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RESUMO 

 

O hábito de consumir alimentos saudáveis torna-se cada vez mais importante no mundo todo, 

pois consiste em uma alternativa para a melhora e/ou a prevenção de diversas doenças, 

principalmente as de origem gastrointestinal. Diante deste fato, várias pesquisas vêm sendo 

realizadas objetivando a busca racional de bioprodutos de valor agregado. Acredita-se que a 

diversidade biológica brasileira possa assegurar a seleção de microrganismos não patogênicos, 

que possam ser usados no tratamento de determinadas enfermidades, como as doenças que 

provocam mau funcionamento do trato gastrointestinal. O consumo de alimentos probióticos 

possibilita a atuação das próprias bactérias benéficas da microbiota intestinal em substituição 

aos medicamentos antimicrobianos comumente utilizados. Diversos estudos indicam que 

bactérias láticas apresentam elevado potencial probiótico e podem ser facilmente encontradas 

em inúmeros ambientes da natureza, particularmente no leite e derivados. No estado do 

Amapá, o consumo de leite de búfala tem se tornado crescente, devido à presença de muitos 

criadouros. Este estudo tem como objetivo o isolamento, caracterização e seleção de 

microrganismos presentes em leite de búfalas criadas de maneira extensiva em área rural do 

estado do Amapá para a avaliação do seu potencial probiótico. As amostras coletadas foram 

submetidas a processos de isolamento e teste de Biologia Molecular – PCR-ARDRA, para 

identificar as bactérias ácido láticas. No teste respiratório, todas as espécies escolhidas 

apresentaram crescimento satisfatório em aerobiose e microaerofilia, garantindo dessa forma 

boa estabilidade durante processamentos industriais. Durante a simulação de estocagem e 

viabilidade, foi possível observar que o microrganismo L. acidophilus – 04LBAB, apresentou 

melhor estabilidade em temperatura ambiente e em geladeira. Ao observar a curva de 

crescimento, todos os Lactobacillus testados se apresentaram com boa capacidade de 

multiplicação no meio de cultura Merck. No teste de sensibilidade aos antimicrobianos, todas 

as amostras testadas apresentaram perfil semelhante de resistência às drogas. No teste de 

adesão a solventes da superfície celular, o microrganismo L. acidophilus – 04LBAB seguido 

pelo microrganismo L. mucosae – 05LBAB demonstram possuir maiores probabilidades de 

adesão de suas células ao epitélio intestinal. No teste de antagonismo in vitro, foi possível 

constatar que todos os microrganismos testados apresentaram bons resultados antagonistas 

frente a patógenos. Entretanto, L. acidophilus – 04LBAB e L. reuteri – 03LBAB 

apresentaram efeito antagonista contra espécie relacionada (Lactobacillus acidophilus), 

sugerindo a produção de substâncias antagonistas, por exemplo, do tipo bacteriocinas. Sendo 

assim, a amostra L. acidophilus – 04LBAB, foi a escolhida para a realização futura de testes 

in vivo em seres humanos e outros animais. Até o presente momento, este microrganismo 

apresenta bom potencial para ser testado pela indústria de laticínios na fabricação de 

alimentos com boa estabilidade no meio de cultivo testado, mesmo sob condições diferentes 

de conservação. A chancela de produto probiótico irá depender de outros ensaios como testes 

de antagonismo in vivo, detecção de mecanismos imunomoduladores e da absorção de 

nutrientes em benefício do hospedeiro. O resultado possibilita novas pesquisas que 

comprovem a eficácia do leite de búfala como alimento probiótico, o que seria uma 

alternativa importante e acessível para o tratamento de doenças do trato gastrointestinal, 

principalmente na região Norte do Brasil. 

 

Palavras-chave: Leite de Búfala. Probiótico. Lactobacillus.Trato gastrointestinal. 
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ABSTRACT 

 

The habit of consuming healthy food becomes increasingly important worldwide because it 

consists of an alternative to the improvement and / or prevention of various diseases, 

especially of gastrointestinal origin. Given this fact, several studies have been carried out 

aiming at the rational pursuit of value-added bioproducts. It is believed that the Brazilian 

biological diversity can not ensure the selection of pathogenic microorganisms which may be 

used in the treatment of certain diseases, including diseases which cause malfunction of the 

gastrointestinal tract. The consumption of probiotic foods enables the performance of their 

own beneficial bacteria of the intestinal microbiota in place to antimicrobial drugs commonly 

used. Several studies indicate that lactic acid bacteria have a high potential probiotic and can 

easily be found in many environments of nature, particularly in dairy products. In the state of 

Amapá, the consumption of buffalo milk has become increasing due to the presence of many 

breeding. This study aims to isolation, characterization and selection of microorganisms 

present in buffalo milk created extensively in rural area of Amapá state to the evaluation of 

their probiotic potential. The samples were subjected to isolation procedures and Molecular 

Biology test - PCR-ARDRA to identify the lactic acid bacteria. In the breath test, all chosen 

species showed satisfactory growth in aerobic and microaerophilic, thereby ensuring good 

stability during industrial processing. During the simulation of storage and viability, it was 

observed that the microorganism L. acidophilus - 04LBAB, showed better stability to 

maintenance at room temperature and in the refrigerator. By observing the growth curve, all 

the tested Lactobacillus performed with good ability to multiply in the Merck culture medium. 

In antimicrobial susceptibility testing, all samples tested showed similar profile of drug 

resistance. In the adhesion test to cell surface solvents, the microorganism L. acidophilus - 

04LBAB followed by the microorganism L. mucosae - 05LBAB shown to possess higher 

probability of their adherence to intestinal epithelial cells. In vitro antagonism test, it was 

found that all the microorganisms present good results antagonists against pathogens. 

However, L. acidophilus - 04LBAB and L. reuteri - 03LBAB showed antagonistic effect 

against related species (Lactobacillus acidophilus), suggesting the production of antagonistic 

substances, for example, the type bacteriocins. Thus, the sample L. acidophilus - 04LBAB, 

was chosen for further conducting in vivo trials in humans and other animals. It follows, to 

date, that this organism has good potential to be tested by the dairy industry in the 

manufacture of foods with good stability in the medium tested, even under different storage 

conditions. The seal of probiotic product will depend on other tests and in vivo antagonism 

tests, detection of immunomodulatory mechanisms and absorption of nutrients for the benefit 

of the host. The result enables new research proving the efficacy of buffalo milk as probiotic 

food, which would be an important and affordable alternative for the treatment of diseases of 

the gastrointestinal tract, mainly in Northern Brazil. 

 

Keywords: Buffalo Milk. Probiotic. Lactobacillus. Gastrointestinal Tract. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

  A produção de alimentos saudáveis e nutritivos em grande quantidade tem se tornado 

um desafio para os profissionais que trabalham com a cadeia produtiva alimentícia. O 

suprimento de alimentos necessários para atender aos requerimentos nutricionais da 

população humana durante os próximos anos torna-se cada vez maior em comparação à 

quantidade previamente produzida ao longo de toda a história.  

 O Brasil detém grande parte da biodiversidade mundial, principalmente, na floresta 

Amazônica, fonte inestimável de matérias-primas nos mais variados setores. Apesar da 

imensa diversidade biológica amazônica, as espécies que a compõem e suas relações 

filogenéticas são pouco conhecidas, muito menos seus microrganismos e suas interações com 

outros seres. 

 Além do disposto acima, pode-se dizer que o Brasil detém grande variabilidade genética, 

com inúmeras espécies não catalogadas ou mesmo desconhecidas pela ciência biológica, o 

que se deve principalmente a sua posição geográfica privilegiada, ao clima e umidade 

adequada e a inúmeros outros fatores bióticos e abióticos propícios.  

A prospecção ética da biodiversidade, visando agregar ciência e tecnologia a seus 

produtos, passa a ser de importância estratégica para os países em desenvolvimento, sendo um 

instrumento tanto para a descoberta de alternativas para o tratamento de doenças típicas destes 

países, como para estimular o crescimento de suas economias. Se considerarmos que o Brasil 

pertence a uma minoria de países ditos megadiversos e com parte significativa da flora 

mundial, que se distingue por seu nível de desenvolvimento em pesquisa científica, contando 

com universidades e institutos de pesquisa que contribuem com a produção científica mundial 

e ainda, com comunidades tradicionais detentoras de amplos conhecimentos de espécies 

vegetais e animais, conclui-se que o país tem potencial para ocupar lugar de destaque, em 

biotecnologia, no cenário internacional. 

Diante desta realidade, várias pesquisas de bioprospecção dos nossos biomas vêm 

sendo incrementadas, objetivando a busca racional de bioprodutos de valor agregado. Dentre 

as iniciativas desta natureza, merece menção o Programa Biota-FAPESP. Criado há 10 anos, 

foi considerado um dos mais ambiciosos programas brasileiros dedicado ao estudo da 

biodiversidade e foi concebido originalmente para catalogar todas as espécies remanescentes 

dos biomas do Cerrado e Mata Atlântica do estado de São Paulo. O programa se diversificou e 

atualmente conta com vários projetos de pesquisa dedicados à busca racional de bioprodutos, 
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com destaque para substâncias biologicamente ativas de importância para a indústria 

farmacêutica. 

  Acredita-se que a diversidade biológica brasileira possa assegurar a seleção de outros 

microrganismos não-patogênicos, que possam ser usados como medicamentos. Além do mais, 

uma das principais preocupações da Organização Mundial da Saúde (OMS) é a 

implementação de novas terapias que não atuem como uma forte pressão seletiva, propiciando 

a geração de patógenos cada vez mais agressivos e resistentes. 

As alternativas disponíveis para substituição dos antimicrobianos nas terapias médicas 

clássicas incluem a utilização de probióticos, prebióticos, simbióticos e agentes fitoterápicos. 

Dentre estas, a utilização dos microrganismos probióticos constitui uma perspectiva 

extremamente interessante, pois as próprias bactérias benéficas da microbiota intestinal do 

homem e de outros animais poderiam ser empregadas em substituição aos antimicrobianos. 

Nestes casos, estes microrganismos poderiam favorecer o equilíbrio do ecossistema 

gastrintestinal, o que seria refletido em melhoria da saúde e boa produtividade. 

Trabalhos científicos têm sido conduzidos tentando avaliar a eficiência da utilização 

dos probióticos, em substituição aos produtos químicos, para modular a saúde. Bactérias do 

gênero Lactobacillus são os principais microrganismos desejáveis encontrados em grandes 

quantidades por todo o trato gastrintestinal (TGI) do homem e de outros animais, mostrando 

ser fortes candidatas como probióticos. 

 Seguindo esta linha de raciocínio, este trabalho se propõe a fazer a pprospecção, seleção  ee  

caracterização  ((bioquímica e molecular)) para aa  produção e avaliação do potencial probiótico 

de microrganismos isolados no Estado do Amapá, onde se pode encontrar grande parte da 

diversidade amazônica, a partir do leite de búfala, cuja criação se torna cada vez mais 

frequente neste estado. Espera-se que o produto final possa ser capaz de desempenhar, 

adequadamente, todos os seus efeitos benéficos, demonstrando o seu potencial favorável à 

melhoria das condições de saúde da população do Brasil, resultando em aumento da 

segurança alimentar e diminuição da utilização de antimicrobianos, atendendo às novas 

exigências dos mercados nacional e internacional.  
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Isolar, selecionar, caracterizar (bioquímica e molecular) microrganismos (bactérias 

lácticas) presentes em leite de búfalas criadas no estado do Amapá para produção e avaliação 

de seu potencial probiótico. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Isolar, identificar por técnicas de biologia molecular (PCR-ARDRA16S-23S rRNA) os 

Lactobacillus spp. e caracterizar alguns aspectos da fisiologia destes microrganismos 

produtores de ácido láctico, presentes no leite de búfalas criadas de forma extensiva. 

Avaliar a capacidade de estocagem das bactérias lácticas selecionadas ao longo do 

tempo, 4ºC e à temperatura ambiente. 

Verificar a susceptibilidade dos microrganismos isolados a diferentes drogas 

antimicrobianas utilizadas na rotina médica. 

Inferir a capacidade dos microrganismos isolados, cultivados em meio Merck (MRS), 

em se aderirem às células do Trato Gastrointestinal (TGI), a partir de testes de adesão de suas 

superfícies celulares, utilizando diferentes solventes.  

Avaliar a capacidade de proteção das bactérias lácticas contra enteropatógenos 

bacterianos, verificando a inibição do crescimento de patógenos, in vitro. 
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3 TRATO GASTROINTESTINAL 

 

3.1 MICROBIOTA INDÍGENA DO TRATO GASTROINTESTINAL 

 

O trato gastrintestinal (TGI) dos mamíferos abriga uma comunidade microbiana que é 

extremamente densa e diversa, podendo ser colonizados por cerca de 10
14

 células microbianas 

indígenas procariotas e eucariotas (SAVAGE, 1977, ZOETENDAL et al., 2001; NICOLI & 

VIEIRA, 2004; KAPER & SPERANDIO, 2005).  

O conceito de intestino como o mais complexo ecossistema microbiano conhecido 

surge do fato de que mais de 75% do peso seco de produtos fecais são compostos por células 

bacterianas e que cada grama contém, aproximadamente, 1 x 10
11 

microrganismos de 

aproximadamente, 50 a 200 gêneros (DUNNE, 2001). 

Diversos tipos de microrganismos estão presentes no intestino. Bactérias são 

predominantes, mas uma variedade de protozoários é comumente encontrada. Fungos 

anaeróbios são amplamente distribuídos no trato gastrintestinal de herbívoros como também o 

são leveduras e bacteriófagos. Tem se estimado que, o cólon de alguns mamíferos, contém 

aproximadamente de 700 a 1000 espécies diferentes de bactérias e são caracterizadas por sua 

densidade, diversidade e complexidade de interações (MACKIE et al., 1999; DUNNE, 2001; 

GUARNER & MALAGELADA, 2003; KAPER & SPERANDIO, 2005), embora estudos 

mais modernos indiquem que somente 30 a 40 destas espécies chegam a atingir níveis 

dominantes, onde possam ter funções para o hospedeiro que as aloja (MOORE & 

HOLDEMAN, 1974; VAUGHAN et al., 2000). Toda esta comunidade microbiana pode se 

localizar no lúmen, nas criptas de Lieberkuhn ou na superfície do epitélio intestinal em 

qualquer parte do trato digestivo (SAVAGE, 1987) e seu estabelecimento e manutenção 

constituem um processo complexo que pode ser influenciado por vários fatores, como: dieta, 

idade, utilização de antibióticos, utilização de probióticos e prebióticos, ambiente, microbiota 

materna, via do parto, interações microbianas e interações microrganismo-hospedeiro e a 

presença de certos genes e receptores (BOURLIOUX et al., 2003; MACKIE et al., 1999; 

SAVAGE, 1999), além de sua sucessão ecológica, demanda nutricional e tolerância oral 

(VAN DER WAAIJ, 1989). Estes dados mostram que esta microbiota é um ecossistema 

imensamente complexo, que pode ser comparado a uma entidade funcional ou a um “órgão” 

dentro do hospedeiro (NICOLI, 1995). 
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Os processos envolvidos na aquisição e subsequente estabelecimento de comunidades 

microbianas intestinais são complexos, envolvendo a sucessão de populações microbianas 

dentro de regiões específicas do intestino, além de interações microrganismo-hospedeiro 

(DUNNE, 2001). Os animais nascem sem qualquer tipo de microrganismo associado, mas 

esta situação é apenas transitória. Por ocasião do nascimento uma colonização de superfícies 

internas e externas do corpo, incluindo a pele e as mucosas do trato respiratório superior, 

sistema urogenital inferior e trato digestivo ocorrem rapidamente após o parto com 

microrganismos oriundos da mãe, alimento e do ambiente. Durante o parto, o recém-nascido 

entra em contato com microrganismos da vagina e genitália externa da mãe, das fezes que 

podem ser expelidas involuntariamente pela mãe e, finalmente, com outras fontes ambientais 

às quais é exposto (SAVAGE, 1977; DUCLUZEAU, 1989; MACKIE et al., 1999; 

KLEESSEN et al., 2000; SAARELA et al., 2002; NICOLI & VIEIRA, 2004).  

Muitos microrganismos não são capazes de colonizar “habitats” do trato de neonatos e 

desaparecem logo após o nascimento. Outros tipos de microrganismos são os pioneiros que 

criarão condições para a colonização de outros que eventualmente formarão a comunidade 

clímax no animal adulto. Quando os pioneiros colonizam os “habitats” estéreis, uma 

sequência de eventos começa. Este processo pode ser interpretado como uma sucessão 

ecológica nos vários “habitats” por microrganismos indígenas. A sequência de colonização é 

relativamente constante e característica em cada espécie animal com somente algumas 

variações dependendo do tipo de parto (cesariana ou natural), o tipo de alimento recebido 

(leite materno ou fórmula) e o grau de exposição ao ambiente (SIMON  GORBACH, 1984; 

NICOLI, 1995; MACKIE et al., 1999; MCFARLAND, 2000; SAARELA et al., 2002; 

GUARNER & MALAGELADA, 2003; NICOLI & VIEIRA, 2004). A partir do momento que 

o número bacteriano aumenta, esses dois fatores – disponibilidade de alimento e espaço – 

ficam escassos, os “habitats” ficam ocupados por microrganismos mais especializados e a 

complexidade da biota aumenta (FALK et al., 1998). 

A maioria dos microrganismos do trato digestivo é anaeróbia, como é o caso das 

bifidobactérias, ou microaerófila e, podem interagir antagonisticamente ou sinergisticamente 

(FULLER, 1992; MOORE & HOLDEMAN, 1974). Como consequência, os gêneros 

envolvidos na sucessão ecológica darão origem a uma comunidade clímax, que pode ser 

observada em indivíduos adultos, onde as condições ambientais e nutricionais não 

influenciam, de maneira significativa, a população dos microrganismos dominantes. São 

encontradas diferenças na composição dessa sociedade microbiana entre as diferentes 
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espécies de mamíferos – por exemplo, entre ruminantes e não ruminantes e entre carnívoros e 

onívoros (SMITH & CRABB, 1961).   

O período inicial da colonização bacteriana no cólon acontece por aproximadamente 

umas duas semanas. As bactérias pioneiras predominantes variam de acordo com as espécies 

de hospedeiro, sugerindo que existem provavelmente alguns mecanismos de controle 

desenvolvidos por cada espécie para sua própria colonização (NICOLI, 1995; KLEESSEN et 

al., 2000). A microbiota relativamente simples de recém-nascidos que se alimentam do leite 

materno permanece até que a suplementação da dieta se inicie. Existe, então, um período de 

transição contínua no qual a microbiota intestinal evolui para parecer-se com a do adulto 

(SAVAGE, 1977; GOLDIN  GORBACH, 1992; NICOLI, 1995; MCFARLAND, 2000; 

KLEESSEN et al., 2000; DUNNE, 2001; SAARELA et al., 2002; NICOLI & VIEIRA, 2004). 

A microbiota gastrintestinal varia quantitativamente, qualitativamente e 

metabolicamente em função da espécie animal, de localizações longitudinais e transversais e 

da idade do hospedeiro (NICOLI, 1995). Em suas descrições de fatores que influenciam a 

microbiologia do ambiente alimentar, MACKIE et al. em 1999, afirmaram que as bactérias 

indígenas não são distribuídas aleatoriamente por todo o trato gastrintestinal, mas, ao 

contrário, são encontradas em níveis populacionais e em distribuições de espécies que são 

característicos de regiões específicas do trato gastrintestinal (DUNNE, 2001).   

A distribuição de bactérias no intestino delgado reflete os números de bactérias que 

entram a partir do estômago e o mecanismo de clareamento do intestino delgado é 

principalmente a motilidade apresentada pelo mesmo. O intestino delgado mediano contém 

altas contagens de microrganismos anaeróbios facultativos e baixas contagens de anaeróbios 

estritos (DRASAR, 1988; NICOLI, 1995; KLEESSEN et al., 2000). O peristaltismo intestinal 

é certamente um fator essencial responsável pela redução da microbiota no início do intestino 

delgado. Se o trânsito do bolo alimentar é normal, o tempo de residência das bactérias no 

intestino é menor que o tempo necessário para sua multiplicação e, portanto, elas não têm 

tempo suficiente para se proliferarem. Logo que a taxa de trânsito decai, como na parte distal 

do intestino delgado, e nas regiões do ceco e do cólon, os microrganismos se dividem antes de 

serem eliminados e seu número total aumenta (DUCLUZEAU, 1989). 

Ácidos biliares, lisozima, enzimas digestivas e imunidade local também podem ter um 

papel no controle das populações microbianas no intestino delgado, mas este papel pode estar 

na determinação de quais bactérias sobrevivem no intestino e não no controle dos níveis 

destas populações (DRASAR, 1988). 
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O intestino delgado distal (íleo) é considerado uma “zona de transição” entre a 

microbiota de níveis relativamente baixos dos dois terços proximais do intestino delgado e 

uma microbiota abundante do intestino grosso. Comparada à parte proximal do intestino 

delgado, a parte distal, com diminuição do peristaltismo e o baixo potencial de óxido-redução, 

mantém uma microbiota mais diversificada e com altos níveis populacionais (10
8
 UFC/g de 

conteúdo intestinal) (BERG, 1996). No íleo distal, espécies Gram-negativo anaeróbias 

facultativas, como enterobactérias (E. coli) aparecem em níveis próximos a espécies Gram-

positivo (Lactobacillus e Enterococcus). Algumas espécies anaeróbias estritas, como 

Bacteroides, Veillonella e Clostridium, estão em equilíbrio com as espécies anaeróbias 

facultativas e sua população chega a 10
9
 UFC/g de conteúdo (DRASAR, 1988; 

DUCLUZEAU, 1989; TANNOCK, 1995; DUNNE, 2001). 

O intestino grosso é o principal sítio de colonização microbiana em animais, 

provavelmente por causa da baixa motilidade intestinal encontrada e o baixo potencial de 

óxido-redução. A taxa média de trânsito intestinal neste local é de aproximadamente 60-70 h. 

Interações bactéria-bactéria são um dos fatores mais importantes no controle da microbiota.  

Metabólitos inibidores produzidos pela microbiota, tais como ácidos graxos voláteis e 

H2S são também determinantes ecológicos significativos. A imunidade intestinal pode ter um 

importante papel na modulação das interações bactéria-mucosa (DRASAR, 1988; BERG, 

1996; KLEESSEN et al., 2000). Os níveis populacionais de bactérias atingem cerca de 10
10

-

10
11

 bactérias/g de conteúdo intestinal, com estimativa de 700-1000 espécies presentes, 

pertencentes a 50 a até 200 gêneros. No intestino grosso 99,9% da microbiota indígena são 

bactérias anaeróbias estritas e a maioria é extremamente sensível ao contato com oxigênio 

atmosférico (DUCLUZEAU, 1989; BERG, 1996; DUNNE, 2001; NICOLI & VIEIRA, 2004; 

KAPER & SPERANDIO, 2005). 

Diferenças drásticas podem ser observadas entre a microbiota do lúmen e da mucosa. 

Enquanto que o ambiente do lúmen pode ser anaeróbico, na mucosa algum nível de oxigênio 

pode vir dos tecidos, criando um ambiente microaerófilo. O lúmen só pode ser colonizado em 

áreas como o íleo e o intestino grosso, onde a velocidade do fluxo digestivo é inferior à 

velocidade de duplicação dos microrganismos. A variação na composição da microbiota em 

diferentes sítios do trato gastrintestinal tem implicações nas informações obtidas de amostras 

coletadas de diferentes sítios (ISOLAURI et al., 2004; NICOLI & VIEIRA, 2004). 

Os diferentes componentes da microbiota gastrintestinal de animais estão presentes em 

diferentes níveis populacionais em um determinado tempo e em um determinado local. A 

distinção entre microbiota dominante e subdominante de um lado e residual do outro é muito 
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importante do ponto de vista funcional. Tem-se estabelecido experimentalmente que uma 

população microbiana no trato digestivo só tem efeito no hospedeiro quando ela está presente 

em níveis maiores que 10
7
 – 10

8
 UFC/g de conteúdo. Abaixo destes valores, a quantidade de 

metabólitos produzidos é insuficiente para agir no hospedeiro. Assim, todo microrganismo 

que tem um papel na fisiologia do hospedeiro pertence à microbiota dominante e 

subdominante (DUCLUZEAU, 1989; NICOLI & VIEIRA, 2004).    

Apesar de alguma variação individual em nível de espécies, a microbiota digestiva 

dominante e subdominante permanece relativamente estável em nível de gênero numa espécie 

animal determinada. Por isso, existe um perfil específico da microbiota intestinal dominante 

para cada espécie animal. Por outro lado, a microbiota residual difere consideravelmente de 

um indivíduo para outro numa mesma espécie animal (NICOLI, 1995). 

3.1.1 Funções da Microbiota Indígena 

 

Os microrganismos que estão constantemente presentes nas superfícies corporais são 

comensais. A colonização destes, em determinadas áreas depende de fatores fisiológicos, 

como temperatura, umidade e presença de certos nutrientes e substâncias inibitórias. Sua 

presença não é essencial à vida do hospedeiro, visto que os animais “livres de germes” podem 

ser criados na ausência completa de uma microbiota normal. Contudo, a microbiota residente 

de certas áreas desempenha um papel bem definido na manutenção da saúde do hospedeiro 

(TANNOCK, 1995).  

Nas mucosas e na pele, a microbiota residente pode impedir a colonização por 

patógenos e o possível desenvolvimento de doença por meio de “interferência bacteriana”. O 

mecanismo da interferência bacteriana não está bem esclarecido. Pode envolver a competição 

por receptores ou sítios de ligação (adesão) nas células do hospedeiro, a competição por 

nutrientes, a inibição mútua por produtos metabólicos ou tóxicos, a inibição mútua por 

substâncias antibióticas ou bacteriocinas ou outros mecanismos. Além dos mecanismos já 

citados, pode-se observar também que a microbiota normal possui função imunomoduladora, 

fazendo com que o organismo do hospedeiro esteja preparado para o combate efetivo de 

patógenos. A estimulação da imunidade local quer a específica, quer os mecanismos naturais 

de defesa, pode constituir uma das explicações para os resultados benéficos do uso de 

probióticos no tratamento e na prevenção de alguns tipos de doenças diarreicas. A supressão 

da microbiota normal cria claramente um local parcialmente vazio que tende a ser preenchido 

por microrganismos provenientes do ambiente ou de outras partes do corpo. Estes 
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microrganismos comportam-se como oportunistas e podem tornar-se patógenos (GIBSON & 

ROBERTFROID, 1995). 

Por outro lado, os próprios membros da microbiota normal podem provocar doença 

em certas circunstâncias. Estes microrganismos estão adaptados ao modo de vida não 

invasivo, definido pelas limitações do meio ambiente. Se forem retirados à força das 

restrições desse ambiente e introduzidos na corrente sanguínea ou em tecidos, esses 

microrganismos podem se tornar patogênicos. De forma geral, os microrganismos da 

microbiota residente normal são inócuos e são benéficos na sua localização normal no 

hospedeiro e na ausência de anormalidades concomitantes (GORBACH & SIMON, 1987). 

Algumas das funções da microbiota intestinal têm considerável importância para o 

hospedeiro. Elas incluem a resistência à colonização, a modulação do sistema imune e 

participação na nutrição do hospedeiro (MCFARLAND, 2000). As bactérias intestinais são 

importantes na conversão dos pigmentos e ácidos biliares, na absorção de nutrientes e 

produtos de degradação e no antagonismo a patógenos microbianos (NAIDU et al., 1999; 

ROLFE, 1984; SILVERMAN et al., 1999). Entretanto, a microbiota intestinal também produz 

amônia e outros produtos de degradação que são absorvidos, podendo contribuir para o coma 

hepático (SAVAGE, 1977). 

 

3.2 PROBIÓTICOS 

 

3.2.1 Histórico 

 

A utilização de microrganismos benéficos pelo homem data de milhares de anos atrás. 

Apesar de serem utilizados empiricamente, bactérias e leveduras estavam presentes nos 

primeiros alimentos fermentados descobertos pelo homem, provavelmente leites fermentados, 

os quais já eram mencionados no Antigo testamento da Bíblia, em Gênesis 18:8, citado por 

KROEGER et al. (1989) e FULLER (1992). Posteriormente, Plínio, um historiador romano, 

recomendou o uso de produtos lácteos fermentados para o tratamento de gastrenterites, em 76 

A.C. (ROBINSON, 1991). 

Ao longo da história, o processamento de queijos, leites fermentados (como iogurte e 

kefir) foram sendo melhorados e, a partir dos estudos de Elie Metchnikoff (1845-1916) em 

1907, pode-se, pela primeira vez, traçar uma relação entre a fermentação do leite e o papel das 

bactérias e leveduras acidificantes (JAY, 1996).  
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Este pesquisador ganhou o prêmio Nobel por seu pioneirismo nas descrições de 

fagocitose. Ele estava interessado nos processos de envelhecimento. De acordo com seus 

estudos, microrganismos indesejáveis presentes no TGI de humanos e animais causavam 

processo de “autointoxicação”. Estas bactérias degradavam proteínas causando putrefação e a 

liberação de amônia, aminas e indol, os quais, dependendo de suas concentrações tornavam-se 

tóxicos para os tecidos humanos. Havia uma solução radical para prevenir esta 

autointoxicação: a retirada do intestino grosso. Outra solução mais real passou a ser 

explorada: a tentativa de substituir ou diminuir o número de bactérias putrefativas no intestino 

pela manipulação da microbiota intestinal, favorecendo os microrganismos que fermentavam 

carboidratos e que tinham pouca atividade proteolítica. A partir destas hipóteses, a 

administração oral de culturas de bactérias fermentadoras “implantaria” microrganismos 

benéficos no TGI. Para tal finalidade, começou-se a investigar o uso de bactérias produtoras 

de ácido láctico, pois as mesmas preveniam o crescimento de bactérias sensíveis ao ácido no 

leite, incluindo as espécies proteolíticas. A este fato, foram associados o estilo de vida e a 

grande longevidade de populações do leste da Europa, as quais consumiam diversos tipos de 

produtos lácteos fermentados como parte de sua dieta. Isto foi considerado como prova de 

eficiência destas bactérias desejáveis e o leite fermentado com “bacilos bulgaricus” dos 

estudos de Metchnikoff determinou o “nascimento” dos probióticos (METCHNIKOFF, 1907; 

METCHNIKOFF, 1908; citados por LILLEY & STILLWELL, 1965 e JAY, 1996). 

A partir dos estudos deste pesquisador russo, que trabalhou no Instituto Pasteur, em 

Paris, a ciência despertou o interesse para o uso de microrganismos produtores de ácido 

láctico. Estes microrganismos não somente produziam ácido nos leites fermentados, bem 

como uma série de outras substâncias elucidadas posteriormente, como compostos 

carbonílicos e bacteriocinas, que possuem atividade antimicrobiana. Por isto, Elie 

Metchnikoff verificou que camponeses búlgaros que consumiam grandes quantidades de 

leites fermentados diariamente apresentavam elevada longevidade, relacionada à baixíssima 

incidência de câncer de cólon e doenças intestinais. Posteriormente, estes achados foram 

explicados pelo fato das bactérias presentes nestes alimentos fermentados inativarem 

compostos carcinogênicos, como enzimas azoredutase e nitroredutase, no intestino 

(SALMINEN, 1998 e 1999). 

Outro pesquisador que forneceu importante contribuição ao uso de probióticos foi 

Tissier. Em 1906, ele recomendou a administração de bifidobactérias para crianças com 

diarreia, postulando que estas bactérias poderiam competir com as bactérias indesejáveis no 



23 

 

 

intestino, eliminando-as e tornando-se o microrganismo intestinal dominante (BALLONGUE, 

1993). 

Adicionalmente, estudos realizados na tribo Maasai (Tanzânia – África) demonstraram 

que nativos que ingeriam elevadas quantidades de carnes vermelhas, mas que consumiam 

grandes quantidades do Kule Naoto (leite fermentado local, com a presença de Lactobacillus 

plantarum), raramente tinham problemas de hipercolesterolemia. O fato foi explicado pelas 

bactérias deste alimento desconjugarem sais biliares no intestino, evitando sua absorção e 

utilização para síntese de colesterol, produzindo efeito hipocolesterolêmico (JAY, 1996). 

 

3.2.2 Definição 

 

A partir deste conhecimento de microrganismos favoráveis a saúde humana, em 1960, 

Richard Parker utilizou pela primeira vez o termo probiótico, com o significado de “a favor da 

vida”, de acordo com a origem grega do termo. LILLEY & STILLWELL, em 1965, 

utilizaram este termo para descreverem substâncias secretadas por um microrganismo que 

estimula o crescimento de outro. Em 1971, outra definição chamou de probiótico extratos de 

tecido que estimulavam o crescimento microbiano, Novamente Parker, em 1974, definiu 

como organismos e substâncias que contribuem para o balanço microbiano intestinal. 

Posteriormente, Fuller (1989) modificou este conceito, introduzindo nova definição para 

probióticos, que seria “suplemento alimentar constituído de microrganismos vivos capazes de 

beneficiar o hospedeiro através do equilíbrio da microbiota intestinal”. E em 1992, Havenaar 

& Huis estenderam o conceito para uma monocultura ou uma cultura mista de 

microrganismos vivos que fornecidos ao homem ou a animais, afetam beneficamente o 

hospedeiro por melhorar as propriedades da microbiota indígena. Outro conceito mais recente 

foi dado durante um seminário sobre probióticos na Alemanha em 1995, sendo definido como 

uma preparação de microrganismos vivos ou estimulantes microbianos que afetam a 

microbiota indígena de um animal, planta ou alimento receptor de uma forma benéfica. Neste 

mesmo seminário, outra definição de probiótico foi de que é uma preparação microbiana que 

contém bactérias vivas ou mortas incluindo seus componentes e produtos, que administrada 

por via oral ou por outra superfície (mucosa), melhora o balanço microbiano ou enzimático 

nessas superfícies ou estimula mecanismos imunes específicos ou não (JANSEN & VAN 

DER WAAIJ, 1995). SALMINEN (1999) definiu probióticos como preparados de 

microrganismos, ou seus constituintes que têm efeito benéfico sobre a saúde e o bem estar do 

hospedeiro.  
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Atualmente, a definição de probióticos utilizada pela Organização Mundial de Saúde 

(World Health Organization - WHO) e Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentos (Food and Agriculture Organization of the United Nations – FAO) é a seguinte: 

“microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas, conferem 

benefício à saúde do hospedeiro” (JOINT FAO/WHO, 2002). 

 

3.2.3 Características Desejáveis 

 

Para que um microrganismo possa ser selecionado e utilizado na preparação de 

produtos probióticos para humanos e animais ele precisa possuir características importantes. 

Estas propriedades incluem: serem produzidos em ampla escala; permanecerem estáveis e 

viáveis durante a estocagem; serem capazes de resistir às condições adversas do TGI (acidez 

gástrica e sais biliares) e nele sobreviver, preferencialmente aderindo-se à mucosa; produzir 

efeito benéfico ao hospedeiro (atividade antimicrobiana contra patógenos; reduzir a adesão de 

patógenos; atividade hidrolítica sobre sais biliares e contribuição nutricional), modulação da 

atividade imunológica e não ser patogênico (FULLER, 1989; JOINT FAO/WHO, 2003).  

De acordo com FAO/WHO (2002), os microrganismos utilizados como probióticos 

apresentam relação espécie-específica com o hospedeiro; devem ser identificados genotípica e 

fenotipicamente, e precisam ter seus efeitos sobre a saúde investigados, a fim de se constatar a 

segurança do microrganismo. 

A resistência ao pH baixo do estômago e tolerância aos sais biliares foi observada em 

sete culturas de Lactobacillus spp. de várias origens (humana, leite e produtos lácteos e 

culturas lácteas). Lactobacillus plantarum LHI10, de origem humana, apresentou melhores 

resultados. As amostras apresentaram variado grau de produção e sensibilidade a 

bacteriocinas (PLOCKOVA et al., 1996). 

A adesão às células do hospedeiro pode ser uma característica desejável dos 

candidatos a probióticos, uma vez que possuindo esta habilidade, seus efeitos podem ser 

mantidos por longo período de tempo, sem a necessidade da contínua administração dos 

microrganismos, como acontece com aqueles que não permanecem no hospedeiro. A 

hidrofobicidade da superfície da célula microbiana é uma característica que indica seu 

potencial de adesão às mucosas, sendo que elevados valores indicam maior habilidade de 

adesão. Esta capacidade foi alta para Lactobacillus fermentum ssp. cellobiosus e menor para 

Lactobacillus animalis (GUSILS et al., 1999).  

http://www.who.int/
http://www.fao.org/
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3.2.4 Mecanismos de Ação 

 

O efeito protetor da microbiota intestinal tem sido estudado por muitos grupos no 

mundo inteiro e tem sido relacionado com antagonismo bacteriano, interferência bacteriana, 

efeito barreira, resistência à colonização ou exclusão competitiva. O mecanismo que preserva 

o balanço entre os diversos microrganismos intestinais e impede que uma determinada 

bactéria se torne dominante, também previne a invasão por bactérias exógenas (incluindo 

patogênicas) e o seu estabelecimento no ecossistema intestinal (ROLFE, 2000). 

A microbiota indígena tem um mecanismo de controle importante, ajudando a prevenir 

o sobrecrescimento bacteriano (coliformes in vitro se dividem a cada 20 minutos e de 6 a 24 

horas no intestino) e confinando estes microrganismos ao lúmen intestinal (CHAPOY, 1989). 

Em certas circunstâncias este controle populacional pode ser perturbado pela flutuação da 

microbiota normal devido a diversos fatores como drogas, dieta, estresse, etc. 

Postula-se que a presença de bactérias ácido lácticas em altos números no intestino 

interfere no crescimento, metabolismo ou sobrevivência de outras bactérias entéricas, 

reduzindo seus efeitos patogênicos ou toxigênicos (SANDERS, 1995). Devido a este efeito 

barreira a evolução do homem e de animais tem sido possível em um ambiente 

frequentemente muito rico em microrganismos patogênicos. O interesse no estudo de 

probióticos reside na provável ação que eles oferecem contra os microrganismos patogênicos 

e/ou seus produtos, oferecendo uma proteção substituta durante as flutuações da microbiota.  

Os probióticos utilizados para humanos ou animais têm diferentes aplicações 

terapêuticas ou profiláticas, como: tratamento de diversas disfunções gastrintestinais 

(intolerância a lactose, constipação, hipersensibilidade alimentar, gastrenterite), alergias, 

dermatites atópicas, infecções do sistema geniturinário inferior ou respiratório superior 

(SALMINEN et al., 1995; SALMINEN, 1998). 

Os probióticos podem suprimir a presença de microrganismos indesejáveis no trato 

digestivo de animais atuando pela exclusão competitiva (NURMI & RANTALA, 1973), por 

modular a atividade imunológica (HOYOS, 1997), por inibirem a ação de toxinas (FULLER, 

1975), e diminuírem a produção de aminas tóxicas e aumentarem a disponibilidade de 

aminoácidos nos locais de absorção (KOZASA, 1989), por economizar energia e aumentar a 

disponibilidade de vitaminas e enzimas (FULLER & COLE, 1988) e por produzir metabólitos 

bactericidas, como ácido lático (FULLER, 1975; BONILLA, 1992). 

A competição por nutrientes e espaço e a inibição de um grupo de microrganismos por 

produtos de metabolismo de outro grupo, a predação e o peristaltismo contribuem para a 
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regulação das populações no TGI. Como todos estes “habitats” são preenchidos por uma 

determinada população bacteriana que interage entre si, torna-se extremamente difícil para 

microrganismos alóctones (transientes), acidentalmente ou intencionalmente introduzirem-se 

neste ecossistema e se estabelecerem. Este fenômeno é definido como exclusão competitiva 

(ALEXANDER, 1971; GOLDIN, 1998). A exclusão de bactérias patogênicas pode ocorrer 

devido à competição por sítios de adesão às células do epitélio do intestino delgado 

(ZUANON, 1995). 

Para que um microrganismo possa exercer a sua ação probiótica em um determinado 

habitat, é necessário que o mesmo se encontre em nível populacional adequado. Muitos 

microbiologistas consideram que para que tais efeitos ocorram, deve haver pelo menos 10
7
 

UFC/g de conteúdo intestinal, no caso do TGI (NICOLI, 1995; GUILLOT, 2001).  

A composição da microbiota de determinada espécie animal pode ser avaliada por 

exames dos microrganismos existentes em suas fezes, o que normalmente é bastante estável 

(TANNOCK, 2003). Lactobacillus rhamnosus DR20 foi administrado via leite para humanos 

diariamente durante seis meses (TANNOCK et al., 2000). Logo após o término do 

fornecimento do probiótico, cessou sua excreção nas fezes dos voluntários. Os níveis do 

probióticos foram relativamente baixos (10
5
 a 10

6
 UFC/g de fezes) e somente foram 

irregularmente detectados nas fezes de 40% dos voluntários que já tinham populações estáveis 

prévias de Lactobacillus.  

Os probióticos podem estimular acúmulos no sistema linfático ao longo do TGI, 

representados pelas placas de Peyer e tonsilas cecais. Estes tecidos captam antígenos 

disponibilizados no trato digestório, que estimulam as células B, produtoras de IgA, e células 

T, colaboradoras das placas de Peyer, favorecendo o desenvolvimento de uma imunidade 

geral e inespecífica. Pelo estímulo imunológico da mucosa, ocorre produção de anticorpos do 

tipo IgA, que bloqueiam os receptores e reduzem o número de bactérias patogênicas na luz 

intestinal. Além disto, ocorre ativação de macrófagos e proliferação de células T (SILVA, 

2000, MACARI & FURLAN, 2005). 

Os probióticos também atuam de forma a proteger a mucosa intestinal. Estes 

microrganismos ao aderirem aos enterócitos protegem os vilos e as superfícies absortivas 

contra toxinas produzidas por microrganismos indesejáveis, permitindo a regeneração da 

mucosa lesada. Com este efeito, os probióticos possibilitam a manutenção da superfície de 

absorção de nutrientes, o que se reflete na conversão alimentar e ganho de peso dos animais 

(DOBROGOSZ et al., 1991). 
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Os microrganismos probióticos são capazes de antagonizar patógenos, exercendo, 

desta forma, proteção importante para o hospedeiro. Os microrganismos utilizados como 

probióticos em humanos e animais, são usualmente componentes não patogênicos da 

microbiota normal, tais como as bactérias ácido-lácticas (principais gêneros Lactococcus, 

Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus) e leveduras como 

Saccharomyces boulardii. O gênero Bifidobacterium é frequentemente envolvido nas 

discussões sobre bactérias ácido-lácticas usadas com fins probióticos. Entretanto deve-se 

mencionar que existe evidência que variantes não patogênicas de espécies algumas vezes 

patogênicas podem agir como os probióticos tradicionais, como linhagens avirulentas de E. 

coli, Clostridium difficile e Salmonella typhimurium (FULLER et al., 1995; MARTEAU et 

al., 2001). Existem atualmente no mercado uma série de produtos comerciais e preparações 

farmacêuticas contendo bactérias probióticas. Dentre os probióticos utilizados para humanos, 

Lactobacillus spp. tem se destacado, por se tratar de um microrganismo pertencente à 

microbiota dominante, apresentando efeitos inibitórios contra diferentes patógenos 

(HANSON & YOLKEN, 1999). 

Um aspecto de grande interesse em relação ao estudo dos probióticos refere-se aos 

seus efeitos na translocação (passagem de microrganismos através de mucosas) de patógenos 

e no sistema imune de hospedeiros, os quais ainda não são completamente conhecidos. 

Alguns probióticos poderiam afetar a translocação bacteriana a partir do intestino, o que seria 

de grande importância para evitar as infecções de origem entérica, dentre as quais a 

salmonelose assume destaque na atualidade (GIL DE LOS SANTOS, 2004; GIL DE LOS 

SANTOS & GIL-TURNES, 2005). 

EWING & COLE, em 1994, descreveram que os Lactobacillus são capazes de 

influenciar a atividade das enzimas dos microvilos intestinais, as quais estão envolvidas no 

processo de absorção de nutrientes e, desta forma, beneficiam o hospedeiro. 

 

3.2.5 Fatores Interferentes 

 

Os resultados obtidos em experimentos com probióticos podem ser afetados por vários 

fatores tais como: tipo de microrganismo probiótico; método de produção; método de 

administração; viabilidade da preparação; condição do hospedeiro e condição da microbiota 

intestinal (FULLER, 1995). De acordo com O’SULLIVAN et al. (1992), existem poucos 

dados consistentes cientificamente para evidenciar os efeitos benéficos dos probióticos 

incorporados em produtos comerciais. Isso está relacionado a desenhos experimentais 
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insatisfatórios, análise estatística inadequada dos resultados, fraca escolha da cepa probiótica 

e controle de qualidade insatisfatório da cultura e do produto. O ceticismo existente em 

relação ao uso de probióticos pode ser explicado em parte às pretensões exageradas e 

“insubstânciadas” usadas na propaganda e venda destes produtos. A maioria dos artigos sobre 

seus efeitos positivos têm sido publicados em folhetos comerciais ao invés de jornais 

científicos. Além disso, muitos microrganismos incluídos nestes produtos não são viáveis 

nem têm sido selecionados pelas propriedades benéficas específicas (por ex. inibição de 

enteropatógenos) ou pela capacidade de sobreviver no trato gastrintestinal (por ex. resistência 

ao baixo pH). TANNOCK (1986) apud FULLER (1995) relata que “para cada artigo na 

literatura científica que objetiva resultados benéficos a partir da ingestão de leite fermentado, 

um outro artigo fornece evidência contrária”. 

A única certeza dos pesquisadores é que com o probiótico certo, administrado da 

maneira correta e no tempo indicado, pode-se obter o(s) efeito(s) benéfico(s) desejado(s). 

Mais conhecimento de como agem os probióticos e os melhores métodos de administração, 

poderia nos capacitar a selecionar linhagens mais ativas e administrá-las de forma que os 

resultados se tornassem mais consistentes (FULLER, 1995). 

 

3.2.6 Riscos na Utilização 

 

Alguns fabricantes de probióticos quando realizam pesquisas em relação ao risco da 

utilização de seus produtos, o fazem baseado na suposta segurança do consumo durante 

séculos de produtos fermentados contendo altos números de bactérias ácido-lácticas. 

Entretanto, nos últimos anos tem aumentado o consumo de bactérias lácticas (por ex. 

lactobacilos e bifidobactéria) e os estudos publicados têm raramente apresentado dados sobre 

eficácia dose-dependente, absorção, distribuição, metabolismo, excreção e duração do efeito 

(DRIESSEN & BOER, 1989; ELMER et al., 1996). Existem alguns dados sobre a 

farmacocinética em humanos de Saccharomyces boulardii, Bifidobacterium, e Lactobacillus 

GG, mas estudos mais completos são necessários para definir e caracterizar como esses 

agentes bioterapêuticos poderiam ser mais efetivos (LEE & SALMINEN, 1995; ELMER et 

al., 1996). A maioria dos casos onde são relatados efeitos danosos ocorreu com pacientes 

imunocomprometidos, onde algumas bactérias e leveduras podem se exprimir como 

patógenos oportunistas. RENNER (1991) relatou casos de “translocação” de Bifidobacterium 

bifidum para linfonodos mesentéricos. Deve-se ressaltar que todos os produtos contendo as 
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bactérias probióticas devem ser avaliados para uso geral e, portanto, seguros para todos os 

consumidores, saudáveis ou não (GIBSON & ROBERFROID, 1995; SANDERS, 1995). 

 

3.2.7 Seleção de Um Probiótico de Ação Intestinal 

 

Até atingir seu local de ação no intestino, o probiótico tem de enfrentar várias 

situações estressantes e até mesmo potencialmente letais (KLAENHAMMER & KULLEN, 

1999). A ingestão de um microrganismo vivo ou, em condições de ser reativado, cujo destino 

deva ser o trato gastrintestinal, é uma complexa e difícil jornada. A sequência de eventos a 

qual estará submetido o microrganismo até atingir o intestino, é a que se segue abaixo 

(HOLZAPFEL et al., 1998). 

Na ingestão o microrganismo entra em contato com o pH relativamente neutro da 

cavidade oral. Subsequente, encontra-se o estômago com seu pH ácido (barreira 

extremamente letal para a maioria dos microrganismos). Depois do estômago vem a mudança 

de pH com a chegada ao intestino e, a agressividade dos sucos intestinais, tais como os sais 

biliares e sucos pancreáticos (HOLZAPFEL et al., 1998). Além desta, a entrada do 

microrganismo no sistema gastrintestinal o deixa em uma tensão de oxigênio e potencial de 

óxido-redução bem menores. 

Além das variações na tensão de oxigênio, pH e do contato com os sucos intestinais, 

existe a extensa microbiota natural contra a qual qualquer microrganismo deverá fazer frente. 

Em outras palavras, isto significa que o microrganismo exógeno deverá possuir uma 

flexibilidade nutricional que o capacite de sobreviver com o que existe disponível, e deva ser 

tolerante aos produtos secundários gerados pelo metabolismo normal de milhares de outros 

microrganismos tais como bacteriocinas, gases, ácidos, etc. (HOLZAPFEL et al., 1998). 

Outros fatores, exteriores ao meio ambiente gastrintestinal, também são de extrema 

importância na seleção de um probiótico. A possibilidade de cultivo em escala industrial é um 

importante critério, o microrganismo deverá ser adaptado a um substrato economicamente 

viável para a fermentação. Deve ser resistente à liofilização e, durante sua reativação, deve 

conservar um alto número de células viáveis. O produto final deve ter um período de 

viabilidade longo na prateleira. 

 

3.2.8 Critérios Para a Segurança de Um Probiótico  
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Vários fatores devem ser observados para a avaliação de segurança de um probiótico 

(ISHIBASHI & YAMAZAKI, 2001). O primeiro deles é que o microrganismo não produza 

substâncias tóxicas, a partir de sua atividade metabólica, para o seu hospedeiro. O probiótico 

não deve ser capaz de se agregar às plaquetas, pois isso contribui para a progressão de 

endocardite. Para prevenir a transferência de genes de resistência a bactérias endógenas, os 

probióticos não devem carregar mais genes de resistência que aqueles para um propósito 

específico. Porém, evidentemente, o critério de maior importância, entre todos os arrolados, é 

que o microrganismo selecionado não seja patogênico para o seu hospedeiro ocasional. 

 

3.3 BACTÉRIAS PRODUTORAS DE ÁCIDO LÁCTICO  

 

O grupo das bactérias produtoras de ácido láctico compreende onze gêneros de 

bactérias Gram-positivo: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, 

Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus e 

Weissella (MOGENSEN, 2003). 

As bactérias ácido-lácticas são encontradas em inúmeros ambientes na natureza, 

particularmente no leite. Elas são também habitantes dos tratos digestivo, respiratório superior 

e urogenital inferior dos animais, inclusive o de humanos (HOVE, 1999). O grupo inclui tanto 

bastonetes quanto cocos não esporulados, podendo ser aeróbios, microaerófilos ou anaeróbios 

facultativos. A maioria delas é inativada a temperaturas superiores a 70C. Bactérias lácticas 

utilizam preferencialmente a lactose como fonte de carbono. A fermentação pode ser do tipo 

homofermentativa, quando produz somente ácido láctico, ou heterofermentativa, quando 

outras substâncias, além do ácido láctico, como o ácido acético, dióxido de carbono e etanol, 

são também produzidos durante a fermentação da lactose (SALMINEN & VON WRIGHT, 

1993). 

A capacidade de fermentação varia de acordo com as espécies. A maioria das bactérias 

ácido-lácticas produz entre 0,5% e 1,5% de ácido láctico, mas existem bactérias capazes de 

produzir mais de 3% de ácido láctico. Estas bactérias precisam de compostos nitrogenados 

orgânicos para se desenvolver. Assim, elas utilizam a caseína do leite como fonte destes 

compostos. Porém, a habilidade enzimática de quebrar a caseína é variável de uma espécie 

para outra (ROBINSON, 1991).  

 

3.3.1 Lactobacillus spp. 
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Lactobacillus alóctones são comumente introduzidos no ecossistema do TGI de 

espécies animais por serem ubíquos na natureza, enquanto que aqueles que habitam o corpo 

de animais são menos conhecidos, apesar de já terem despertado o interesse da ciência há 

aproximadamente 100 anos (JAY, 1996).  

O gênero Lactobacillus apresenta morfologia variada. Em 1919, ORLA-JENSEN 

definiu três grupos de Lactobacillus que considerou importantes, de acordo com a morfologia. 

Posteriormente, estudos baseados em microscopia eletrônica têm permitido uma classificação 

mais apropriada destes microrganismos (BOTTAZZI, 1988).  

As espécies de bactérias compreendidas pelo gênero Lactobacillus possuem 

características morfológicas, metabólicas e fisiológicas em comum. Elas são bastonetes 

Gram-positivo, catalase negativa, não móveis, não formadoras de esporos, sem citocromo, 

anaeróbias facultativas, aerotolerantes, nutricionalmente exigentes, tolerantes à acidez, com 

metabolismo estritamente fermentativo, sendo o ácido láctico o principal produto do seu 

metabolismo de carboidratos (ROBINSON, 1991; JAY, 1996; DANIELSEN, 2003).  

A diferenciação entre as espécies de Lactobacillus tem sido feita baseando-se na 

determinação dos tipos de peptideoglicanos dos componentes celulares, na mobilidade 

eletroforética de algumas enzimas, análises imunológicas de enzimas homólogas a lactato 

desidrogenase, definição de grupos antigênicos, determinação de isômeros de ácido láctico 

obtidos, fermentação de carboidratos e análise molecular de seu genoma (BOTAZZI, 1988; 

TANNOCK, 2003). 

Em relação ao metabolismo, podem ser classificados como (JAY, 1996; SALMINEN, 

1999): 

 Homofermentativos obrigatórios: convertem hexoses em ácido láctico via Embden-

Meyerhof-Parnas, sendo incapazes de utilizar as pentoses; 

 Heterofermentativos facultativos: fermentam hexoses em ácido láctico, e no caso de 

algumas espécies e sob certas circunstâncias, em ácidos láctico, acético e fórmico e etanol; 

sendo capazes de fermentar pentoses em ácidos láctico e acético; 

 Heterofermentativos obrigatórios: utilizam hexoses para produzir ácidos láctico e acético, 

etanol e dióxido de carbono; e pentoses para obter ácidos láctico e acético. 

Os lactobacilos são naturalmente encontrados em “habitats” ricos em substratos, como 

vegetais, grãos e na microbiota do TGI, trato respiratório superior e urogenital inferior de 

espécies animais diferentes (KLENDER & WEISS, 1986 e SALMINEN, 1998). Eles também 

são partes da microbiota de muitos alimentos fermentados, como queijo, iogurte, kefir, 

salame, polvilho, azeitonas, pickles, molhos ácidos, etc. (JAY, 1996, SARRA et al., 1992). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

O presente trabalho consiste em uma pesquisa experimental, com desenho 

metodológico quantitativo e qualitativo, realizada com amostras de leite coletadas de búfalas, 

no total de dois animais. Os animais são oriundos de criação comercial extensiva realizada em 

área rural localizada entre os municípios de Macapá e Santana no estado do Amapá. A 

ordenha do leite foi feita manualmente pelo próprio criador dos animais, como ocorre 

comumente no local. Posteriormente, o material foi acondicionado em recipiente estéril e 

imediatamente transportado em cuba de isopor até o laboratório de Microbiologia da UNIFAP 

para o início dos testes. O leite foi o alimento utilizado neste trabalho por apresentar, em 

geral, quantidades significativas de Lactobacillus spp. Em especial, o leite de búfala foi 

escolhido devido a crescente expansão de criadouros de búfalos no estado do Amapá e, 

consequentemente, o aumento do consumo deste leite e seus derivados pela população.  

Fundamental na alimentação por seu alto valor nutritivo, o leite é também matéria 

básica de muitos derivados, como queijo, manteiga, creme e iogurte, que formam em conjunto 

um importante setor da indústria alimentícia. Leite é o líquido branco produzido pelas 

glândulas mamárias das fêmeas dos mamíferos, com o qual alimentam suas crias nas 

primeiras fases do desenvolvimento. O leite de vaca é o mais comum na alimentação humana, 

mas também se consome leite de ovelha, cabra e outros animais semidomesticados, como as 

fêmeas do búfalo (VERRUMA & SALGADO, 1994; CUNHA NETO et al., 2005). 

Búfalo é um mamífero da família dos bovídeos. É um animal robusto que chega a 

pesar uma tonelada e pode ter 1,5m de altura na cernelha. Seu peso varia de 500 a 1.000kg. É 

dotado de chifres proeminentes, encurvados para cima, quase juntos em sua base e 

perpendiculares à espinha dorsal. O corpo é coberto de abundantes pêlos escuros e pardos. 

Vivem em manadas separadas: fêmeas e filhotes de um lado, machos adultos de outro. Os 

machos velhos e corpulentos que não podem seguir a manada, vivem isolados. Não são 

agressivos, embora enfrentem seus inimigos com determinação. As fêmeas têm uma cria de 

cada vez e o período de gestação é de 11 meses (BRONDI et al., 2011). 

4.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS: 

 

 De acordo com a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), o presente 

trabalho não necessita de apreciação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) por não 

envolver seres humanos e nem animais nos testes aplicados. 
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4.2 ETAPA 1: ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DOS Lactobacillus spp.  

 

4.2.1 Microrganismos  

 

4.2.1.1 Isolamento e Caracterizações Morfo-tintorial, Bioquímica e Fisiológica de  

Microrganismos Produtores de Ácido Lático Isolados do Leite de Búfalas Criadas 

Extensivamente no Amapá 

 

Para a realização dos experimentos, a amostragem do leite de búfala foi obtida pela 

ordenha manual realizada em dois animais adultos em lactação. As amostras foram 

acondicionadas e transportadas em vasilhame de polietileno tereftalato (PET) selados para 

evitar trocas gasosas prevenindo a oxidação e mantidas sob refrigeração em geladeira à 4ºC. 

Foram realizadas análises físico-químicas, testes de estabilidade microbiológica e análises 

sensoriais durante o período de estocagem (Figura 01). 

 

Figura 01: Coleta e Acondicionamento das Amostras de Leite de Búfala 

 

Fonte: O Autor e www.colorireimprimir.com.br (búfalo) 

 

4.2.1.2 Características Morfo-tintoriais, Bioquímicas e Fisiológicas dos Microrganismos 

Isolados 

 

Para iniciar os testes foi necessário repicar cada amostra de leite em triplicata, para 

placas de Petri contendo ágar Merck (MRS). As referidas placas foram incubadas sob duas 

condições de cultivos diferentes: aerobiose e microaerofilia. O material foi incubado durante 

48 horas a 37°C. Posteriormente, as placas foram utilizadas tanto para a análise das 
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características morfo-tintoriais referentes à primeira etapa do processo, quanto para o teste 

respiratório da segunda etapa. 

Numa placa contendo em torno de 100 unidades formadoras de colônia (UFC), as 

colônias morfologicamente distintas e mais significativas, do ponto de vista populacional, 

foram repicadas a partir do ágar MRS, no mesmo meio. A partir de colônias, de cada amostra, 

que apresentaram aspectos morfológicos distintos foram feitos esfregaços em lâminas para 

coloração pelo método de Gram. Além disto, a partir dessas mesmas colônias foram 

realizados testes de catalase em lâmina, utilizando-se H2O2 (30%). Aqueles que se 

apresentaram como Gram-positivo e catalase negativa, sugestivos de pertencerem ao gênero 

Lactobacillus, foram submetidos à identificação, utilizando técnicas de biologia molecular. 

 

Figura 02: Testes de Gram e Catalase 

 

Fonte: O Autor 

 

4.2.1.3 Identificação de Microrganismos Produtores de Ácido Láctico, Isolados do Leite de 

Búfalas Criadas Extensivamente no Amapá pela Técnica de Biologia Molecular - PCR-

ARDRA  

 

Estas análises foram realizadas no Laboratório de Microbiologia do Departamento de 

Morfologia da Universidade Federal de Sergipe – UFSE. 

  

4.2.1.3.1 Extração de DNA Total 

 

Para realizar a extração do DNA total dos microrganismos isolados de ágar MRS, foi 

feito o cultivo recente em caldo MRS, incubado sob microaerofilia, a 37ºC, durante 24 horas. 
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4.2.1.3.1.1 Obtenção dos Protoplastos e Lise das Células 

 

De cada cultivo dos microrganismos que cresceram em caldo MRS, 10 mL foram 

centrifugados a 1.500 g, durante 30 minutos, à temperatura de 4ºC, para obtenção dos pellets. 

Os sobrenadantes foram descartados. Os pellets foram lavados com 10 mL de água deionizada 

e centrifugados a 1.500 g, durante 10 minutos. Os pellets foram suspensos em 1 mL de cloreto 

de lítio (5 M), transferidos para tubos eppendorf e incubados, sob agitação constante, à 

temperatura ambiente, por uma hora, com a finalidade de extrair proteínas associadas à parede 

bacteriana.  

 

Figura 03: Obtenção dos protoplastos – parte I 

 

 

Fonte: O Autor 

 

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 15.350 g, durante 5 minutos, descartando-

se os sobrenadantes. Os pellets foram novamente suspensos e lavados com 1 mL de água 

deionizada, para retirar o excesso de sal. Os tubos foram centrifugados a 15.350 g, durante 5 

minutos e os sobrenadantes descartados. Os pellets foram suspensos em 1 mL de tampão (25 

mM de sacarose, 50mM Tris HCl pH 8,0; 10 mM EDTA; 10 mg de lisozima mL
-1  

e 100 g 

de RnaseA mL
-1

) para obtenção dos protoplastos. O material obtido foi incubado por uma 

hora, sob agitação a 37ºC. Os tubos foram centrifugados a 15.350 g, durante 5 minutos e os 

sobrenadantes foram descartados. Em seguida, os pellets foram suspensos em 500 L de 

tampão descrito acima (sem sacarose e lisozima) e obteve-se a lise das células a partir da 

adição de 100 L de dodecil sulfato de sódio (SDS) 2%. 
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Figura 04: Obtenção dos protoplastos – parte II 

 

 

Fonte: O Autor 

 

4.2.1.3.1.2 Extração de DNA 

 

Em cada tubo, foram acrescentados 600 L de fenol, sendo agitados à temperatura ambiente, 

durante 5 minutos. Em seguida, os mesmos passaram por centrifugação a 15.350 g, a 20ºC, 

durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo 600 L de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), sendo agitados à temperatura ambiente, durante 

5 minutos. Em seguida, os mesmos foram centrifugados a 15.350 g, a 20ºC, durante 5 

minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo 600 L de 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), sendo agitados à temperatura ambiente, durante 5 

minutos. Em seguida, os mesmos foram centrifugados a 15.350 g, a 20ºC, durante 5 minutos. 

Os sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo 600 L de isopropanol, sendo 

centrifugados a 15.350 g, durante 30 minutos, para precipitação do DNA. Os sobrenadantes 

foram retirados e os pellets lavados com 500 L de etanol (70%), sendo centrifugados a 

15.350 g, durante 10 minutos, a 20ºC. O álcool foi retirado e o pellet foi suspenso em 100 L 

de Tampão de Extração (TE) sem RNAse. 
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Figura 05: Extração de DNA 

 

 

Fonte: O Autor 

 

 

4.2.1.3.1.3 Quantificação do DNA 

 

Com o objetivo de visualizar a quantidade de DNA total extraído na etapa anterior, as 

amostras de DNA extraído foram submetidas à eletroforese em gel de agarose. De cada 

amostra de DNA total extraído, 5 L foram misturados com 1 L de tampão (glicerol 

adicionado de azul de bromofenol). Em seguida, foi realizada a eletroforese em gel de agarose 

(1%), adicionado de 3 L de brometo de etídeo, utilizando 100 V, durante 40 minutos. 

Paralelamente, no mesmo gel, foi utilizado o marcador de peso molecular de 1 Kb. Ao 

término da corrida, os géis foram fotografados, através de equipamento de fotodocumentação, 

sob incidência de luz ultravioleta.  
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Figura 06: Quantificação de DNA 

 

 

Fonte: O Autor 

 

 

4.2.1.3.1.4 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Posteriormente, as amostras de DNA total foram submetidas à reação de PCR, visando 

amplificar a região intergênica espaçadora entre as subunidades ribossomais (16S e 23S) de 

Lactobacillus, de acordo com metodologia proposta por Tilsala & Alatossava (1997), 

utilizando iniciadores universais que se anelam nas regiões conservadas dos genes 16S e 23S 

rRNA. Esta região do DNA é bastante variável entre as espécies de microrganismos, porém, 

bastante conservada em microrganismos da mesma espécie, sendo então, utilizada em 

pesquisas de identificação microbiana, ao nível molecular (BARRY et al., 1991). 

 

Reação de PCR-ARDRA16S-23S rRNA 

 

DNA total diluído  5,0 L 

Tampão da enzima Taq DNA polimerase (10 x) 5,5 L 

Deoxinucleotídeos (2 mM) 5,5  L 

Iniciador senso (16S)* 5,5 L 

Iniciador reverso (23S)** 5,5 L 

Taq DNA polimerase (5 U)*** 2,0 L 

Água deionizada 26,0 L 

*Primer 16-1a. 5’ – GATCGCTAGTAATCG – 3’ 

**Primer 23-1b. 5’ – GGGTTCCCCCATTCGGA – 3’ 

***Phoneutria Biotecnologia & Serviços, Brasil. 
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Em seguida, os tubos eppendorf, contendo as amostras de DNA com os reagentes, 

foram colocados dentro da máquina termocicladora MJ Research (Watertown, Massachussets, 

United States), sendo utilizado o seguinte programa: 

 

 

Desnaturação 95º C 2 minutos e 30 segundos 

Desnaturação 94º C 30 segundos 

Anelamento dos iniciadores 55º C 1 minuto 

Extensão 72º C 1 minuto 

Extensão final 72º C 10 minutos 

Conservação 4º C Tempo indefinido 

 

 

Posteriormente, 5 L de cada produto de PCR foram misturados com 1 L do tampão 

glicerol com azul de bromofenol, e então, submetidos à nova eletroforese em gel de agarose 

(1,4 %), adicionado de 3 L de brometo de etídeo, utilizando 100 V, durante 45 minutos. Ao 

final da corrida, os géis foram fotografados, para visualização das regiões amplificadas. 

 

 

 

Figura 07: Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Fonte: O Autor e www.slideplayer.com.br (termociclador) 

 

 

4.2.1.3.1.5 Restrição Enzimática dos Produtos de PCR 16S-23S rRNA Com Endonucleases 

Específicas (ARDRA – Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 
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Após a obtenção dos produtos de PCR, os mesmos foram submetidos à ação de 

endonucleases (ARDRA), de acordo com compilação de seqüências de nucleotídeos 

disponíveis no GenBank, para a identificação das espécies de bactérias isoladas. As enzimas 

utilizadas foram as seguintes: Sph I, Nco I, Nhe I (que cortam o DNA dentro do gene 16S), 

Ssp I, Sfu I, Dra I, Vsp I, Eco RI (que clivam o DNA na região espaçadora), Hinc II ou Hpa I 

e Hind III (que clivam o DNA dentro do gene 23S). Também se utilizou a enzima Eco RV, 

que cliva o DNA de Lactobacillus do grupo casei na região intergênica 16S-23S e dentro do 

gene 23S no grupo acidófilo. Todas as enzimas utilizadas foram adquiridas da companhia 

Promega Corporation (Madison, Wisconsin, United States).  

Como algumas destas enzimas necessitam de albumina sérica bovina (BSA) para sua 

melhor atividade, duas misturam diferentes foram preparadas: 

 

MIX 1 – com BSA 

DNA (Produto de PCR) 3,75 L 

Tampão 10 x 1,0 L 

BSA 10 x 1 L 

Água deionizada 4 L 

Enzima  0,25 L 

 

 

MIX 2 – sem BSA 

DNA (Produto de PCR) 3,75 L 

Tampão 10 x 1,0 L 

Água deionizada 5,0 L 

Enzima  0,25 L 

 

Após o preparo dos tubos, os mesmos ficaram mantidos à 37ºC, durante uma a seis 

horas, para proceder à reação enzimática. Em seguida, 5 L de cada produto foram 

misturados com 1 L do tampão glicerol com azul de bromofenol, e então, submetidos à 

eletroforese em gel de agarose (1,4%), adicionado de 3 L de brometo de etídeo, utilizando 

100 V, durante 45 minutos. Foi possível visualizar os resultados por transluminador, com luz 

ultravioleta, e fotografá-los. O perfil de restrição enzimática de cada produto de PCR-
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ARDRA 16S-23S foi comparado com o perfil de restrição característico de cada espécie de 

bactéria produtora de ácido láctico. 

 

Figura 08: Restrição Enzimática 

 

Fonte: O Autor 

 

4.2.1.3.1.6 Sequenciamento dos DNA’s  

 

Para identificação dos microrganismos isolados, que não puderam ser identificados 

pelo perfil de restrição enzimática de produto de PCR-ARDRA 16S-23S, se realizou o 

sequenciamento de seus DNA’s (TANNOCK et al., 2000). Esta análise foi feita no 

Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sergipe. Os resultados desta análise 

(sequência de pares de base dos DNA’s) foram comparados com as sequências existentes no 

banco de dados de DNA, utilizando o algoritmo BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), para 

confirmação das espécies de microrganismos  isolados do leite de búfala.  

 

4.3 ETAPA 2: PRÉ-SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS (Lactobacillus spp.) EM 

FUNÇÃO DA ATMOSFERA DE CRESCIMENTO 

 

4.3.1 Teste Respiratório  

 

O teste respiratório foi realizado a partir da retirada de 1 mL da amostra, que passou 

por uma sequência de diluições em solução salina. Após as diluições foram realizados 

repiques, em triplicata, para placas de Petri contendo ágar MRS. Após a incubação das placas 

em condições de microaerofilia, através da utilização de jarra com vela acesa, e aerobiose em 

estufa, foi possível observar e comparar o crescimento bacteriano em cada condição de 

cultivo. 
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Figura 09: Teste Respiratório 

 

Fonte: O Autor e www.vidrariadelaboratorio.com.br (dessecador e estufa) 

 

 

4.3.1.1 Purificação e Manutenção dos Microrganismos Isolados 

 

Os microrganismos isolados e avaliados pelas características morfo-tintoriais, 

bioquímicas e fisiológicas e pelo teste respiratório, foram inoculados em 5 mL de caldo MRS, 

sendo em seguida incubados em microaerofilia, à 37ºC durante 48 horas. Após o crescimento, 

uma alíquota de 500 L de cada tubo foi transferida para tubo eppendorf e adicionada de 

glicerol esterilizado (50 L), sendo, em seguida, congelados a - 18ºC, para posterior 

utilização, quando necessário. O restante dos cultivos foi destinado às análises baseadas em 

técnicas de biologia molecular, com a finalidade de identificação das espécies isoladas. 

 

Figura 10: Purificação e Manutenção 

 

Fonte: O Autor 
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4.3.1.2 Ativação das culturas 

 

Amostras de Lactobacillus spp. isoladas a partir do leite de búfalas, oriundos de 

criação extensiva, e pré-identificadas pelo perfil de fermentação de carboidratos (kit API 50 

CHL, BioMérieux, Marcy l’Etoile, France), foram descongeladas e inoculadas (200 L) em 

caldo MRS. O meio foi incubado, sob condições de microaerofilia, a 37ºC, durante 48 horas. 

Após cinco passagens em caldo, 50 L de cada amostra foram repicados em ágar MRS, por 

três métodos diferentes: pour-plate, espalhamento com auxílio da alça de Drigalski e estria. 

Então, as placas foram incubadas em microaerofilia, sendo mantidas a 37ºC, durante 48 horas 

para serem posteriormente utilizadas nos testes de manutenção. 

 

Figura 11: Ativação das Culturas 

 

Fonte: O Autor 

 

4.4 ETAPA 3: AVALIAÇÃO DE MICRORGANISMOS (Lactobacillus spp.) EM FUNÇÃO 

DA MANUTENÇÃO (ESTOCAGEM) EM DIFERENTES TEMPERATURAS 

 

4.4.1 Estocagem e Viabilidade das Bactérias Lácticas ao Longo do Tempo Mantidas em 

Temperatura Ambiente (28°C) e Geladeira (4°C) 

 

Para avaliar a viabilidade das bactérias lácticas escolhidas ao longo do tempo, as 

mesmas foram crescidas em 1 litro de meio MRS durante 24-48 horas à temperatura de 37ºC, 

aliquotadas em tubos de rosca e mantidas à temperatura ambiente ou em geladeira (4
o
C) e 
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freezer (-18
o
C). Em intervalos pré-determinados (a cada 7 dias durante 1 mês), uma alíquota 

de amostra (em triplicata) foi retirada, diluída e plaqueada. Após 48-72 horas de incubação a 

37ºC em ágar MRS (Difco), as colônias foram contadas e a sua viabilidade foi avaliada. 

 

Figura 12: Estocagem e Viabilidade 

 

Fonte: O Autor 

 

4.5 ETAPA 4: AVALIAÇÃO DO POTENCIAL PROBIÓTICO DOS Lactobacillus spp. 

PRÉ-SELECIONADOS 

 

4.5.1 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos dos Microrganismos Produtores de 

Ácido Láctico Isolados do Leite de Búfalas Criadas Extensivamente no Amapá 

 

O antibiograma foi realizado em duplicata para cada amostra avaliada, de acordo com 

a técnica adaptada de susceptibilidade a antimicrobianos descrita por Charteris et al., (1998), 

que se baseia na difusão da droga, utilizando-se discos e medindo-se o diâmetro dos halos de 

inibição. 

As amostras de microrganismos isolados e selecionados foram cultivadas em ágar 

MRS (Difco, Detroit, United States), sob microaerofilia, a 37ºC, durante 24 a 48 horas. Em 

seguida, partes das colônias foram transferidas, com auxílio de uma alça de níquel-cromo, 

para tubos com 3,5 mL de salina 0,85%, para obter concentração correspondente a 0,5 na 

escala Mc Farland (10
8
 UFC/mL). Em seguida, foram feitos inóculos, utilizando zaragatoa, 

sobre a superfície de placas (14 cm de diâmetro), contendo ágar MRS (Difco).  Foram 

distribuídos os discos (Oxoid, Basingstoke, England) contendo os seguintes antimicrobianos, 

com suas respectivas concentrações: ceftrioxane - CTX (30 g), amoxicilina - AMO (10 g), 

ácido nalidíxico - ANL (30 g), tetraciclina - TET (30 g), ampicilina - AMP (45 g), 

vancomicina - VAN (30 g), oxacilina - OXA (1 g), gentamicina - GNT (10 g), 

cloranfenicol - CLO (30 g), eritromicina - ERI (15 g), amicacina - AMK (30 g) e 
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penicilina - PEN (10 U). As placas foram incubadas sob microaerofilia, durante 48 horas a 

37C. 

Após a incubação, com auxílio do paquímetro digital (Mitutoyo Digimatic Caliper, 

Mitutoyo Sul Americana Ltda), as leituras dos diâmetros dos halos de inibição foram 

realizadas. Neste caso, os resultados não foram submetidos à análise estatística, porque os 

resultados expressos quantitativamente servem para uma classificação qualitativa dos 

microrganismos como sensíveis, moderadamente sensíveis ou resistentes às drogas 

antimicrobianas testadas. 

 

Figura 13: Susceptibilidade aos Antimicrobianos 

 

Fonte: O Autor 

 

4.5.2  Curva de Crescimento dos Lactobacillus spp. 

 

Para a curva de crescimento das bactérias lácticas, um pré-inóculo de cada linhagem 

foi crescido por 48 horas a 37ºC, em caldo MRS (Difco) sob condições de microaerofilia. A 

densidade ótica (D.O.) foi medida em espectrofotômetro e uma alíquota foi adicionada em 

100 mL de meio MRS e a DO acertada para 0,15. A curva foi realizada na temperatura de 

37ºC durante 48 horas, amostras foram retiradas em intervalos pré-determinados e diluições 

foram feitas, quando necessário, de modo que a leitura da D.O. tenha flutuado entre 0,2 e 0,8. 
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Figura 14: Curva de Crescimento 

 

 

Fonte: O Autor 

 

 

4.5.3 Teste de Adesão a Solventes da Superfície Celular dos Lactobacillus spp. Isolados 

do Leite de Búfalas Criadas Extensivamente no Amapá 

 

O método foi realizado em duplicata para cada amostra analisada, de acordo com as 

técnicas descritas por Rosenberg et al. (1983), Pelletier et al. (1997) e Pérez et al. (1998), com 

modificações. Os microrganismos isolados foram ativados em caldo MRS (Difco), incubado 

sob microaerofilia, a 37 ºC, durante 24 horas. Após três ativações, os cultivos foram 

centrifugados a 1.100-1.500 g, por 15 minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas 

vezes com solução tampão KH2PO4-Na2HPO4 (50 mM, pH 7,0) e, posteriormente, as mesmas 

foram suspensas em solução de KNO3 (0,1 M, pH 6,2). Em tubos de vidro, 4 mL de cada 

suspensão bacteriana obtida foram adicionados de 1 mL dos seguintes solventes: xilol 

(solvente apolar), clorofórmio (solvente ácido) e acetato de etila (solvente básico). Após 

repouso por 5 minutos, as fases foram misturadas por agitação em vórtex por 2 minutos. 

Então, os tubos foram mantidos em repouso por 30-60 minutos, aproximadamente, para que 

as fases se separassem completamente.  
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Figura 15: Teste de Adesão 

 

Fonte: O Autor 

 

Após esse período, realizou-se a leitura de absorbância da fase aquosa a 600 

nanômetros em espectrofotômetro.  

 

Branco = 5 mL de solução de KNO3 

DOA    Amostra = 5 mL de solução de KNO3 + Células 

DOB    Amostra = 4 mL de suspensão celular em solução de KNO3 + 1 mL dos 

                                  solventes em cada tubo 

A porcentagem de adesão bacteriana ao solvente foi obtida de acordo com a seguinte 

fórmula: 

% adesão = (DOA – DOB) x 100 

                  DOA 

 

4.5.4 Teste de Antagonismo in vitro dos Lactobacillus spp. Isolados do Leite de Búfalas 

Criadas Extensivamente no Amapá Frente a Microrganismos Indicadores 

 

O teste in vitro para verificar a produção de substâncias inibitórias difusíveis foi 

realizado pelo método da dupla camada, adaptado a partir de Nardi et al., (1999) e Silva et al., 

(2001). O teste de antagonismo in vitro foi realizado em duplicata para cada amostra avaliada, 

de acordo com a técnica adaptada de susceptibilidade a antimicrobianos, descrita 

originalmente por Tagg et al. (1976). 

Dentre as amostras isoladas, seis foram selecionadas para participarem do teste de 

antagonismo in vitro, juntamente com as amostras reveladoras de patógenos de referência e de 

bactérias relacionadas (mesmo gênero), a fim de verificar possíveis atividades inibitórias. 
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As amostras de Lactobacillus spp. isoladas do leite de búfalas foram previamente 

cultivadas em caldo MRS (Difco, Detroit, United States) incubado sob microaerofilia, a 37 

ºC, durante 24 horas e utilizadas como reveladoras e produtoras.  As bactérias ácido lácticas 

utilizadas como amostras produtoras de substâncias antagonistas foram cultivadas em caldo 

MRS, incubando-se a 37C, durante 24 horas, sob microaerofilia. Após duas ativações, 5 L 

de cada cultivo de microrganismo foram colocados sobre a superfície de uma placa de Petri, 

contendo ágar MRS (Difco), que foi incubado, sob microaerofilia, a 37ºC, durante 48 horas. 

Após este período, as placas foram retiradas da jarra de anaerobiose e foi adicionado 

clorofórmio nas tampas, deixando-se agir por 30 minutos. Com isto, esperou-se eliminar os 

microrganismos que cresceram e possibilitar apenas a presença das supostas substâncias 

inibidoras. Em seguida, foram colocados 3,5 mL de ágar MRS (Difco) semi-sólido (0,75 % de 

ágar), contendo as bactérias reveladoras isoladas anteriormente; ou 3,5 mL de ágar Brain 

Heart Infusion (BHI) (Oxoid, Basingstoke, England) semi-sólido (0,75 % de ágar), contendo 

as amostras de referência que foram selecionadas como reveladoras: Escherichia coli ATCC 

25723; Lactobacillus acidophilus ATCC 4356; Enterococcus faecalis ATCC 19433 e 

Salmonella enterica sorovar Typhimurium 864. Todos os microrganismos reveladores foram 

ativados duas vezes, previamente, sendo cultivados, a 37 ºC, durante 24 horas, sob 

microaerofilia (Lactobacillus spp.) ou aerobiose (patógenos de referência). Após crescimento 

dos microrganismos incubados nos caldos anteriores, 10 L dos mesmos foram transferidos 

para o ágar semi-sólido, que foi então vertido sobre as placas de ágar MRS (Difco), após os 30 

minutos de ação do clorofórmio. As placas foram incubadas a 37ºC, durante 24 horas, sob 

aerobiose ou microaerofilia, dependendo da característica de cultivo da amostra reveladora. 

Então, a leitura dos halos de inibição foi realizada com o uso de paquímetro digital (Mitutoyo 

Digimatic Caliper, Mitutoyo Sul Americana Ltda). 

 

Figura 16: Teste de Antagonismo 

 

Fonte:  O Autor 
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4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os significados estatísticos dos resultados obtidos foram avaliados, dependendo do 

caso, com a utilização do teste “t” de Student. Na realização dos testes descritos, utilizou-se o 

teste Mann-Whitney Rank do programa SIGMASTAT (Jandel Scientific Software, versão 1.0, 

San Rafael, USA), empregando 0,05 como limiares de confiança. Os resultados obtidos das 

análises de porcentagens de susceptibilidade aos antimicrobianos testados, antagonismo in 

vitro frente a microrganismos indicadores e teste de adesão da superfície celular dos 

microrganismos produtores de ácido láctico isolados do leite de búfalas foram submetidos às 

análises estatísticas descritivas e não paramétricas (SAMPAIO, 1998), sendo que a 

comparação entre as médias dos diferentes tratamentos realizados foi feita de acordo como 

teste de KRUSKAL-WALLIS, utilizando o programa SAEG 8.1 (BAJA, 2004). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

  

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DOS  Lactobacillus spp. 

 

5.1.1 Microrganismos 

 

5.1.1.1 Isolamento e Caracterizações Morfo-tintorial, Bioquímica e Fisiológica de 

Microrganismos Produtores de Ácido Láctico Isolados do Leite de Búfalas Criadas 

Extensivamente no Amapá 

 

As amostras do leite de búfala foram coletadas pela ordenha manual realizada em dois 

animais adultos em lactação. Ao todo, foram obtidas 21 amostras de microrganismos, 

provenientes de colônias isoladas, a partir do leite plaqueado em meio de cultura MRS. A 

concentração microbiana em UFC/mL de leite foi de até 10
8
 (Log). Todos apresentaram 

características típicas de bactérias produtoras de ácido láctico, como morfologia de 

bastonetes, coloração Gram-positivo e teste de catalase com resultado negativo. Destes 

isolados, todas as amostras de microrganismos os quais se apresentavam como bastonetes 

(sugerindo microrganismos do gênero Lactobacillus) foram identificados por meio de técnicas 

moleculares. Estes resultados se mostraram semelhantes àqueles demonstrados por outros 

pesquisadores (ROBINSON, 1991; SALMINEM & VON WRIGHT, 1993), confirmando a 

seletividade do meio de cultura utilizado para o isolamento inicial (MRS - Difco). 

Seis tipos morfológicos diferentes de colônias foram observados nas placas de ágar 

MRS, cultivado sob microaerofilia e aerobiose, a partir da inoculação do leite. A maior parte 

dos microrganismos isolados demonstrou crescimento sob as condições respiratórias 

investigadas (aerobiose e microaerofilia), porém com melhor desenvolvimento sob 

microaerofilia e menor sob aerobiose. Estes resultados relacionam-se às baixíssimas 

concentrações de oxigênio existentes no úbere dos animais, também, relativos às 

características dos microrganismos do gênero Lactobacillus. Desta forma, acaba ocorrendo 

uma seleção para que os microrganismos presentes neste habitat sejam, predominantemente, 

anaeróbios ou microaerófilos. 

A presença de bastonetes Gram-positivo, anaeróbios facultativos ou microaerófilos, 

catalase negativa confirma a ocorrência de bactérias do gênero Lactobacillus observados em 
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outros trabalhos (GUILLOT, 2001; GONG et al., 2002 ; ZHU & JOERGER, 2002; 

APAJALAHTI et al., 2004 e MACARI & FURLAN, 2005). 

 

5.1.1.2 Características Morfo-tintoriais, Bioquímicas e Fisiológicas dos Microrganismos 

Isolados 

 

Quando foram avaliadas amostras de Lactobacillus spp. isolados a partir do leite de 

búfala, verificou-se que os mesmos apresentaram crescimento satisfatório, após três passagens 

em caldo MRS, incubado sob aerobiose e microaerofilia a 37ºC, durante 24-48 horas. As 

culturas inoculadas em ágar MRS apresentaram crescimento nas placas indiferente ao tipo de 

metodologia adotada para a semeadura (espalhamento em superfície com auxílio da alça de 

Drigalski, esgotamento por estrias e técnica pour-plate).  

Os resultados do teste respiratório das culturas de Lactobacillus spp., cultivadas sob 

aerobiose e microaerofilia se mostraram bem diversificados reforçando a habilidade das 

bactérias estudadas em crescer sob diferentes condições de cultivo. Entretanto, da mesma 

forma que demonstrado por Cerqueira (2000), os resultados obtidos com as amostras de 

microrganismos produtores de ácido láctico isolados do leite de búfala, foram melhores 

quando as mesmas foram incubadas sob condição de microaerofilia. Este fato também pode 

ser justificado pelas baixíssimas concentrações de oxigênio normalmente presentes nos locais 

em que os microrganismos se apresentam em maior número no úbere dos animais. 

O crescimento sob diferentes condições de cultivo apresentado por microrganismos 

isolados no presente trabalho pode significar uma grande vantagem evolutiva para estas 

amostras, facilitando a sua adaptação e sobrevivência em diferentes ecossistemas. Isso pode 

resultar também em melhor adaptação ao processamento industrial pelo qual estes 

microrganismos poderão vir a sofrer caso sejam utilizados na elaboração de produtos 

probióticos. 

 

5.1.1.3 Identificação de Microrganismos Produtores de Ácido Láctico, Isolados do Leite de 

Búfalas Criadas Extensivamente no Amapá pela Técnica de Biologia Molecular - PCR-

ARDRA  

 

Estas análises foram realizadas no Laboratório de Bacteriologia do Departamento de 

Morfologia do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de Sergipe. 
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Foram submetidas à identificação ao nível molecular 21 amostras de microrganismos a partir 

de alíquotas de leite de búfala plaqueadas em meio de cultura.  

Os microrganismos isolados neste estudo, caracterizados como bastonetes Gram-

positivo, catalase negativa, com crescimento aeróbio e microaerófilo (n=21, ou seja, 

100,00%) apresentaram três ou mais cópias da região intergênica 16S-23S em seu DNA 

(amplificação de três ou mais segmentos de DNA). Este fato é indicativo de espécies de 

bactérias ácido-lácticas, como Lactobacillus, Carnobacterium, Pediococcus e Weissella 

(TANNOCK et al., 1999). Por outro lado, a presença de cocos de crescimento facultativo, 

Gram-positivo, catalase negativa possuindo, no mínimo, uma e duas cópias da região 

intergênica 16S-23S em seu DNA (amplificação de um ou mais e dois ou mais segmentos de 

DNA) sugere o isolamento de espécies pertencentes aos gêneros Streptococcus e 

Enterococcus, respectivamente (TANNOCK et al., 1999). Destaca-se que estes dois gêneros 

microbianos anteriormente citados, não foram identificados neste trabalho. 

A figura que se segue apresenta exemplos de fotos dos géis de agarose relativos a 

PCR-ARDRA 16S-23S rRNA, realizadas para amplificação desta região intergênica utilizada 

para a identificação dos microrganismos isolados. 

 

Figura 17: Perfil eletroforético dos espaçadores longo, médio e curto, amplificados, das 

regiões intergênicas 16S-23S do rDNA de Lactobacillus, em gel de agarose 1,4%. PM: padrão 

de peso molecular 1 Kb (Promega). Amostras aplicadas nas canaletas: numeração de 1 à 15. 

 

                        PM   1    2     3    4    5     6    7    8    9    10  11   12  13  14  15 

 

Fonte: O Autor 
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A região intergênica 16S-23S representada como três bandas de DNA, com pesos 

moleculares diferentes sugere material genético de Lactobacillus spp., indicando que existem 

três versões diferentes (ou mais) destes genes no genoma destas bactérias. Isto ocorre porque 

uma banda pode representar uma ou mais regiões intergênicas com pesos moleculares 

semelhantes, amplificadas na reação de PCR. Como estes fragmentos de DNA apresentam 

velocidade de migração muito parecida durante a eletroforese, ao final desta análise, os 

mesmos irão se localizar muito próximos, produzindo a imagem de uma só banda.  

Estes resultados estão de acordo com a literatura consultada, pois Lactobacillus spp., 

são bactérias produtoras de ácido láctico, encontradas em grandes quantidades no leite de 

diversas espécies animais quanto nos diversos produtos lácteos naturais. A identificação de 

Lactobacillus por meio de estudos do DNA ribosomal 16S (rDNA) provém uma base acurada 

para sua análise filogenética e identificação. Uma identificação perfeita seria obtida por meio 

do sequenciamento de todo o gene rDNA 16S, porém isto significa que cerca de 1,5 kp de 

DNA tivessem de ser sequenciados (TANNOCK et al., 1999).  

Já as figuras a seguir, mostram exemplos de fotos de géis de agarose após a restrição 

enzimática dos produtos de PCR 16S-23S rRNA, utilizada para a identificação dos 

microrganismos ao nível de espécie. 

 

Figura 18: Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restrição enzimática dos espaçadores 

longo, médio e curto, amplificados, da região intergênica 16S-23S do rDNA, utilizada para a 

identificação dos microrganismos ao nível de espécie. Lactobacillus acidophilus. 
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Figura 19: Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restrição enzimática dos espaçadores 

longo, médio e curto, amplificados, da região intergênica 16S-23S do rDNA, utilizada para a 

identificação dos microrganismos ao nível de espécie. Lactobacillus salivarius. 
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Figura 20:  Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restrição enzimática dos espaçadores 

longo, médio e curto, amplificados, da região intergênica 16S-23S do rDNA, utilizada para a 

identificação dos microrganismos ao nível de espécie. Lactobacillus reuteri. 
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Figura 21: Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restrição enzimática dos espaçadores 

longo, médio e curto, amplificados, da região intergênica 16S-23S do rDNA, utilizada para a 

identificação dos microrganismos ao nível de espécie. Lactobacillus mucosae. 
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Figura 22:  Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restrição enzimática dos espaçadores 

longo, médio e curto, amplificados, da região intergênica 16S-23S do rDNA, utilizada para a 

identificação dos microrganismos ao nível de espécie. Lactobacillus johnsonii. 
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Figura 23: Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restrição enzimática dos espaçadores 

longo, médio e curto, amplificados, da região intergênica 16S-23S do rDNA, utilizada para a 

identificação dos microrganismos ao nível de espécie. Lactobacillus ruminis. 
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A Figura 24 mostra a distribuição total de espécies de Lactobacillus isoladas do leite 

de búfalas. É importante destacar que os gráficos refletem somente os morfotipos 

identificados como Lactobacillus. 

 

Figura 24: Distribuição total de espécies de Lactobacillus isoladas do leite de búfalas em 

criação extensiva no Amapá. 

 

 

 

Fonte: O Autor 

 

 

A presença em elevado número de Lactobacillus na microbiota intestinal e no leite de 

diversos animais, foi descrita por Leser et al. (2002). A presença destes microrganismos nos 

intestinos e até mesmo no estômago de animais homeotérmicos tem sido estudada e pode ser 

considerada extremamente benéfica, principalmente por se considerar Lactobacillus como 

uma bactéria potencialmente probiótica (FULLER, 1988; FULLER, 1989 e GUILLOT, 

2001). Os efeitos desejáveis destas bactérias neste ecossistema podem ser causados por 

produção de ácidos láctico e acético (este em menor quantidade), além da redução do pH 

local, o que inviabiliza o desenvolvimento de bactérias indesejáveis, como as putrefativas e as 

patogênicas (SALMINEM & VON WRIGHT, 1993). 

Em relação à diversidade de Lactobacillus, seis espécies diferentes foram identificadas 

no leite dos animais estudados (tabela 1): 
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Tabela 1. Distribuição de espécies identificadas de Lactobacillus spp., isoladas do leite de 

búfalas criadas extensivamente no Amapá. Total: 2 animais. 

 

Espécies Leite de Búfala % 

Lactobacillus acidophilus 7 33,33% 

Lactobacillus reuteri 3 14,28% 

Lactobacillus mucosae 2 09,53% 

Lactobacillus salivarius 2 09,53% 

Lactobacillus ruminis 5 23,80% 

Lactobacillus johnsonii 2 09,53% 

   

Total 21 100,00% 

 

Fonte: O Autor 

 

Sabe-se, também, que o ambiente influencia a sequência de colonização dos sítios do 

TGI dos animais. Isto pode estar relacionado com as condições gerais de manejo, sanidade e 

também da dieta (MACARI & FURLAM, 2005). O uso de drogas antibacterianas não pode 

ser aplicado neste caso já que as búfalas criadas extensivamente não recebem antimicrobianos 

ou promotores de crescimento, os quais poderiam influenciar ativamente na diversidade e 

concentração de microrganismos.  

Lactobacillus acidophilus foi a espécie bacteriana encontrada em maior número no 

leite. Lactobacillus ruminis foi a segunda espécie mais numerosa, seguido pelo Lactobacillus 

reuteri. A presença de Lactobacillus reuteri no leite de búfala e outros animais pode ser 

determinada pela produção da reuterina (metabólito intermediário do glicerol), a qual possui 

efeito bactericida contra diversos microrganismos (TALARICO & DOBROGOSZ, 1989), 

determinando uma vantagem para esta espécie de acordo com o princípio de exclusão 

competitiva (EDENS, 2003). Lactobacillus mucosae, Lactobacillus salivarius e Lactobacillus 

johnsonii foram encontrados em menor número nas amostras estudadas. 

 

5.2 PRÉ-SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS (Lactobacillus spp.) EM FUNÇÃO DA 

ATMOSFERA DE CRESCIMENTO 

 

5.2.1 Teste Respiratório 
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As amostras foram repicadas, em triplicata, para placas de Petri contendo ágar MRS 

(Difco) e incubadas sob duas condições de cultivo diferentes: aerobiose e microaerofilia. 

Crescimento satisfatório em condições aeróbicas se faz necessário. Microrganismos isolados 

do leite de búfalas que não apresentaram crescimento sob condições de aerobiose foram 

descartados, pois no caso de aplicação industrial em grande escala poderia inviabilizar o 

processo de produção. Na Tabela de número 2 a seguir, pode-se observar os padrões de 

crescimento em função da atmosfera gasosa em que os microrganismos isolados e 

identificados foram incubados. 

 

Tabela 2. Teste respiratório de espécies de Lactobacillus spp., isoladas do leite de búfalas 

criadas extensivamente no Amapá. Total: 2 animais. 

 

N°/Codificação Microrganismos Isolados Atmosfera 

Aeróbica 

Atmosfera 

Microaerófila 

01LBAB Lactobacillus acidophilus - + 

02LBAB Lactobacillus ruminis - + 

03LBAB Lactobacillus reuteri + + 

04LBAB Lactobacillus acidophilus + + 

05LBAB Lactobacillus mucosae + + 

06LBAB Lactobacillus reuteri  - + 

07LBAB Lactobacillus salivarius - + 

08LBAB Lactobacillus acidophilus - + 

09LBAB Lactobacillus ruminis + + 

10LBAB Lactobacillus reuteri + + 

11LBAB Lactobacillus johnsonii - + 

12LBAB Lactobacillus acidophilus - + 

13LBAB Lactobacillus johnsonii + + 

14LBAB Lactobacillus acidophilus - + 

15LBAB Lactobacillus ruminis + + 

16LBAB Lactobacillus acidophilus - + 

17LBAB Lactobacillus ruminis + + 
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18LBAB Lactobacillus acidophilus - + 

19LBAB Lactobacillus mucosae + + 

20LBAB Lactobacillus salivarius + + 

21LBAB Lactobacillus ruminis - + 

            ( + ) Crescimento Satisfatório, ( - ) Crescimento Insatisfatório. 

 

Fonte: O Autor 

 

5.3 AVALIAÇÃO DE MICRORGANISMOS (Lactobacillus spp.) EM FUNÇÃO DA 

MANUTENÇÃO (ESTOCAGEM) EM DIFERENTES TEMPERATURAS 

 

5.3.1 Estocagem e Viabilidade das Bactérias Lácticas ao Longo do Tempo Mantidas em 

Temperatura Ambiente (28ºC) e Geladeira (4ºC). 

 

Para avaliar a viabilidade das bactérias lácticas escolhidas ao longo do tempo, estas 

foram crescidas em 1 litro de meio MRS durante 24-48 horas à temperatura de 37ºC em jarra 

anaeróbica. Após este tempo, as células foram centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm, 

ressuspensas em MRS (Difco) para a obtenção de uma concentração de 10
8
 UFC/mL e 

aliquotadas em tubos de rosca e mantidas em temperatura ambiente (28ºC) e em geladeira 

(4ºC). Em intervalos pré-determinados (a cada 7 dias durante 1 mês), uma alíquota de amostra 

(em duplicata) foi retirada, diluída e plaqueada em MRS (Difco), as colônias foram contadas e 

a viabilidade foi avaliada. 

Foram escolhidos um Lactobacillus de cada espécie isolada e identificada e que 

apresentaram bom crescimento em aerobiose e microaerofilia respectivamente. Sendo assim 

as espécies avaliadas foram: 

 03LBAB Lactobacillus reuteri 

 04LBAB Lactobacillus acidophilus 

 05LBAB Lactobacillus mucosae 

 13LBAB Lactobacillus johnsonii 

 15LBAB Lactobacillus ruminis 

 20LBAB Lactobacillus salivarius 

 

Os resultados demonstraram (figuras 25 e 26) que o período de viabilidade celular em 

meio aquoso é extremamente curto (10 dias) para estas bactérias lácticas, principalmente 
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quando mantidos à temperatura ambiente. Mesmo com algumas características importantes e 

muito comuns aos Lactobacillus, como por exemplo, a capacidade de sobreviver em meios 

ácidos ou outras condições ambientais, a queda nos níveis microbianos implica em redução ou 

ineficácia da atividade probiótica, a qual se encontra intimamente ligada ao número de 

microrganismos em um dado ecossistema em que se deseja atuar (MANGONI, 2009). 

 

 

 

Figura 25: Viabilidade dos Lactobacillus selecionados em meio de cultura MRS e mantidos 

sob temperatura ambiente (28
o
C). 

 

 

 

 

Fonte: O Autor 
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Figura 26: Viabilidade dos Lactobacillus em meio de cultura MRS e mantidos sob 

refrigeração (4
o
C). 

 

 

 

Fonte: O Autor 

 

Nestes casos, para uma utilização racional e efetiva do microrganismo probiótico, faz-

se necessário a produção seguida de rápida aplicação do produto (talvez três dias fosse o 

prazo máximo), ainda com número considerável de células viáveis ou, então, do 

estabelecimento de outras formas de conservação microbiana e manutenção do produto como 

se pode citar: a liofilização, desidratação da cultura tipo spray dryer, congelamento, na forma 

de leite fermentado, iogurte ou bebida láctea e outros (MANGONI, 2009). 

 

5.4 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL PROBIÓTICO DOS Lactobacillus spp. PRÉ-

SELECIONADOS 

 

Para a realização dos testes da quarta etapa, foram mantidos os seis microrganismos da 

etapa anterior. Estas linhagens alcançaram melhores resultados nos testes anteriores de 

crescimento em atmosferas diferenciadas (aerobiose e microaerofilia) e apresentaram 

resultados semelhantes no que tange a manutenção (estocagem) em temperatura ambiente e 

sob refrigeração. Dessa forma, os microrganismos mantidos para os demais testes foram: 
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 03LBAB Lactobacillus reuteri 

 04LBAB Lactobacillus acidophilus 

 05LBAB Lactobacillus mucosae 

 13LBAB Lactobacillus johnsonii 

 15LBAB Lactobacillus ruminis 

 20LBAB Lactobacillus salivarius 

 

5.4.1 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos dos Microrganismos Produtores de 

Ácido Láctico Isolados do Leite de Búfalas criadas extensivamente no Amapá. 

  

O antibiograma foi realizado em duplicata para cada amostra avaliada, de acordo com 

a técnica adaptada de susceptibilidade a antimicrobianos, baseando-se na difusão da droga, 

utilizando-se discos e medindo-se o diâmetro dos halos de inibição. Neste caso, os resultados 

não foram submetidos à análise estatística porque os resultados expressos quantitativamente 

servem para uma classificação qualitativa dos microrganismos como sensíveis, 

moderadamente sensíveis ou resistentes às drogas antimicrobianas testadas. 

Embora muitas pesquisas na área de microbiologia médica utilizem como padrões de 

comparação de resultados de susceptibilidade a antimicrobianos os dados propostos pelo CLSI 

(Clinical and Laboratory Standards Institute), os resultados dos antibiogramas deste trabalho 

foram comparados com os níveis de sensibilidade propostos por Charteris (1998). Os padrões 

propostos pelo NCCLS não foram utilizados porque são destinados a pesquisas que utilizam 

amostras de microrganismos com interesse clínico humano.   

 

5.4.1.1 Lactobacillus isolados do leite de búfalas criadas de forma extensiva, sem a 

administração de drogas antimicrobianas e/ou promotores de crescimento 

  

Os resultados referentes aos antibiogramas dos microrganismos (Lactobacillus) 

isolados do leite de búfalas sob o sistema de manejo extensivo estão representados na Tabela 

3. Pode-se verificar que todas as amostras selecionadas foram sensíveis a ceftrioxane, 

amoxicilina, ampicilina, oxacilina, cloranfenicol e penicilina. Em relação ao perfil de 

resistência, todas as amostras foram resistentes à vancomicina, tetraciclina e ácido nalidíxico. 

Quatro amostras (66,66%) foram resistentes à gentamicina, eritromicina e amicacina. 
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade a antimicrobianos de microrganismos produtores de ácido 

láctico (Lactobacillus) isolados do leite de búfalas criadas extensivamente, sem administração 

de drogas antimicrobianas e/ou promotores de crescimento. 

 

Amostra Antimicrobiano  

CTX AMO ANL TET AMP VAN OXA GNT CLO ERI AMK PEN 

03LBAB 

L. reuteri 

S S R R S R S S S R MS S 

04LBAB 

L. acidophilus 

S S R R S R S S S R R S 

05LBAB 

L.  mucosae 

S S R S S R S R S R R S 

13LBAB 

L. johnsonii 

S S R R S R S S S R R S 

15LBAB 

L. ruminis 

S S R R S R S S S R MS S 

20LBAB 

L. salivarius 

S S R R S R S R S S R S 

             

Legenda: CTX (ceftrioxane 30g), AMO (amoxicilina 10g), ANL (ácido nalidíxico 30g), TET (tetraciclina 30 

g), AMP (amplicilina 45 g), VAN (vancomicina 30 g), OXA (oxacilina 1 g), GNT (gentamicina 10 g), 

CLO (cloranfenicol 30 g), ERI (eritromicina 15 g), AMK (amicacina 30 g) e PEN (penicilina 10 U) 

R = resistente; MS = moderadamente sensível; S = sensível 

 

Fonte: O Autor 

 

Alguns autores sugerem que, para que um microrganismo fosse selecionado para uso 

como probiótico, seria ideal que fosse sensível a todos os antimicrobianos testados, a fim de 

não introduzir elementos que conferem este fenótipo em um ecossistema novo. Outros, 

porém, defendem um perfil de resistência podendo-se assim administrar o microrganismo de 

modo concomitante ao tratamento com antimicrobianos ou promotores de crescimento sem a 

eliminação dos mesmos.  

De acordo com Axelsson et al. (1998), a resistência de amostras de Lactobacillus 

reuteri a eritromicina seria relacionada a genes plasmidiais. Em relação à presença de 

amostras de Lactobacillus spp. resistentes ao cloranfenicol, sabe-se que esta é extremamente 

preocupante. A utilização deste antimicrobiano em animais de produção é proibida (BRASIL, 

2003). Tal fato se deve aos riscos da presença de seus resíduos em alimentos de origem 
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animal, pois estes podem induzir o aparecimento de amostras de microrganismos resistentes 

ao cloranfenicol e causar efeitos hematotóxicos no homem, incluindo reticulocitopenia, 

anemia e, em alguns casos, leucopenia (granulocitopenia) e trombocitopenia (Joint 

FAO/WHO, 1988; YUNIS & BLOOMBERG, 1994). Nos microrganismos selecionados para 

os testes neste trabalho, não apresentaram resistência a este fármaco, fazendo-nos pensar que 

os mesmos têm sido pouco ou nada expostos ao antimicrobiano citado, não ocorrendo nestes 

casos, pressão seletiva resultando em grupos com perfil preocupante.  

Percebe-se que, quatro (66,66%) dos isolados independentemente da idade, foram 

resistentes a gentamicina e amicacina. Kozlova et al. (1992) mostraram a resistência aos 

antimicrobianos de 136 amostras de Lactobacillus isolados de aves e 23 Lactobacillus 

isolados de humanos idosos. A maioria das amostras de ambas as coleções foram resistentes 

aos aminoglicosídeos.   

Neste estudo, todas as amostras de Lactobacillus spp. (100%) selecionados para os 

testes se mostraram resistentes à vancomicina. Estes resultados podem ser somados às 

indicações de outros autores de que a resistência à vancomicina seria intrínseca deste gênero 

(KÓLAR et al., 2002; DANIELSEN & WIND, 2003; WAGE, 2003). A utilização destas 

amostras, principalmente do ponto de vista comercial e industrial, deve se proceder com 

bastante cautela e responsabilidade, uma vez que, como dito anteriormente, existe um receio 

em se utilizar culturas com propriedades de resistência aos antimicrobianos na elaboração de 

produtos probióticos de uso humano e animal, a fim de se prevenir a transferência destes 

fatores de resistência a outros microrganismos, principalmente patogênicos.  

A resistência de microrganismos observada neste trabalho a alguns antimicrobianos 

testados pode ter sido mutacional ou transmitida de um microrganismo para outro. A 

possibilidade mais provável é o segundo exemplo, sendo mais facilmente transmitida entre 

microrganismos proximamente relacionados. Entretanto, também pode ocorrer entre bactérias 

menos relacionadas, pois este fenômeno de passagem de genes que codificam a resistência a 

antimicrobianos não respeita os limites filogenéticos (Joint WHO/FAO/OIE, 2003). 

Se a resistência a antimicrobianos for determinada por genes cromossômicos, mais 

estável esta poderá ser. Entretanto, no caso da resistência estar associada com genes 

localizados em plasmídeos, mais facilmente ela será transmitida para microrganismos 

presentes na mesma comunidade, e mais rapidamente, um maior número de indivíduos se 

tornará resistente, o que é altamente prejudicial ao equilíbrio do ecossistema e do hospedeiro. 

Por outro lado, a presença de genes que codificam síntese de substâncias ou compostos 

envolvidos nos mecanismos de resistência aos antimicrobianos pode se tornar uma 
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desvantagem para o microrganismo, que necessitará de mais energia sempre que for duplicar 

seu material genético. Por isto, muitos destes genes são plasmidiais e muitas vezes estes são 

eliminados da célula microbiana nos casos em que não houver pressão seletiva (EDENS, 

2003). 

Devido a estes fatos, é possível que muitos Lactobacillus spp., presentes no leite dos 

animais estudados, tenham se tornado resistentes a antimicrobianos ao receberam material 

genético de outros microrganismos. Também pode ter havido a transmissão de material 

genético entre espécies diferentes, dentro do mesmo gênero ou ter ocorrido resistência 

cruzada envolvendo cefalosporinas (ceftrioxane), penicilinas, aminoglicosídeos (amicacina e 

gentamicina) e macrolídeos (eritromicina), como mostraram estudos realizados pelo comitê 

Joint WHO/FAO/OIE (2003). A presença de plasmídeos relacionados à resistência aos 

antimicrobianos em Lactobacillus acidophilus foi descrita por Kumar et al. (1994). Portanto, 

a amostras de Lactobacillus acidophilus selecionada neste trabalho, que foi resistente aos 

antimicrobianos testados, pode ter apresentado tal resultado devido à presença de plasmídeos. 

A resistência a eritromicina e tetraciclina, pode ter sido causada porque estas não são 

destruídas prontamente no TGI, permanecendo intactas no ambiente por determinado tempo, 

podendo eliminar bactérias sensíveis ou induzirem a seleção de amostras resistentes (Joint 

WHO/FAO/OIE, 2003). 

Pôde-se observar que o leite de búfala apresentou amostras de microrganismos 

resistentes aos antimicrobianos testados, mesmo não recebendo drogas antimicrobianos e/ou 

promotores de crescimento em suas dietas regulares já que são criadas à pasto, 

extensivamente. É preocupante o índice de resistência aos antimicrobianos dos 

microrganismos isolados do leite de búfala, o que indica a possibilidade de estar havendo uma 

disseminação de resíduos de antimicrobianos ou de microrganismos resistentes no meio 

ambiente. Esta possibilidade também foi considerada como uma das principais formas de 

disseminação de antimicrobianos na natureza, de acordo com Joint FAO/WHO/OIE (2003), o 

que tem causado uma preocupação global, devendo ser considerada de uma forma holística.   

A presença de microrganismos resistentes a antimicrobianos no leite destes animais 

mostra a necessidade de maior controle da utilização dos mesmos, mesmo quando 

empregados na produção de alimentos como laticínios em geral. Como consequência poderá 

ocorrer problemas ambientais graves, bem como resultar em impactos na saúde humana, 

como vem acontecendo com o aumento do número de bactérias do TGI humano resistentes a 

vários antimicrobianos, causando infecções hospitalares quase incuráveis (EDENS, 2003). 
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5.4.2 Curva de Crescimento dos Lactobacillus spp. 

 

A quantidade de microrganismos presentes foi determinada pelo número de colônias 

desenvolvidas nas placas (expresso em UFC) multiplicadas pelo fator de diluição. Observou-

se um crescimento satisfatório das culturas desenvolvidas em MRS, alcançando, em 24 horas, 

nível elevado no que diz respeito à concentração celular visando à aplicação probiótica futura. 

Sob esta ótica, todos os Lactobacillus spp. pré-selecionados comportaram-se de maneira bem 

semelhante (ver Figura 27). 

 

Figura 27: Curva de crescimento dos Lactobacillus selecionados em MRS (Difco). Tempo 

(Horas). 

 

 

Fonte: O Autor 

 

Até atingir seu local de ação no intestino, o probiótico tem de enfrentar várias 

situações estressantes e até mesmo potencialmente letais (KLAENHAMMER & KULLEN, 

1999). A ingestão de um microrganismo vivo ou, em condições de ser reativado, cujo destino 

deva ser o trato gastrintestinal, é uma complexa e difícil jornada. 
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Na ingestão o microrganismo entra em contato com o pH relativamente neutro da 

cavidade oral. Subsequente, encontra-se o estômago com seu pH ácido. Depois do estômago 

vem a mudança de pH com a chegada ao intestino e, a agressividade dos sucos intestinais, tais 

como os sais biliares e sucos pancreáticos (HOLZAPFEL et al., 1998). Além desta, a entrada 

do microrganismo no sistema gastrintestinal o deixa em uma tensão de oxigênio e potencial 

de óxido-redução bem menores. 

Além das variações na tensão de oxigênio, pH e do contato com os sucos intestinais, 

existe a extensa microbiota natural contra a qual qualquer microrganismo deverá fazer frente. 

Em outras palavras, isto significa que o microrganismo exógeno deverá possuir uma 

flexibilidade nutricional que o capacite de sobreviver com o que existe disponível, e deva ser 

tolerante aos produtos secundários gerados pelo metabolismo normal de milhares de outros 

microrganismos tais como bacteriocinas, gases, ácidos, etc. (HOLZAPFEL et al., 1998). 

Outros fatores, exteriores ao meio ambiente gastrintestinal, também são de extrema 

importância na seleção de um probiótico. A possibilidade de cultivo em escala industrial é um 

importante critério, o microrganismo deverá ser adaptado a um substrato economicamente 

viável para a fermentação. Deve ser resistente à liofilização e, durante sua reativação, deve 

conservar um alto número de células viáveis. O produto final deve ter um período de 

viabilidade longo na prateleira (MANGONI, 2009). 

 

5.4.3 Teste de Adesão a Solventes da Superfície Celular dos Lactobacillus spp. Isolados 

do Leite de Búfalas Criadas Extensivamente no Amapá. 

 

A aderência das bactérias à mucosa intestinal, sejam patogênicas ou não, envolve a 

participação de adesinas bacterianas, da composição da parede celular e de receptores da 

mucosa intestinal. A interação entre esses elementos promove a fixação da bactéria à mucosa 

(aderência) o que impede sua eliminação pelo peristaltismo intestinal e pelas correntes de 

fluidos que tendem levá-las para o exterior do organismo. A capacidade de aderir às células 

derivadas da mucosa intestinal ou à própria mucosa, já foi demonstrada, para a maioria das 

cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium utilizadas como probióticos (TRABULSI & 

SAMPAIO, 2000; MANGONI et al., 2011; COSTA et al., 2013; CUNHA et al., 2013). 

A adesão bacteriana depende em parte de interações reversíveis ou irreversíveis. O 

estágio inicial e reversível é mediado por um complexo de interações físico-químicas, 

incluindo hidrofobicidade e cargas, que não são consideradas específicas, mas, propriedades 

importantes (PELLETIER, 1997). A propriedade de exclusão ou redução da aderência de 
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enteropatógenos já foi demonstrada para vários probióticos, provavelmente sendo 

consequência do bloqueio de receptores que seriam utilizados pelos mesmos. A importância 

dessa propriedade é óbvia, pois ela contribui para o efeito protetor dos probióticos contra 

infecções intestinais (WALKER, 1998). 

Em relação à persistência e multiplicação, são propriedades importantes, porque sem 

elas não poderia ocorrer a implantação do probiótico, essencial para que a microbiota seja 

modificada em sua composição ou atividade. Para que haja multiplicação do probiótico, ele 

deve competir com a microbiota presente, pelos nutrientes necessários e encontrar as 

condições favoráveis de atmosfera e pH. Vários estudos experimentais têm demonstrado a 

sobrevivência dos probióticos nos intestinos do homem e de animais de laboratório. A 

produção de ácidos, principalmente ácido láctico, torna o ambiente intestinal bastante 

desfavorável à proliferação de microrganismos patógenos ou putrefativos. A acidez do 

conteúdo intestinal parece ser também importante para favorecer o peristaltismo intestinal, 

combatendo assim a constipação ou prisão de ventre (TANNOCK, 2003;   MANGONI, 

2009). 

Ao se verificar os resultados dos testes de adesão da superfície celular dos 

microrganismos isolados do leite de búfala (ver Figura 28), pode-se perceber que os valores 

individuais mais altos de porcentagem de adesão, em quatro microrganismos dos seis 

analisados, foram obtidos com o solvente ácido clorofórmio, Portanto, baseando-se nas 

características de superfície externa da maioria dos microrganismos estudados, as suas 

capacidades de adesão a estruturas presentes no meio exterior seriam favorecidas por 

interações em pH ácido. 
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Figura 28: Perfil de hidrofobicidade dos Lactobacillus cultivados em MRS, isolados do leite 

de búfalas criadas extensivamente no Amapá. 

 

 

 

Fonte: O Autor 

 

Os microrganismos produtores de ácido láctico que apresentaram maiores valores de 

porcentagem de adesão in vitro, sem se levar em consideração a natureza do solvente, foram: 

04LBAB - Lactobacillus acidophilus, 05LBAB - Lactobacillus mucosae, 15LBAB - 

Lactobacillus ruminis, 20LBAB - Lactobacillus salivarius, 13LBAB - Lactobacillus 

johnsonii, 03LBAB- Lactobacillus reuteri. 

A amostra de Lactobacillus acidophilus (04LBAB) e Lactobacillus mucosae 

(15LBAB), cultivadas em caldo MRS, apresentaram os valores numéricos de porcentagem de 

adesão mais altos quando o solvente apolar xilol foi utilizado. Como a adesão de bactérias à 

mucosa do TGI é determinada por interações hidrofóbicas (MACARI & FURLAN, 2005; 

(MANGONI, 2009), estas amostras de Lactobacillus podem ser consideradas como prováveis 

candidatas (mesmo que preliminarmente) para a elaboração de probióticos. Esta seria uma 

característica importante para a seleção de um microrganismo na composição de um 

probiótico. Este fato foi demonstrado por Guillot (2001), quando uma amostra probiótica de 
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Enterococcus faecium foi capaz de colonizar um intestino axênico e gnotoxênico de ave após 

uma única administração.  

Jin et al. (1998) encontraram altos índices de adesão in vitro de células de 

Lactobacillus acidophilus. Cravens et al. (1998) demonstraram que as diferenças de 

capacidade de adesão entre as bactérias estão relacionadas com a presença de elementos e 

substâncias no meio. O cálcio pode favorecer esta interação, enquanto agentes quelantes 

inibem a adesão de Lactobacillus às células das mucosas. A capacidade de adesão de células 

de Lactobacillus acidophilus às mucosas do TGI também pode ser determinada pela presença 

de proteínas de superfície (KAHALA et al., 1997). Neste trabalho, se observou taxas de 

adesão mais altas no microrganismo desta espécie (04LBAB).  

A hidrofobicidade in vitro de células de Lactobacillus spp. também foi estudada e 

comprovada por Gusils et al. (1999), que verificaram haver diferenças de valores de adesão, 

de acordo com as espécies de microrganismos. Os autores também sugeriram esta propriedade 

como uma característica favorável ao crescimento e competição nos sitos do TGI 

(MANGONI , 2009). 

Entretanto, existem questionamentos sobre a importância da adesão às células do TGI, 

uma vez que em situações normais, praticamente todos os receptores estão ocupados por 

microrganismos que já se estabeleceram há mais tempo (TANNOCK, 2003). Neste caso, estes 

microrganismos que não se aderem precisam se multiplicar rapidamente para compensar a 

eliminação causada pelo peristaltismo intestinal (MACARI & FURLAM, 2005). 

O conhecimento da fisiologia do microrganismo a ser utilizado como probiótico é 

essencial. A microbiota aderida ao epitélio tem grande importância, pois confere proteção 

física ao hospedeiro e possui efeito de modulação imunológica. Microrganismos com 

capacidade de adesão às vilosidades intestinais são promissores como probióticos. 

Microrganismos que permanecem livres no lúmen podem ter a desvantagem de terem que ser 

constantemente inoculados caso a velocidade de trânsito intestinal seja superior à velocidade 

de multiplicação do microrganismo. Entretanto, estes últimos podem apresentar outras 

características probióticas que justificariam sua administração constante (MANGONI, 2009). 

Desta forma, talvez não fosse prudente excluir uma amostra de microrganismo na 

elaboração de um probiótico, baseando-se apenas na sua potencial capacidade de adesão. Se 

tal microrganismo possuir outras propriedades probióticas, o mesmo pode ser continuamente 

administrado para garantir seus efeitos benéficos ao hospedeiro. 
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5.4.4 Teste de Antagonismo in vitro dos Lactobacillus spp. isolados do Leite de Búfalas 

Criadas Extensivamente no Amapá Frente a Microrganismos Indicadores 

 

O teste in vitro para verificar a produção de substâncias inibitórias difusíveis foi 

realizado pelo método de difusão em dupla camada, adaptado a partir de Nardi et al., (1999) e 

Silva et al., (2001). O teste de antagonismo in vitro foi realizado em duplicata para cada 

amostra avaliada, de acordo com a técnica adaptada de susceptibilidade a antimicrobianos, 

descrita originalmente por Tagg et al. (1976). 

Dentre as amostras isoladas e escolhidas para este trabalho, todas as seis espécies 

foram selecionadas para participarem do teste de antagonismo in vitro como produtoras de 

substância antagonista frente a reveladoras, amostras de patógenos de referência (Salmonella 

enterica sorovar Typhimurium e Escherichia coli ATCC 25723) e uma espécie relacionada 

(Lactobacillus acidophilus ATCC 4356), a fim de verificar possíveis atividades inibitórias 

entre microrganismos correlatos. A escolha da S. enterica sorovar Typhimurium e da E. coli 

dizem respeito à importância e relevância destes microrganismos, quando patógenos 

humanos, levando a quadros diarréicos graves em alguns estágios de vida. 

Os resultados dos testes de antagonismo in vitro são apresentados na Tabela 4. 

Observando os dados contidos na Tabela, pode-se verificar que os Lactobacillus isolados do 

leite de búfalas, em conjunto, apresentaram atividade antagonista frente a todas as bactérias 

utilizadas como reveladoras. Verifica-se, também, grande oscilação dos resultados, 

caracterizando este tipo de determinação como muito instável. 

Pelo fato da microbiota intestinal constituir um ecossistema altamente competitivo, a 

produção de substâncias antagonistas por seus componentes, principalmente Lactobacillus 

representa uma vantagem ecológica no controle dos níveis populacionais de outras espécies 

patogênicas ou não. Devido a esta característica desejável para a seleção de uma linhagem 

probiótica, atualmente, os lactobacilos de origem intestinal ou isolados à partir do leite de 

diferentes espécies animais também têm sido utilizados na fabricação de alimentos 

fermentados, suplemento alimentar e de produtos farmacêuticos, para uso humano e 

veterinário (NAIDU et al., 1999; MANGONI, 2009). 

Pode-se observar que a amostra 04LBAB (L. acidophilus) foi a espécie que apresentou 

halos de inibição médios maiores em relação às outras amostras produtoras testadas. As 

amostras 04LBAB (L. acidophilus) e 03LBAB (L. reuteri) foram aquelas que apresentaram 

efeito inibidor frente às bactérias reveladoras utilizadas, inclusive microrganismo do mesmo 

gênero, sugerindo a possibilidade de substâncias antagonistas tipo bacteriocinas. Estas 
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amostras, em relação aos resultados destes testes de antagonismo in vitro, seriam aquelas 

indicadas como prováveis probióticos. 

 

Tabela 4. Resultados (diâmetros de halos de inibição em milímetros) do antagonismo in vitro 

de Lactobacillus spp. isolados do leite de búfalas criadas extensivamente no Amapá frente a 

microrganismos indicadores. 

 

Amostra Produtora  Microrganismos Reveladores  

Lactobacillus acidophilus Escherichia coli Salmonella Typhimurium 

03LBAB - L. reuteri 27,27 ± 2,312 * 20,45 ± 1,286 * 35,89 ± 1,626 * 

04LBAB - L. acidophilus 29,35 ± 1,569 * 27,03 ± 2,814 * 34,19 ± 3,012 * 

05LBAB - L. mucosae 0 24,10 ± 1,223 * 24,08 ± 3,019 * 

13LBAB - L. johnsonii 0 24,29 ± 1,173 * 25,40 ± 1,244 * 

15LBAB - L. ruminis 0 22,02 ± 2,651 * 32,35 ± 3,288 * 

20LBAB - L. salivarius 0 18,58 ± 2,043 * 30,84 ± 1,011 * 

Legenda: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356; Escherichia coli ATCC 25723; Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium (LEFM-ICB-UFMG) / * Média e desvio padrão do experimento realizado em duplicata 

 

Fonte: O Autor 

 

As atividades antagonistas observadas in vitro são geralmente explicadas por 

diferentes mecanismos: produção de ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, dióxido de 

carbono ou bacteriocinas (EDENS, 2003). Dentre estas formas de inibição, a produção de 

ácido láctico talvez seja a mais importante no caso dos microrganismos estudados deste 

trabalho, pois as bactérias avaliadas eram produtoras deste ácido. Quando ácido láctico e 

outros ácidos (butírico, propiônico e acético) são produzidos por estes microrganismos, eles 

alteram o metabolismo das bactérias sensíveis, causando um efeito bacteriostático ou 

bactericida (SALMINEM, 1998; MANGONI, 2009). 

A fermentação dos carboidratos pelos Lactobacillus spp. resulta na produção de ácidos 

orgânicos. Isto pode ser uma das explicações para os fenômenos de antagonismo deste estudo, 

principalmente no que diz respeito à eliminação dos patógenos. A atividade antimicrobiana 

destes ácidos é decorrente de vários fatores, entre os quais a drástica redução de pH do meio a 

valores incompatíveis com o crescimento da maioria dos microrganismos patogênicos, sendo 

que as bactérias láticas, por serem acidofílicas, resistem bem a estes baixos valores. A 

atividade antimicrobiana dos ácidos lático e acético é, em parte, devido ao fato de que estes 

ácidos na forma não dissociada podem atravessar a membrana celular microbiana reduzindo o 
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pH intracelular, que irá interferir com importantes funções metabólicas como a translocação 

de substratos e a fosforilação oxidativa (NAIDU et al.,1999). O ácido acético apesar de ser 

produzido em menores concentrações do que o ácido lático possui um efeito inibitório mais 

acentuado, uma vez que sua constante de dissociação é maior do que a do ácido lático 

(PIARD & DESMAZEAUD, 1992). 

Foi constatado também, que o crescimento dos Lactobacillus spp. em condições de 

aerobiose leva á formação de metabólitos do oxigênio como o ânion superóxido (O2
-
), 

peróxido de hidrogênio (H202), e radicais hidroxila (OH
-
), que constituem os principais fatores 

responsáveis pela toxicidade do oxigênio. Como os Lactobacillus spp. não sintetizam 

catalase, o H202 produzido acumular-se-á, podendo, então, inibir os microrganismos que não 

possuem esta enzima. Algumas das possíveis ações deletérias podem incluir a oxidação dos 

compostos sulfidrílicos celulares, além da peroxidação dos lipídeos de membrana e injúrias 

nos ácidos nucleícos bacterianos (PIARD & DESMAZEAUD, 1991, VANDENBERG, 1993). 

Porém, nas condições de microaerofilia em que o experimento foi realizado este fato é 

improvável de ter ocorrido. Quando os microrganismos produzem diacetil, ocorre 

interferência com utilização de arginina e a presença de dióxido de carbono cria um ambiente 

de anaerobiose, inibindo a descarboxilação (SARRA, 1992; SALMINEM E VON WRIGHT, 

1993; MANGONI, 2009). 

Outra provável explicação para os fenômenos observados, seria a presença ou 

produção  de compostos de natureza protéica produzidos por Lactobacillus spp. que foram 

purificados e caracterizados em outros estudos e compartilham algumas características 

comuns. Dentre estas, o pequeno tamanho com massa molecular menor do que 1 KDa e a 

estrutura química heterocíclica ou aromática, além do amplo espectro de ação antimicrobiana 

frente às bactérias Gram-positivo, Gram-negativo e fungos. Das substâncias de natureza não 

protéica descritas na literatura destaca-se a reuterina (-hidroxipropanaldeído) produzida por 

Lactobacillus reuteri, mesma espécie utilizada neste experimento. Sua atividade 

antimicrobiana é ampla, sendo capaz de inibir diversos microrganismos de interesse em saúde 

pública, como Salmonella spp., Shigella spp., Clostridium spp. Staphylococcus spp., Listeria 

spp., leveduras, fungos filamentosos e protozoários (TALARICO et al., 1988). 

Existe ainda, além destes já citados, uma extensa gama de substâncias inibidoras que 

podem ser produzidas por microrganismos Gram-positivo. Dentre estas substâncias 

produzidas, as bacteriocinas são, atualmente, as mais estudadas, devido à grande 

potencialidade de sua aplicação biotecnológica na indústria de alimentos. Estas constituem 

um grupo heterogêneo de peptídeos ou proteínas que variam muito quanto ao seu espectro 
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antimicrobiano, propriedades bioquímicas, mecanismo de ação e características genéticas, que 

são sintetizadas no ribossomo bacteriano (PIARD & DESMAZEAUD, 1992). Isto as 

diferencia dos antibióticos peptídicos de origem microbiana, que se originam da condensação 

enzimática de aminoácidos livres, como a gramicidina S, bacitracina A e polimixina 

(KOLTER & MORENO, 1992). 

Com relação às bactérias láticas, o gênero Lactobacillus é considerado um dos mais 

bacteriocinogênicos, provavelmente devido a sua enorme diversidade de espécies e hábitat, 

sendo que a maioria das bacteriocinas estudadas origina-se de isolados de produtos lácteos e 

cárneos, de vegetais fermentados e, também da microbiota do homem e animais 

(KLAENHAMMER,1995). 

As bacteriocinas de bactérias láticas compartilham inúmeras características comuns, 

como o mecanismo de ação antimicrobiana, além de características físico-químicas, como a 

estabilidade a altas temperaturas e a valores de pH ácidos e neutros, o que pode torná-las úteis 

em aplicações tecnológicas. A atividade antimicrobiana da bacteriocina é mantida em 

temperaturas similares a aquelas normalmente utilizadas na indústria de alimentos e em 

valores de pH ácidos de produtos fermentados (MAGRO et al., 2000;  MANGONI, 2009). 

Em relação ao espectro de atividade antimicrobiana, alguns Lactobacillus spp. 

produzem bacteriocinas contra linhagens da mesma espécie ou de bactérias taxonomicamente 

relacionadas, que competem pelo mesmo hábitat ecológico, enquanto outros possuem um 

espectro de atividade antimicrobiana mais amplo, incluindo bactérias Gram-positivo, 

notadamente aquelas responsáveis pela deterioração de alimentos e intoxicação alimentar 

(KLAENHAMMER, 1988). 

Embora linhagens bacteriocinogênicas possuam capacidade genética estável para 

produzir uma bacteriocina, isso não acontece o tempo todo ou sobre quaisquer condições. 

Vários pesquisadores (MAYR-HARTING et al., 1972; TAGG et al., 1976; JACK et al., 

1995) têm demonstrado que a produção de substâncias tipo bacteriocina pode ser influenciada 

por diversos fatores tais como a composição do meio (concentrações de extrato de levedura, 

hidrolisado de caseína, aminoácidos, íons manganês, manitol, glicose, etc.), as condições de 

incubação (temperatura e tempo de incubação, aeração e pH do meio de cultura) ou da 

linhagem alvo como indutora. Estes dados sugerem que a produção de bacteriocina não é 

espontânea e que a cultura pode ser induzida a produzi-la. 

Edens (2003) sugeriu que Lactobacillus reuteri exerce sua atividade antagonista in 

vivo pela da produção da bacteriocina reuterina. Isto lhe confere uma habilidade ecológica 

para exercer um papel de modulação do crescimento dos indivíduos que compõem a 
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microbiota intestinal. Desta forma, a atividade antagonista significativa exercida pelas 

amostras de Lactobacillus reuteri estudadas no presente experimento pode ter sido, também, 

devido à produção desta bacteriocina. Sanders (1995) atribuiu efeito antagonista de 

Lactobacillus reuteri frente a amostras de Salmonella, como observado no presente trabalho, 

pela produção de anticorpos (IgG e IgM), além do estímulo à produção de células CD4
+
, no 

TGI. Testes mais detalhados visando demonstrar estes aspectos seriam indicados futuramente. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

De acordo com as características probióticas estudadas, algumas amostras de 

microrganismos isolados do leite de búfala se destacam quando o objetivo almejado é a 

utilização para a elaboração de produtos probióticos, que poderão ser administrados via oral 

para seres humanos e outros animais.  

            Em relação aos testes realizados, os mesmos foram divididos em quatro etapas: Etapa 

1 - Isolamento e identificação dos Lactobacillus spp, Etapa 2 - Pré-seleção de Microrganismos 

(Lactobacillus spp.) em Função da Atmosfera de Crescimento, Etapa 3 - Avaliação de 

Microrganismos (Lactobacillus spp.) em Função da Manutenção (estocagem) em Diferentes 

Temperaturas, Etapa 4 - Avaliação do Potencial Probiótico dos Lactobacillus spp. pré-

selecionados. 

 A primeira etapa consistiu no Isolamento e Identificação dos Lactobacillus spp. 

através do cultivo em placa com Ágar MRS. A placas apresentaram colônias com 

características distintas entre si, sendo que 21 delas foram repicadas em Ágar Merck. 

Posteriormente, foram submetidas aos testes de Gram e Catalase. Todas apresentaram 

resultados Gram-positivo e Catalase negativa, sugestivos de pertencerem ao gênero 

Lactobacillus. Posteriormente, foram submetidas aos testes de identificação através de 

Biologia Molecular (PCR), onde seis espécies foram selecionadas: Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus mucosae, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus ruminis 

e Lactobacillus johnsonii. Este resultado demonstra a grande diversidade de espécies de 

Lactobacillus que podem estar presentes no leite de búfala. 

 Na segunda etapa os microrganismos foram pré-selecionados a partir da atmosfera de 

crescimento, para isso foi realizado o Teste Respiratório. Todas as seis espécies testadas 

apresentaram crescimento satisfatório tanto em aerobiose quanto em microaerofilia, 

garantindo dessa forma boa estabilidade durante processamentos industriais. 

 Para avaliar a viabilidade dos microrganismos isolados durante a estocagem, os 

mesmo foram submetidos à terceira etapa, que consiste na simulação da estocagem em 

diferentes temperaturas e período de tempo. Nesta etapa destacou-se o microrganismo L. 

acidophilus – 04LBAB. Em relação à manutenção em temperatura ambiente (28ºC) e em 

geladeira (refrigeração – 4ºC), esta espécie apresentou melhor estabilidade mantendo-se com 

a maior concentração (Log UFC/mL) se comparada aos demais Lactobacillus. 
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Durante a Curva de Crescimento das Bactérias Lácticas todos os Lactobacillus 

testados se apresentaram com boa capacidade de multiplicação no meio de cultura MRS, 

comprovando a qualidade do meio para o crescimento dos mesmos. 

No teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos todas as seis amostras testadas seriam 

selecionadas, pois apresentaram perfil semelhante de resistência às drogas, oferecendo assim, 

a possibilidade de utilização de uma preparação probiótica durante a antibioticoterapia. 

Estudos já demonstraram que é baixa a probabilidade de transferência de genes de resistência 

dos Lactobacillus às bactérias presentes no TGI de humanos e outros animais. 

Ao realizar o Teste de Adesão a Solventes da Superfície Celular, foi possível observar 

que em relação aos resultados das avaliações de adesão in vitro da superfície celular das 

amostras de bactérias isoladas, o microrganismo L. acidophilus – 04LBAB seguido pelo 

microrganismo L. mucosae – 05LBAB demonstram possuir maiores probabilidades de adesão 

de suas células ao epitélio intestinal (alto valor para a substância hidrofóbica - xilol) e de 

resistir à acidez (alto valor para o solvente ácido - clorofórmio). 

No Teste de Antagonismo in vitro todos os microrganismos testados apresentaram 

bons resultados antagonistas frente a patógenos. Entretanto, os melhores resultados de 

inibição do desenvolvimento das amostras de bactérias utilizadas como reveladoras se 

mostrando efetivos contra os patógenos testados, L. acidophilus – 04LBAB e L. reuteri – 

03LBAB apresentaram efeito antagonista contra espécie relacionada (Lactobacillus 

acidophilus), sugerindo a produção de substâncias antagonistas, por exemplo, bacteriocinas. 

Sendo assim, a amostra L. acidophilus – 04LBAB foi a escolhida para a realização 

futura de testes in vivo em seres humanos e outros animais. Conclui-se, até o presente 

momento, que este microrganismo apresenta bom potencial para ser testado pela indústria de 

laticínios na fabricação de iogurtes, bebidas lácteas, leites fermentados, dentre outros, com 

boa estabilidade no meio de cultivo testado, mesmo sob condições diferentes de conservação. 

A chancela de produto probiótico irá depender de outros ensaios como testes de antagonismo 

in vivo, detecção de mecanismos imunomoduladores e da absorção de nutrientes em benefício 

do hospedeiro. 
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