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INTRODUÇÃO 
 A maioria das chamadas bactérias probióticas fazem parte do grupo de 

bactérias ácido láticas. Seu uso, devido aos efeitos benéficos à saúde, tem sido 

com frequência observado em uma grande variedade de produtos tanto na 

indústria alimentícia quanto farmacêutica.  

 Os efeitos benéficos estão sendo evidenciados através de vários 

estudos que comprovam a eficácia destes microrganismos probióticos, 

principalmente em casos como: gastroenterites, síndromes diarreicas 

relacionadas ao uso de antibióticos, combate a infecções bacterianas, redução 

dos níveis de colesterol sistêmico, com consequente diminuição de doenças 

cardíacas, e também como uma abordagem preventiva no equilíbrio da 

microbiota intestinal. 

 Para que as bactérias probióticas sejam introduzidas na cadeia alimentar 

é obrigatória a comprovação de ausência de qualquer determinante de 

resistência antimicrobiana para se evitar a sua propagação lateral. 

Dentre as inúmeras bactérias probióticas conhecidas, destacam-se as 

classes de Lactobacillus, sendo caracterizados como bacilos gram positivos, 

catalase negativos, microaerofílicos.  

Primeiramente, para que estes microrganismos possam exercer seus 

efeitos positivos é necessário resistir às barreiras gastrointestinais, como 

acidez estomacal elevada e presença de enzimas digestivas e pancreáticas. 

Além de chegar ao sítio ativo numa quantidade de células viáveis adequada é 

de fundamental importância que ocorra a adesão destes ao epitélio intestinal.  
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A ação benéfica dos Lactobacillus ocorre através de alguns mecanismos, 

como: a redução do colesterol, a qual ocorre pela produção de enzimas 

conhecidas como hidrolases de sais biliares (HSB), e também, pela produção 

de substâncias com atividade inibitórias contra agentes patogênicos, além de 

estimularem beneficamente a imunidade do hospedeiro, através do aumento 

dos níveis de anticorpos e o aumento da atividade dos macrófagos. 

 

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

1. PROBIÓTICOS 

Os probióticos têm sido consumidos há séculos, principalmente sob a 

forma de alimentos fermentados. Em 1907, Elie Metchnikoff, trabalhando no 

Instituto Pasteur na França, verificou que um grande número de pessoas na 

Bulgária possuía uma sobrevida superior a 100 anos. Observou que os 

camponeses búlgaros consumiam muito iogurte. Isolando as bactérias do 

iogurte ele descobriu que estas conferiam grandes benefícios à saúde dos 

indivíduos, com isso publicou um estudo em que postulava que a ingestão de 

bactérias ácido láticas tinha influência positiva na microbiota natural do trato 

intestinal (ROLFE, 2000).  

O pediatra Henry Tissier em 1906 observou que as crianças com diarreia 

teriam em suas fezes um número escasso de bifidobactérias, ao contrário das 

crianças saudáveis. Sugeriu então, que esse tipo de bactéria poderia ser 

administrado em pacientes com diarreia para restaurar a flora intestinal. Ele 

acreditava que a atividade metabólica das bactérias láticas inibiria as bactérias 



11 
 

intestinais do mesmo modo que inibem a putrefação dos alimentos. Suas 

publicações “The prolongation of life” e “The bacillus of long life” podem ser 

consideradas como o nascimento dos alimentos probióticos (THAMER e 

PENNA, 2005). 

O termo “probiótico” foi introduzido pela primeira vez em 1965 por Lilly e 

Stillwell, os quais definiram probiótico como aquele fator de origem 

microbiológico que estimula o crescimento de outros organismos. Em 1989, 

Roy Fuller enfatizou o requisito de viabilidade para os probióticos e introduziu a 

ideia de que têm um efeito benéfico para o hospedeiro. 

Hong, Duc e Cutting (2005), classificaram a utilização dos probióticos em 

dois campos de ação: para uso em animais e em humanos. Ainda de acordo 

com os mesmos autores, os probióticos utilizados em animais são 

considerados alternativos a antibióticos e, portanto utilizados como promotores 

de crescimento. 

Os probióticos são considerados como ingredientes GRAS 

(geralmente reconhecido como seguro) (MATTIA e MERKER, 2008), e seu 

consumo reduz o número viável de patógenos enquanto fortalece as defesas 

naturais do corpo (BERTAZZONI-MINELLI e BENINI, 2008; LARSEN et al., 

2009; MADUREIRA et al., 2008; SAVARD et al., 2011); por isso, eles ajudam a 

impulsionar o sistema imunológico e, consequentemente, diminuir o risco de 

doenças gastrointestinais, câncer, diabetes e níveis elevados de colesterol 

sérico, enquanto melhora a digestão em si (KUMAR et al., 2012; DE VRESE e 

SCHREZENMEIR, 2008). 

Os probióticos são definidos como "microrganismos vivos de origem 

intestinal humana, que quando ingeridos em quantidades adequadas, conferem 
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benefícios à saúde do consumidor além da nutrição básica" (FAO / WHO, 2002; 

COEURET et al., 2004 e NYANZI e JOOSTE, 2012). 

Para que um microrganismo possa ser usado como probiótico, ele deve 

ser capaz de expressar suas atividades, acima de tudo benéficas, no corpo do 

hospedeiro (no caso o homem), resistindo ao trato digestivo (aos ácidos 

clorídrico e biliar) e colonizando o intestino (OLIVEIRA e BATISTA, 2012). 

Hugas e Monfort (1997) consideram ainda como probióticos, as linhagens 

de microrganismos que possuem a capacidade de resistir a condições ácidas, 

à ação da bile, lisozima e colonizar o trato intestinal humano, ao menos 

temporariamente, mediante a adesão às células intestinais. Além dessas 

características, somam-se outras condições complementares necessárias às 

culturas probióticas como: rápido crescimento; permanência no intestino por 

um período aceitável e resistência aos antibióticos que podem estar 

eventualmente presentes nos alimentos, porém, sensibilidade àqueles usados 

em tratamentos contra bactérias (penicilinas e aminoglicosídeos); e ausência 

de propriedades patogênicas, tóxicas, alérgicas, mutagênicas ou 

carcinogênicas. 

Segundo Patterson e Burkholder (2003), desde que foi estabelecido este 

postulado, numerosos estudos foram feitos, demonstrando que a microbiota 

comensal intestinal inibe patógenos, distúrbios da microbiota intestinal podem 

aumentar suscetibilidade a infecções e a adição de probióticos aumenta a 

resistência a eles.  

No Brasil, o uso de probióticos foi regulamentado pela Resolução RDC 

nº02, de 07 de janeiro de 2002, que aprova o regulamento técnico de 
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substâncias bioativas e probióticos isolados com alegação de propriedades 

funcionais e ou de saúde (ANVISA, 2002; LÓPEZ-BREA e DOMINGO, 2007). 

É importante lembrar que os probióticos não se multiplicam com rapidez, 

razão pela qual não permanecem como colonizadores perenes do tubo 

digestivo (MORAIS e JACOB, 2006). 

Vários microrganismos são utilizados como probióticos, entre eles estão 

as bactérias ácido láticas, bactérias não ácido láticas e leveduras. O íleo 

terminal e o cólon são, respectivamente, os locais de preferência para a 

colonização intestinal de espécies de Lactobacilos e Bifidobactérias (SANTOS 

et al., 2011). 

As bactérias probióticas têm sido utilizadas em uma variedade de 

alimentos, como laticínios, carnes e vegetais e para tratamento de infecções de 

superfície da mucosa tanto do trato gastrointestinal (TGI) como no trato genital 

feminino (GILLOR, ETZION e RILEY, 2008).  

Por este motivo, uma variedade de microrganismos vem sendo testada e 

utilizada como probióticos e, de acordo com Menten e Pedroso (2005), muitos 

de forma arbitrária, baseados em ensaios de desempenho que possuem 

resultados variáveis, sem que os pré-requisitos que condicionam sua eficácia 

sejam observados e confirmados. 

As culturas probióticas são bactérias não patogênicas que normalmente 

derivam da microbiota normal e da mesma espécie animal que a elas serão 

administradas (FULLER, 1989; GARLICH, 1999). Eventos agressores da 

microbiota como enterites de origem bacteriana ou viral, ação de algumas 

micotoxinas, estresse decorrente de modificações drásticas da dieta, jejum, 

calor ou frio, podem ser evitados pela inoculação contínua de cultivos 
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probióticos que reduziriam a ação bacteriana indesejável, controlando 

patógenos como Clostridium, Salmonella, entre outros. Os probióticos quando 

administrados de forma contínua protegem os vilos e a superfície absortiva de 

toxinas irritantes produzidas por microrganismos patogênicos, permitindo e 

evitando lesões da mucosa intestinal (GARLICH, 1999). 

Pancheniak (2005) relata que o probiótico deverá, preferencialmente, 

apresentar as seguintes características: ser produzido em larga escala e de 

maneira viável; ser estocado e manter a sua viabilidade até o momento de uso; 

ter condições de permanecer no ambiente intestinal; produzir um efeito 

benéfico no intestino e ter habilidade de sobrevivência, não necessariamente 

de multiplicação no intestino. 

A ingestão de microrganismos com efeito probiótico pode ser feita na 

forma de preparações farmacêuticas como compostos em pó, tabletes ou 

cápsulas, e preparações alimentícias como iogurtes e outros alimentos 

fermentados. Esses produtos podem conter somente uma, ou várias espécies 

distintas de microrganismos (FOOKS e GIBSON, 2002). 

O propósito da administração de produtos contendo probióticos é resultar 

em uma microbiota intestinal balanceada e, consequentemente, ter um impacto 

favorável sobre a saúde do consumidor (TANNOCK, 1998). 

 

1.2.  Mecanismos de ação de um probiótico 

Os probióticos agem melhorando a permeabilidade gastrointestinal e 

aumentando a resistência da mucosa contra a penetração bacteriana. Quanto 

aos mecanismos de proteção: (i) aumentam a resistência da barreira intestinal 

contra o trânsito de bactérias e suas toxinas; (ii) modificam a resposta do 
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hospedeiro em relação aos produtos microbianos; (iii) aumentam a resposta 

das mucosas à IgA; (iv) produzem substâncias bactericidas; (v) excluem 

competitivamente os patógenos em potencial (ARCIERO et al., 2010; 

STENGER et al., 2011).  

A imunomodulação se dá principalmente pela indução de células 

dendríticas regulatórias e células T. O contato entre as superfícies externas das 

células dendríticas intestinais via receptores Toll-like e DC-SIGN (sinal da 

célula dendrítica) e dos probióticos (Moléculas de Associação) induz a 

produção de citocinas que promovem a apresentação de antígenos do 

complexo de histocompatibilidade e moléculas co-estimulatórias que polarizam 

células T em células T regulatórias e auxiliares do tipo 1 e 2 (LEEBER, 2010). 

Essa regulação é muito interessante, já que a associação de vacinas 

convencionais e probióticos podem gerar tanto uma resposta imune quanto 

uma proteção humoral mais eficiente (MAC DONALD e BELL, 2010). 

De acordo com Schneitz (2005), a exclusão competitiva é o “fenômeno 

pelo qual a microbiota intestinal normal protege o hospedeiro contra patógenos 

invasivos”. Ainda segundo a autora, os resultados de diversos estudos 

sugerem que a proteção por exclusão competitiva é um fenômeno 

predominantemente físico, e essas características são mais importantes que a 

produção de ácidos graxos voláteis ou outros metabólitos aos quais são 

atribuídas funções protetoras. 

Segundo Ehrmann et al. (2002) e Jin et al. (2000), existem dois 

mecanismos possíveis para os benefícios das BAL como probióticos: a 

capacidade de produzir substâncias como ácido lático e bacteriocinas; e a 
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capacidade de aderir à mucosa do TGI e formar uma barreira contra a 

colonização por patógenos.  

Os mecanismos de ação dos probióticos estão relacionados à competição 

por sítios de ligação ou à exclusão competitiva, ou seja, as bactérias 

probióticas ocupam o sítio de ligação na mucosa intestinal formando, uma 

barreira física às bactérias patogênicas. Assim, as bactérias seriam excluídas 

por competição de espaço, sendo, as fímbrias os elementos de aderência 

bacteriana mais conhecidas e estudadas. São estruturas como “pelos” 

compostos por fosfoglicoproteínas que se projetam do corpo bacteriano. Seus 

receptores são específicos e se diferem entre as porções anatômicas, ao longo 

do trato intestinal. Algumas bactérias somente se aderem à superfície superior 

dos enterócitos, enquanto que outras residem nas criptas onde são produzidas 

as novas células epiteliais que migram até o topo das vilosidades 

(DOBROGOSZ et al., 1989). 

 

1.2.1. Viabilidade celular 

A recomendação segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) é baseada na porção diária de microrganismos viáveis que devem 

ser ingeridos, sendo o mínimo de 108 a 109 UFC/dia (BRASIL, 2007). 

A habilidade de microrganismos probióticos em sobreviver e se 

desenvolver no hospedeiro influencia fortemente nos seus efeitos probióticos. 

O microrganismo que se mostrar metabolicamente estável no produto, 

sobreviver à passagem pelo trato digestivo com alta viabilidade poderá 

apresentar efeitos benéficos quando presente no intestino do hospedeiro 
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(ANAL e SINGH, 2007). No entanto, a viabilidade e atividade não são os únicos 

fatores importantes na ação de um probiótico. O nível do microrganismo deve 

ser suficientemente elevado (NICOLI e VIEIRA, 2003). 

É importante ressaltar que a maior disponibilidade de dados sobre as 

concentrações bacterianas efetivas indica, claramente, que a concentração 

probiótica necessária varia em função da cepa e do efeito desejado sobre a 

saúde (CHAMPAGNE, GARDNER e ROY, 2005). 

 

1.2.2. Adesão às células intestinais e competição entre os 

microrganismos probióticos e patogênicos. 

A adesão às células epiteliais do intestino é um requisito importante para 

a colonização de cepas probióticas no trato gastrointestinal, impedindo a sua 

eliminação imediata pelos movimentos peristálticos e proporcionando uma 

vantagem competitiva neste ecossistema (PEDERSEN e TANNOCK, 1989; 

FRETER, 1992; ALANDER et al., 1997). As dificuldades envolvidas em estudar 

a adesão bacteriana in vivo, especialmente em seres humanos, têm levado ao 

desenvolvimento de sistemas de modelo in vitro para a seleção de estirpes 

potencialmente aderentes (MAYRA-MÄKINEN et al., 1983, CONWAY e 

KJELLBERG 1989; KIMOTO et al., 1999).  

A adesão dos microrganismos patogênicos ocorre na superfície das 

células epiteliais do intestino, ou seja, na superfície destinada à absorção de 

nutrientes. Após a colonização, estas se utilizam de um sistema especializado 

de injeção a fim de enviar algumas de suas próprias proteínas ao interior da 

célula hospedeira, com a finalidade de se reproduzirem, porém quando isto 
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ocorre estes microrganismos liberam substâncias tóxicas danosas à saúde do 

organismo hospedeiro (NUTRIÇÃO EM PAUTA, 2005).  

As bactérias nocivas podem formar compostos tóxicos para o hospedeiro, 

como as substâncias putrefativas (amônia, H2S, aminas, fenol, indol). Essas 

substâncias podem prejudicar o intestino diretamente e são também 

parcialmente absorvidas, contribuindo ao longo da vida do hospedeiro, para o 

processo de envelhecimento, câncer e outros problemas geriátricos 

(MITSUOKA, 1992). 

Adesão bacteriana é inicialmente baseada em interações físicas não 

específicas entre duas superfícies, que então permitem interações específicas 

entre adesinas (geralmente proteínas) e receptores complementares (FRETER, 

1992; ROJAS e CONWAY, 1996; PÉREZ et al., 1998).  

Características físico-químicas da superfície da célula, tais como 

hidrofobicidade pode afetar adesão de bactérias a superfícies diferentes 

(WADSTRÖM et al., 1987; PÉREZ et al., 1998; DEL RE et al., 2000). A 

natureza proteica de alguns componentes da superfície tem sido demonstrada, 

e proteínas de superfície detectadas em algumas estirpes de Lactobacillus 

podem estar envolvias na adesão (SCHNEITZ et al., 1993; MUKAI e ARIHARA 

1994). 

 

1.2.3. Atividade antimicrobiana de espécies de lactobacilos 

probióticos 

Substâncias antimicrobianas são produzidas pelas espécies de 

lactobacilos e são importantes para a exclusão competitiva ou inibição da 

invasão por outras bactérias. Estas substâncias podem ser ácidos graxos 
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curtos (CARR et al., 2002), peróxido de hidrogênio, que é característico de 

lactobacilos (ESCHENBACH et al., 1989), toxinas de espectro restrito ou amplo 

sintetizado nos ribossomos, chamadas bacteriocinas, ou ainda pode ser por 

bacteriófagos que são altamente específicos (TAGG e DIERKSEN, 2003; 

SMITH et al. 2007).   

A atividade antimicrobiana dos ácidos láticos e acético é, em parte, devido 

ao fato de que estes ácidos na forma não dissociada podem atravessar a 

membrana celular microbiana reduzindo o pH intracelular, que irá interferir com 

importantes funções metabólicas (NAIDU et al., 1999). O ácido acético possui 

um efeito inibitório mais acentuado, uma que vez que sua constante de 

dissociação é maior que a do ácido lático (PIARD e DESMAZEAUD, 1991).  

 

1.2.3.1. Bacteriocinas 

As bactérias sintetizam grande variedade de peptídeos antimicrobianos. 

Aqueles sintetizados via ribossomos são denominados bacteriocinas e têm sido 

explorados para aplicação na segurança microbiológica dos alimentos 

(SCHULZ et al., 2003). 

As bacteriocinas produzidas por BAL são distintas dos antibióticos. Há 

diferenças entre antibióticos e bacteriocinas quanto à síntese, aplicação 

espectro antimicrobiano, modo de ação, mecanismos de resistência, toxicidade 

e microrganismos produtores (MONTVILLE e KAISER, 1993; CLEVELAND et 

al., 2001). 

Do ponto de vista aplicado, as bacteriocinas podem ser utilizadas na 

forma de peptídeos purificados, ou como culturas bacteriocinogênicas. No 

primeiro caso, as bacteriocinas produzidas ex situ por processos fermentativos, 
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após purificação, podem ser utilizadas na forma de concentrados, o que exige 

uma aprovação, do ponto de vista legal, do seu uso como conservante em 

alimentos (REDDY et al., 2004). 

A nisina é a única bacteriocina comumente usada, como substância 

purificada, na preservação de alimentos (GÁLVEZ et al., 2007). Por outro lado, 

as culturas bacteriocinogênicas podem ser utilizadas diretamente como cultura 

starter, como adjuvante em combinação com uma cultura starter ou como 

cultura protetora, especialmente no caso de alimentos não fermentados. 

Quando usada como cultura starter, a cepa bacteriocinogênica deve ser apta 

para assegurar o processo fermentativo idealizado e, ao mesmo tempo, de 

produzir bacteriocina em quantidade suficiente para conferir proteção ao 

alimento. Quando usada como cultura adjuvante, não contribui com o processo 

fermentativo, porém não deve interferir na função da cultura starter 

(RODRÍGUEZ et al., 2003; ZHOU et al., 2006). 

 

1.2.3.2. Classificação de bacteriocinas 

Apesar de sua heterogeneidade físico-química, as bacteriocinas de 

bactérias láticas possuem características comuns que possibilitam sua 

classificação. Baseadas na sua estrutura primária, peso molecular, estabilidade 

ao calor e organização molecular as bacteriocinas foram primeiramente 

classificadas por Klaenhammer (1993) o qual as distribui em 4 classes. Onde a 

classe I, ou lantibióticos, representada pela nisina, é constituída por peptídeos 

termoestáveis de baixo peso molecular (<5kDa), diferenciados dos demais pela 

presença de lantionina e derivados; a classe II é composta por pequenos 

peptídeos (<10kDa) termoestáveis divididos em três subclasses: IIa (pediocina 
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e enterocina), IIb (lactocina G) e IIc (lactocina B); a classe III é representada 

por peptídeos termolábeis de alto peso molecular (>30kDa) como helvectina J; 

na classe IV encontram-se grandes complexos peptídicos contendo carboidrato 

ou lipídio em sua estrutura. Cleveland et al. (2001), discordam e acreditam que 

estes complexos são artefatos de purificação parcial e não uma nova classe de 

bacteriocinas. 

Em 2005, Cotter, Hill e Ross propuseram uma nova classificação, 

conforme tabela 1. 

 

Tabela 1. Classificação de bacteriocinas sugerida por Cotter, Hil e Ross, (2005). 

Classificação Grupos Exemplos 

Classe I 

Bacteriocinas/ 

lantibióticos contendo 

lantionina. 

Lantibióticos simples e 

duplo peptídeo. 

Peptídeos simples: 

Nisina. 

Peptídeo duplo: 

Lacticina. 

Classe II 

Bacteriocinas contendo 

não lantibióticos. 

Classe heterogênea de 

peptídeos pequenos, 

incluindo subclases IIa 

(tipo pediocina), IIb 

(duplo peptídeo), IIc 

(cíclicas), IId (peptídeo 

linear não pediocina) 

IIa: Pediocina, 

Leucocina A; 

IIb: Lactacina F; 

IIc: Enterocina AS48, 

Reuterina 6; 

IId: Lactococcina A, 

Divergicina A; 

Bacteriolisinas 

Proteínas líticas  

não bacteriocinas. 

Proteínas grandes 

sensíveis ao calor. 

Lisostafin, Enterolisina 

A; 

Fonte: Cotter, Hil e Ross, (2005). 

 

Os autores sugerem ainda, que a classe IV seja extinta, por 

representarem bacteriocinas que requerem grupamentos não protéicos para 
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sua atividade que ainda não foram convincentemente demonstrados. Para 

Drider et al. (2006), as bacteriocinas estariam distribuídas em três grandes 

classes de acordo com suas características bioquímicas e genéticas. 

Conforme Klaenhamer (1988) 99% das bactérias podem produzir pelo 

menos uma bacteriocina e a única razão pela qual estas ainda não foram 

isoladas é o fato de que são pouco investigadas. 

Geralmente a produção de bacteriocinas por bactérias Gram-positivas 

está associada à passagem da fase log para a fase estacionária. A produção 

do antimicrobiano se inicia no meio da fase logarítmica e chega ao máximo 

quando as células entram na fase estacionária, como ocorre com a nisina. A 

regulação da expressão da bacteriocina depende da densidade do cultivo e 

não do ciclo celular (BREUKINK et al., 1999). 

Segundo Todorov e Dicks (2004), a produção de bacteriocinas é 

fortemente dependente das fontes de nutrientes presentes no meio de cultivo, 

sendo que sua atividade nem sempre é correlacionada à massa celular ou à 

taxa de crescimento da linhagem produtora. 

A maioria das bacteriocinas produzidas por lactobacilos pertencem à 

Classe II (pequeno tamanho, termoestável e com alto ponto isoelétrico) sendo 

capazes de combater infecções provocadas por Listeria monocytogenes 

(CORR et al., 2007). 

 

1.2.3.3. Mecanismo de ação 

Sugere-se que as bacteriocinas ligam-se a receptores específicos da 

superfície celular das células susceptíveis, apesar do mecanismo exato ainda 

não ter sido elucidado (MONTVILLE e KAISER, 1993; MONTVILLE et al., 1995; 
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De MARTINS et al., 2002). Diversos autores pesquisaram os mecanismos de 

ação das bacteriocinas sendo que o princípio mais aceito baseado na 

ocorrência da dissipação da força próton-motriz como consequência da 

formação de poros na membrana citoplasmática que induz um desbalanço 

iônico e efluxo de íons fosfato, resultando na inativação ou morte celular 

(ROSA et al., 2002). 

O mecanismo de ação das bacteriocinas é complexo. Geralmente, atuam 

destruindo a integridade da membrana citoplasmática pela formação de poros, 

o que provoca a perda de pequenos compostos e íons, promovendo o colapso 

da força motriz de prótons. Aparentemente, as bacteriocinas se ligam à 

membrana plasmática por meio de ligações eletrostáticas com fosfolipídios 

carregados negativamente. Em seguida, são inseridas na membrana com uma 

reorientação que depende do potencial da membrana, a qual é influenciada 

pelo pH e composição de fosfolipídios. Os monômeros de bacteriocina formam 

agregados proteicos que resultam na formação de poros, com consequente 

saída de íons (principalmente potássio e magnésio), perda da força motriz de 

prótons, ATP e aminoácidos. A força motriz protônica desempenha papel 

central na síntese de ATP e no transporte ativo. Assim, a ausência dela inibe a 

síntese de macromoléculas e produção de energia, resultando na destruição 

celular (MONTVILLE e CHEN, 1998). 

 

1.2.4. Aplicações clínicas de probióticos 

De modo geral, Lactobacilos podem colaborar na digestão da lactose em 

indivíduos com intolerância a esse dissacarídeo, reduzir a constipação e a 

diarreia infantil, ajudar na resistência a infecções por Salmonela, prevenir a 
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"diarreia do viajante" e aliviar a síndrome do intestino irritável. São conhecidos 

também por estimularem o sistema imunológico, produzirem vitamina B, 

inibirem a multiplicação de patógenos, reduzirem a concentração de amônia e 

colesterol no sangue e ajudarem a restabelecer a microbiota normal após 

tratamento com antibióticos. Assim sendo, esses microrganismos são 

comumente utilizados em intervenções dietéticas que visam à melhoria da 

saúde dos indivíduos (MANNING e GIBSON, 2004; PICARD et al., 2005; 

LEAHY et al., 2005; NOVIK et al., 2006). 

 

1.2.4.1. Intolerância à lactose e a outros dissacarídeos  

Provavelmente é uma das utilizações mais antigas dos probióticos, pois 

desde há muito se sabe que o iogurte é muito melhor tolerado que o leite pelos 

indivíduos intolerantes à lactose. Esta melhor tolerância tem sido atribuída à 

redução do conteúdo em lactose no iogurte devido à fermentação pelas 

bactérias produtoras de ácido láctico, à atividade da β-galactosidase das 

próprias bactérias que produzem o iogurte e, também, à menor velocidade de 

esvaziamento gástrico deste em relação ao leite. A administração de um 

probiótico como Sacharomyces boulardii melhora a sintomatologia em 

indivíduos com déficit em sacarase-isomaltase. Espécies de Bifidobacterium e 

Lactobacillus têm sido frequentemente utilizadas na produção de iogurtes e 

outros produtos lácteos fermentados (KOLARS et al., 1984; SAVAIANO et al., 

1984; FULLER, 1991; MARTINI et al., 1991; MONTES et al., 1995; JIANG, 

MUSTAPHA e SAVAIANO, 1996; ROLFE, 2000; GORBACH, 2000; MARTEAU 

et al., 2001; CALLANAN, BERESFORD e ROSS, 2005; JANER et al., 2005; 

WARD et al., 2006). 
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1.2.4.2. Prevenção de diarreias e probióticos 

Este benefício está associado à produção de substâncias antimicrobianas 

que inibem o crescimento de bactérias patógenas (PROTIC et al., 2005). 

 

1.2.4.2.1 Diarreia aguda infecciosa 

O maior número de estudos com probióticos tem incidido quer na 

prevenção quer no tratamento da diarreia aguda infecciosa (ISOLAURI, 2003; 

CANANI et al., 2007). Em ensaios preventivos, verificou-se uma diminuição 

significativa da incidência da diarreia nas crianças que ingeriram probióticos em 

comparação com os controles (ROLFE, 2000; GORBACH, 2000; SHAMIR et 

al., 2005). Em ensaios terapêuticos, o conjunto dos resultados aponta para 

diferenças significativas a favor dos grupos com probióticos no que diz respeito 

à intensidade e duração da diarreia, ao número de dias de internamento e dos 

dias em que os vírus são eliminados no caso da diarreia por rotavírus (ROLFE, 

2000; JUNTUNEN et al., 2001; PANT et al., 2007). Tendo em conta que a 

diarreia é uma causa importante de mortalidade nos países em 

desenvolvimento, sobretudo em crianças e adultos com má nutrição, os 

probióticos, pela sua eficácia preventiva e terapêutica, são úteis em Saúde 

Pública (ROLFE, 2000; JUNTUNEN et al., 2001). 

 

1.2.4.2.2 Diarreia associada a antibióticos 
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Várias estirpes têm comprovado a eficácia dos probióticos na prevenção e 

tratamento da diarreia associada aos antibióticos. Os mais utilizados têm sido 

Bifidobactéria, Saccharomyces boulardi e Lactobacilos (HICKSON et al., 2007).  

 

1.2.4.2.3 Diarreia do viajante 

A diarreia do viajante é a doença mais comum durante a visita às regiões 

tropicais e subtropicais. O efeito dos probióticos para prevenir esta diarreia não 

está suficientemente demonstrado e alguns trabalhos são contraditórios. No 

entanto, alguns ensaios clínicos demonstram um declínio de incidência da 

diarreia de acordo com as regiões visitadas e as doses utilizadas 

(SZAJEWSKA e MRUKAWICZ, 2005). 

 

1.2.4.3 Doença inflamatória crônica do intestino e outras situações 

gastroenterológicas 

Parece bastante promissor o uso de probióticos, especialmente de 

Saccharomyces boulardii e do Lactobacillus casei na doença de Crohn, na 

colite ulcerosa e na inflamação crônica da bolsa ileal (KARIMI et al., 2005; 

MATSUMOTO et al., 2005; SCANLAN et al., 2006). Existem resultados 

animadores com a utilização de probióticos na síndrome do intestino curto e na 

alergia alimentar, provavelmente pela diminuição da permeabilidade intestinal e 

pelas suas propriedades antiinflamatórias (ISOLAURI, KIRJAVAINEN e 

SALMINEN, 2002; ISOLAURI, OUWRHAND e LAITINEN, 2005; MATSUMOTO 

et al., 2005; DANIEL et al., 2006). 
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1.2.4.4 Dislipidemias 

No organismo, o excesso de colesterol (hipercolesterolemia) pode causar 

diversos problemas, pois é um importante fator de risco no desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, podendo levar a formação de depósitos de placas 

nos vasos sanguíneos (aterosclerose), acidentes cardiovasculares (AVC) e 

infartos (HAVERNAAR et al., 1992). Portanto a redução dos níveis de 

colesterol sérico é de extrema importância para a manutenção do estado de 

saúde, podendo até diminuir a incidência de mortes por razões coronarianas. 

Diferentes mecanismos têm sido propostos para a capacidade de redução 

do colesterol das bactérias probióticas; entre eles a atividade hidrolase de sais 

biliares (BSH) (BEGLEY, HILL e GAHAN, 2006; SWANN et al., 2011; KUMAR 

et al., 2012; JONES et al., 2013). Os ácidos biliares são eficazmente 

conservados em condições normais por um processo denominado de 

recirculação entero-hepática. Os ácidos biliares conjugados e não conjugados 

são absorvidos por difusão passiva ao longo de todo o tubo digestivo e por 

transporte ativo no íleo terminal (CAREY e DUANE, 1994). Sais biliares 

desconjugados são menos eficientemente reabsorvidos do que os seus 

homólogos conjugados (DE SMET et al., 1998; JONES et al., 2013). O que 

resulta na excreção de grandes quantidades de ácidos biliares livres nas fezes. 

Assim, a atividade BSH tem o efeito de aumentar a síntese de sais biliares no 

fígado em resposta ao equilíbrio homeostático para substituir os que foram 

perdidos com excreção, levando a uma redução nos níveis de colesterol sérico 

(KUMAR et al., 2012).  

O perfil probiótico de estirpes de Lactobacillus acidophilus mostrou a 

capacidade de resistir a processos de digestão no trato gastrointestinal e 
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também na resistência à bílis (KOS et al., 2000; ŠUŠKOVIĆET et al., 2000). 

Além disso, estudos in vitro mostraram que estes microrganismos podem 

assimilar o colesterol na presença de bílis, então postula-se que esta estirpe 

pode ajudar na redução do colesterol sérico in vivo (KOS, 2001).  

 

1.2.4.5 Outras situações clínicas 

Embora com resultados incipientes, alguns probióticos vêm sendo 

utilizados como coadjuvantes do tratamento em casos de fibrose cística, 

infecções urogenitais e  vaginites devido a sua ação imunoestimulante, inibição 

da atividade enzimática bacteriana e recolonização do trato vaginal 

respectivamente (RESTA-LENERT e BARRETT, 2003; SARTOR, 2005; 

MATTO et al., 2005; PELUSO et al., 2007; ZÁRATE, SANTOS e NADER-

MACIAS, 2007). 

 

1.3 Gênero Lactobacillus 

Taxonomicamente o gênero lactobacilos pertence ao filo Firmicutes, 

classe Bacilli, ordem Lactobacillales, família Lactobacillaceae. Os lactobacilos 

são nutricionalmente fastidiosos, precisando de um meio rico em nutrientes, 

contendo carboidratos, aminoácidos, peptídeos, ácidos graxos, sais, derivados 

de ácidos nucleicos e vitaminas para crescer (CARR et al., 2002). De acordo 

com Euzéby (1997) o gênero Lactobacillus possui cerca de 171 espécies. 

Estão presentes também em muitos tipos de alimentos como cereais, bebidas 

fermentadas, queijos e produtos lácteos, carnes e derivados, dentre outros 

(HAMMES e HERTEL, 2003). 

 



29 
 

1.3.1 Lactobacillus acidophilus 

Como um probiótico, Lactobacillus acidophilus é muito importante nas 

indústrias de laticínios e nutracêuticas, devido à sua aplicação na manutenção 

da saúde humana e animal (PYAR et al., 2014). 

Lactobacillus acidophilus é considerado uma das principais espécies 

deste gênero encontradas no intestino humano e de animais. Quando 

presentes em número suficiente, como probióticos, os lactobacilos podem criar 

um equilíbrio saudável entre a microbiota benéfica e aquela potencialmente 

prejudicial no intestino (TANNOCK, 1999; SUSKOVIC et al.,  2001). 

O Lactobacillus acidophillus é altamente competitivo, em grande parte 

devido às suas aplicações na produção de alimentos fermentados. Eles 

também podem produzir substâncias antimicrobianas, incluindo as 

bacteriocinas que têm capacidade de inibir bactérias patogênicas e 

deteriorantes de alimentos (RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 

2010). 

Uma grande parte das estirpes de L. acidophilus, degrada: amigdalina, 

celobiose, frutose, galactose, glucose, lactose, maltose, manose, sucrose e 

esculina (NAHAISI, 1986). As condições ótimas para a sua multiplicação eficaz 

são temperaturas de 35-40 ºC e valores de pH de 5.5-6.0. Deve salientar-se 

que o crescimento de L. acidophilus pode ocorrer a 45 ºC, e que a sua 

tolerância em termos de acidez do meio varia entre 0.3 e 1.9% (v/v) de acidez 

titulável. 

As espécies de Lactobacillus são catalase negativos, Gram positiva e 

geralmente em forma de bastão. São encontrados numa grande variedade de 

ambientes, incluindo vegetais e trato gastrointestinal de animais, como as 
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abelhas (TANNOCK, 2004; SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001; FUJISAWA 

e MITSUOKA, 1996) e são utilizados na fabricação de alimentos fermentados, 

tais como os produtos de soja, produtos de peixe, produtos hortícolas, pão, 

bebidas alcoólicas, laticínios e para produção de queijo (KANDLER et al., 1986; 

RHEE et al., 2011; CAPLICE e FITZGERALD, 1999). 

 

1.3.1.2 Mecanismo de ação de Lactobacillus acidophilus 

Os mecanismos exatos pelos quais L. acidophilus poderiam exercer suas 

ações não são claros. No entanto, foram postuladas algumas possíveis ações. 

Em primeiro lugar, L. acidophilus, semelhante a outros lactobacilos, tem sido 

relatada a inibição da adesão a e invasão de células epiteliais humanas por 

microrganismos enterovirulentos (COCONNIER, 1993; CHAUVI_ERE, 1992).  

Por outro lado, L. acidophilus segrega um composto antimicrobiano 

termoestável diferente a partir do ácido lático (COCONNIER, 1997). Tem sido 

documentado que o sobrenadante da cultura de L. acidophilus mostra atividade 

antibiótica contra bactérias como enterovirulentas (COCONNIER, 2005). Em 

terceiro lugar, L. acidophilus estimula respostas imunológicas específicas para 

organismos patogênicos (COCONNIER, 1997). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso de probióticos, principalmente espécies de Lactobacillus 

acidophillus, tem despertado grande interesse tanto da indústria farmacêutica 

quanto alimentícia. A possibilidade de se obter um produto com probióticos, 

que além de exercerem vários efeitos benéficos para o organismo humano, 
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podem atuar inibindo bactérias patogênicas é extremamente atraente. A ampla 

gama de possibilidades preventivas e terapêuticas dos probióticos é motivo de 

grande entusiasmo, porém muitos estudos devem ainda ser realizados para se 

chegar a resultados conclusivos. 
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RESUMO 

Lactobacillus acidophilus utilizados em três diferentes aplicações, sendo: 

farmácias de manipulação (LA1), em produtos lácteos fermentados (LA2) e em 

formulações alopáticas (LA3) foram testadas para avaliar a existência de 

diferenças significativas entre elas e em diferentes condições de crescimento: 

Para o teste de avaliação da resistência aos diferentes antibióticos de uso 

comercial todas as estirpes de LA foram sensíveis aos antibióticos ampicilina, 

cloranfenicol, doxiciclina e tetraciclina. LA1 foi considerada moderadamente 

sensível (MS) a eritromicina e LA3 MS a clindamicina e eritromicina. LA3 

enquadrou-se na classificação entre MS a resistente (R) para eritromicina. As 3 

cepas de LA foram resistentes a gentamicina. Na avaliação à resistência em 

pH ácido, as três origens apresentaram comportamento similar, com diminuição 

da viabilidade celular em pH 2, mantendo constante a viabilidade em pH 3 e 4. 

No teste de resistência à condições do trato gastrointestinal e hidrofobicidade 

LA2 apresentou os melhores resultados. As 3 estirpes apresentaram produção 
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de compostos inibitórios frente a bactérias patogênicas e desconjugaram sais 

biliares tauroconjugados (TDCA). Concluiu-se que, dependendo da origem, o 

Lactobacillus acidophilus pode apresentar diferentes comportamentos que 

poderão determinar o seu crescimento e consequentemente sua ação in vivo. 

Pela facilidade, praticidade de acesso, economia e resultados satisfatórios nos 

testes realizados, LA2 pode ser considerada a estirpe de escolha entre as 

estudadas. 

 

Palavras-chaves: Saúde intestinal. Imunidade. Resistência a patógenos. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Os probióticos são considerados como ingredientes GRAS 

(geralmente reconhecido como seguro) (MATTIA e MERKER, 2008), e seu 

consumo reduz o número viável de patógenos enquanto fortalece as defesas 

naturais do corpo (BERTAZZONI-MINELLI e BENINI, 2008; MADUREIRA et al., 

2008; LARSEN et al., 2009; SAVARD et al., 2011) por isso, eles ajudam a 

impulsionar o sistema imunológico e, consequentemente, diminuir o risco de 

doenças gastrointestinais, câncer, diabetes e níveis elevados de colesterol 

sérico, enquanto melhora a digestão em si (DE VRESE e SCHREZENMEIR, 

2008; KUMAR et al., 2012). 

A ingestão de microrganismos com efeito probiótico pode ser feita na 

forma de preparações farmacêuticas como compostos em pó, tabletes ou 

cápsulas, ou de iogurtes e outros alimentos fermentados. Esses produtos 

podem conter somente uma, ou várias espécies distintas de microrganismos 

(FOOKS e GIBSON, 2002). 
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O uso de espécies de Lactobacillus como probióticos têm atraído muita 

atenção, devido à sua ocorrência natural no sistema gastrointestinal humano 

(PYAR et al., 2014). 

O L. acidophilus, é um bacilo gram - positivo com pontas arredondadas, 

que se encontra na forma de células livres, aos pares ou em cadeias curtas, 

pouco tolerantes à salinidade do meio. É considerado microaerofílico, com o 

crescimento em meios sólidos favorecidos por anaerobiose ou pressão 

reduzida de oxigênio.  A sua multiplicação eficaz ocorre em temperaturas de 

35-40 ºC e valores de pH de 5.5-6.0 (NAHAISI, 1986; SALMINEN et al., 1996). 

A habilidade de microrganismos probióticos em sobreviver e se 

desenvolver no hospedeiro influencia fortemente nos seus efeitos probióticos. 

O microrganismo que se mostrar metabolicamente estável no produto, 

sobreviver à passagem pelo trato digestivo com alta viabilidade poderá 

apresentar efeitos benéficos quando presente no intestino do hospedeiro 

(ANAL e SINGH, 2007). 

 A viabilidade e atividade não são os únicos fatores importantes na ação 

de um probiótico. O nível do microrganismo deve ser suficientemente elevado 

(NICOLI e VIEIRA, 2003). A recomendação segundo a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) é baseada na porção diária de microrganismos 

viáveis que devem ser ingeridas, sendo o mínimo de 108 a 109 UFC/dia 

(BRASIL, 2007). 

O uso dos probióticos com a finalidade de beneficiar a saúde do 

hospedeiro e de prevenir ou tratar doenças, aumentou nos últimos anos, 

particularmente, devido ao aumento da incidência de microrganismos 

resistentes a antibióticos, e a necessidade de buscar tratamentos alternativos 
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para tratar doenças gastrointestinais (TEITELBAUM e WALKER, 2002; NICOLI 

e VIEIRA, 2003; MARTINS et. al., 2005). 

A falta de informações em relação à atividade de microrganismos 

probióticos administrados através de formas farmacêuticas, como cápsulas, 

muitas vezes chamados de nutracêuticos, e de produtos alimentícios de 

diferentes origens justifica o nosso estudo, que visa avaliar as diferenças 

quanto ao perfil probiótico. 

O objetivo do presente trabalho foi comparar o perfil probiótico de 

diferentes origens de Lactobacillus acidophilus. Para isso foram avaliados seu 

crescimento em presença de antibióticos de uso comercial e resistência em 

condições que simulam in vitro o ambiente gastrointestinal. Investigar as 

habilidades de adesão in vitro destas culturas probióticas, bem como avaliar a 

capacidade de produção de enzimas hidrolases de sais biliares e produção de 

compostos inibitórios com características bactericidas. 

 

2.0. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Microrganismos  

Foram utilizados Lactobacillus acidophilus de três diferentes origens: 

- Origem 1 (LA1): Lactobacillus acidophilus oriundo de suplemento 

manipulado, comercializado na forma de cápsulas ou sachês com finalidade de 

regular a microbiota intestinal em caso de diarreia ou constipação. Conforme 

especificação do fornecedor Aché, cada grama de produto liofilizado continha 

109 UFC. 
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- Origem 2 (LA2): Lactobacillus acidophilus, utilizado em formulações 

alimentícias como produtos fermentados, gentilmente cedida pela empresa 

SACCO® Brasil. Conforme especificação do fornecedor, cada grama de produto 

liofilizado continha 1011 UFC. 

- Origem 3 (LA3): Lactobacillus acidophilus: de origem alopática, 

comercializado em farmácias de dispensação, também com finalidade de 

regular a microbiota intestinal. Conforme especificação do fabricante, cada 

cápsula continha o equivalente a 10⁹ UFC/g. 

 

2.2. Ativação do microrganismo 

Para ativação e preparo da suspensão celular foi pesado assepticamente 

1g do liofilizado de Lactobacillus acidophilus de cada origem, transferidos 

individualmente para tubos contendo 10 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) 

10% (v/v) (REDONDO, 2008), os quais foram posteriormente incubados por um 

período de 24h em jarra de anaerobiose a 37 ±1°C. 

 

2.3. Avaliação da viabilidade celular  

Após 24h de incubação foi realizada centrifugação (CENTRIBIO SO-2B) a 

5000rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e foi acrescentada 10 

mL de solução salina fosfatada tamponada para ressuspender o sedimento, 

realizou-se homogeneização em vórtex (PHOENIX LUFERCO – AP56) seguida 

de centrifugação, procedimento que foi realizado por 3 vezes. Em seguida, 

acrescentou-se 1 mL de salina fosfatada tamponada (NaCl - 80g; KCl - 2g; 

Na2HPO4 - 14,4g; KH2PO4 - 2,4g - Água qsp – 1000 mL) para suspender o 
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sedimento e posteriormente acrescentou-se 9 mL de solução salina fosfatada 

tamponada. A partir desta suspensão foram realizadas oito diluições 

sucessivas. Determinou-se a viabilidade celular pela técnica de semeadura em 

profundidade (ZAYED e WINTER, 1995), utilizando o meio ágar MRS (Man 

Rogosa e Sharp). A incubação foi realizada por um período de 48 h em jarra de 

anaerobiose a 37 ±1°C. As análises foram realizadas em duplicata, com duas 

repetições.  

Para contagem, foram utilizadas placas que apresentaram entre 30 e 300 

colônias, multiplicando-se o resultado individual pela respectiva diluição. Os 

resultados médios por diluição foram expressos em UFC/g de produto. 

 

2.4. Preparo do inóculo 

Para garantir que em todos os testes realizados a quantidade de células 

microbianas adicionadas seria exatamente a mesma, procedeu-se à 

padronização do inóculo bacteriano, sendo a absorbância equivalente a uma 

solução padrão igual a 0,5 na escala de Mac Farland a um comprimento de 

onda de 625 nm, onde a densidade óptica desejada estava entre 0,08 a 0,10, o 

que equivaleu a 1,5 x 108 UFC (NCCLS, 2003). 

 

2.5. Avaliação da resistência a diferentes antibióticos de uso 

comercial 

 O perfil de resistência a antimicrobianos em Lactobacillus acidophilus foi 

determinado a partir do antibiograma, o qual foi realizado em duplicata, com 

três repetições, de acordo com a técnica adaptada de susceptibilidade a 
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antimicrobianos por difusão da droga em discos (CHARTERIS et al., 1998b). 

As amostras de microrganismos (Lactobacillus acidophilus) a serem testados 

foram cultivadas em ágar MRS (Himedia, Mumbai, India), em condições de 

microaerofilia utilizando jarra de anaerobiose pelo método da vela (37 ±1 ºC, 

48h). Fragmentos das colônias foram transferidas para tubos contendo 3,5 mL 

de salina (0,85% NaCl) até alcançarem 0,5 na escala Mac 

Farland (108 UFC/mL). Em seguida, utilizando-se swabs, os microrganismos 

foram inoculados sobre a superfície de placas de petri contendo ágar MRS 

(Himedia, Mumbai, India). Logo após, foram distribuídos os discos de papel-

filtro contendo concentrações específicas dos seguintes antimicrobianos: 

Ampicilina (10μg), Clindamicina (2μg), Cloranfenicol (30μg), Doxiciclina (30μg), 

Eritromicina (15μg), Gentamicina (10μg) e Tetraciclina (30μg) (Laborclin, 

Brasil). As placas foram novamente incubadas em jarra de anaerobiose com 

vela (37 ±1 ºC, 24h).  

O agar MRS foi utilizado, pois como observado em experimento de Ocana 

et al., (2006), é o meio mais apropriado para realização de antibiograma para 

espécies de Lactobacillus, os quais exigem um ambiente microaerófilo ou 

anaeróbio. 

Após a incubação, foram feitas as leituras dos diâmetros dos halos de 

inibição e a média das triplicatas foi calculada. Os resultados foram submetidos 

a uma classificação qualitativa dos microrganismos como sensíveis, 

moderadamente sensíveis ou resistentes às drogas antimicrobianas testadas 

segundo tabela proposta por Charteris et al., (1998b). Esta tabela foi adotada, 

pois não existe ponto de corte padrão para determinação de resistência a 

antimicrobianos, destinados especificamente para espécies de Lactobacillus. 
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2.6. Resistência em condições ácidas 

Testou-se a resistência do Lactobacillus acidophilus ao ácido clorídrico de 

acordo com o procedimento descrito por Charteris et al., (1998a). Para tal, os 

microrganismos foram inoculados em caldo MRS ajustado para valores de pH 

baixos (pH 2,0, 3,0 e 4,0) com HCl 0,1N e incubados durante 3 horas a 37±1 

°C. Esse período simulou o tempo médio de permanência de um alimento no 

estômago, onde o microrganismo estaria exposto à acidez (MAHAN e 

ESCOTT-STUMP, 2002). 

Alíquotas de 0,1 mL foram coletadas após os tempos 0, 1 e 3h para a 

determinação do número de células viáveis através do método de inoculação 

em profundidade utilizando ágar MRS, após diluições em série usando água 

peptonada tamponada a 0,1%. As placas foram incubadas a 37±1 °C em jarra 

de anaerobiose com vela durante 48 h. Após este período as placas com 

contagem de colônias entre 30 e 300 foram utilizadas e o resultado expresso 

em log UFC/g-1. 

 

2.7. Determinação da tolerância ao trânsito gastrintestinal 

Simulando as condições do estômago e do intestino delgado, a 

viabilidade dos microrganismos foi determinada frente à pepsina em pH 2,0 e a 

pancreatina em pH 8,0, respectivamente, de acordo com a metodologia 

descrita por Charteris et al., (1998b). 

Foram utilizadas soluções salinas a 0,5% contendo 0,003g/mL de pepsina 

(Pepsin Cristalin – Sigma) e 0,01 g/mL de pancreatina (Pancreatin Pâncreas – 
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Sigma). O pH foi ajustado para 2,0 e 8,0 com HCL 0,1 N e NaOH 0,1 N, 

respectivamente. Em seguida as soluções foram esterilizadas por meio de 

filtração em membrana de 0,22 µm (Millipore®). 

Foram transferidos 10 mL de cada solução para tubos esterilizados 

contendo 3 mL de solução salina estéril adicionados de 2 mL de suspensão 

celular de Lactobacillus acidophilus de cada estirpe a ser testada 

individualmente. Após homogeneização, os tubos foram mantidos a 37 °C. 

Alíquotas de 1 mL foram retiradas em duplicata para cada ensaio, para o teste 

de tolerância gástrica nos tempos  1, 90 e 180 minutos e nos tempos 1 e 240 

minutos para o ensaio de tolerância ao trânsito intestinal. Essas alíquotas 

foram diluídas em série em água tamponada fosfatada e, posteriormente, 

plaqueadas em profundidade, em duplicata e incubadas a 37 °C por 48 h. 

Após 48 horas de incubação, foi realizada a contagem das colônias de 

cada gênero, sendo os resultados expressos em unidades formadoras de 

colônia (UFC/mL). 

Foram considerados microrganismos tolerantes para o teste de 

sobrevivência à simulação gástrica, aqueles que diminuíram, no máximo, em 

30% a sua concentração celular e, para o ensaio de sobrevivência ao trânsito 

intestinal, aqueles que apresentaram uma redução de 1,5 log da sua contagem 

inicial (CHARTERIS et al., 1998b).  

 

2.8. Teste de adesão a solventes da superfície celular para 

Lactobacilos 

A hidrofobicidade da superfície celular bacteriana foi avaliada através da 

medida do MATS (microbial adhesion to solvents) conforme descrito por 
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Rosenberg et al., (1980), Pelletier et al., (1997) e Kos et al., (2003), com 

modificações. O microrganismo foi ativado em caldo MRS, incubado sob 

anaerobiose, a 37±1 °C, durante 24 horas. Após três ativações, os cultivos 

foram centrifugados a 1.500 rpm, 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 (0,1M, 

pH6,2) cerca de 108UFC mL-1. A absorbância da suspensão de células foi 

medida a 600 nm (A0). Em tubos de vidro, 3 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 de 10 minutos, as fases foram misturadas por agitação em vórtex por 

2 minutos. Então, os tubos foram mantidos em repouso por 30 minutos 

aproximadamente, para que as fases se separassem completamente. Após 

esse período, foi realizada leitura de absorbância da fase aquosa a 600 nm 

(A1) em espectrofotômetro (Bioespectro SP-220). 

A percentagem de aderência bacteriana para o solvente foi calculada 

como 

       
      

  
      

A0= Leitura da absorbância da suspensão de células em KNO3. 

A1= Leitura da absorbância da fase aquosa após exposição de 30 

minutos em solventes orgânicos. 

Os isolados foram classificados como de alta (66,67 a 100%), média 

(33,37 a 66,66%) e baixa hidrofobicidade (0 a 33,33%) segundo proposto em 

Nader-Macías e Otero (2008). Os resultados obtidos basearam-se na média de 

três experimentos. 
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De acordo com Del Re et al., (2000) e Giarous et al., (2009), as estirpes 

devem apresentar uma superfície hidrofóbica para ter elevada capacidade de 

aderência às células intestinais e materiais sólidos. 

 

2.9. Produção de substâncias antagônicas 

Para verificar a produção de substâncias antibacterianas foi utilizada a 

técnica de inibição pelo método de multicamadas descrito por Diep, Håvarstein 

e Nes (1995), com algumas modificações. As seguintes camadas de ágar 

foram adicionadas à cada placa de Petri: 1°) 7 mL de ágar MRS (1,4% de ágar) 

sem microrganismos; 2°) 7 mL de ágar MRS (0,7% de ágar) adicionado de 0,5 

mL do cultivo ativado de Lactobacillus acidophilus, previamente diluído em 

água peptonada 0,1%, até aproximadamente 1,0 X 102 UFC/mL; 3°) 7 mL de 

ágar BHI (0,7% de ágar) sem microrganismos. Após incubação a 37 ºC por 72 

horas, para crescimento da bactéria lática, foi adicionada a última camada, 

contendo 7 mL de ágar BHI adicionados de 50 µL de um cultivo de 24 horas do 

patógeno indicador, previamente diluído em água peptonada 0,1%, até 

aproximadamente 1,0 X 105UFC/mL. Foram utilizados como patógenos 

indicadores os seguintes microrganismos patogênicos isolados de alimentos: 

Salmonella sp., Escherichia coli; Staphylococcus sp. e Listeria monocytogenes. 

As placas foram incubadas a 37 ºC por mais 24 horas em ambiente 

aeróbio. Em caso de inibição positiva, verifica-se um halo de não 

desenvolvimento do microrganismo patogênico indicador, ao redor da colônia 

do L. acidophilus. 

No teste de Multicamadas, utilizado neste trabalho para verificar o 

antagonismo entre a cultura probiótica e os microrganismos indicadores, as 
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culturas são separadas umas das outras por uma camada de ágar semissólido, 

o que impede o contato direto entre elas. Desta forma, qualquer substância 

inibidora deve difundir-se no ágar para exercer seu efeito sobre a bactéria 

indicadora, ou seja, deve ser extracelular e difusível (GONZÁLEZ et al., 1993; 

GARCIA, 1999). 

 

3.0. Atividade de hidrolase de sais biliares (BSH) 

Neste ensaio foi utilizado a metodologia de Tanaka et al., (2000), baseada 

na desconjugação dos sais biliares TDCA (sodium taurodeoxycholate hydrate – 

Sigma Aldrich) e GDCA (Glycodeoxycholic acid monohydrate – Sigma Aldrich) 

pelas estirpes de Lactobacillus acidophilus. 

As células de Lactobacillus acidophilus foram incubadas em placas 

contendo ágar MRS suplementado com 5% de TDCA ou GDCA. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata, sendo verificada a ocorrência de halos 

de precipitações de sais biliares e mudança de cor das colônias (branco opaco) 

e do meio de cultivo, indicando a presença ou não, dessa enzima. 

 

3.1. Análise Estatística 

Para os testes de resistência a diferentes antibióticos de uso comercial, 

resistência frente a condições ácidas, tolerância ao trato gastrointestinal e 

hidrofobicidade, foi aplicada a Análise de Variância e as médias dos 

tratamentos foram comparadas entre si pelo teste de Tukey com 5% de 

probabilidade, utilizando o programa Statistica®7.0 e Minitab 14®. 
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Avaliação da viabilidade celular 

Para garantir que a quantidade de microrganismo informada na 

embalagem dos produtos estava coerente, foi realizado o teste de viabilidade 

com contagem das células microbianas. Na Tabela 2 são apresentadas as 

concentrações dos microrganismos em estudo. 

 

Tabela 2. Viabilidade de Lactobacillus acidophilus de acordo com a origem. 

Origem Log UFCg -1 Viabilidade declarada* 

LA1* 9,20 9 

LA2* 11,16 11 

LA3* 9,06 9 

*LA1(Lactobacillus acidophilus – medicamento de manipulação); LA2 (Lactobacillus 

acidophilus – formulações alimentícias); LA3 (Lactobacillus acidophilus – medicamento 

alopático); Viabilidade declarada em laudo e/ou bula fornecida pelo fabricante. 

 

Os resultados obtidos estão de acordo com as informações apresentadas 

pelos fabricantes/ fornecedores. 

Barreto e colaboradores (2003), ao avaliarem a viabilidade de 

Lactobacillus acidophilus, bifidobactérias e bactérias totais em 177 amostras de 

15 marcas de produtos probióticos comercializados no Brasil, no período de 

janeiro a agosto de 2001. Verificaram que a maioria dos produtos apresentou 

contagem total de microrganismos viáveis acima de 107 UFC/g.  

 

4.2. Avaliação da resistência a diferentes antibióticos de uso 

comercial 
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Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que as culturas que 

apresentaram halos de inibição maiores que os valores de referência foram 

considerados como sensíveis aos antibióticos. Culturas que apresentaram 

zonas de inibição menores que os valores de referência foram considerados 

moderadamente sensíveis e resistentes. 

 

Tabela 3. Sensibilidade do Lactobacillus acidophilus a antimicrobianos de acordo 

com a origem demonstrada pelo diâmetro médio dos halos de inibição, seguido do 

desvio-padrão. 

 

 

Antibioticos 

Diâmetro médio do Halo de Inibição 

(mm) 

 Perfil de 

Sensibilidade* 

LA1 LA2 LA3 *R *MS *S 

Ampicilina  34,00±0,82
a
 21,25 ±2,06

c
 29,20 ±1,89

b
 ≤12 13-15 ≥ 16 

Clindamicina  16,75±2,88
a
 12,00±1,15

a
 16,75±1,15

a
 ≤8 9-11 ≥12 

Cloranfenicol  29,50±0,57
ac

 27,25±0,95
c
 31,25±2,75

ab
 ≤13 14-17 ≥18 

Doxiciclina  23,50±2,51
c
 32,50±2,08

ad
 31,75±0,5

bd
 ≤14 15-18 ≥ 19 

Eritromicina  15,70±2,21
a
 16,75±0,95

a
 13,50±2,38

a
 ≤13 14-17 ≥ 18 

Gentamicina  08,25±0,5
a
 09,25±0,5

a
 09,50±0,57

a 
≤12 __ ≥ 13 

Tetraciclina 20,75±1,5
b
 31,50±1,9

a
 31,00±1,82

a
 ≤14 15-18 ≥ 19 

* Diâmetro dos halos de inibição considerados para cada antibiótico, segundo Charteris et. al., 

(1998b).  

 Suscetibilidade expressa como R (resistente), MS (moderadamente sensível), ou S (sensível). 

  Médias seguidas da mesma letra na linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste de 

Tukey (p>0,05).  

 

As espécies de lactobacilos são geralmente sensíveis aos inibidores da 

síntese de proteínas, tais como cloranfenicol, eritromicina, clindamicina e 

tetraciclina e mais resistente aos aminoglicosídeos (neomicina, canamicina, 

estreptomicina e gentamicina) (CHARTERIS et al, 1998; COPPOLA et al, 
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2005.; ZHOU et al., 2005). Isto é parcialmente apresentado em nossos 

resultados, onde todos os lactobacilos foram inibidos por, cloranfenicol, 

doxiciclina e tetraciclina. E também pelo inibidor de síntese de parede celular 

(ampicilina). Porém, ao analisarmos o halo de inibição do antibiótico 

eritromicina, observamos que LA1 e LA2 encontram-se na faixa 

moderadamente sensível, enquanto LA3 se enquadra na resistência. 

Similarmente, Thumu e Halami (2012) constataram que Lactobacillus plantarum 

isolado a partir de produtos lácteos, era resistente a eritromicina. 

LA2, quando analisado o antibiótico clindamicina, encontra-se na faixa 

entre moderadamente sensível e sensível. Este fato ocorre, pois apesar de 

serem da mesma espécie Lactobacillus acidophilus pertencem a cepas 

diferentes. 

Foi observada resistência para o antibiótico gentamicina 

(aminoglicosídeo) nos três microrganismos testados. Este fato ocorre pela 

inibição do transporte do antibiótico na célula bacteriana, já que a entrada 

desta droga nas células procariontes é O
2
-dependente. Isso explica a 

resistência natural das bactérias anaeróbias estritas a este antibiótico (SILVA, 

1999; MURRAY et al., 2000 e BROOKS et al., 2000).  

Sabe-se também, que os aminoglicosídeos são mais amplamente 

utilizados contra bactérias entéricas Gram-negativas e não Gram-positivas 

como é o gênero Lactobacillus (BROOKS et al., 2000; MURRAY et al., 2000).  

Muitos dos mecanismos de resistência em culturas probióticas são 

atribuídos a características intrínsecas complexas tais como, estrutura da 

parede celular ou propriedades metabólicas (KASTNER et al., 2006), sendo 
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que a impermeabilidade é o mecanismo de resistência intrínseca mais 

frequentemente observada (CHARTERIS et al., 1998b). 

 Paralelamente, apesar de muitas cepas de bactérias láticas, 

particularmente as de Lactobacillus spp., serem resistentes a determinados 

antibióticos, essa resistência normalmente não é mediada por plasmídios, não 

sendo transmissível (SAAD, 2006). Esta característica é benéfica, pois 

possibilita a utilização de Lactobacillus em terapia associada com antibióticos. 

Tendo em vista o alto nível de resistência de lactobacilos para alguns 

agentes antimicrobianos utilizados na profilaxia e quimioterapia da chamada 

diarreia dos viajantes, afigura-se que a terapia concomitante pode provar ser 

uma abordagem mais bem-sucedida do que somente a terapia à base de 

lactobacilos (CHARTERIS et al., 1998b). 

 A susceptibilidade a antimicrobianos em microrganismos intestinais é 

critério importante para a seleção de linhagens probióticas (MOOUBARECK et 

al., 2005). Além da questão da transferência de genes de resistência de 

bactérias probióticas para as patogênicas, linhagens que mostram resistênca 

intrínseca a antibióticos específicos podem ser ministradas juntamente com os 

com os antibióticos (CEBECI e GÜRAKAN, 2003), podendo beneficiar paciente 

cuja microbiota intestinal normal se encontra desbalanceada ou reduzida em 

razão da administração de agentes antimicrobianos (ZHOU et al., 2005). 

Nesses casos, o uso de antimicrobiano associado com uma linhagem 

probiótica, resistente intrinsecamente a esse antimicrobiano, pode oferecer 

resultados significativamente melhores (CEBECI e GÜRAKAN, 2003). 
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4.3. Resistência a condições ácidas 

Para atingir o intestino e garantir sua funcionalidade, as bactérias 

probióticas devem possuir como uma de suas características, a resistência ao 

suco gástrico, como apresentado na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Crescimento médio (log UFC g-1) seguido do desvio padrão, dos 

microrganismos expostos ao ácido clorídrico (HCl P.A.) por até 3 h. 

ORIGEM Tempo de 

exposição (horas) 

Exposição à diferente pH (log UFC g
-1

) 

  pH 2 pH 3 pH 4 pH controle 

(6,5) 

LA1 0  

1  

3  

5,46±0,15
aA

 

1,90±0,21
bA

 

1,52±0,11
cA

 

5,85±0,06
aA

 

5,67±0,32
aA

 

5,78±0,46
aA

 

5,54±0,34
aA

 

5,97±0,17
aA

 

6,01±0,44
aA

 

5,62±0,32
bA

 

6,21±0,15
bA

 

7,18±0,11
aA

 

LA2 0  

1  

3  

6,08±0,14
aA

 

2,07±0,38
bA

 

1,99±0,01
bA

 

5,87±0,10
aA

 

5,54±0,09
aA

 

4,25±0,07
bB

 

6,06±0,09
aA

 

6,16±0,02
aA

 

6,05±0,22
aA

 

6,12±0,03
aA

 

6,30±0,19
aA

 

6,80±0,31
aA

 

LA3 0  

1  

3 

5,78±0,46
aA

 

2,11±0,44
bA

 

1,90±0,14
bA

 

5,57±0,39
aA

 

4,83±0,24
aA

 

4,66±0,15
aB

 

5,52±0,06
aA

 

5,89±0,30
aA

 

6,27±0,37
aA

 

5,83±0,12
cA

 

6,27±0,16
acA

 

6,87±0,18
 aA

 

*Letras iguais minúsculas na mesma coluna e letras iguais maiúsculas na mesma linha 

correspondem a médias iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 

 

O meio com pH 2,0 no decorrer do tempo de incubação provocou uma 

redução gradativa no número de células viáveis, porém no final de 3 h existe 
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presença de células viáveis. Fuchs et al. (2006) encontraram o mesmo perfil 

onde em pH 2,0 houve queda no número de células viáveis presentes, o qual 

permaneceu constante no meio com pH 4,0.  

Em pH 3,0 foi verificado que o número de células viáveis se mantém 

praticamente constante para todos os LA avaliados, não havendo diferença 

significativa (p>0,05) nas contagens desses microrganismos. Ocorre uma 

pequena queda na contagem de células viáveis observada no término da 

incubação para LA2 em relação aos dois outros LA.  

Oliveira (2006) verificou que as células de Lactobacillus acidophilus se 

mostram pouco resistentes às condições ácidas extremas, já que após o 

período de 3 horas de incubação foi verificada uma redução significativa na 

contagem das mesmas, de até 3 ciclos logarítmicos em pH 1,0 e de 1 ciclo 

logarítmico em pH3,0. 

A capacidade de sobreviver em pH 3,0 durante um período aproximado 

de três horas é uma característica fundamental para que um microrganismo 

tenha perfil probiótico, pois é esse o pH estomacal após a ingestão do alimento 

e o tempo médio de permanência do alimento nestas condições (ERKKILÄ e 

PETÄJÄ, 2000). 

Observa-se que os microrganismos testados apresentaram a mesma 

característica de crescimento em pH 4,0 e pH 6,5 (pH controle) durante o 

período de incubação, ou seja, não houve diferença significativa no decorrer do 

tempo de incubação (p>0,05). Apesar do pH 4,0 ser considerado ácido foi 

observado um aumento da viabilidade celular ao final do tempo de exposição 

desses microrganismos. Isso ocorreu, pois esta faixa de pH (de 4 a 6,5) é 
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considerada ideal para crescimento de espécies de Lactobacillus (KANDLER e 

WEIS, 1986).  

A natureza do alimento afeta o tempo de trânsito através do estômago, 

mas normalmente o alimento permanece por 2 a 4 h (HUANG e ADAMS, 

2004), bem como o pH do conteúdo gástrico. Esses fatores afetam a ação das 

bactérias probióticas e indicam que a recomendação de ingestão desse tipo de 

microrganismo, seja na forma de cápsulas ou alimentos fermentados não deve 

ser feita em jejum, mas logo após as refeições para que os seus efeitos sejam 

mantidos ou potencializados. 

 

4.4. Determinação da tolerância ao trato gastrintestinal 

As metodologias in vitro representam uma importante forma de 

caracterização da determinação da tolerância ao TGI, pois além de garantir 

resultados confiáveis, são executadas com maior facilidade que os estudos in 

vivo (CHARTERIS et al., 1998a).  

Como proposto por Charteris et al. (1998), foram considerados 

microrganismos tolerantes para o teste de sobrevivência à simulação gástrica, 

aqueles que diminuíram, no máximo, em 30% a sua concentração celular.  

De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, as 3 estirpes de 

LA apresentaram uma diminuição considerável na viabilidade, superior aos 

30% recomendados quanto à simulação das condições gástricas, no entanto, 

após 180 minutos ainda é possível observar células viáveis.  

 

Tabela 5. Total de células viáveis resistentes ao teste de simulação de tolerância 

gástrica em diferentes tempos de exposição. 
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      Origem Exposição à pepsina (log UFC mL-1) 

1 min 90 mim 180 min 

LA1 7,93aA (±0,02) 5,74bB (±0,08) 3,60cC (±0,05) 

LA2 7,94aA (±0,03) 6,04bA (±0,11) 4,66cA (±0,04) 

LA3 7,93aA (±0,05) 5,75bB (±0,05) 3,79cB (±0,03) 

*Letras minúsculas iguais na mesma linha não diferem entre si para o Teste de Tukey com p>0,05. 

 Letras maiúsculas iguais na mesma coluna não diferem entre si para o Teste de Tukey com 

p>0,05. 

 

Observa-se que dentre as 3 estirpes a que apresentou maior número de 

células viáveis ao final do experimento foi LA2 - Lactobacillus acidophilus 

destinado a aplicações alimentícias. 

Vizoso et al. (2006) apresentaram um estudo onde, estirpes de 

Lactobacillus isolados de produtos lácteos fermentados africanos, bem como 

isolados intestinais humanos foram identificados e investigados in vitro para as 

suas características funcionais e tecnológicas como potenciais para novas 

estirpes probióticas. Para o teste que simula condições gastrointestinais, na 

passagem pelo modelo estomacal, cinco estirpes identificadas como L. 

plantarum e dois identificados como L. johnsonii apresentaram boa 

sobrevivência.  
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Figura 1 - Taxa de sobrevivência de Lactobacillus acidophilus em diferentes 

aplicações frente a condições que simulam ambiente estomacal. 

 

Com relação à resistência intestinal o recomendado é que o 

microrganismo tenha uma redução de no máximo 1,5 log da sua contagem 

inicial. Conforme visualizado na Tabela 6, todas as estirpes se mantiveram 

dentro desta faixa, sendo LA2 a estirpe que apresentou maior resistência frente 

à pancreatina. 

Tabela 6. Total de células viáveis resistentes ao teste de simulação de tolerância 

do trânsito intestinal em diferentes tempos de exposição. 

      Origem Exposição à pancreatina (log UFC mL-1) 

 1 min 240 min 

LA1 7,87aA (±0,03) 6,57bC (±0,07) 

LA2 7,89aA (±0,03) 7,38bA (±0,04) 

LA3 7,89aA (±0,04) 6,79bB (±0,02) 

*Letras minúsculas iguais na mesma linha não diferem entre si para o Teste de Tukey com p>0,05. 

 Letras maiúsculas iguais na mesma coluna não diferem entre si para o Teste de Tukey com 

p>0,05. 
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Resultado similar foi encontrado por Pithva et. al. (2014) ao testar 

produtos fermentados comerciais à base de Lactobacillus verificou que a maior 

redução na viabilidade das cepas após simulação do trânsito intestinal ocorreu 

com uma redução média de 1,3 log. 

O tempo de incubação para o teste de tratamento gástrico (120 min) e 

fluido intestinal (180 min) simula a ingestão de alimentos e o tempo de 

passagem do estômago para o intestino, durante os processos digestivos 

(GARDINER et al., 2000). 
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Figura 2 - Taxa de sobrevivência de Lactobacillus acidophilus em diferentes 

aplicações frente a condições que simulam ambiente intestinal. 

 

4.5. Teste de adesão a solventes da superfície 

O índice de hidrofobicidade pode ser utilizado para prever o potencial de 

adesão das estirpes, facilitando o seu contato com a superfície hidrofóbica das 

células epiteliais eucarióticas, ou com a natureza hidrofílica do muco que cobre 



74 
 

a superfície do epitélio, em algumas áreas específicas (NADER-MACÍAS et al., 

2008). 

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). 

Através do teste de adesão microbiana a solventes (MATS) é possível 

avaliar qualitativamente o quão polar ou apolar é a superfície bacteriana, sendo 

importante, pois indicaria o potencial de adesão do probiótico às superfícies 

apolares do epitélio intestinal e vaginal. Entretanto, propõe-se ser o teste 

apenas o indicador primário para adesão de microrganismos (MANGONI, 

2009). 

A hidrofobicidade de superfície celular e hidrofilicidade foram avaliadas 

pela separação de células entre as fases aquosa e orgânica. 

 

Tabela 7. Hidrofobicidade da superfície celular de cepas de Lactobacillus 

acidophilus por adesão bacteriana aos hidrocarbonetos. 

Origens   % de Adesão  

 Xilol Acet. De etila Clorofórmio 

LA1 45,00 cA(±1,88) 72,52 bB(±3,01) 84,03 aB(±1,60) 

LA2 55,75cA(±1,25) 84,16 bA(±1,60) 98,41aA(±0,90) 

LA3 48,96 bA(±1,37) 77,34 aB(±1,89) 76,90 aC(±1,04) 

*Os valores estão representados com média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes. 

  Letras minúsculas iguais na mesma linha não diferem entre si para o Teste de Tukey 

com (p>0,05). 

  Letras maiúsculas iguais na mesma coluna não diferem entre si para o Teste de 

Tukey com (p>0,05). 
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Conforme classificação proposta por Nader-Macías e Otero (2008), onde 

a alta hidrofibicidade fica entre 66,67 a 100%, média entre 33,37 a 66,66% e 

baixa hidrofobicidade fica de 0 a 33,33%. Observa-se que a aderência de 

células de LA1 para xilol encontra-se na faixa de média adesão, enquanto que 

para o solvente acetato de etila e clorofórmio a adesão pode ser considerada 

alta. O mesmo perfil foi observado para as estirpes LA2 e LA3. Dentre as três 

estirpes avaliadas a que apresentou valores mais elevados de adesão foi a 

LA2. 

Ao contrário dos resultados encontrados neste trabalho, ao avaliar a 

hidrofobicidade da superfície celular de isolados de seis espécies diferentes de 

lactobacilos provenientes de produtos industriais, Pelletelier et al. (1997) 

realizaram o teste de MATS para o xilol, um solvente apolar orgânico, e 

verificaram que os microrganismos estudados eram relativamente hidrofílicos, 

com as porcentagens de adesão ao solvente variando entre 2,7 e 26,5%. 

O valor de aderência mais elevada para os microrganismos L. plantarum 

FAbM2 foi obtida com clorofórmio com um máximo de 72% (SATHYABAMA et 

al., 2012). 

Um estudo com L. plantarum, mostrou uma afinidade acima de 40% para 

um solvente apolar, geralmente presente em elevadas características 

hidrofóbicas (GIAROUS et al., 2009). 

De acordo com Del Re et al. (2000) e Giarous et al. (2009), as estirpes 

probióticas devem apresentar uma superfície hidrofóbica por ter uma elevada 

capacidade de aderência às células intestinais e materiais sólidos. 

A capacidade de aderir às superfícies mucosas do intestino e a 

subsequente colonização de longo ou de curto prazo tem sido um dos critérios 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sathyabama%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22923108
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mais comumente encontrados para a seleção de cepas probióticas (MARCO et 

al., 2006; LEBEER et al, 2008; COLLADO et al., 2009). 

4.6.  Atividade antagonista contra patógenos 

Os mecanismos de atividade antibacteriana em estirpes probióticas de 

Lactobacillus parecem ser multifatoriais (SERVIN, 2004) e ocorrem devido à 

presença de bacteriocinas e/ou ácidos orgânicos produzidos por eles. 

As bactérias testadas no presente trabalho apresentaram atividade 

antagonista para patógenos Gram positivos e Gram negativos. 

As três estirpes de L. acidophilus apresentaram halos inibitórios para 

todos os microrganismos patogênicos testados, sendo eles: Salmonella spp., 

Escherichia coli, Staphylococcus sp. e Listeria monocytogenes. Em algumas 

placas verifica-se um número maior de halos quando comparado a outras, 

porém, a metodologia utilizada não permite a quantificação da atividade, 

apenas determina presença ou ausência de inibição. 
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Figura 3 – Halos inibitórios produzidos por cepas de Lactobacillus acidophilus de 

diferentes aplicações contra bactérias patogênicas. 

     

O efeito inibitório pode ser decorrente da produção de H2O2, ácido lático, 

bacteriocinas (substâncias que agem como antibióticos), ou a combinação de 

vários destes compostos (NARDI et al., 2005), as quais são substâncias 

características do metabolismo destes microrganismos demonstrando a 

importância e interesse da utilização destas bactérias em alimentos ou 

formulações farmacêuticas com a finalidade de se tornarem integrantes da 

microbiota humana e animal. 

Pereira e Gómez (2007), utilizando a mesma metodologia relataram 

inibição de E. coli e S. aureus por L. acidophilus obtido a partir de uma cultura 

comercial probiótica liofilizada. 

Resultados semelhantes foram descritos anteriormente por Garcia (1999), 

onde o L. acidophilus inibiu duas linhagens de E. coli de origem humana (E. coli 

29.1 O119 e E. coli 64.1 OH7) e duas cepas de origem suína. Também 

González et al. (1993) conseguiram a inibição de E. coli, cultivando uma cepa 

de L. acidophilus pela metodologia de Multicamada. 

 

4.7.  Atividade hidrolase de sais biliares (BSH) 
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A BSH é uma enzima produzida por diversos microrganismos, entre eles 

os probióticos. Muitos estudos envolvendo a cinética dessa enzima relataram a 

sua eficiência em hidrolisar os sais biliares tauroconjugados e, como 

consequência dessa ação, tem sido demonstrado que este mecanismo auxilia 

na redução das concentrações de colesterol total sanguíneo (TARANTO et al., 

1996; TANAKA et al., 2000; KIM et al., 2005), razão pela qual a produção 

dessa enzima por bactérias probióticas tem sido amplamente estudada. 

Para o meio contendo GDCA não houve crescimento das estirpes de LA. 

As três estirpes de Lactobacillus acidophilus desconjugam sais biliares 

presentes em meio contendo TDCA, tal como observado na figura a seguir, 

onde se verifica formação de precipitação branca em volta das colônias 

desenvolvidas em meio MRS contendo sais de biliares. 
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Figura 4 – Formação de precipitados de sais biliares de colônias de LA de diferentes 

aplicações em meio contendo TDCA. 
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As evidências sugerem que os probióticos exercem várias propriedades 

biológicas de saúde, sendo um deles a atividade de sais biliares 

anticolesterolêmicos por meio de hidrólise e assimilação de colesterol 

(NAGPAL et al., 2012). A seleção de cepas específicas e as provas da sua 

eficácia resultam em um controle de valores lipêmicos que pode ser explorada 

para formular novos alimentos probióticos ou suplementos que em 

contrapartida podem exercer um papel na prevenção de doenças 

cardiovasculares.  

As propriedades de lactobacilos que influenciam a diminuição do 

colesterol foram avaliadas in vivo em vários estudos em humanos e em 

modelos animais, em sua maioria constituída pelo consumo de suplementos e 

alimentos fermentados contendo estirpes selecionadas de Lactobacillus 

(KUMAR et al., 2011; JONES et al., 2013). Schillinger et al. 2005, em um 

estudo o qual isolou diferentes Lactobacillus de iogurtes comerciais, verificou 

que todas as estirpes do grupo L. acidophilus produziram zonas de precipitação 

no ensaio de placa BSH. 

 

5. CONCLUSÃO 

Considerando os resultados obtidos de acordo com os microrganismos 

testados, pode-se concluir que LA2 utilizado para aplicação em produtos 

alimentícios fermentados se destacou em relação às outras origens, pois 

apresentou resistência satisfatória após 3 horas em pH 4,0, o que pode 

favorecer a colonização do trato intestinal, além de ter apresentado um perfil de 

resistência à moderada sensibilidade aos antibióticos clindamicina, gentamicina 

e eritromicina, o que pode favorecer a reposição da flora intestinal durante a 
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antibioticoterapia. LA2, também apresentou resistência superior às outras 

origens frente às enzimas digestivas e intestinais, e foi responsável pela maior 

adesão ao teste MATS. 

Isso leva a concluir que se pode ter um efeito probiótico igual, ou melhor, 

utilizando produtos alimentícios com este tipo de microrganismo do que 

utilizando produtos adquiridos em farmácias de manipulação ou dispensação. 

Este efeito é importante do ponto de vista econômico para o paciente, 

considerando o custo reduzido e a facilidade de acesso a este tipo de produto 

em relação aos demais. 
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