assim, esses resultados foram importantes para 
justifi car a realização dos estudos toxicológicos in vivo do 
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens 
R 10. 

Poucos estudos de genotoxicidade in vitro têm sido 
realizados com bacteriocinas para uso em alimentos. Esses 
ensaios conseguem detectar a maioria das substâncias ou 
seus metabólitos genotóxicos, porém os resultados positi-
vos precisam ser confi rmados com ensaios de toxicidade 
in vivo.1 

Tanto os ensaios de genotoxicidade quanto os de to-
xicidade de dose repetida são fundamentais para avaliação 
da segurança dos aditivos alimentares, sendo importantes 
na predição de toxicidade e identifi cação dos alvos de toxi-
cidade. Em alguns casos, quando constatada toxicidade em 
tecidos ou órgãos-alvos, torna-se necessário à realização de 
ensaios complementares para investigação defi nitiva da se-
gurança desses compostos.1

Levando-se em consideração a crescente resistência 
ao uso de nisina e outras bacteriocinas em alimentos por 
certos países, principalmente da União Européia, deve-se 
considerar a necessidade de estudos sistemáticos de mu-
tagenicidade, teratogenicidade, de efeitos alérgicos, geno-
toxicidade, bem como de ação dessas substâncias na mi-
crobiota intestinal, haja vista a possibilidade de resistência 
cruzada desses antimicrobianos com os antibióticos utiliza-
dos rotineiramente no combate a infecções.24

Recentemente, Sasaki et al.18 investigaram a geno-
toxicidade in vivo de 39 aditivos alimentares em uso, per-
tencentes a seis categorias: (1) corantes, (2) fi xadores de 
cor, (3) conservantes, (4) antioxidantes, (5) fungicidas e (6) 
adoçantes. No estudo foram testados grupos de quatro ca-
mundongos machos tratados por via oral com cada aditivo 
na dose de até 0,5xDL50 ou dose limite (2.000mg/kg). Os 
animais foram sacrifi cados 3 e 24h após o tratamento e suas 

vísceras (estômago, cólon, fígado, rins, bexiga, pulmão, cé-
rebro e medula óssea) submetidas ao Ensaio do Cometa. 
De todos os aditivos, os corantes foram os mais genotó-
xicos, induzindo danos no DNA do estômago, cólon e/ou 
bexiga. Todos os corantes induziram danos no DNA dos 
órgãos gastrintestinais nas doses mais baixas testadas (10 
ou 100mg/kg).  Dois antioxidantes, três fungicidas e qua-
tro adoçantes também induziram danos no DNA dos órgãos 
gastrintestinais. Os autores acreditam que são necessárias 
avaliações de genotoxicidade in vivo em larga escala para 
os aditivos alimentares, em função do elevado número de 
pessoas expostas diariamente aos mesmos.

A genotoxicidade in vivo nem sempre resulta em 
carcinogenicidade, haja vista que esse ensaio detecta o 
dano no DNA após administração de dose única relativa-
mente alta, enquanto carcinogenicidade é detectada após 
longo tratamento com doses relativamente menores. O de-
senvolvimento de tumores em órgãos-alvos não depende 
somente do nível inicial de dano induzido no DNA ou do 
seu reparo, mas também de outros fatores, como a produ-
ção de metabólitos reativos, sua distribuição e seus efeitos 
na proliferação celular. 18

CONCLUSÃO

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 
apresentou genotoxicidade frente a células VERO, indican-
do a necessidade da realização de análises toxicológicas in 
vivo.

SCHULZ, D.; CAON, T.;  MUSSI, C.S.; SIMÕES, C.M.O.; 
BATISTA, C.R.V.  Genotoxicity of the antibacterial crude 
extract from Bacillus as R 10 against VERO cells. Alim. 
Nutr., Araraquara, v. 19, n. 2, p. 153-158, abr./jun. 2008.

Tabela 1 – Avaliação da genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 
utilizando-se células VERO. 

Concentração Repetição 1 Repetição 2 Repetição 3 Média Desvio-
padrão

Tratamento
Estatístico

100μg/mL 215 162 144 173,67 36,91 a

80μg/mL 120 126 89 111,67 19,86 b

60μg/mL 81 46 38 55,00 22,87 c

C (+)
100 μM 160 147 174 160,33 13,50 a

C (+)
200 μM 197 151 189 179,00 24,58 a

C (-) 34 34 37 35,00 1,73 c

Os valores referentes às repetições foram obtidos mediante somatório dos resultados experimentais, para as diferentes classes 
de Cometa, seguindo-se as classifi cações de Silva et al.21. C(+). Controle positivo; C(-) Controle negativo. Letras diferentes 
indicam que houve diferença signifi cativa entre os grupos; teste SNK.
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ABSTRACT: The present study aims to obtain one 
antibacterial crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 
10, and investigate its genotoxicity against VERO cells. The 
antibacterial crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 
10 was obtained by techniques of precipitation of proteins, 
centrifugation, dialysis, sterilization and fi ltration. The 
standardization of genotoxicity test was performed by 
determining the concentration of protein in antibacterial 
crude extract of Bacillus amyloliquefaciens   R 10. The 
investigation of genotoxicity with VERO ATCC-CCL 81 
cells was realized by Comet assay, using 60, 80 and 100 
μg of protein of the extract the crude. As positive control 
is used slides prepared with VERO cells treated with a 
solution of hydrogen peroxide (H2O2). The antibacterial 
crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10 was not 
genotoxic to VERO cells in the concentration of 60μg/mL, 
but showed genotoxicity in the concentrations of 80 and 
100 μg/mL. The indicative of genotoxicity of antibacterial 
crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10 presented 
in the Comet assay, indicates the need for the realization of 
toxicological analysis in vivo.

KEYWORDS: Genotoxicity; Bacillus amyloliquefaciens; 
VERO cells.
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