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RESUMO 

PEHRSON, M. E. S. F.; Avaliação da atividade antimicrobiana de substâncias 

sintetizadas por cepas de Lactobacillus sp. que apresentam propriedades probióticas. 

2013. 106p. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Escola de Engenharia de Lorena, 

Universidade de São Paulo, Lorena, 2013. 

 

As infecções causadas por patógenos intestinais gram-negativos são importantes fontes de 

prejuízos na criação de animais domésticos como bovinos, ovinos, suínos e aves. Em 

muitos casos, opta-se pela administração de antibióticos de amplo espectro para prevenção 

destas infecções e atenuação das perdas. No entanto, esta prática apresenta risco para a 

saúde humana, bem como contribui para seleção de cepas resistentes. Nos últimos anos, 

muito tem se discutido a respeito de novas alternativas para atenuar os prejuízos 

mencionados sem apresentar o mesmo risco. Uma destas alternativas é a utilização de 

micro-organismos que apresentam propriedades probióticas que sintetizam substâncias 

inibitórias sobre espécies de patógenos intestinais. Esta abordagem praticamente elimina o 

risco de desenvolvimento de resistência aos antibióticos de uso clínico, além de evitar a 

presença de resíduos nos produtos de origem animal. O termo "probiótico" é utilizado 

atualmente para definir micro-organismos que, administrados em doses e frequências 

adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro. Nos últimos anos, diversos estudos 

têm sido desenvolvidos envolvendo quatro cepas de Lactobacillus (L. acidophilus ATCC 

4356, L. casei ATCC 7469, L. fermentum ATCC 9338 e L. plantarum ATCC 8014) com 

resultados promissores no tocante às suas características probióticas. Desta forma, a 

proposta deste estudo foi avaliar a capacidade destas cepas em relação à produção de 

substâncias que apresentam atividade inibitória sobre espécies patogênicas, intestinais 

gram-negativas, especificamente Escherichia coli 0112, Escherichia coli 0124, 

Escherichia coli 0127, Shigella sonnei ATCC 25931, Shigella dysenteriae ATCC 13313, 

Salmonella enteritidis ATCC 13076. Para tanto, foi avaliada a atividade inibitória de 

substâncias presentes no sobrenadante livre de células de cada cepa. Adicionalmente, foi 

realizada a caracterização presuntiva das substâncias responsáveis pela inibição do 

crescimento microbiano quando os respectivos sobrenadantes foram submetidos a 

diferentes tratamentos (catalase, enzimas proteolíticas, tratamento térmico e neutralização 

do pH). A estratégia adotada consistiu na avaliação do crescimento, determinado por 

turbidimetria, das cepas patogênicas na presença do sobrenadante in natura e tratado. Os 

valores de absorbância foram analisados estatisticamente pelos testes de ANOVA e Tukey 

e os resultados mostraram que os sobrenadantes in natura de L. acidophilus ATCC 4356 L. 

casei ATCC 7469 e L. plantarum ATCC 8014 foram capazes de inibir 5 das 6 cepas dos 

patógenos intestinais estudadas  em níveis de inibição variando de 23% a 53%, sendo que a 

cepa S. dysenteriae ATCC 13313 não teve seu crescimento inibido pelas cepas de 

Lactobacillus avaliadas. Demonstrou-se também que apenas o sobrenadante in natura de 

L. fermentumATCC 9338 apresentou atividade inibitória sobre esta cepa, cujo percentual 

de inibição variou entre 20% e 35% e  entre 36% e 65% para as demais cepas patogênicas.  

A avaliação dos resultados relativos ao crescimento das cepas patogênicas na presença dos 

sobrenadantes in natura  e tratados revelou que o efeito de inibição observado foi devido a 

presença de ácidos orgânicos que provocou o abaixamento do pH. Demonstrou-se ainda a 

ausência de substâncias peptídicas e termolábeis ativas contra as cepas patogênicas 

avaliadas, bem como peróxido de hidrogênio nos respectivos sobrenadantes. 

 

Palavras-chave: Lactobacillus. Escherichia coli. Substâncias antimicrobianas. Salmonella. 

Shigella. 



 

ABSTRACT 

PEHRSON, M. E. S. F.; Evaluation of antimicrobial activity of compounds synthesised 

by strains of Lactobacillus sp. which present probiotic properties. 2013.106p.  

Dissertation (Master of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São 

Paulo, Lorena, 2013. 

 

Infectious diseases caused by gram-negative pathogens are important sources of losses in 

livestock, especially bovine, ovine and poultry. In many cases, subclinical administration 

of broad-spectrum antibiotics is chosen as an approach for the prevention of these 

infections, consequently decreasing these losses. However, this practice presents an 

important risk to human health, as well as it contributes to the selection of bacterial strains 

which are resistant to antibiotics usually employed in clinical practice. Therefore, special 

attention has been given to finding alternative procedures to decrease those losses while 

eliminating that risk.  One of these alternatives consists of using microorganism species 

which present probiotic properties such as synthesis of inhibitory compounds that act on 

intestinal pathogen species. This alternative virtually eliminates the risk of developing 

resistance to broad-spectrum antibiotics, as well as avoids the presence of antibiotic 

residues in animal products. The term “probiotic” is currently used to define 

microorganism species which promote several benefits to the host, once they are 

administered frequently and in adequate amounts. In the last few years, several works have 

been carried out using four Lactobacillus strains (L.acidophilus ATCC 4356, L.casei 

ATCC 7469, L. fermentum ATCC 9338 and L. plantarum ATCC 8014), and the results 

have been satisfactory regarding to their probiotic characteristics. Therefore, the aim of this 

study was to evaluate the ability of these strains to produce inhibitory compounds which 

are active on gram-negative intestinal pathogen species, specifically Escherichia coli 0112, 

Escherichia coli 0124, Escherichia coli 0127, Shigella sonnei ATCC 25931, Shigella 

dysenteriae ATCC 13313 and Salmonella enteritidis ATCC 13076. So, antimicrobial 

activity of the cell-free supernatant of each strain was evaluated.  Additionally, 

presumptive characterization of these compounds was undertaken by submitting the 

supernatants to different treatments (catalase, proteolytic enzymes, thermic treatments, pH 

neutralizing). The strategy consisted of evaluating the growth, estimated by turbidimetry, 

of the mentioned pathogenic strains in the presence of the original supernatants, as well as 

in the presence of treated supernatants. Aborbance values were statistically analyzed by 

means of ANOVA and Tukey’s test. The results showed that the original supernatants of L. 

acidophilus ATCC 4356 L. casei ATCC 7469 and L. plantarum ATCC 8014 were capable 

of inhibiting five of six strains of enteric pathogens at levels varying from 23% to 53%. S. 

dysenteriae ATCC 13313 was not inhibited by the Lactobacillus strains evaluated. It was 

also demonstrated that only the original supernatant of L. fermentum ATCC 9338 showed 

inhibitory activity upon this strain varing from 15% to 32%, and between 36% and 65% 

regarding to the other strains. Growth evaluation of the pathogenic strains in the presence 

of the treated and original supernatants revealed that the inhibition effect observed 

occurred due to the presence of organic acids, which lowered the pH of the supernatants. It 

was also demonstrated the absence of hydrogen peroxide, peptidic and thermolabile 

compounds in the supernatants. 

 

Keywords: Lactobacillus. Escherichia coli. Antimicrobial compounds. Salmonella. 

Shigella. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Há mais de cem anos, Metchnikoff postulou que a vida humana poderia ser 

prolongada pela alteração da microbiota intestinal. Esta suposição se originou a partir da 

observação dos hábitos alimentares de populações cuja expectativa de vida era acima da 

média. Com o auxílio de pesquisas clínicas e microbiológicas, o conhecimento acerca de 

micro-organismos probióticos vem sendo construído sob a mesma perspectiva de 

Metchnikoff. 

 Probióticos podem ser definidos como micro-organismos que beneficiam 

hospedeiro quando administrados de forma correta, com frequência e dosagem adequadas. 

Seja qual for a via de administração, o estudo dos probióticos acompanha as relações 

interespecíficas entre micro-organismos e hospedeiro, e as relações intra e interespecíficas 

entre componentes da microbiota na qual os probióticos serão inseridos. 

 As bactérias lácticas formam o grupo que contem maior número de espécies com 

aplicabilidades probióticas comprovadas. Os micro-organismos deste grupo são cocos ou 

bastonetes gram-positivos, não esporuladores que produzem ácido láctico como principal 

metabólito. Algumas espécies deste grupo vêm sendo utilizados há centenas de anos com o 

objetivo de prolongar a vida útil de alimentos sem que suas propriedades nutricionais 

sejam perdidas. 

 A preservação destes alimentos acontece porque micro-organismos contaminantes e 

patogênicos do ambiente não se proliferam nas condições de meio geradas pela presença 

de metabólitos produzidos pelas bactérias lácticas. Metchnikoff observou que este efeito 

bioprotetor se mantinha no ambiente intestinal dos que ingeriam leite fermentado por 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, promovendo efeitos benéficos à saúde dos que 

o consumiam regularmente. Estes últimos estavam diretamente relacionados à melhor 

absorção de nutrientes, à redução da atividade de micro-organismos nocivos bem como a 

neutralização de compostos tóxicos por estes produzidos. 

  A principais substâncias responsáveis pela redução da atividade de micro-

organismos indesejáveis são os ácidos láctico e acético, que inibem o crescimento de 

micro-organismos patogênicos e oportunistas por meio da redução do pH. Além do efeito 

do pH, destacam-se também o peróxido de hidrogênio e bacteriocinas, sendo estas últimas 

o foco de grande interesse atualmente. 

 Bacteriocinas são peptídeos catiônicos antibacterianos de síntese ribossomal e 

possuem diferentes características moleculares, que variam conforme a espécie que as 
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produz. A maioria das bacteriocinas de bactérias lácticas possui espectro de ação restrito a 

micro-organismos gram-positivos. No entanto, sabe-se que existem bacteriocinas que 

podem atuar também contra micro-organismos gram-negativos oportunistas ou 

patogênicos, embora sejam conhecidas em menor número. Tais bacteriocinas são de 

grande interesse na indústria de alimentos, pois podem ser utilizadas para aumentar a 

segurança dos alimentos ao inibir micro-organismos gram-negativos bem como gram-

positivos. 

 Patógenos intestinais gram-negativos são fatores de grande preocupação na 

indústria de produtos de origem animal, uma vez que estes produtos podem atuar como 

veículos para sua disseminação. Eles podem ocasionar grandes perdas na cadeia produtiva 

por meio da debilitação ou óbito dos animais de produção. Além disso, caso sejam 

transmitidos a hospedeiros humanos, podem causar surtos de graves infecções intestinais, 

que por vezes podem ser letais. 

 Estes fatos tem impulsionado a busca por probióticos que produzam substâncias 

inibitórias contra micro-organismos gram-negativos causadores de patologias intestinais 

em humanos e animais de produção. Os probióticos com estas características podem ser 

utilizados como agentes profiláticos ou terapêuticos contra cepas patogênicas, reduzindo 

assim a necessidade do uso de antibióticos para este fim. Estes também podem ser 

empregados como bioconservantes de alimentos, bem como produtores de substâncias 

antimicrobianas a serem utilizadas para este fim.  

 Este trabalho teve como objetivo contribuir para o entendimento dos mecanismos 

envolvidos nos efeitos bioprotetores que vem sendo observados na utilização de uma 

preparação probiótica constituída por espécies de Lactobacillus. Especificamente estudou-

se a atividade antimicrobiana exercida por substâncias presentes nos sobrenadantes 

resultantes dos cultivos das referidas cepas probióticas, sobre espécies de bactérias gram-

negativas patogênicas.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL 

 

 O lúmen intestinal é um ambiente rico em nutrientes, no qual se pode encontrar 

concentrações microbianas de até 10
12 

células/ml (WHITMAN et al., 1998). A microbiota 

intestinal humana é composta por espécies de três domínios da vida (Eubacteria, Eukarya e 

Archaebacteria) (CAMP et al., 2009). Destes últimos, estão presentes principalmente os 

pertencentes ao filo Euryarchaeota. Relatos de isolamento de espécies como 

Methanobrevibacter smithii, Methanosphaera stadtmaniae são comuns (MILLER et al., 

1982; MILLER; WOLIN, 1985; BRUSA et al., 1995;OXLEY et. al., 2010), conforme 

revisado por Dridi et al. (2011). Em certos casos faoram até implicados em patologias 

como a diverticulose e câncer de cólon (MACARIO;MACARIO, 2009). 

Espécies do filo Firmicutes (Eubacteria), formado pelas classes Bacilli, Clostridia e 

Erysipelotrichi apresentam maior prevalência na microbiota na porção intestinal terminal. 

Estas representando mais de 80% do total de micro-organismos isolados em amostras 

fecais. Cerca de 90% dos Firmicutes intestinais pertencem à ordem Clostridiales, da classe 

Clostridia, esta é representada predominantemente pelos gêneros Clostridium, 

Ruminococcus e Eubacterium. Espécies do filo Actinobacteria, formado pelas classes 

Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria, e 

Thermoleophilia, são as segundas em predominância. Neste filo as principais espécies 

representantes estão incluídas no gênero Bifidobacterium, que pertence à classe 

Actinobacteria, ordem Bifidobacteriales, família Coriobacteriaceae, classe Coriobacteriia 

e na ordem Coriobacteriales. Os demais integrantes estão compreendidos nos filos 

Bacteroidetes, Proteobacteria e Fusobacteria (ANDERSSON et al., 2008). 

 A microbiota intestinal começa a se desenvolver a partir do nascimento, na 

passagem pelo canal vaginal durante o parto e com a amamentação, e adquire novas 

espécies presentes naturalmente no leite materno e na microbiota vaginal (KORECKA; 

ARULAMPALAM, 2012). Esta hipótese é suportada pelo fato de que o perfil da 

microbiota fecal de recém-nascidos se mostra muito similar ao da microbiota vaginal e do 

leite materno (PALMER et al., 2007). O leite materno humano é possivelmente o 

responsável por contribuir para a colonização do trato gastrointestinal de neonatos por 

espécies do gênero Bifidobacterium (GUEIMONDE et al., 2007). Por outro lado, a 
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microbiota vaginal parece contribuir para a colonização do TGI por espécies do gênero 

Lactobacillus (VÁSQUEZ et al., 2002; HYMAN et al., 2005). Segundo Biasucci et al. 

(2010), a composição da microbiota que coloniza inicialmente o TGI de recém nascidos 

pode ser alterada até mesmo pela modalidade de parto. 

 Segundo de Filippo et al. (2010), os hábitos alimentares exercem grande influência 

sobre a composição da microbiota intestinal, mas outros fatores como etnia, saneamento 

básico, higiene, geografia e clima também influenciam a mesma. Wu et al. (2010) 

destacam que os fatores preponderantes que interferem na composição da microbiota são 

os hábitos alimentares de longo prazo, e não mudanças transitórias na alimentação. 

Segundo Ley et al. (2008) a composição da microbiota intestinal também muda de acordo 

com a espécie do hospedeiro, entretanto ressalta a grande influência dos hábitos 

alimentares. Os autores relacionam a predominância de diferentes tipos de alimentos, como 

os ricos em fibra, proteína animal ou carboidratos simples à prevalência de certos grupos 

de micro-organismos no TGI. 

 

 

2.1.1 Composição da microbiota intestinal 

 

 As espécies de micro-organismos presentes no intestino humano recebem pressões 

tanto do sistema imunológico do hospedeiro quanto de micro-organismos competidores. 

Este fato impulsiona a microbiota do TGI a um estado particular de equilíbrio, no qual um 

pequeno número de espécies constituem a maior parte da microbiota, e uma diversidade 

maior de espécies constituem o restante (DETHLEFSEN et al., 2008).  

 Segundo Lyte (2010), a comunidade microbiana poderia ser definida como "órgão 

microbiano", pois semelhantemente aos órgãos do hospedeiro é composta por diferentes 

elementos celulares que desempenham funções especializadas. No entanto, diferentemente 

de órgãos funcionais, estas funções podem ser benéficas ou prejudiciais ao hospedeiro. Isto 

se deve à possibilidade de variação das proporções destes elementos celulares, cujas 

atividades nem sempre convergem para a manutenção da vida do hospedeiro. 

  Arumugam et al. (2011) selecionaram o termo "enterótipo" para classificar 

diferentes perfis de abundância filogenética de micro-organismos no TGI, cada um com 

distintas implicações na vida do hospedeiro. Os três perfis caracterizados pelos autores 

levam em conta a prevalência de três gêneros, Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus. 

Todos eles perfis são amplamente encontrados em humanos, independentemente do país ou 
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continente de origem, indicando a existência de um número pequeno de enterótipos, nos 

quais as respostas à ingestão de nutrientes e fármacos podem ser diferenciadas. 

 De acordo com De Filippo (2010) a composição da microbiota varia 

inevitavelmente conforme a composição da dieta, que pode ser rica em carboidratos 

simples, fibras e oligossacarídeos bem como proteína. Segundo o autor, a manutenção de 

tais hábitos alimentares influencia a composição da microbiota intestinal de forma que a 

capacidade do hospedeiro de absorver nutrientes é alterada de acordo com a 

predominância/ausência de algumas espécies de micro-organismos. 

 Diversos estudos avaliaram a influência da composição da microbiota intestinal na 

absorção de nutrientes e suas possíveis consequências no ganho de peso, em animais de 

produção e humanos (LIMA et al., 2003; KHAKSEFIDI; GHOORCHI, 2006; YOUSEFI; 

KARKOODI, 2007; SANTACRUZ et al., 2010; ANGELAKIS et al., 2012; MURPHY et 

al., 2012). Alguns encontraram associações positivas entre obesidade humana e maiores 

populações de Faecalibacterium prausntzi (Firmicutes) (BALAMURUGAN et al., 2010) e 

do gênero Lactobacillus (ARMOUGOM et al, 2009). No entanto, outros encontraram 

associações positivas entre a presença do gênero Lactobacillus e processo de perda de peso 

(SANTACRUZ et al., 2009). 

Estes estudos consideram que há uma contribuição por parte da microbiota 

intestinal, que produz enzimas digestivas e altera a degradação e aproveitamento de 

nutrientes. Estes estudos contribuem para o melhoramento do desempenho zootécnico de 

animais de produção, e vem sendo realizados também com objetivo de caracterizar os 

aspectos microbiológicos que contribuem para o desenvolvimento de certos casos de 

obesidade (BÄCKHED et al., 2004; TURNBAUGH et al., 2006; MURPHY et al., 2010; 

KOOTE et al., 2012). 

 O entendimento dos efeitos da composição da microbiota intestinal na conversão 

alimentar direcionou estudos com objetivo de elucidar as diferenças entre microbiotas de 

indivíduos obesos e indivíduos dentro da faixa normal de peso (TURNBAUGH et al., 

2009). Estudos com camundongos evidenciam que as diferenças na composição da 

microbiota, juntamente com seus efeitos são completamente reversíveis por meio da 

modulação da microbiota intestinal (TURNBAUGH et al., 2008). 

 A composição da microbiota intestinal apresenta diversos efeitos fisiológicos no 

TGI, que podem ser locais ou sistêmicos. Estes efeitos podem ser benéficos ou prejudiciais 

à saúde (HE et al., 2008; ROUND; MAZMANIAN, 2009; SHEN et al., 2010; SOBHANI 

et al., 2011). Segundo Jia et al. (2008),  a composição da microbiota pode influenciar 
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também a farmacocinética e a toxicidade de algumas drogas e compostos químicos por 

meio da alteração da capacidade de absorção ou da neutralização de compostos tóxicos. 

 Na concepção de Bäckhed et al. (2005), a microbiota intestinal é composta por uma 

associação de diferentes espécies e cepas, dotadas de capacidade de comunicação entre si e 

com as células do hospedeiro, consumindo e disponibilzando energia, mediando 

transformações químicas fisiologicamente importantes. Os autores também afirmam que a 

microbiota intestinal confere propriedades funcionais ao hospedeiro que não lhe são 

próprias, que podem contribuir para o melhor funcionamento do organismo do mesmo. 

As espécies presentes na microbiota intestinal são distribuídas de forma 

heterogênea ao longo do trato gastrointestinal (AURELI et al., 2009). Estas, por meio de 

sua atividade metabólica, desempenham importante papel utilizando substratos como o 

fitato, que pode impedir a absorção de magnésio e cálcio. O consumo de fitato proporciona 

então maior disponibilidade destes íons, possibilitando assim maior absorção (HAROS et 

al., 2009) e na produção de certas vitaminas (POMPEI et al., 2007). Estas espécies também 

influenciam significativamente o desenvolvimento e o desempenho do sistema 

imunológico (OUWEHAND; ISOLARI; SALMINEN, 2002; SJÖGREN et al., 2009). 

 Segundo Corthier e Doré (2010) a microbiota intestinal também desempenha papéis 

fundamentais por meio de produtos formados em seu metabolismo. O equilíbrio entre 

diferentes espécies de bactérias com perfis metabólicos distintos é possivelmente crucial 

para manter a eficiência da degradação e fermentação da matéria orgânica no ambiente 

intestinal e a estabilidade da microbiota intestinal (CORTHIER; DORÉ, 2010). 

 

 

2.1.2 Antagonismo bacteriano 

 

  Segundo Fredrickson e Stephanopoulos (1981) existem dois tipos básicos de 

interações interespecíficas negativas entre micro-organismos. No primeiro, as populações 

mais eficientes utilizam rapidamente os nutrientes do ambiente e a consequente redução da 

disponibilidade de nutrientes reduz a taxa de crescimento de populações menos 

favorecidas. Na segunda modalidade, produtos do metabolismo inibem o crescimento de 

espécies suscetíveis. Segundo Barthon e Northup (2011), a segunda modalidade pode ser 

denominada antagonismo ou amensalismo de acordo com a especificidade do produto 

responsável pela inibição do crescimento. 
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Czárán, Hoekstra e Pagie (2002) apresentam estas duas modalidades como sendo as 

responsáveis pela promoção e manutenção da diversidade microbiana. Os autores dividem 

a comunidade microbiana em três grups, os Produtores de substâncias antimicrobianas (P) 

os Susceptíveis (S) e os Resistentes (R). Os autores fazem uma analogia entre a interação 

resultante e o jogo pedra-papel-tesoura, definindo as relações como se segue; P apresenta 

vantagem sobre S, S apresenta vantagem sobre R e R apresenta vantagem sobre P. Tal 

relação fundamenta-se principalmente no custo energético envolvido na síntese de 

substâncias antimicrobianas e de compostos responsáveis pela imunidade.  

 Esta dinâmica dá origem a ciclos, onde os três grupos de micro-organismos 

coexistem indefinidamente e a prevalência de cada um oscila. Desta forma nenhum dos 

grupos se sobressai e domina o ambiente, e a diversidade é então mantida (LENSKI; 

RILEY, 2002). Gillor, Giladi e Riley (2009) destacam, entretanto, que a produção de 

substâncias antimicrobianas por espécies de micro-organismos pode aumentar a 

persistência e prevalência destas espécies no trato gastrintestinal. 

 

 

2.2 BACTÉRIAS LÁCTICAS 

 

 Bactérias lácticas compõem um grupo heterogêneo, que compartilha determinadas 

características fenotípicas. Segundo Von Wright e Axelsson (2011) o grupo é composto 

principalmente por bacilos ou cocos gram-positivos, aerotolerantes, cujo principal produto 

de fermentação de hexoses é o ácido láctico. Entretanto, estas características não se 

aplicam à ordem Bifidobacteriales, micro-organismos gram-positivos, pleomórficos, 

geralmente anaeróbios estritos (TANNOCK, 1999). 

 As bactérias lácticas não são um grupo monofilético, o critério para seu 

agrupamento leva em conta características fenotípicas. A maior parte das bactérias lácticas 

pertence à Ordem Lactobacillales, do filo Firmicutes, porém as bifidobactérias pertencem 

à ordem Bifidobacteriales, do filo Actinobacteria (WOOD; HOLZAPFEL, 1995; 

MAKAROVA; KOONIN, 2007). Micro-organismos deste grupo são encontrados em 

diversos ambientes como a superfície de vegetais (CAI et al., 2010; KIM; ROH; BAE, 

2010 KAWASAKI et al., 2011; TODOROV et al., 2011), no leite cru (ESPECHE et al., 

2012), na cavidade vaginal (ZHOU et al., 2004) e no trato gastrintestinal de humanos 

(MORITA et al., 2010), peixes (PÉREZ et al., 2011) e aves (VOLOKHOV et al., 2011).  



24 

 

 Bactérias lácticas vem sendo utilizadas em alimentos há milhares de anos. Estes 

alimentos se tornaram parte da tradição de diversas populações. Como são consumidos 

regularmente e não apresentam registros de patologias associadas à sua ingestão, as 

espécies presentes nestes alimentos não são consideradas patogênicas, e recebem a 

denominação G.R.A.S. (Generally Regarded As Safe – Geralmente Considerada Segura). 

(BIROLLO; REINHEIMER; VINDEROLA, 2000; YOUSIF et al., 2010; YU et al., 2011; 

JIANG et al., 2012). Nesta denominação, alimentos que contenham estas espécies são 

considerados seguros com base na lógica da observação, em parte por serem abundantes no 

ambiente e por estarem presentes em altas concentrações nestes alimentos, que são 

comumente consumidos sem causar prejuízo para os que os consomem. Todavia, algumas 

espécies apresentam patogenicidade e sua ingestão pode trazer riscos à saúde.  

A possibilidade de transferência de genes de resistência a antibióticos para micro-

organismos patogênicos como Listeria monocytogenes e micro-organismos oportunistas 

também é uma característica que pode inviabilizar a presença de certas espécies em 

alimentos fermentados ou em preparações probióticas (POYART-SALMERON et 

al.,1990; NOBLE; VIRANI; CREE, 1992; NOBLE et al., 1996).  

 Entretanto, alguns casos de infecções moderadamente graves causadas por 

lactobacilos, bifidobactérias e outras espécies de bactérias lácticas foram reportados 

(STURDEE et al., 1998; SAARELA; MÄTTÖ; MATTILA-SANDHOLM, 2002; MEILE; 

LE BLAY; THIERRY, 2008). Segundo Aguirre e Collins (1993), ao longo do tempo a 

importância clínica de espécies de bactérias lácticas foi deixada de lado. Segundo os 

autores, a presença destes micro-organismos em amostras de alguns casos clínicos era 

erroneamente desconsiderada. Nestes casos, o isolamento destes micro-organismos era 

atribuído à contaminação de amostras com micro-organismos do ambiente. 

 Devido à popularização da utilização de probióticos e, o perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos de bactérias lácticas se tornou alvo de interesse. Isto ocorreu devido à 

possibilidade de transmissão horizontal de genes de resistência para micro-organismos 

patogênicos e oportunistas (KARAPETOV et al., 2011). De acordo com Franz et al. 

(2011), especial atenção deve ser dedicada a cepas de Enterococcus utilizados como 

probióticos e.g. Enterococcus faecium SF68. Segundo os autores, a mobilidade de 

informações genéticas para fatores de virulência e resistência a antibióticos, aliadas à 

existência de espécies do gênero Enterococcus causadores de infecções oportunistas 

constituem importantes fatores de risco a serem considerados. 
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  Esta discussão se estende a outros grupos de bactérias lácticas, como espécies do 

gênero Lactobacillus, que também apresentam genes de resistência contra diferentes 

antimicrobianos (BERNADEAU, et al., 2008). Segundo Cannon et al., (2005) mais de 200 

casos clínicos de infecção foram atribuídos a espécies de Lactobacillus. Segundo 

Bernadeau, Gugen e Vernoux (2006), a ocorrência de casos clínicos comprovados gera a 

necessidade de maiores e mais rígidas regulamentações de segurança para o uso de 

espécies probióticas de Lactobacillus. 

 

 

2.2.1 Metabolismo 

 

As bactérias lácticas são subdivididas em dois grupos, de acordo com os principais 

produtos do metabolismo de carboidratos em homofermentativas e heterofermentativas. Os 

carboidratos assimilados por homofermentativas convergem para a via glicolítica 

Embdem-Meyerhoff-Parnas (EMP), tendo como produto principal e mais abundante o 

lactato (MOZZI; RAYA; VIGNOLO, 2010).  

Contudo, segundo Garriguez et al. (1997), em condições nas quais a relação 

NADH/NAD+ é alta, ou seja, intenso fluxo glicolítico, acontece um aumento da 

concentração de gliceraldeído 3-fosfato (G3P) além da capacidade catalítica da Lactato 

Desidrogenase (LDH). O consequente acúmulo G3P, bem como de dihidroxicetona-fostato 

(DHP) inibem alostericamente a atividade da Piruvato Formato Liase (PFL), que compete 

com a LDH. Nesta condição o lactato é virtualmente o único produto de fermentação de 

carboidratos, sendo denominada homoláctica. Por outro lado, quando o fluxo metabólico é 

menos intenso, a regulação da PFL é menos intensa uma vez que não há acúmulo 

significante de G3P e DHP. Assim, com a PFL e LDH atuando simultaneamente são 

formados etanol, formato, acetato, lactato e CO2 pela ação da enzima piruvato 

desidrogenase. Neste caso emprega-se o nome fermentação ácido-mista. 

As bactérias lácticas heterofermentativas degradam hexoses e pentoses não por 

meio da via EMP, mas por meio da via da D-xilulose 5-fosfato fosfocetolase, enzima 

específica da via heterofermentativa. Os produtos, assim como na fermentação ácido-mista 

são etanol, lactato, acetato, formato e CO2, no entanto a produção de CO2 também ocorre 

no momento da conversão de 6-fosfogluconato a ribulose 5-fosfato. O etanol também pode 

ser produzido, com menor velocidade utilizando NADPH reduzido na etapa inicial da via, 

que é comum à via das pentoses fosfato (MOZZI; RAYA; VIGNOLO, 2010). 
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 Outros compostos comumente sintetizados por bactérias lácticas são a acetoína, 2,3 

butanodiol e diacetil, produzidas na via da acetoína/diacetil, sendo que o α-acetolactato é 

precursor de todos estes. Contudo, a produção destes metabólitos somente se torna 

significativa caso haja um acúmulo de piruvato. Isto acontece quando piruvato é fornecido 

de forma exógena ou quando outro composto que pode ser convertido a piruvato, como o 

citrato, é fornecido juntamente com carboidratos (AXELSSON, 2004). Outra forma para 

que se provocar um acúmulo significante de piruvato, que resultará em um desvio do fluxo 

metabólico para a produção do intermediário fundamental da via, α-acetolactato, é o 

emprego da engenharia genética. Conforme reportado por Monnet et al. (2000), é possível 

conseguir suficiente acúmulo de piruvato para direcionar o fluxo metabólico para esta via 

utilizando mutantes deficientes em atividade da PDH. 

 Os metabólitos mencionados são produzidos em menor quantidade quando 

bactérias lácticas são cultivadas em presença de oxigênio. Segundo Marty et al. (2000), a 

concentração final de ácido láctico cai de 24 mM/l para 14 mM/l quando Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus é cultivado sob aeração. Segundo os autores a atividade de 

uma NADH oxidase é responsável pela reoxidação do NADH nestes casos, com o oxigênio 

como aceptor de elétrons, produzindo peróxido de hidrogênio. Isto aumenta a concentração 

de H2O2 no meio, o que provoca uma entrada prematura na fase estacionária de 

crescimento, diminuindo consideravelmente a concentração final de biomassa. 

  

 

2.3 PROBIÓTICOS 

 

 Antes da criação do termo "probiótico", Metchnikoff (1909) publicou no livro "The 

prolongation of life: Optimistic studies" a hipótese de que a composição da microbiota 

intestinal poderia provocar efeitos prejudiciais sobre a saúde humana. 

 Sua hipótese era de que a putrefação causada por uma composição inadequada da 

microbiota, oriunda de um prolongamento desnecessário no trânsito intestinal e da 

consequente proliferação de micro-organismos nocivos, originaria compostos químicos 

responsáveis por reduzir a longevidade em animais e humanos. 

 Observando a longevidade de povos que consumiam leites fermentados e estudando 

as propriedades do então denominado "Bacillus bulgariano", Metchnikoff acreditou na 

existência de alguma relação entre a fermentação láctica e a diminuição da "putrefação 

intestinal", com a consequente ampliação da expectativa de vida. 
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 A partir destas observações, concluiu que a partir da modificação de hábitos 

alimentares era possível modificar a composição desta microbiota, substituindo micro-

organismos prejudiciais à saúde por micro-organismos benéficos, consequentemente 

aumentando a longevidade de seu hospedeiro. 

 Entre 1908 e 1954, pouca atenção foi direcionada ao conceito de Metchnikoff 

acerca da modulação da microbiota, sendo este resgatado por Vergin (1954), que utilizou o 

termo "probióticos" para definir o que seria a antítese dos antibióticos. Após Vergin, Lilly 

e Stillwell (1965) descreveram probióticos como sendo substâncias promotoras de 

crescimento secretadas por determinados micro-organismos, que tinham capacidade de 

estimular o crescimento de outros micro-organismos. 

 Fuller (1989, p.366) definiu o termo probiótico como "Um suplemento alimentar 

microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro melhorando o equilíbrio 

microbiano intestinal". Esta definição seria a primeira a vincular o termo à presença de 

micro-organismos vivos, desconsiderando os produtos do metabolismo ou componentes 

celulares de micro-organismos. 

 Havenaar e Huis in't Veld (1992), definiram probióticos como “uma cultura viável 

mista ou pura de micro-organismos que, aplicada a animais ou ao homem, produz efeitos 

benéficos ao melhorar as propriedades da microbiota selvagem”. Schrezenmeir e De Vrese 

(2001) propuseram uma melhoria de alguns pontos desta definição para maior clareza, sem 

se distanciar da mesma. Segundo os autores, os seguintes pontos deveriam ser observados: 

 

a) A necessidade da substituição de “cultura viável mista ou pura de micro-organismos” por 

"produto contendo micro-organismos", ou "preparação de micro-organismos"; 

b) A inclusão da sentença "números suficientes de micro-organismos" para a manifestação 

dos efeitos benéficos; 

c) A substituição da frase "melhorando as propriedades da microbiota" por "alteração da 

microbiota"; 

d) A definição do termo "microbiota selvagem" como "mistura complexa de populações 

microbianas que colonizam uma dada área no hospedeiro que não foi influenciada por 

intervenções médicas, experimentais, ou por enfermidade"; 

e) O uso do termo "colonização" para descrever a ação de uma população microbiana que se 

estabelece em quantidade com o passar do tempo sem a necessidade repetidas doses. Bem 

como a definição do termo “implantação” para se referir aos casos em que a administração 

deveria ser periódica. 
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Observando estes pontos, Schrezenmeir e De Vrese (2001, p.362) definiram 

probióticos como “uma preparação de ou produto contendo micro-organismos viáveis e 

definidos em números suficientes, que alteram a microbiota (por implantação ou 

colonização) em um compartimento do hospedeiro e, por meio disto exerce efeitos 

benéficos ao mesmo”. As definições de probióticos variam conforme a ênfase e ponto de 

vista dos autores, estas definições se encontram reproduzidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1- Definições de probióticos e respectivas publicações 

Probióticos são comuns em alimentos vegetais como as 

vitaminas, substâncias aromáticas, enzimas e 

possivelmente outras substâncias associadas a processos 

vitais 

KOLLATH (1953) 

Alimentos que podem ser utilizados para restaurar o 

desequilíbrio causado pelo uso de antibióticos 
VERGIN (1954) 

Uma substância secretada por um microrganismo, que 

estimula o crescimento de outro 
LILLY; STILLWELL (1965) 

Extratos de tecidos que estimulam o crescimento 

microbiano 
SPERTI (1971) 

Compostos que estimulam o desenvolvimento de 

resistência às infecções no hospedeiro, mas não inibem o 

crescimento de micro-organismos in vitro 
FUJI; COOK (1973) 

Organismos ou substâncias que contribuem para o 

equilíbrio microbiano intestinal 
PARKER (1974) 

Um suplemento alimentar microbiano vivo que afeta 

beneficamente o animal hospedeiro melhorando o 

equilíbrio microbiano intestinal 
FULLER (1989) 

Suplemento alimentar composto de micro-organismos 

vivos que afeta beneficamente o animal hospedeiro 

promovendo o equilíbrio da microbiota 
FULLER (1992) 

Cultura viável mista ou pura de micro-organismos vivos 

que, aplicada a animais ou ao homem, produz efeitos 

benéficos no hospedeiro ao melhorar as propriedades da 

microbiota normal (selvagem). 

HAVENAAR AND HUIS 

IN'T VELD (1992) 

Cultura microbiana viável ou laticínio fermentado que 

influencia beneficamente a saúde e o estado nutricional 

do hospedeiro 
SALMINEN (1996) 

Micro-organismos vivos que, quando ingeridos em 

certos números exercem benefícios à saúde além dos 

inerentes benefícios nutricionais 
SCHAAFSMA (1996) 

Preparações de células microbianas ou componentes de 

células microbianas que exercem benefícios à saúde ou 

ao bem-estar do hospedeiro 
SALMINEN  et al. (1999) 

Uma preparação de ou produto contendo micro-

organismos viáveis e definidos em números suficientes, 

que alteram a microbiota (por implantação ou 

colonização) em um compartimento do hospedeiro e, por 

meio disto exerce efeitos benéficos no mesmo 

SCHREZENMEIR; DE VRESE 

(2001) 

Micro-organismos vivos que quando administrado em 

quantidades adequadas conferem benefícios ao 

hospedeiro 
FAO/WHO (2002) 

Adaptado de VASILJEVIC; SHAH (2008). 
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Em virtude da necessidade de uma definição mais amplamente aceita e abrangente, 

em uma publicação da FAO (Food and Agriculture Organization) e a WHO (World Health 

Organization), probióticos foram definidos como "micro-organismos vivos, que quando 

administrados na dosagem adequada, conferem benefícios à saúde do hospedeiro" 

(FAO/WHO, 2002). 

A maioria das espécies de micro-organismos probióticos são procariotos, no 

entanto existem diversas espécies de micro-organismos eucariotos que apresentam 

propriedades probióticas, estas espécies englobam principalmente leveduras 

(Saccharomyces boulardii, Pichia anomala, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces ictis) 

fungos filamentosos (Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Cryptococcus mujuensis, 

Cryptococcus cuniculi) (NAYAK, 2011). 

 A maior parte das espécies de bactérias probióticas são bactérias lácticas, 

pertencentes aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium (RIVERA-ESPINOZA; 

GALLARDO-NAVARRO, 2010), entretanto algumas espécies de Lactococcus, 

Enterococcus, Propionibacterium, Saccharomyces e Escherichia são consideradas 

probióticas por apresentarem efeitos benéficos à saúde (SANDERS; HUIS IN'T VELD, 

1999; BLANDINO ET AL., 2003; VINDEROLA; REINHEIMER, 2003; TROMM et al., 

2004).  

Encontram-se representadas na Tabela 2 as espécies de micro-organismos mais 

comumente empregados em produtos comercializados como probióticos. 

 

Tabela 2 - Micro-organismos comercializados como probióticos 

Lactobacillus Bifidobacterium Outras bactérias lácticas Outras espécies 

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus 

L. casei B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli Nissle 

1917 

L. crispatus B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium 

freudenreichii 

L. gallinarum B. breve Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces 

cerevisiae 

L. gasseri B. infantis Pediococcus acidilactici  

L. johnsonii B. lactis Sporolactobacillus inulinus  

L. paracasei B. longum Streptococcus thermophilus  

L. plantarum    

L. reuteri    

L. rhamnosus    

Fonte: Holzapfel et al. (1998) 
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 Fuller (1989) destacou as características preliminares que uma cepa deve apresentar 

para que seja considerada probiótica. Para este fim, a cepa em questão deve: a) ser uma 

cepa capaz de exercer um ou mais efeitos benéficos no animal hospedeiro b) não ser 

patogênico ou produzir substâncias tóxicas; c) estar presente como células viáveis, em alta 

concentração; d) ser capaz de sobreviver à passagem pelo trato gastrintestinal, portanto 

deve ser resistente ao pH baixo do estômago e a ácidos orgânicos; e) Ser estável e capaz de 

permanecer viável por longos períodos sob condições de armazenamento e transporte. 

 Hozapfel e Schilinger (2002) destacaram algumas características adicionais como a 

resistência a sais biliares, capacidade de persistir no intestino, ter especificidade ao 

hospedeiro e apresentar resistência a bacteriófagos. 

 Segundo Del Piano et. al. (2006), a validação de uma espécie de microrganismo 

como probiótica, e sua consequente introdução no mercado como parte de um produto 

probiótico deve passar por etapas como o isolamento da cepa, sua total caracterização 

baseado em referências atuais, avaliação de suas propriedades fisiológicas, segurança e 

viabilidade de utilização em escala comercial, conforme os procedimentos apresentados na 

Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Etapas do isolamento à validação de um microrganismo probiótico 

Coleta da amostra 

Isolamento do microrganismo 

Identificação da espécie 

Identificação das cepas 

Seleção da cepa desejada 

Determinação da capacidade de crescimento 

Resistência ao pH estomacal 

Resistência aos sais biliares 

Resistência às secreções pancreáticas 

Avaliação de riscos à saúde 

Resistência à liofilização 

Estabilidade da cepa liofilizada 

Microencapsulação 

Estudos in vitro 

Investigações em animais 

Investigações clínicas em humanos 

Fonte: Del Piano (2006) 

 

 Segundo Guarner et al. (2005) as espécies presentes no iogurte tradicional, 

composto por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus, 

apesar de não atenderem ao critério de resistência ao pH estomacal não podem deixar de 

ser considerados probióticos. 
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 Esta afirmação se baseia em diversos estudos, como o de Rizkalla et al. (2000), que 

demonstram que o consumo de iogurte com micro-organismos inviáveis não produz os 

efeitos benéficos sobre a saúde do consumidor. Portanto, concluem que a preparação na 

qual elas se encontram (iogurte) pode sim enquadrar-se na definição de produto probiótico. 

 De acordo com Holzapfel e Schillinger (2002), diversos benefícios à saúde e à 

nutrição foram sugeridos como sendo atribuídos à atividade de bactérias probióticas, ainda 

que alguns necessitem maiores investigações, com modelos mais adequados e em 

condições mais controladas. Segundo Sherman, Ossa e Johnson-Henry (2012) os 

mecanismos de ação de espécies probióticas podem ser distintos entre cepas, mesmo que o 

benefício à saúde do hospedeiro seja o mesmo. Diversos efeitos benéficos e propriedades 

têm sido reportados em micro-organismos probióticos, os mais comumente relatados 

encontram-se representados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Propriedades benéficas e efeitos atribuídos a micro-organismos probióticos 

Propriedades e efeitos Referência 

Produção de vitaminas, aumento da 

biodisponibilidade de minerais 
(NARVA et al., 2004;POMPEI et al., 2007) 

Diminuição da colesterolemia ou trigliceridemia (RODAS; GILILAND; MAXWELL, 1996 

;LIONG; SHAH, 2005; GUO et al., 2011) 

Imunomodulação (TSAI et al., 2008b; TSAI et al., 2010a; TSAI 

et al., 2010b) 

Aumento da motilidade intestinal/atenuação de 

quadros de constipação 
(GUERRA et al., 2010; RIEZZO et al., 2012) 

Aderência ao epitélio intestinal e manutenção da 

integridade de mucosa 

(UCHIDA; KURAKASU, 2004;LAM et al., 

2007) 

Produção de enzimas digestivas (HONDA  et al., 2007) 

Antagonismo a patógenos e modulação da 

composição da microbiota intestinal por meio da 

produção de bacteriocinas. 

(AVONTS; UYTVEN; DE VUYST, 2004; 

CURSINO et al.,2006; PINGITORE et al., 

2009; TODOROV et al., 2011) 

Diminuição do acúmulo de gordura (obesidade) 

por meio de indução da redução do tamanho dos 

adipócitos. 

(CHOI et al., 2007; TAKEMURA et al., 2009; 

KADOOKA et al., 2010) 

Atenuação de manifestações alérgicas intestinais. (YOSHIDA et al., 2011) 

Aceleração do processo de cicatrização de cortes 

e queimaduras (Uso tópico). 

(PERAL; MARTINEZ; VALDEZ, 2009; 

NASRABADI et al., 2011; ZAHEDI et al., 

2011; HUSEINI et al., 2012;) 
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Apesar do grande número de produtos probióticos presentes no mercado, a pesquisa 

por cepas probióticas e funcionalidades continua a ser impulsionada pelo crescente 

interesse nos benefícios conferidos por estes produtos (DIVYA; VARSHA; 

NAMPOOTHIRI, 2012).   

A indústria de laticínios tem utilizado culturas probióticas extensivamente no 

desenvolvimento de novos produtos funcionais (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Em 2004 

estimava-se a existência de 70 produtos probióticos presentes no mercado mundial, com 

grande potencial de expansão. Contudo, grande parte destes produtos atuam apenas como 

veículos para cepas probióticas, que são adicionadas em concentração adequada mas não 

participam das etapas de produção dos alimentos (SHAH, 2004). 

 

 

2.3.1 Substâncias antimicrobianas sintetizadas por bactérias lácticas probióticas 

 

 Segundo O'brien e Wright (2011), o principal motivo pelo qual micro-organismos 

produzem compostos antimicrobianos é a vantagem adaptativa que os mesmos oferecem 

em ambientes onde há alta competição ou poucos nutrientes. Nestes casos, o amensalismo 

constitui importante meio pelo qual uma espécie ganha vantagem sobre outras que 

competem no ambiente (MARÓTI et al., 2011). 

Alimentos fermentados por bactérias lácticas são consumidos há milhares de anos 

por populações humanas distintas. Sua função primordial era prolongar a vida útil destes 

alimentos e preservar suas características nutricionais (WOOD, 1998). A fermentação do 

meio reduz a disponibilidade de carboidratos e resulta na formação de metabólitos que 

apresentam atividade antimicrobiana, sendo os principais os ácidos láctico, acético e 

propiônico (BLOM; MØRTVEDT, 1991). Além destes metabólitos primários inibitórios, 

muitos outros componentes inibitórios podem ser produzidos por diferentes bactérias 

lácticas (OUEHAND; VESTERLUND, 2004). 

 A produção de ácidos orgânicos, em especial o ácido láctico, tem sido reportada 

como a principal responsável pela atividade antimicrobiana de bactérias probióticas contra 

micro-organismos patogênicos (OGAWA et al., 2001; TSAI et al., 2005; TSAI et al., 

2008a; ZHANG et al., 2011). No entanto, outras substâncias como diacetil, reuterina e 

bacteriocinas são frequentemente associadas à atividade antimicrobiana de probióticos 

(LANCIOTTI et al., 2003; MARTÍN et al., 2005; XIE et al, 2011; JIANG et al., 2012). 
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2.3.1.1 Ácidos orgânicos 

 

 Os principais produtos de fermentação das bactérias lácticas são ácidos orgânicos, 

em especial o ácido láctico. A proporção e concentração dos ácidos e outros metabólitos 

produzidos dependem de suas características genéticas (NEVES et al., 2000; KIM et al., 

2010; ZOTTA et al., 2012), condições de meio (KRISHNAN et al., 2001; TANAKA et al., 

2002; LEVERING et al., 2012), relação entre NADH/NAD+. (GARRIGUES et al., 1997). 

 Os ácidos orgânicos inibem a atividade microbiana ao diminuir o pH do meio. 

Nestas condições, os ácidos orgânicos em sua forma não dissociada penetram no 

citoplasma, onde então se dissociam e diminuem o pH intracelular, interferindo 

negativamente nos processos metabólicos celulares (YOUNG; FOEGEDING, 1993; 

OSTLING; LINDGREN, 1993; ESGALHADO; ROSEIRO; COLLACO, 1996).  

O ácido láctico apresenta a propriedade de aumentar a permeabilidade da 

membrana externa de bactérias gram-negativas, além da intrínseca queda de pH ocasionada 

por sua presença no meio. Portanto, pode potencializar a ação de outras substâncias 

antimicrobianas como bacteriocinas ao comprometer a integridade da membrana, 

(ALAKOMI et al., 2000). 

 Entretanto, a resistência de algumas espécies de micro-organismos aos ácidos 

orgânicos pode ser maior após o crescimento em meios de cultura levemente ácidos. Isto 

pode acontecer em decorrência da gradual adaptação a esta condição do meio (BARKER; 

PARK, 2001; TETTEH; BEUCHAT, 2001). 

 De acordo com Wang et al. (2001), em ambientes com alta diversidade de micro-

organismos como resíduos orgânicos domiciliares, os produtos do metabolismo de 

bactérias lácticas naturalmente presentes nos alimentos tem capacidade de inibir o 

crescimento de diversas espécies de micro-organismos, incluindo patógenos. Os autores 

constatam a queda de pH devido à produção de ácido láctico é o principal fator responsável 

pela eliminação de agentes que causam a putrefação alimentar. 

 

 

2.3.1.2 Peróxido de hidrogênio 

 

 Diversas espécies de bactérias lácticas apresentam a capacidade de produzir 

peróxido de hidrogênio (H2O2) na presença de oxigênio. Estas espécies não são capazes de 

sintetizar hemeproteínas, portanto, não apresentam capacidade de sintetizar catalase.  
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Apesar de apresentarem outras enzimas que degradam peróxido de hidrogênio, sua 

atividade não é suficiente para degradar todo o H2O2 produzido, causando seu acúmulo no 

meio (CONDON, 1987; RYAN; KLEINBERG, 1995). Apesar de apresentar atividade 

antimicrobiana contra diversas espécies patogênicas, a degradação de H2O2 por enzimas 

presentes em mucosas como as paredes intestinais pode não favorecer o acúmulo em 

concentrações significativas nestes ambientes (FONTAINE, CLAYDON; TAYLOR-

ROBINSON, 1996). Além disso, como mencionado previamente, a produção de peróxido 

de hidrogênio acontece na presença de oxigênio como aceptor de elétrons por ação de uma 

NADH oxidase. Portanto, em ambientes anaeróbios sua formação é virtualmente nenhuma 

(MARTY et al., 2000) 

A toxicidade do peróxido de hidrogênio é atribuída à sua capacidade de oxidar 

componentes celulares como DNA, lipídeos de membrana e proteínas. Aparentemente o 

mecanismo de ação mais importante envolve a formação de radicais OH
-
 a partir do H2O2 

(IMLAY; CHIN; LINN, 1988).  

Segundo Dave e Shah (1997), em alimentos probióticos, a produção de peróxido de 

hidrogênio pode ser responsável pelo caráter autolimitante do crescimento microbiano. Em 

decorrência do crescimento microbiano, o acúmulo de H2O2 provoca um decréscimo na 

viabilidade de espécies probióticas no decorrer do tempo. Segundo os autores, esta 

característica deixa de ser uma vantagem e se torna um obstáculo técnico para a 

manutenção da viabilidade celular de espécies probióticas em certos alimentos. 

No trato respiratório, a atividade antimicrobiana do peróxido de hidrogênio parece 

ser importante fator na colonização por Streptococcus pneumoniae, que inibe o 

crescimento de outras por meio da produção de H2O2 o que elimina parte da competição 

por sítios de ligação e nutrientes. (PERICONE et al., 2000).  

 A ação das substâncias produzidas por espécies de Lactobacillus que apresentam 

atividade contra Staphylococcus aureus parece ser em decorrência principalmente da 

produção de peróxido de hidrogênio, uma vez que a adição de catalase em testes de 

inibição praticamente elimina o efeito inibitório (OTERO; NADER-MACÍAS, 2006). 

  Contudo, estudos da inibição de patógenos por peróxido de hidrogênio usualmente 

são conduzidos em condições de cultivo na presença de oxigênio, o que não ocorre no 

principal ambiente de utilização de probióticos, o intestino. Portanto, a ocorrência e a 

importância da produção de peróxido de hidrogênio no antagonismo a patógenos in vivo, 

considerando ambientes pobres em oxigênio como o intestino e a cavidade vaginal, ainda 
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necessitam avaliação (OCAÑA; HOLGADO; NADER-MACÍAS, 1999; OTERO; 

NADER-MACÍAS, 2006). 

 

 

2.3.1.3 Diacetil 

 

 Segundo Ramos et al., (1995) o diacetil (2,3 Butanodiona) pode ser originado pela 

descarboxilação espontânea do α-acetolactato na presença de oxigênio, sendo um dos 

vários compostos formados no metabolismo de carboidratos e citrato. O α-acetolactato 

pode ser descarboxilado lenta e espontaneamente na presença de oxigênio formando 

diacetil, ou convertido enzimaticamente a acetoína, que por sua vez é convertida a 2,3 

Butanodiol. 

 Segundo García-Quintáns et al. (2008), a produção de diacetil pode ser 

desencadeada em resposta à acidificação causada por produtos de fermentação. Como este 

se forma espontaneamente na presença de oxigênio, sua produção não pode ser estimulada 

diretamente ao nível transcricional nos casos em que sua formação é espontânea. No 

entanto, a produção de compostos como o 2,3 Butanodiol pode ser estimulada diretamente 

ao nível transcricional usando a redução do pH como estímulo. Isto ocasiona maior 

formação de α-acetolactato, e consequentemente maior formação de diacetil quando na 

presença de oxigênio. Em alguns casos, como reportado por Jordan et al. (1996), elementos 

presentes no sobrenadante de algumas espécies podem aumentar de 4 a  6 vezes a produção 

de diacetil, mesmo em baixas concentrações de oxigênio. Os autores afirmam que em 

virtude deste fato, a formação de diacetil pode ser enzimática em algumas espécies. A 

presença do diacetil pode ser indesejável em alguns casos, dependendo do alimento em 

questão. Em vinhos sua presença é aceitável em diferentes concentrações, de acordo com o 

tipo de vinho (MARTINEAU; ACREE; HENICK-KLING, 1995). Segundo de Revel et al. 

(1999) em vinhos o diacetil é originado principalmente pelo consumo de ácido cítrico 

presente no mosto. 

 A atividade antimicrobiana do diacetil é mais comum em micro-organismos gram-

negativos, nos quais a concentração de 200 μg/ml é suficiente para provocar a inibição do 

crescimento de espécies suscetíveis. Sua ação é bacteriostática, e, apesar de não estar 

totalmente esclarecido, foi proposto que seu mecanismo de ação está relacionado ao 

bloqueio da utilização de arginina (JAY, 1982; LANCIOTTI 2003). No entanto, segundo 

Archer et al., (1996) a concentração necessária de diacetil varia de muito de acordo com a 
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espécie e tamanho do inóculo. Os autores observaram em seu estudo que uma concentração 

de 86 μg/ml era suficiente para diminuir a velocidade específica de crescimento de 

salmonella thyphimurium em até 64%. 

A atividade do diacetil sobre Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus 

também foi documentada por Lanciotti et al. (2003). Estes micro-organismos apresentam 

maior resistência ao diacetil do que bactérias Gram-negativas, e requerem concentrações 

maiores que 300 μg/ml. Neste mesmo estudo foi constatado que a adição de 300 μg/ml de 

diacetil aumentou a duração da fase Lag em 4.23, 2.48 e 1.52 vezes em E.coli, S. aureus e 

L. monocytogenes, respectivamente.  

Segundo Birkenhauer e Oliver (2003), o diacetil também apresenta aplicações na 

redução da concentração de Vibrio vulnificus em ostras cruas. Esta espécie causa infecções 

graves e invasivas em humanos quando ingeridas por meio do consumo de ostras cruas da 

espécie Crassostrea virginica. 

 No entanto, alimentos com odores amanteigados apresentam concentração de 

diacetil que varia de 2 a 6,5 μg/g (NURSTEN, 1997; MALLIA; ESCHER; 

SCHLICHTHERLE-CERNY, 2008: LANCIOTTI 2003). Considerando este fato, Lanciotti 

et al. (2003) comentam que a aplicabilidade do diacetil como conservante pode estar 

limitada a alimentos que apresentem perfis sensoriais compatíveis com sua presença. 

 

 

2.3.1.4 Bacteriocinas 

 

Considera-se o primeiro relato da atividade antimicrobiana de bacteriocinas a 

publicação de Gratia (1925) envolvendo antagonismo bacteriano mediado por uma 

substância termolábil produzida por Escherichia coli, capaz de inibir somente outras cepas 

de Escherichia coli. Posteriormente, Gratia e Fredericq (1946) criaram o termo “colicina” 

para classificar a substância responsável pelo antagonismo observado, descrevendo 

também sua natureza proteica. 

O estreito espectro de ação apresentado por estas substâncias deve-se à natureza dos 

receptores utilizados por estas substâncias para exercer sua ação. Estes são em sua maioria 

proteínas localizadas na membrana externa de bactérias gram-negativas. Estas proteínas-

alvo normalmente são as responsáveis pelo transporte de sideróforos, vitaminas e outros 

componentes para o espaço periplásmico (CAO; KLEBBA, 2002; KURISU et al., 2003; 

CHENG et al., 2006). 
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Contudo, substâncias com características similares haviam sido identificadas em 

outras espécies (ROGERS, 1928), portanto, havia a necessidade de uma classificar 

adequadamente estas novas substâncias antimicrobianas. Posteriormente, Jacob et al. 

(1953) atribuíram a estas substâncias o nome bacteriocina.  

A principal aplicação de bacteriocinas é a conservação de alimentos. Segundo 

Zacharof e Lovvit (2012) as bacteriocinas de bactérias lácticas são as que ganharam maior 

destaque neste contexto. Isto acontece por seu espectro de ação abranger boa parte dos 

micro-organismos que deterioram alimentos e causam intoxicações alimentares. Os autores 

destacam que a adição de bacteriocinas não certifica completamente a segurança dos 

alimentos, especialmente no caso de bactérias gram-negativas. Neste caso estratégias 

especiais podem ser utilizadas para que estas se tornem susceptíveis à ação antimicrobiana 

das bacteriocinas. 

Segundo Klaenhammer (1988), bacteriocinas podem ser definidas como peptídeos 

bacterianos dotados de atividade antibacteriana de espectro variável. Mills et al., (2011) 

destacam que sua síntese é ribossomal e suas características estruturais e físico-químicas 

são diversificadas. Inicialmente, Klaenhammer (1993) sugeriu a classificação de diferentes 

tipos de bacteriocinas em três classes principais conforme apresentado na Tabela 5: 

 

Tabela 5 - Classificação de bacteriocinas proposta por Klaenhammer (1993) 

Classe I (Lantibióticos) 

Pequenos peptídeos modificados após sua tradução (>5kDa) que atuam sobre as 

membranas contendo os aminoácidos lantionina e β-metil lantionina. (Nisina e Lactacina 

S). 

Classe II  

Peptídeos pequenos (>10kDa) que não contenham lantionina nem β-metil lantionina, 

termoestáveis, sintetizados inicialmente como pré-peptídeos contendo uma seqüência de 

dois resíduos de glicina como sua porção C-terminal (Curvacina A, Lactacina F, 

Leucocina A). 

Classe III  

Grandes peptídeos (>30kDa) termolábeis. (Lactacina A e B, Colicinas) 

Classe IV  

Bacteriocinas complexas, compostas de uma porção peptídica associada a um lipídeo ou 

a um carboidrato (Pediocina SJ-1, Plantaricina S). 
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 Segundo Cleveland et al. (2001) a criação da classe IV foi um equívoco, pois até 

então nenhuma bacteriocina desta classe havia sido isolada e purificada com sucesso. A 

formação dos complexos mencionados deve-se ao fato das bacteriocinas serem peptídeos 

catiônicos hidrofóbicos, o que favorece a sua associação com macromoléculas presentes 

nas soluções quando não são devidamente purificadas. 

 Cotter, Hill e Ross (2005) propuseram uma nova classificação para bacteriocinas 

(Tabela 5), reduzindo o número de classes a dois, excluindo as moléculas integrantes da 

classe III e IV. Neste trabalho também foi proposto o estreitamento do termo bacteriocina 

para  englobar apenas “substâncias peptídicas termoestáveis”. 

 

Tabela 6 - Classificação de bacteriocinas proposta por Cotter, Hill e Ross (2005) 

Classificação Observações/sugestões Exemplos 

Classe I – Bacteriocinas 

contendo o aminoácido 

lantionina 

Incluem bacteriocinas 

compostas por um ou mais 

peptídeos contendo 

lantionina.  

Monopeptídicas: Nisina, 

mersacidina e lacticina 481, 

Dipeptídicas: Lacticina 

3147, citolisina  

Classe II – Bacteriocinas 

que não contém o 

aminoácido lantionina 

Classe heterogênea de 

pequenos peptídeos; inclui 

bacteriocinas semelhantes à 

pediocina (subclasse a); 

dipeptídeos (subclasse b); 

peptídeos cíclicos (subclasse 

c – extinta classe V proposta 

em 2003 por Kemperman et 

al.); monopeptídeos  lineares 

diferentes da pediocina 

(subclasse d) 

Classe IIa: Pediocina PA1, 

leucocina A; classe IIb: 

lactacina F; classe IIc: 

enterocina AS48, reuterina 

6; classe IId: lactococcina A, 

diergicina A 

Bacteriolisinas – Proteínas 

líticas. 

Grandes peptídeos termo-

lábeis. 

Lisostafina, enterolisina A 

 

 

Heng e Tagg (2006) consideraram problemática a redefinição proposta por Cotter 

Hill e Ross (2005), pois a maioria das colicinas termolábeis deixaria de se enquadrar na 

definição de bacteriocinas. Segundo os autores este fato deixaria de conferir a devida 

significância histórica das colicinas como os primeiros exemplares de bacteriocinas.  

Partindo da classificação proposta por Klaenhammer (1993) e incorporando pontos 

da classificação proposta por Cotter, Hill e Ross (2005), Heng e Tagg propuseram uma 

nova classificação que consiste na subdivisão dos lantibióticos (Classe I) em subclasses; na 
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reorganização da Classe II; os grandes peptídeos (>30kDa) termolábeis continuariam sendo 

considerados bacteriocinas; e os peptídeos cíclicos (Classe IIb proposta em 2005) seriam 

alocados em uma classe distinta (Classe IV), conforme apresentado na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Classificação de bacteriocinas proposta por Heng e Tagg (2006) 

Classe I – Lantibióticos 

Ia - Lineares 

Ib - Globulares 

Ic – Multicomponentes 

Classe II – Peptídeos sem modificações pós traducionais (sem lantionina) 

IIa – Semelhantes à pediocina 

IIb - Diversificados 

IIc - Multicomponentes 

Classe III – Grandes proteínas (inclundo termo-lábeis) 

IIIa - Bacteriolíticas 

IIIb – Não líticas 

Classe IV – Peptídeos cíclicos 

 

 

 As aplicações biotecnológicas das bacteriocinas variam. Algumas delas  são 

indiretas como a utilização dos mecanismos de transporte das colicinas para o meio 

extracelular para aumentar a recuperação de proteínas heterólogas produzidas por 

Escherichia coli (VAN DER WAL; LUIRINK; OUDEGA, 1995; SOMMER; FRIEHS; 

FLASCHEL, 2010; ZAKARIA; RAHMAN; BASRI, 2011) . 

 Segundo Field et al. (2010), o potencial das bacteriocinas na bioconservação de 

alimentos pode ser exemplificada pela utilização da nisina, que apresenta longo histórico 

de aplicação em alimentos em virtude de seu amplo espectro de ação. Os autores também 

destacam que esta bacteriocina pode apresentar aplicações contra infecções bacterianas 

multirresistentes, apesar de limitações inerentes à sua natureza peptídica. Estas aplicações 

tem atraído atenção para a tentativas de identificação de mecanismos de ação responsáveis 

pela resistência à nisina (SUN et al., 2009; COLLINS et al, 2012), bem como para a 

transferência de genes de resistência em algumas espécies (HOANG et al., 2011). Cepas 

que produzem bacteriocinas também são avaliadas quanto à sua capacidade de modular a 

microbiota intestinal por meio da produção destas substâncias antimicrobianas (O'SHEA et 

al., 2009).  



40 

 

 Segundo Timmerman et al. (2004), a produção de substâncias antimicrobianas tem 

implicações em preparações compostas por múltiplas cepas ou múltiplas espécies. Estas 

devem ser avaliadas com o objetivo de se estabelecer uma combinação de cepas ou 

espécies, que apresentam melhores resultados em sinergismo do que individualmente. Os 

autores direcionam especial atenção para se evitar a associação de cepas ou espécies 

probióticas que apresentem atividades inibitórias mútuas devido à produção de substâncias 

antimicrobianas. 

Walsh et al. (2008) demonstraram que em uma preparação composta por cinco  

espécies de bactérias probióticas, uma cepa bacteriocinogênica de Lactobacillus salivarum 

se adaptou melhor em relação às demais cepas em experimentos com suínos, atribuindo 

esta predominância à vantagem adptativa conferida pela capacidade de produzir 

bacteriocinas. 

 A atividade antimicrobiana pode ser mediada por substâncias peptídicas que não 

são bacteriocinas, como antibióticos (HÖLTZEL et al., 2000; SCHAEFER et al., 2010), 

enzimas antibacterianas (LEE; LEE, 2011; ZHANG et al., 2012a), bacteriófagos 

(PROENÇA et al., 2012). Segundo Settani e Corsetti (2008), apenas o sequenciamento dos 

aminoácidos que compõem o peptídeo pode fornecer informações suficientes para 

constatar que se trata de uma bacteriocina. Substâncias antimicrobianas peptídicas 

parcialmente caracterizadas são denominadas BLIS (Bacteriocin-Like Inhibitory 

Substance) até que seja realizada sua caracterização molecular. 

 

 

2.3.2 Probióticos e produtos de origem animal 

 

 Segundo Milleman (2009), a ocorrência de diarreia causada por patógenos gram-

negativos nas seis primeiras semanas de vida é uma das principais causas de mortalidade e 

morbidez em bezerros. O tratamento destas infecções é dispendioso e demanda tempo para 

que seja concluído. Muitas vezes, após o tratamento os animais manifestam quadros de má 

absorção de nutrientes, o que reduz sua taxa de crescimento e aumenta os prejuízos. 

 De acordo com Barrington et al. (2002) a diarreia neonatal em bezerros é uma 

condição complexa e multifatorial. Neste contexto, a exposição aos patógenos, condições 

ambientais, manejo, estado nutricional e imunológico são fatores que interagem entre si no 

desenvolvimento desta condição. Estes patógenos são transmitidos por via ora-fecal e são 
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mais facilmente transmitidos quando em regime de confinamento, devido à proximidade 

entre os animais e à constante exposição ao material fecal. 

 Segundo Seiffert et al. (2013), além destas implicações, que valem para os demais 

animais de produção, existe a crescente preocupação com relação à transmissão destes 

patógenos mediante o consumo de produtos de origem animal. Estes animais podem 

desempenhar o papel de reservatórios de cepas resistentes aos antibióticos de amplo 

espectro, comumente utilizados na prática clínica. Segundo os autores Salmonella spp., 

Escherichia coli são importantes agentes de transmissão de genes de resistência que podem 

ser disseminados por meio de produtos animais. Segundo Schwarz et al. (2001), a 

utilização de antibióticos em animais é a principal causa da seleção de cepas resistentes, e 

sua disseminação para humanos uma das importantes causas da ineficácia dos antibióticos 

mais utilizados.  

 A utilização de probióticos é considerada uma alternativa ao uso de antibióticos 

como promotores de crescimento em animais de produção, e é empregada visando 

minimizar ou eliminar as perdas em decorrência da ação de patógenos. Segundo Le Bon 

(2011), a suplementação alimentar a base de probióticos produz resultados positivos em 

porcos no período de desmame. Neste estudo, foi observado aumento significativo da taxa 

de conversão alimentar e uma diminuição expressiva na concentração de Escherichia coli 

recuperada nas fezes. Taras et al. (2007) observaram significativa diminuição nos casos de 

diarreia pós-desmame em porcos, o que consequentemente pode diminuir os custos com 

tratamento e as diminuição da conversão alimentar. 

 Tsai et al (2005) observaram significativa redução da invasão de células intestinais 

por Salmonella typhimurium por meio da ação de duas cepas de Lactobacillus. Neste 

estudo também observaram a inibição significativa do crescimento de Salmonella 

typhimurium, o que foi atribuído à produção de ácidos orgânicos.  

Chen et al. (2007) estudaram o potencial de Lactobacillus crispatum como agente 

profilático contra infecções por Salmonella typhimurium e Escherichia coli O157:H7. 

Obsevaram maior efeito inibitório com Lactobacillus crispatum do que com Lactobacillus 

plantarum ATCC 4356, o que foi atribuído à maior produção de ácidos orgânicos por 

Lactobacillus crispatum. Neste mesmo estudo, observaram que a habilidade de adesão às 

células intestinais também é um aspecto importante para que este efeito aconteça. 

Tejero-Sariñena et al. (2012) estudaram quinze espécies potencialmente probióticas de 

bactérias lácticas com relação a sua capacidade de inibir diferentes patógenos, incluindo 

Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Os autores constataram que o principal fator 
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que contribuiu para a inibição dos patógenos foi a produção de ácidos orgânicos (acético e 

láctico). A vantagem deste mecanismo de inibição é sua influência virtualmente nula no 

desenvolvimento e seleção de cepas resistentes a antibióticos. 

Além da abordagem direta junto aos animais, a segurança dos alimentos de origem 

animal pode ser melhorada por meio da utilização de micro-organismos probióticos. 

Segundo Aymerich et al. (2008), a utilização de bactérias lácticas como agentes de 

biopreservação em carnes é uma boa alternativa à utilização de aditivos químicos. Esta é 

utilizada como método de biopreservação dos produtos por meio da inoculação dos 

mesmos com espécies produtoras de substâncias antimicrobianas (ácidos orgânicos, 

bacteriocinas, CO2, diacetil). Segundo os autores, estas técnicas podem ser utilizadas até  

em produtos não fermentados, desde que não alterem as características sensoriais dos 

mesmos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Probióticos da Escola de 

Engenharia de Lorena - EEL - Universidade de São Paulo - USP e no Laboratório de 

Microbiologia do Centro Universitário Geraldo Di Biase - UGB - Volta Redonda, RJ. 

 

 

3.1 MICRO-ORGANISMOS 

 

No presente trabalho foram avaliadas 4 cepas de Lactobacillus, a saber: L. 

acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 7469, L. fermentum ATCC 9338 e L. plantarum 

ATCC 8014, pertencentes à coleção de culturas do Laboratório de Probióticos da Escola de 

Engenharia de Lorena – USP. 

Estas cepas foram ativadas por meio de repicagens sucessivas a 37 ºC/18 horas em 

caldo MRS (de MAN, ROGOSA E SHARPE 1960), constituído de 10g/L peptona de 

caseína, 10 g/L de extrato de carne, 5 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose, 5 g/L 

de citrato de sódio, 2 g/L de fosfato dipotássico, 2 g/L de citrato de amônio, 0,2 g/L de 

sulfato de magnésio, 0,05 g/L de sulfato de manganês. Uma vez ativadas, foram 

conservadas a -20 ºC em caldo MRS adicionado de glicerol (20%) como crioprotetor 

(VALDEZ, 2001). 

Como cepas patogênicas indicadoras foram avaliadas as cepas Escherichia coli 

Enteropatogênica 0112, E. coli Enteropatogênica 0124, E. coli Enteropatogênica 0127, 

Shigella sonnei ATCC 25931, Shigella dysenteriae ATCC 13313 e Salmonella enteritidis 

ATCC 13076, provenientes do Laboratório de Microbiologia do Centro Universitário 

Geraldo Di Biase – Volta Redonda – RJ. Estas cepas foram ativadas em caldo BHI, 

constituído de 5 g/L de infusão de cérebro bovino, 12,5 g/L de infusão de cérebro de 

bezerro, 2,5 g/L de fosfato dipotássico, 10 g/L de peptona, 2 g/L de glicose e 5 g/L de 

cloreto de sódio, incubadas a 37 ºC/18 horas e mantidas sob refrigeração a 5
 o

C em tubos 

contendo ágar, constituído de 23 g/L de ágar bacteriológico (Biosystems), 5 g/L de cloreto 

de sódio e 2 g/L de fosfato de sódio dibásico, esterilizado a 121 
o
C por 20 minutos. 

Suspensões contendo as cepas indicadoras foram preparadas a partir das células 

armazenadas em ágar que foram devidamente ativadas por meio de 3 repicagens sucessivas 

a 37 ºC por 24 horas. Em seguida foram preparadas diluições seriadas decimais em tubos 

contendo 4,5 ml de caldo BHI para se atingir a concentração de 10
8 

UFC/ml.  
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A estimativa da concentração em UFC/ml foi realizada por meio de curva de 

calibração em leitora de microplacas a 630 nm (DO x UFC/ml). Desta forma, determinou-

se um fator de diluição da suspensão das células crescidas em caldo BHI, para se atingir a 

população de 10
8 

UFC/ml. Periodicamente a população de células (UFC/mL) foi 

confirmada por meio de contagem em placas pela técnica de pour plate em caldo BHI. Em 

paralelo aos ensaios para avaliação dos sobrenadantes tratados procedeu-se a confirmação 

da população das cepas indicadoras por meio de contagem em placas, conforme descrito 

anteriormente. Os resultados estimados por meio da densidade óptica e referentes a 

contagem em placas foram analisados estatisticamente por meio de ANOVA e teste de 

Tukey com 95% de confiança. 

 

 

3.2 OBTENÇÃO DO SOBRENADANTE 

 

 O sobrenadante livre de células foi obtido por centrifugação a 7000x g por 15 

minutos a 4
o 

C, a partir de alíquotas de 7 mL de uma suspensão de células das respectivas 

cepas de Lactobacillus cultivadas em caldo MRS por 48 horas a 37 
o
C em estufa 

bacteriológica. O sobrenadante foi esterilizado por meio de filtração em membrana 

Millex® de 0,22 µm (JBR610209). 

 

 

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

3.3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana 

 

A determinação da atividade antimicrobiana apresentada pelas respectivas cepas de 

Lactobacillus foi realizada segundo o método MODA (Microscale Optical Density Array), 

descrito por Lash et al. (2002). Este método consiste em se verificar o crescimento das 

cepas indicadoras no período de 24 horas a 37°C, na presença dos respectivos 

sobrenadantes na forma original e submetidos a diferentes tratamentos, em microplacas 

para cultura de células contendo 96 poços. Em seguida, o crescimento é avaliado por meio 

de leitura da absorbância com auxílio de uma leitora de microplacas Tp-Reader (Thermo 
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Plate). Os sobrenadantes de cada cepa de Lactobacillus, originais e submetidos a diferentes 

tratamentos, foram testados individualmente com cada cepa patogênica indicadora. 

 

Primeiramente, em 24 poços (6 cepas patogênicas x 4 cepas de Lactobacillus) 30 μl 

do sobrenadante original das respectivas cepas de Lactobacillus foram adicionados a 100 

μl de caldo BHI com 10
8
 UFC/ml das respectivas cepas patogênicas indicadoras. 

Adicionalmente, como controles, foram realizados dois ensaios com objetivo de se 

verificar o efeito de inibição do sobrenadante sobre as cepas indicadoras. No primeiro 

ensaio avaliou-se apenas o crescimento das cepas indicadoras em caldo BHI e no segundo 

verificou-se o efeito do caldo MRS (pH 7.0) sobre as cepas indicadoras. Para tanto, em 6 

poços, correspondentes às 6 cepas patogênicas, foram adicionados 30 μl de caldo MRS a 

pH 7.0 e 100 μl da suspensão de células das respectivas cepas indicadoras contendo 10
8
 

UFC/ml (controle MRS), e no segundo (controle negativo), de forma semelhante, em 

outros 6 poços foram adicionados apenas 100 μl da suspensão de células das respectivas 

cepas indicadoras. 

Após estes procedimentos as microplacas foram incubadas a 37 
o
C por 24 horas em 

estufa bacteriológica, e em seguida, as absorbâncias foram mensuradas a 630 nm com 

auxilio de leitora automática de microplacas, utilizando 100 μl de BHI esterilizado como 

branco. Estes experimentos foram realizados em 3 repetições. 

Para se verificar a existência de inibição, os valores de absorbância obtidos foram 

analisados estatisticamente por meio de ANOVA e teste de Tukey com intervalo de 

confiança de 95%. Desta forma, constatou-se o efeito de inibição quando os respectivos 

sobrenadantes apresentaram leituras de absorbância significativamente menores que ambos 

os ensaios controle.  Posteriormente, os sobrenadantes que apresentaram efeito de inibição 

significativo foram submetidos a diferentes tratamentos visando determinar a causa dos 

respectivos efeitos de inibição, conforme detalhado a seguir.  

 

 

3.3.2 Efeito do pH sobre a atividade antimicrobiana 

 

 Os sobrenadantes que apresentaram atividade antimicrobiana verificada na etapa 

anterior foram submetidos à nova avaliação, nas mesmas condições, para se verificar a 

influência do pH no efeito de inibição dos sobrenadantes sobre as cepas indicadoras.  
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Para tanto, avaliou-se 2 tratamentos distintos, tendo como parâmetros controle o 

crescimento das cepas indicadoras em caldo BHI, na presença do sobrenadante original e 

na presença de MRS a pH 7.0, verificados na etapa anterior. No primeiro tratamento, o 

sobrenadante das respectivas cepas de Lactobacillus foi neutralizado por meio de adição de 

solução de NaOH a 0,1M. No segundo tratamento 100 ml de caldo MRS foram 

acidificados por meio da adição de ácido acético glacial em 4 frascos Erlenmeyer, de modo 

a tornar o pH do caldo MRS equivalente ao dos respectivos sobrenadantes, a saber: 

Lactobacillus acidophilus (pH 4.2); Lactobacillus casei (pH 4.3); Lactobacillus fermentum 

(pH 4.1); Lactobacillus plantarum (pH 4.4). Os sobrenadantes e o caldo MRS com pH 

ajustado foram então esterilizados em membranas Millex® de 0,22 µm (JBR610209) e 

mantidos a -20 ⁰C em criotubos na quantidade de 1,5 ml.  

Na sequência, nos poços (6 cepas patogênicas x n° de cepas de Lactobacillu 

selecionadas na etapa anterior) das microplacas contendo 100 μL das suspensões de células 

das cepas indicadoras com 10
8
 UFC/ml em caldo BHI, foram adicionados 30 μL dos 

referidos sobrenadantes neutralizados ou caldo MRS com pH ajustado e incubadas a 37 

⁰C/24 h. Em seguida, procedeu-se a leitura das absorbâncias a 630 nm em leitora de 

microplacas (Tp-Reader - Thermoplate®) utilizando caldo BHI esterilizado como branco. 

Estes experimentos foram realizados em 3 repetições. 

 

 

3.3.3 Efeito do H2O2 sobre a atividade antimicrobiana 

 

 Para avaliar a influência do peróxido de hidrogênio sobre o efeito de inibição dos 

sobrenadantes sobre as cepas indicadoras, os respectivos sobrenadantes foram tratados com 

catalase e então submetidos à nova avaliação. Para tanto, adicionou-se 10 mg de Catalase 

de fígado bovino (Sigma)  a tubos contendo 10 ml dos respectivos sobrenadantes (1 

mg/ml), sendo em seguida homogeneizados por inversão e incubados em banho-maria por 

1,5h/37 ºC, esterilizadas por meio de filtração em membrana Millex® de 0,22 µm 

(JBR610209), separados em alíquotas de 1,5 ml e armazenados em criotubos a -20 ºC para 

posterior utilização. 

Na sequência estas soluções foram descongeladas à temperatura ambiente e 

submetidas a uma nova avaliação, adicionando-se nos poços, (6 cepas patogênicas x n° de 

cepas de Lactobacillus) das microplacas 30 μL do sobrenadante tratado e 100 μL das 

suspensões de células das cepas indicadoras em caldo BHI com 10
8
 UFC/ml sendo então 
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incubadas por 24 h/37 ºC. Em seguida procedeu-se à leitura das absorbâncias a 630 nm em 

leitora de microplacas (Tp-Reader - Thermoplate®) utilizando caldo BHI esterilizado 

como branco. Estes experimentos foram realizados em 3 repetições. 

 

 

3.3.4 Efeito de substâncias proteicas sobre a atividade antimicrobiana 

 

 O efeito inibitório de substâncias antimicrobianas de natureza proteica presentes 

nos sobrenadantes foi avaliado por meio do tratamento dos mesmos com as enzimas 

proteolíticas Pronase (Sigma), Tripsina (Sigma) α-Quimotripsina (Sigma), 

individualmente. Para tanto, aos tubos contendo 10 ml de sobrenadante adicionou-se 10 mg 

das respectivas enzimas (1mg/ml) seguido de incubação, em banho-maria, a 37 ⁰C por 1,5 

horas, esterilizadas por meio de filtração em membrana Millex® de 0,22 µm (JBR610209), 

separados em alíquotas de 1,5 ml e então armazenados em criotubos a -20 ºC para posterior 

utilização. 

Em seguida, os sobrenadantes devidamente tratados foram descongelados à 

temperatuda ambiente e submetidos a uma nova avaliação, adicionando-se nos poços (6 

cepas patogênicas x n° de cepas de Lactobacillu das microplacas contendo 100 µl das 

suspensões de células das cepas indicadoras em caldo BHI com 10
8
 UFC/ml, adicionou-se 

30 µl dos respectivos sobrenadantes, sendo incubadas por 24 h/37 ºC, após o que procedeu-

se a leitura da absorbância a 630 nm em leitora de microplacas (Tp-Reader - 

Thermoplate®) utilizando caldo BHI esterilizado como branco. Estes experimentos foram 

realizados em 3 repetições. 

 

 

3.3.5 Efeito de substâncias termo-lábeis sobre a atividade antimicrobiana 

 

 Para avaliar o efeito de substâncias antimicrobianas sensíveis a altas temperaturas 

presentes nos sobrenadantes, 2 procedimentos foram realizados em triplicata, que 

consistiram no tratamento de 1,5 ml dos sobrenadantes originais em criotubos a 100 ºC/15 

minutos e 121 ºC/15 minutos. Em seguida, nos poços (6 cepas patogênicas x n° de cepas de 

Lactobacillus) das microplacas contendo 100 µl das suspensões de células das cepas 

indicadoras em caldo BHI com 10
8
 UFC/ml, adicionou-se 30 µl dos respectivos 

sobrenadantes sendo então incubadas por 24 h/37 ºC. Na sequência, procedeu-se a leitura 
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das absorbâncias a 630 nm em leitora de microplacas (Tp-Reader - Thermoplate®) 

utilizando caldo BHI esterilizado como branco. Estes experimentos foram realizados em 3 

repetições. 

 

 

3.3.6 Caracterização das substâncias antimicrobianas 

 

Para se determinar o agente causador do efeito de inibição, as leituras de 

absorbância obtidas nos tratamentos descritos anteriormente, foram analisadas 

estatisticamente por meio de ANOVA e teste de Tukey com intervalo de confiança de 

95%.  Como referência utilizou-se as leituras de absorbância relativas a avaliação do efeito 

de inbição dos sobrenadantes originais obtidas no item 3.3.1. Desta forma, em cada 

tratamento, foi possível verificar a permanência ou a redução do efeito inibitório dos 

sobrenadantes  após o tatamento.  

Como resposta, quando as leituras se mostraram estatisticamente semelhantes às 

observadas com o sobrenadante original considerou-se que o efeito de inibição do 

sobrenadante persistiu após o tratamento. Por outro lado, considerou-se que o efeito de 

inbição dos sobrenadantes foi reduzido pelos tratamentos aplicados aos mesmos quando as 

respectivas leituras de absorbância foram significativamente maiores nos respectivos 

tratamentos em relação ao sobrenadante original. 

 

 

 

3.3.7 Avaliação do efeito de inibição 

 

O efeito de inibição referente aos respectivos sobrenadantes foi determinado por 

meio da seguinte fórmula: 

 

                      
   

   
   

 

DOs - Densidade óptica referente ao sobrenadante original 

DOc - Densidade óptica referente ao controle negativo  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O efeito de inibição de compostos presentes no sobrenadante original obtido do 

cultivo da cepa L. acidophilus ATCC 4356 sobre as cepas patogênicas indicadoras, 

representado na Figura 1, foi verficado por meio da análise estatística (ANOVA) e teste de 

Tukey, com intervalo de confiança de 95%, dos valores de absorbância obtidos. Observa-

se que das 6 cepas indicadoras avaliadas apenas a cepa S. dysenteriae ATCC 13313 não 

sofreu inibição, sendo que as demais foram significativamente (P<0,01) inibidas em 

diferentes níveis pelo respectivo sobrenadante.  

Observa-se que o efeito de inibição variou entre 24 e 51%, com destaque para as 

cepas E. coli 0124, S. enteritidis ATCC 13076 e S. sonnei ATCC 25931 que tiveram o 

crescimento inibido com maior intensidade correspondendo a 46, 51 e 45%, 

respectivamente. 
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Figura 1 – Efeito de inibição do sobrenadante in natura do cultivo de L. acidophilus ATCC 

4356 sobre as cepas patogênicas indicadoras. 
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 Com o objetivo de se caracterizar a origem do efeito de inibição observado 

submeteu-se o referido sobrenadante a diferentes tratamentos valendo destacar que a 

metodologia empregada consistiu em se avaliar o crescimento das cepas patogênicas na 

presença do sobrenadante tratado para eliminação de possíveis compostos antimicrobianos. 

Desta forma, a análise estatística dos respectivos valores de absorbância obtidos (Figura 2), 

demonstrou que os tratamentos aplicados ao sobrenadante do cultivo de L. acidophilus 

ATCC 4356, não foram capazes de eliminar o agente responsável pelo efeito de inibição, 

uma vez que não foram observadas diferenças significativas entre as leituras de 

absorbância relativas aos sobrenadantes tratados e o controle. Esta ausência de 

significância demonstra que não houve efeito de inibição de substâncias termolábeis, 

proteicas ou de peróxido de hidrogênio sobre as cepas patogênicas avaliadas. 
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Figura 2 - Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das cepas patogênicas 

na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. acidophilus ATCC 4356, in 

natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 ⁰C/15min (C); 121⁰C/15min (D): α-

quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase Caldo (H): MRS a pH 4,2 (I). 

(Continua). 
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Figura 2 – (Continuação) Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das 

cepas patogênicas na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. 

acidophilus ATCC 4356, in natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 

⁰C/15min (C); 121⁰C/15min (D): α-quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase 

Caldo (H): MRS a pH 4,2 (I). 
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Verifica-se também que as leituras de absorbância obtidas no ensaio com MRS pH 

4,2 (I) sobre o crescimento das cepas patogênicas, após submetidas à análise estatística 

(ANOVA e teste de TUKEY), se mostraram equivalentes às do sobrenadante  in natura 

(B). Vale salientar que este ensaio foi realizado com o objetivo de se verificar a possível 

existência de outras substâncias antimicrobianas presentes no soborenadante e que 

poderiam estar atuando em sinergia com o efeito do pH. A presença destas substâncias 

acarretaria em um efeito de inibição do sobrenadante original significativamente maior em 

relação ao observado com caldo MRS, cujo pH foi corrigido para um valor equivalente ao 

sobrenadante original. Desta forma, como os efeitos de inbição foram estatisticamente 

semelhantes, contatou-se que o efeito de inibição observado se deve ao pH. 

 

 No tocante ao efeito de inbição de L. casei ATCC 7469 sobre as respectivas cepas 

patogênicas, observa-se nos resultados representados na Figura 3 que o sobrenadante in 

natura aparesentou efeito inibitório significativo (P<0,01), em diferentes níveis, sobre   das 

6 cepas patogênicas indicadoras avaliadas. Nota-se ainda, que somente a cepa S. 

dysenteriae ATCC 13313 não foi inibida pelos supostos compostos presentes no referido 

sobrenadante. Os valores de inibição sobre as demais cepas variaram entre 23 e 54%, 

sendo a cepa E. coli 0127 a que sofreu menor efeito de inibição em seu crescimento (23%). 

Por outro lado, as cepas E. coli 0124 e S. enteritidis ATCC 13076 tiveram seu crescimento 

inibido com maior intensidade, correspondendo a 49 e 54%, respectivamente. 
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Figura 3 - Efeito de inibição do sobrenadante in natura do cultivo de L. casei ATCC 7469  

sobre as cepas patogênicas indicadoras. 

 

 Na etapa que consistiu na caracterização da origem do efeito de inibição, cujos 

resultados encontram-se representados na Figura 4, foi possível constatar por meio de 

análise estatística dos valores de absorbância obtidos, que os tratamentos aplicados ao 

sobrenadante do cultivo de L. casei ATCC 7469, não interferiram significativamente no 

efeito inibitório observado. Desta forma, esta análise revelou que as leituras de absorbância 

correspondentes ao sobrenadante submetido aos diferentes tratamentos foram semelhantes 

ao sobrenadante original. Estes resultados demonstram que o efeito de inibição exercido 

pela cepa L. casei ATCC 7469 não se deve à presença de substâncias antimicrobianas 

proteicas, termolábeis ou peróxido de hidrogênio. 

Verifica-se também que o tratamento I, correspondente ao caldo MRS pH 4,3, não 

interferiu signifitivamente no efeito inibitório observado com o sobrenadante original do 

cultivo de L. casei ATCC 7469. Este resultado permite atribuir ao pH o efeito de inbição 



54 

 

E. coli 0112

A B C D E F G H I
0.35

0.40

0.45

0.50

0.55

0.60

0.65

0.70

0.75
A

b
s
o

rb
â

n
c
ia

 6
3

0
 n

m

E. coli 0124

A B C D E F G H I
0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 6
3

0
 n

m

E. coli 0127

A B C D E F G H I
0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 6
3

0
 n

m

 

Figura 4 - Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das cepas patogênicas 

na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. casei ATCC 7469, in 

natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 ⁰C/15min (C); 121⁰C/15min (D): α-

quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase Caldo (H): MRS a pH 4,3 (I). 

(Continua). 



55 

 

S. enteritidis ATCC 13076

A B C D E F G H I
0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 6
3

0
 n

m

 

S. sonnei ATCC 27931

A B C D E F G H I
0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

0.55

0.60

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 6
3

0
 n

m

 

Figura 4 – (Continuação) Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das 

cepas patogênicas na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. casei 

ATCC 7469, in natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 ⁰C/15min (C); 

121⁰C/15min (D): α-quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase Caldo (H): 

MRS a pH 4,3 (I).  

 

 

No que se refere a avaliação do efeito de inbição do sobrenadante original obtido do 

cultivo de L. plantarum ATCC 8014, cujos resultados encontram-se representados na 

Figura 5, observa-se efeito inibitório significativo (P<0,01) sobre 5 das 6 cepas patogênicas 

avaliadas, destacando-s a cepa S. dysenteriae ATCC 13313, que não teve seu crescimento 

significativamente inibido por substâncias presentes no referido sobrenadante. 

Em relação às demais cepas, nota-se que estas tiveram seu crescimento inibido em 

diferentes níveis, variando entre 30 e 53% de inibição, com destaque para as cepas E. coli 

0124 e S. enteritidis ATCC 13076, que tiveram, respectivamente, 45 e 53% de seu 

crescimento inibido pelo sobrenadante de L. plantarum ATCC 8014 
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Figura 5 - Efeito de inibição do sobrenadante in natura do cultivo de L. plantarum ATCC 

8014 sobre as cepas patogênicas indicadoras avaliadas. 

 

 

É relevante ressaltar que após efetuada a análise estatística, o efeito de inibição 

apresentado pelo sobrenadante do cultivo de L. plantarum ATCC 8014 se mostrou  

semelhante aos observados com os sobrenadantes do cultivo de L. casei ATCC 7469 e L. 

acidophilus ATCC 4356. 

 

 Os resultados representados na Figura 6, são referentes ao estudo do efeito de 

inbição quando o sobrenadante do cultivo de L. plantarum ATCC 8014 foi submetido aos 

diferentes tratamentos. Estes revelam que os tratamentos aplicados ao sobrenadante não 

foram capazes de anular o efeito antimicrobiano observado sobre as cepas patogênicas 

indicadoras uma vez que as leituras de absorbância referentes ao sobrenadante original e 

tratados não se mostraram significativamente diferentes. Assim, verifica-se que o efeito de 

inibição observado não se deve a presença de substâncias termolábeis, proteicas ou 

peróxido de hidrogênio no referido sobrenadante. 
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Figura 6 - Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das cepas patogênicas 

na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. plantarum ATCC 8014, in 

natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 ⁰C/15min (C); 121⁰C/15min (D): α-

quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase Caldo (H): MRS a pH 4,4. (I). 

(Continua). 
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Figura 6 – (Continuação) Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das 

cepas patogênicas na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. 

plantarum ATCC 8014, in natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 ⁰C/15min 

(C); 121⁰C/15min (D): α-quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase Caldo 

(H): MRS a pH 4,4. (I). 

 

 

Observa-se também, que o tratamento (I) relativo ao MRS acidificado a pH 4.4 

resultou no mesmo efeito de inibição observado com o sobrenadante original (B), 

demonstrando que, dentre as variáveis estudadas, o pH do sobrenadante foi o único fator 

responsável pelo efeito de inibição exercido por L. plantarum ATCC 8014 sobre as cepas 

patogênicas testadas. 

 

 Com relação ao efeito de inibição exercido pelo sobrenadante in natura, obtido do 

cultivo de L. fermentum ATCC 9338, sobre as cepas patogênicas, demonstrado na Figura 

7, verifica-se que este também ocorreu em diferentes níveis. Nota-se que, ao contrário das 

observações anteriores, dentre as 4 cepas de Lactobacillus estudadas no presente trabalho, 
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L. fermentum ATCC 9338 foi a única cujo sobrenadante apresentou efeito inibitório 

significativo sobre a cepa  S. dysenteriae ATCC 13313, correspondendo a 21% de inbição. 

Verifica-se ainda que, as demais cepas patogênicas indicadoras tiveram seu 

crescimento inibido em diferentes níveis, variando de 43 a 57%,. Assim, observou-se que 

as cepas E. coli 0112, E. coli 0124, E. coli 0127 e S. sonnei ATCC 25931 tiveram seu 

crescimento inibido em níveis significativamente superiores (P<0,05) pelo sobrenadante in 

natura de L. fermentum ATCC 9338 em relação às demais cepas de Lactobacillus.   
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Figura 7 - Efeito de inibição do sobrenadante in natura do cultivo de L. fermentum ATCC 

9338 sobre as cepas patogênicas indicadoras avaliadas 

 

 Com o objetivo de se identificar a origem do efeito de inibição observado, 

submeteu-se o referido sobrenadante a diferentes tratamentos, cujos resultados encontram-

se representados na Figura 8. Observou-se que não houve diferença estatística entre os 

efeitos de inbição observados com o sobrenadante original e tratado, o que demonstra que 

o efeito de inibição observado não ocorreu em decorrência da presença de substâncias 

termolábeis, proteicas ou peróxido de hidrogênio. 
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Figura 8 - Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das cepas patogênicas 

na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. fermentum ATCC 9338, in 

natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 ⁰C/15min (C); 121⁰C/15min (D): α-

quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase Caldo (H): MRS a pH 4,1. (I). 

(Continua). 
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Figura 8 – (Continuação) Valores médios de absorbância relativos ao crescimento das 

cepas patogênicas na presença de caldo MRS a pH 7,0 (A), do sobrenadante de L. 

fermentum ATCC 9338, in natura (B) e submetidos a diferentes tratamentos: 100 

⁰C/15min (C); 121⁰C/15min (D): α-quimotripsina (E): Pronase (F): Tripsina (G): Catalase 

Caldo (H): MRS a pH 4,1. (I). 

 

Observa-se também que os resultados referentes ao tratamento I, representado pelo 

caldo MRS a pH 4,2 (equivalente ao pH do sobrenadante original) revelaram que não 

houve diferença significativa no tocante ao efeito de inbição observado em relação ao 
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sobrenadante original (B). Desta forma, constata-se que, dentre as variáveis estudadas, o 

pH do sobrenadante é o responsável pelo efeito de inibição exercido por L. fermentum 

ATCC 9338 sobre as cepas patogênicas estudadas. 

 

Os resultados reportados anteriormente revelaram que o efeito de inibição 

apresentado pelas diferentes cepas de Lactobacillus sobre as cepas petogênicas indicadoras 

foi  atribuído ao pH e que os sobrenadantes in natura das respectivas cepas de 

Lactobacillus apresentaram valores distintos de pH. Desta forma, com o objetivo de se 

verificar a significância desta variável sobre o efeito de inibição observado, procedeu-se 

uma análise estatística considerando os valores de pH dos sobrenadantes in natura, cujos 

resultados encontram-se apresenados na Figura 9.. Esta análise revelou que os 

sobrenadantes com valores de pH entre 4.2 e 4.4 não diferiram entre si (NS) no tocante ao 

efeito de inibição observado. Por outro lado, os resultados revelaram que o sobrenadante a 

pH 4.1 (L. fermentum ATCC 9338)  apresentou efeito de inibição significativamente maior 

(P<0,01) quando comparado aos demais. 
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Figura 9 - Efeito do pH dos sobrenadantes in natura sobre o crescimento das cepas 

patogênicas. LA: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 LC: Lactobacillus casei ATCC 

7469 LF: Lactobacillus fermentum ATCC 9338 LP: Lactobacillus plantarum ATCC 

8014. NS: Não significante. 
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 Vale salientar que efeitos de inibição estatisticamente semelhantes foram 

observados quando se avaliou o caldo MRS a pH equivalente aos respectivos 

sobrenadantes in natura (Figuras 2, 4, 6 e 8) o que reforça a importância do pH no efeito 

de inibição observado.  Com o objetivo de se confirmar essa premissa, ensaios foram 

realizados avaliando-se os respectivos sobrenadantes com pH corrigido para 7,0, tendo o 

caldo MRS pH 7,0 e sobrenadante in natura como controles, cujos resultados encontram-se 

apresentados na Tabela 8. 

Observou-se que as leituras de absorbância relativas aos sobrenadantes com pH 

corrigido para 7,0 foram estatisticamente semelhantes aos valores obtidos com caldo MRS 

pH 7,0 e superiores aos valores obtidos com os sobrenadantes originais, o que demonstra 

que o efeito de inibição foi removido por meio da neutralização dos respectivos 

sobrenadantes. Assim fica comprovado que o efeito de inbição observado se deve ao pH do 

sobrenadante. 
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Tabela 8 - Valores médios (*) de absorbância ± desvio padrão do cultivo das cepas patogênicas indicadoras em diferentes condições. 

 E. coli 0112 E. coli 0124 E. coli 0127 

 A B C A B C A B C 

L. acidophilus 0,70 ±0,05 0,67±0.05 0,47 ±0,06 0,61 ±0,04 0,62±0,03 0,39 ±0,04 0,82 ±0,03 0,83±0,05 0,64 ±0,05 

L. casei 0,68 ±0,03 0,67±0,04 0,43 ±0,03 0,61 ±0,05 0,61±0,04 0,36 ±0,02 0,80 ±0,04 0,83±0,02 0,63 ±0,04 

L. fermentum 0,69 ±0,05 0,66±0,04 0,37 ±0,07 0,60 ±0,05 0,61±0,04 0,30 ±0,07 0,81 ±0,04 0,82±0,03 0,48 ±0,03 

L. plantarum 0,72 ±0,04 0,70±0,06 0,47 ±0,07 0,63 ±0,03 0,62±0,03 0,39 ±0,03 0,82 ±0,04 0,80±0,04 0,60 ±0,03 

A: MRS pH 7.0 B: Sobrenadante neutralizado C: Sobrenadante in natura (*): 3 leituras x 3 repetições 

 

Tabela 8 - Continuação 

 S. dysenteriae ATCC 13313 S. enteritidis ATCC 13076 S. sonnei ATCC 25931 

 A B C A B C A B C 

L. acidophilus 1,07 ±0,05 1,04±0,05 0,82 ±0,03 0,67 ±0,07 0,66±0,05 0,41 ±0,06 0,51 ±0,04 0,52±0,05 0,31 ±0,04 

L. casei 1,12 ±0,03 1,14±0,05 0,81 ±0,03 0,67 ±0,06 0,66±0,05 0,40 ±0,04 0,54 ±0,04 0,51±0,05 0,3 ±0,03 

L. fermentum 1,03 ±0,03 1,04±0,05 0,65 ±0,06 0,67 ±0,08 0,71±0,04 0,38 ±0,08 0,54 ±0,05 0,53±0,05 0,30 ±0,03 

L. plantarum 1,21 ±0,07 1,19±0,08 0,90 ±0,1 0,68 ±0,06 0,71±0,06 0,41 ±0,05 0,59 ±0,05 0,55±0,05 0,35 ±0,03 

A: MRS pH 7.0 B: Sobrenadante neutralizado C: Sobrenadante in natura (*): 3 leituras x 3 repetições
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No presente trabalho demonstrou-se que dentre as cepas patogênicas indicadoras 

estudadas, Shigella dysenteriae ATCC 13313 teve seu crescimento inibido em menor 

intensidade na presença dos sobrenadantes com pH original.  Por outro lado, os resultados 

mostraram também que Shigella sonnei ATCC 25937 foi mais susceptível ao efeito do pH 

dos sobrenadantes, demonstrando que o efeito de inibição observado é espécie dependente. 

Segundo Gorden e Small (1993) existe grande variabilidade no tocante a resistência ao pH 

ácido entre espécies do gênero Shigella. Estes autores encontraram variações de 

susceptibilidade ao pH em cerca 80% entre cepas da mesma espécie (Shigella flexneri) e 

até 99% entre diferentes espécies. Resultados semelhantes foram observados no presente 

trabalho uma vez que as duas cepas do gênero Shigella avaliadas apresentaram 

suscetibilidades significativamente diferentes (P<0,01) em relação ao efeito do pH dos 

sobrenadantes das cepas de  Lactobacillus estudadas (Figura 9). 

Os resultados observados no presente trabalho revelaram que a inibição do 

crescimento das cepas patogênicas indicadoras avaliadas é resultante da queda de pH 

devido à produção de ácidos orgânicos pelas cepas de Lactobacillus. Zhang et al., (2011) 

encontraram resultados semelhantes em relação ao efeito inibitório de substâncias 

presentes no sobrenadante do cultivo de quatro cepas de Lactobacillus sobre Shigella 

sonnei e Escherichia coli. Os autores observaram que o efeito inibitório observado não foi 

alterado após tratamento dos sobrenadantes com enzimas proteolíticas, bem como após 

tratamento a 100 ⁰C por 15 minutos à semelhança do observado no presente trabalho. Os 

autores demonstraram também que após a neutralização do pH dos sobrenadantes o efeito 

inibitório foi completamente eliminado. 

 Zhang et al. (2012b) também selecionaram 15 cepas de Lactobacillus que 

apresentaram atividade  inibitória sobre Shigella sonnei ATCC 25931. À semelhança do 

presente trabalho, observaram também que a neutralização do pH eliminou completamente 

o efeito inibitório dos sobrenadantes. Os autores observaram ainda que o efeito inibitório 

persistiu nas condições em que os sobrenadantes foram tratados com proteinase K, bem 

como aquecidos a 100 ⁰C/15 min.  

No presente estudo, os resultados demonstraram que a ação de α-quimiotripsina, 

tripsina, pronase e catalase, bem como os tratamentos a 100 ⁰C/15 minutos e 121 ⁰C/15 

minutos não foram capazes de eliminar o efeito de inibição dos sobrenadantes do cultivo 

de L. acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 7469, L. fermentum ATCC 9338 e L. 

plantarum ATCC 8014 sobre as cepas patogênicas indicadoras avaliadas. Desta forma, em 
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ambos os trabalhos ficou demonstrado que o efeito de inbição foi atribuído à produção de 

ácidos orgânicos, acarretando no abaixamento do pH dos sobrenadantes.  

 

 No tocante ao efeito de inibição de crescimento celular causado por substâncias 

proteicas, é sabido que bactérias gram-negativas são intrinsecamente resistentes às 

bacteriocinas produzidas por bactérias gram-positivas devido à barreira física oferecida 

pela membrana externa. Contudo, casos são reportados em que a desestabilização da 

membrana externa pode torná-las susceptíveis à ação destas bacteriocinas 

(KALCHAYANAND et al., 1992; KALCHAYANAND et al., 1998; BELFIORE et al., 

2007). Os resultados do presente trabalho demonstraram a ausência de substâncias 

proteicas nos sobredantes resultantes do cultivo das cepas de Lactobacillus avaliadas. 

Segundo Alakomi et al., (2000), o ácido láctico exerce intenso efeito na membrana 

externa de bactérias gram-negativas, em muitos casos ocasionando sua ruptura. 

Corroborando com este fato, na literatura pertinente são reposrtados casos nos quais a 

atividade de bacteriocinas, sintetizadas por bactérias lácticas, somente é significativa sobre 

bactérias gram-negativas quando estas são expostas a pH baixo (MESSI et al., 2001; 

LASH et al., 2005). Especificamente, Lash et al. (2005) observaram que o pH baixo do 

sobrenadante (<5.0) foi uma condição fundamental para que ocorresse inibição dos 

patógenos gram-negativos avaliados mediada por uma substância proteica sintetizada por 

Lactobacillus plantarum ATCC 8014. Contudo, no presente trabalho não foi observada a 

interferência de qualquer substância peptídica no efeito de inibição dos sobrenadantes, 

embora o pH destes tenha sido baixo. Desta forma, considerando que não foi encontrada 

diferença significativa entre os efeitos de inibição de MRS a pH ácido e dos sobrenadantes 

a pH original, bem como o fato de que o efeito inibitório foi eliminado pela neutralização 

dos sobrenadantes, sustenta-se a hipótese de que o efeito de inibição ocorreu como 

consequência da produção de ácidos orgânicos e consequente queda do pH. 

De acordo com Makras e De Vuyst (2006), os ácidos orgânicos, em particular os 

ácidos láctico e acético apresentam forte efeito inibitório sobre espécies gram- negativas. 

Fooks e Gibson (2001) observaram que o efeito de inibição, sobre o crescimento de 

Escherichia coli e Salmonella enteritidis exercido por cepas probióticas, aumenta 

proporcionalmente à concentração de ácidos orgânicos no meio. Estes autores verificaram 

efeitos inibitórios mais intensos quando fontes de carbono mais facilmente metabolizadas 

por Lactobacillus e Bifidobacteriu foram avaliadas. Salientaram ainda que, o pH ácido 

pode não ser o fator principal para que o efeito de inibição aconteça. Porém, ressaltaram 
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que o baixo pH do meio externo pode ser uma condição fundamental  para que os ácidos 

orgânicos atravessem a membrana da célula bacteriana e exerçam o efeito inibitório em seu 

interior. 

A atividade antimicrobiana apresentada pelos ácidos orgânicos segundo Kashket 

(1987) se deve à diminuição do pH intracelular devido à dissociação cíclica dos ácidos 

orgânicos. Neste mecanismo, os ácidos orgânicos atuam como carreadores de íons 

hidrogênio do meio extracelular para o ambiente intracelular, em seguida, são excretados 

para o meio extracelular na sua forma aniônica, a qual adquire novamente no meio 

extracelular um íon H
+ 

e o processo se repete indefinidamente. Desta forma o aumento da 

concentração de íons hidrogênio no interior da célula é mais rápido que sua capacidade 

celular de excreção de íons H
+
, então o gradiente eletroquímico da membrana se dissipa, 

impossibilitando suas atividades metabólicas. Adicionalmente existe o gasto de ATP 

envolvido na exportação de íons H
+
, causando um déficit energético que compromete as 

funções normais da célula. 

No entanto, outro mecanismo foi proposto, neste, o acúmulo dos ânions dos ácidos 

orgânicos no citoplasma seria o principal responsável pelo efeito letal dos mesmos. Neste 

modo de ação, a baixa lipossolubilidade do ânion lactato seria responsável pelo seu 

acúmulo no interior celular (RUSSEL, 1991; RUSSEL; DIEZ-GONZALEZ, 1998).  

Segundo Carpenter e Broadbent (2009) o acúmulo de ânions lactato ou acetato e promove 

o aumento da osmolaridade intracelular após sua associação com íons K
+
 e Na

+
 

aumentando a pressão de turgor celular. A célula pode compensar isto expelindo estes ou 

outros ânions intracelulares, principalmente glutamato segundo Roe et al. (1998). Assim, 

de acordo com Roe et al. (1998) no tocante à espécie Escherichia coli,  a célula pode 

compensar este efeito expelindo estes ou outros ânions, principalmente glutamato. Desta 

forma, segundo os autores, a depleção de glutamato intracelular compromete a síntese de 

metionina, uma vez que glutamato é precursor do tetrahidrofolato, juntamente com 6-

metilpterina e p-aminobenzoato. A síntese de metionina depende da doação de um radical 

metil por intermédio do 5,10-metil-tetrahidrofolato, sem o qual ocorre o acúmulo do 

precursor homocisteína, que apresenta toxicidade para a célula. Os autores ressaltam ainda 

que este acúmulo contribui de forma significativa, juntamente com a queda do pH 

intracelular, para aumentar o efeito inibitório de ácido acético sobre  Escherichia coli.  

 Corroborando a afirmação de Ogawa et al. (2001), Tsai et al. (2005), Tsai et al. 

(2008a) e Zhang et al. (2011) de que os ácidos orgânicos são as principais substâncias 

responsáveis pela atividade antimicrobiana de bactérias lácticas, os resultados do presente 
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estudo demonstraram que o abaixamento do pH foi o único fator responsável pelo efeito de 

inibição das cepas de Lactobacillus  avaliadas sobre as cepas patogênicas indicadoras. No 

entanto é importante ressaltar que a ausência de interferência de substâncias proteicas no 

efeito de inibição observada neste estudo não elimina a possibilidade de que as cepas de 

Lactobacillus  avaliadas produzam compostos antimicrobianos de natureza proteica sobre 

outras espécies, pois segundo Cotter, Hill e Ross (2005), estes compostos apresentam 

espectro de ação variável. Considerando-se que a estratégia adotada, no presente trabalho, 

para a caracterização da causa do efeito de inibição consistiu na verificação de sua 

manutenção ou eliminação após os tratamentos dos sobrenadantes, a afirmação de que 

estas cepas de Lactobacillus não produzem substâncias antimicrobianas proteicas se 

restringe apenas às cepas indicadoras avaliadas. Esta observação se deve ao fato que a 

presença de substâncias antimicrobianas proteicas só é detectada por esta metodologia caso 

as mesmas apresentem efeito de inibição estatisticamente significativo Assim, sua 

interferência no efeito de inibição do sobrenadante original é detectada após o tratamento 

do mesmo com enzimas proteolíticas. Por consequência, as cepas avaliadas apresentam 

potencial de produção de substâncias antimicrobianos proteicos que atuem sobre outras 

espécies indicadoras.  

 A premissa da modulação da microbiota intestinal por meio da administração de 

espécies produtoras de compostos antimicrobianos tem sido considerada promissora. Neste 

contexto, vale destacar que segundo Claesson et al. (2009) esta microbiota é composta por 

aprox. 1000 espécies, sendo que a maior parte da diversidade microbiana é encontrada a 

partir desta categoria taxonômica, apresentando relativamente poucos gêneros 

predominantes. Desta forma é pouco provável que a administração de probióticos com a 

finalidade de modular a microbiota intestinal interfira significativamente na estrutura 

taxonômica da mesma. Esta afirmativa é sustentada pelos resultados reportados por Kim et 

al. (2013), que demonstram que a administração de probióticos virtualmente não altera a 

estrutura da microbiota de adultos saudáveis no tocante às espécies que a compõem. No 

entanto, os autores demonstram que, de um total de 1175 espécies/cepas detectadas na 

microbiota instestinal, 88 destas foram estatisticamente diferentes (≥3 vezes) após terapia 

com probióticos. Destas, 7 destas tiveram seu número reduzido em até 10 vezes após a 

administração com Lactobacillus probióticos e 4 após administração com Bifidobacterium. 
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 No presente estudo não foi observado efeito de inibição total sobre nenhuma das 

cepas patogênicas a partir de uma população inicial de 10
8 

UFC/ml. No entanto, a literatura 

pertinente reporta doses infectantes diferentes para cepas das mesmas espécies avaliadas 

no presente estudo correspondentes à 5x10
2
 UFC para Shigella sonnei 53G (MUNOZ et 

al., 1995), 10
2
–10

4
 UFC para Shigella dysenteriae M 131 (LEVINE et al., 1973), 

aproximadamente 10
6
 UFC para cepas de Echerichia coli enteropatogênicas (EPEC) e 

Enterotoxigênicas (ETEC) (FDA, 2012) e de 10
2
-10

8
 para Salmonella spp (HUMPHREY, 

2004). Com base nestes dados constata-se que os níveis de inibição observados pelo 

sobrenadante das cepas de Lactobacillus avaliadas sobre uma população de 10
8
CFU/ml das 

cepas patogênicas indicadoras, atestam seu potencial como agentes bioprotetores contra 

espécies patogênicas gram-negativas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que: 

 

Os sobrenadantes resultantes do cultivo de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356; 

Lactobacillus casei ATCC 7469 e Lactobacillus plantarum ATCC 8014  inibiram 

significativamente o crescimento de 5 das 6 cepas patogênicas indicadoras, a saber: 

Escherichia coli 0112, Escherichia coli 0124, Escherichia coli 0127, Salmonella 

enteritidis ATCC 13076 e Shigella sonnei ATCC 25931. 

 

Lactobacillus fermentum ATCC 9338 apresentou efeito de inibição significativo 

sobre o crescimento das 6 cepas patogênicas indicadoras avaliadas, incluindo Shigella 

dysenteriae ATCC 13313. 

 

O efeito de inbição exercido pelas cepas de Lactobacillus sobre as cepas 

patogênicas foi sustentado pelo pH ácido dos respectivos sobrenadantes 

 

Não foi observado efeito significativo sobre o crescimento das cepas patogênicas 

devido a presença de peróxido de hidrogênio, substâncias peptídicas ou termolábeis 

presentes nos sobrenadantes das cepas de Lactobacillus. 
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Avaliar o efeito bioprotetor das cepas de Lactobacillus in vivo utilizando animais 

experimentalmente infectados com os patógenos estudados neste trabalho. 

Avaliar a produção de substâncias antimicrobianas pelas cepas de Lactobacillus 

sobre patógenos intestinais gram-positivos e.g. Listeria monocytogenes, Bacillus cereus. 

Avaliar a produção de substâncias antimicrobianas pelas cepas de Lactobacillus 

sobre espécies de micro-organismos responsáveis pela deterioração de alimentos de origem 

animal. 
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APENDICE A. Resultados da avaliação da atividade antimicrobiana dos sobrenadantes in 

natura. 

 
Lactobacillus acidophilus 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

Controle 

negativo 
Sobrenadante MRS pH 7.0 

Escherichia coli 

0112 

1ª 0.715 0.416 0.650 

2ª 0.731 0.541 0.754 

3ª 0.630 0.457 0.684 

Escherichia coli 

0124 

1ª 0.683 0.359 0.566 

2ª 0.793 0.440 0.653 

3ª 0.666 0.352 0.610 

Escherichia coli 

0127 

1ª 0.843 0.678 0.849 

2ª 0.824 0.658 0.841 

3ª 0.853 0.580 0.780 

Salmonella 

enteritidis ATCC 

13076 

1ª 0.864 0.388 0.603 

2ª 0.874 0.488 0.750 

3ª 0.770 0.356 0.633 

Shigella 

dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0.834 0.814 1.138 

2ª 0.870 0.824 1.036 

3ª 0.783 0.780 1.056 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0.602 0.300 0.496 

2ª 0.589 0.355 0.564 

3ª 0.489 0.264 0.483 

*Valores médios de três leituras. 
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Lactobacillus casei 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

Controle 

negativo 
Sobrenadante MRS pH 7.0 

Escherichia coli 

0112 

1ª 0.713 0.395 0.709 

2ª 0.705 0.440 0.667 

3ª 0.640 0.450 0.687 

Escherichia coli 

0124 

1ª 0.678 0.351 0.557 

2ª 0.839 0.391 0.668 

3ª 0.633 0.343 0.605 

Escherichia coli 

0127 

1ª 0.828 0.631 0.819 

2ª 0.815 0.617 0.833 

3ª 0.828 0.660 0.767 

Salmonella 

enteritidis ATCC 

13076 

1ª 0.887 0.396 0.617 

2ª 0.879 0.433 0.755 

3ª 0.777 0.353 0.647 

Shigella 

dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0.738 0.832 1.157 

2ª 0.767 0.806 1.113 

3ª 0.782 0.775 1.103 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0.592 0.311 0.532 

2ª 0.544 0.348 0.589 

3ª 0.500 0.279 0.494 

*Valores médios de três leituras. 
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Lactobacillus fermentum 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

Controle 

negativo 
Sobrenadante MRS pH 7.0 

Escherichia coli 

0112 

1ª 0.669 0.296 0.631 

2ª 0.703 0.443 0.730 

3ª 0.641 0.373 0.695 

Escherichia coli 

0124 

1ª 0.685 0.284 0.564 

2ª 0.848 0.393 0.666 

3ª 0.628 0.268 0.584 

Escherichia coli 

0127 

1ª 0.863 0.487 0.807 

2ª 0.795 0.497 0.852 

3ª 0.885 0.458 0.787 

Salmonella 

enteritidis ATCC 

13076 

1ª 0.891 0.432 0.611 

2ª 0.914 0.414 0.771 

3ª 0.788 0.280 0.631 

Shigella 

dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0.946 0.697 1.007 

2ª 0.758 0.616 1.035 

3ª 0.772 0.642 1.058 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0.712 0.303 0.550 

2ª 0.643 0.343 0.596 

3ª 0.568 0.280 0.492 

*Valores médios de três leituras 
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Lactobacillus plantarum 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

Controle 

negativo 
Sobrenadante MRS pH 7.0 

Escherichia coli 

0112 

1ª 0.685 0.389 0.696 

2ª 0.688 0.557 0.773 

3ª 0.646 0.465 0.696 

Escherichia coli 

0124 

1ª 0.700 0.402 0.614 

2ª 0.814 0.419 0.668 

3ª 0.612 0.348 0.612 

Escherichia coli 

0127 

1ª 0.846 0.584 0.846 

2ª 0.825 0.621 0.835 

3ª 0.880 0.549 0.778 

Salmonella 

enteritidis ATCC 

13076 

1ª 0.894 0.418 0.631 

2ª 0.931 0.463 0.758 

3ª 0.792 0.355 0.649 

Shigella 

dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0.748 1.029 1.297 

2ª 0.775 0.853 1.171 

3ª 0.782 0.816 1.186 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0.559 0.334 0.610 

2ª 0.604 0.376 0.618 

3ª 0.530 0.325 0.527 

*Valores médios de três leituras 
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Lactobacillus acidophilus 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

100 ºC 

/15min 

121 ºC 

/15min 
α-Quimotripsina Pronase Tripsina Catalase 

MRS pH 

4.2 

Sobrenadante 

pH 7.0 

Escherichia coli 0112 

1ª 0.411 0.422 0.446 0.374 0.431 0.352 0.398 0,739 

2ª 0.439 0.380 0.416 0.404 0.442 0.400 0.439 0,637 

3ª 0.473 0.391 0.383 0.437 0.517 0.381 0.479 0,637 

Escherichia coli 0124 

1ª 0.368 0.379 0.432 0.377 0.385 0.390 0.310 0,605 

2ª 0.400 0.393 0.389 0.387 0.359 0.380 0.360 0,630 

3ª 0.437 0.361 0.364 0.438 0.408 0.408 0.381 0,641 

Escherichia coli 0127 

1ª 0,559 0,587 0,598 0,574 0,544 0,607 0,497 0,870 

2ª 0,617 0,573 0,577 0,610 0,559 0,595 0,577 0,805 

3ª 0,628 0,571 0,547 0,628 0,597 0,593 0,595 0,824 

Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 

1ª 0,371 0,424 0,455 0,353 0,329 0,364 0,314 0,649 

2ª 0,418 0,401 0,392 0,403 0,389 0,296 0,380 0,664 

3ª 0,481 0,446 0,341 0,455 0,458 0,324 0,376 0,677 

Shigella dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0,788 0,818 0,841 0,907 0,780 0,895 0,803 0,988 

2ª 0,785 0,824 0,803 0,881 0,806 0,894 0,915 1,082 

3ª 0,825 0,801 0,777 0,846 0,840 0,865 0,928 1,063 

Shigella sonnei ATCC 

25931 

1ª 0,290 0,338 0,349 0,278 0,273 0,354 0,259 0,582 

2ª 0,333 0,325 0,336 0,299 0,305 0,320 0,304 0,477 

3ª 0,366 0,316 0,318 0,337 0,340 0,339 0,340 0,506 

*Valores médios de três leituras 
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Lactobacillus casei 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

100 ºC 

/15min 

121 ºC 

/15min 
α-Quimotripsina Pronase Tripsina Catalase 

MRS 

pH 4.3 

Sobrenadante 

pH 7.0 

Escherichia coli 0112 

1ª 0,442 0,468 0,496 0,456 0,475 0,415 0,403 0,707 

2ª 0,463 0,483 0,496 0,454 0,464 0,403 0,454 0,632 

3ª 0,513 0,495 0,403 0,444 0,441 0,426 0,487 0,668 

Escherichia coli 0124 

1ª 0,316 0,382 0,455 0,350 0,320 0,334 0,316 0,566 

2ª 0,363 0,341 0,360 0,385 0,362 0,289 0,353 0,642 

3ª 0,428 0,302 0,303 0,430 0,411 0,255 0,382 0,623 

Escherichia coli 0127 

1ª 0,489 0,547 0,587 0,516 0,467 0,503 0,480 0,842 

2ª 0,553 0,533 0,521 0,549 0,516 0,436 0,536 0,815 

3ª 0,612 0,522 0,482 0,593 0,563 0,494 0,563 0,841 

Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 

1ª 0,355 0,333 0,345 0,387 0,321 0,305 0,320 0,672 

2ª 0,373 0,322 0,353 0,357 0,364 0,333 0,379 0,686 

3ª 0,422 0,306 0,355 0,420 0,420 0,347 0,419 0,627 

Shigella dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0,735 0,740 0,812 0,766 0,748 0,795 0,704 1,134 

2ª 0,773 0,764 0,722 0,812 0,808 0,783 0,748 1,125 

3ª 0,768 0,731 0,697 0,814 0,813 0,784 0,777 1,186 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0,322 0,334 0,337 0,261 0,253 0,291 0,245 0,561 

2ª 0,320 0,315 0,313 0,307 0,284 0,308 0,288 0,491 

3ª 0,338 0,298 0,332 0,346 0,332 0,280 0,324 0,494 

*Valores médios de três leituras 
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Lactobacillus fermentum 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

100 ºC 

/15min 

121 ºC 

/15min 
α-Quimotripsina Pronase Tripsina Catalase 

MRS 

pH 4.1 

Sobrenadante 

pH 7.0 

Escherichia coli 0112 

1ª 0,210 0,266 0,420 0,326 0,211 0,349 0,275 0,711 

2ª 0,310 0,312 0,341 0,402 0,318 0,354 0,320 0,629 

3ª 0,417 0,308 0,260 0,419 0,407 0,331 0,369 0,658 

Escherichia coli 0124 

1ª 0,195 0,229 0,301 0,275 0,185 0,230 0,302 0,560 

2ª 0,258 0,184 0,259 0,292 0,250 0,201 0,257 0,628 

3ª 0,312 0,227 0,219 0,307 0,310 0,255 0,284 0,645 

Escherichia coli 0127 

1ª 0,362 0,381 0,406 0,444 0,308 0,399 0,391 0,807 

2ª 0,410 0,356 0,371 0,436 0,368 0,362 0,410 0,837 

3ª 0,423 0,345 0,333 0,412 0,410 0,389 0,402 0,832 

Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 

1ª 0,319 0,285 0,255 0,280 0,293 0,269 0,298 0,678 

2ª 0,309 0,265 0,269 0,294 0,283 0,295 0,247 0,710 

3ª 0,268 0,295 0,291 0,259 0,306 0,278 0,273 0,741 

Shigella dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0,637 0,630 0,605 0,637 0,673 0,677 0,609 1,023 

2ª 0,583 0,644 0,620 0,616 0,614 0,648 0,649 1,019 

3ª 0,580 0,654 0,667 0,620 0,608 0,654 0,607 1,074 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0,282 0,273 0,273 0,253 0,226 0,223 0,270 0,496 

2ª 0,272 0,239 0,248 0,287 0,247 0,246 0,288 0,554 

3ª 0,259 0,269 0,246 0,301 0,259 0,236 0,249 0,545 

*Valores médios de três leituras 
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Lactobacillus plantarum 

  Absorbância a 630 nm 

Cepa patogênica 

indicadora 
Repetição* 

100 ºC 

/15min 

121 ºC 

/15min 
α-Quimotripsina Pronase Tripsina Catalase 

MRS 

pH 4.4 

Sobrenadante 

pH 7.0 

Escherichia coli 0112 

1ª 0,441 0,473 0,520 0,452 0,514 0,486 0,412 0,779 

2ª 0,470 0,459 0,508 0,448 0,491 0,495 0,450 0,663 

3ª 0,540 0,484 0,436 0,490 0,567 0,467 0,508 0,671 

Escherichia coli 0124 

1ª 0,309 0,301 0,420 0,364 0,349 0,336 0,323 0,641 

2ª 0,361 0,358 0,371 0,383 0,380 0,354 0,349 0,626 

3ª 0,406 0,327 0,319 0,429 0,410 0,335 0,378 0,606 

Escherichia coli 0127 

1ª 0,489 0,546 0,584 0,528 0,531 0,523 0,508 0,797 

2ª 0,547 0,558 0,522 0,556 0,561 0,567 0,538 0,823 

3ª 0,591 0,525 0,453 0,602 0,582 0,547 0,561 0,785 

Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 

1ª 0,389 0,437 0,518 0,400 0,337 0,383 0,498 0,665 

2ª 0,431 0,467 0,466 0,457 0,384 0,392 0,403 0,734 

3ª 0,476 0,443 0,411 0,508 0,434 0,420 0,406 0,759 

Shigella dysenteriae 

ATCC 13313 

1ª 0,713 0,844 0,829 0,767 0,786 0,823 0,771 1,132 

2ª 0,794 0,844 0,777 0,863 0,872 0,815 0,783 1,298 

3ª 0,819 0,805 0,760 0,846 0,928 0,809 0,804 1,153 

Shigella sonnei 

ATCC 25931 

1ª 0,313 0,317 0,366 0,362 0,339 0,352 0,317 0,621 

2ª 0,330 0,323 0,344 0,375 0,370 0,339 0,328 0,516 

3ª 0,358 0,355 0,318 0,322 0,361 0,348 0,339 0,523 

*Valores médios de três leituras 

 


