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RESUMO 

Os grãos de kefir possuem uma microbiota rica em bactérias do ácido lático, 

especialmente Lactobacillus. O longo histórico de utilização desses microrganismos em 

alimentos aliado à ausência de fatores de virulência fazem desse gênero alvo 

interessante para pesquisa de novas linhagens microbianas com potencial probiótico. O 

objetivo deste trabalho foi caracterizar o potencial probiótico de 52 lactobacilos isolados 

de grãos de kefir de leite e água açucarada, pela verificação da tolerância às condições 

adversas do trato gastrintestinal (suco gástrico e sais biliares), do perfil de 

susceptibilidade à antimicrobianos, da capacidade antagonista contra bactérias 

patogênicas e da hidrofobicidade da superfície celular. Após esses testes, dez isolados 

foram selecionados e submetidos à liofilização na presença de diferentes crioprotetores, 

com posterior avaliação da sobrevivência e capacidade de reativação in vitro durante 30 

dias de estocagem sob refrigeração.  O número de células viáveis após 30 dias variou 

entre as culturas testadas e a presença dos crioprotetores contribuiu para a manutenção 

da viabilidade em nível superior a 10
8
UFC/g em oito dos dez isolados e resultou em 

melhor capacidade de reativação de todas as culturas liofilizadas.  Após 180 dias de 

estocagem , o número de células viáveis de L. satsumensis 18P-A se manteve superior a 

10
9
 UFC/g, mesmo na ausência de crioprotetor. A população de L. satsumensis 23P3-L 

só se manteve acima de 10
9
UFC/g até 120 dias, na presença de crioprotetores. Quanto à 

capacidade de reativação, L. satsumensis 18P-A liofilizado e mantido sob refrigeração 

por 120 dias apresentou crescimento similar à cultura fresca com todos os crioprotetores 

testados, o mesmo não ocorreu para L. satsumensis 23P3-L. A atividade antagonista in 

vitro de L. satsumensis 18P-A  contra bactérias patogênicas não foi alterada pelo 

processamento, assim como sua capacidade colonização do trato gastrintestinal de 

animais suíços isentos de germe. Os resultados obtidos demonstram que L. satsumensis 

18P-A é um forte candidato ao uso como probiótico. Além disso, foi demonstrado que 

isolados de uma mesma espécie podem apresentar variações significativas em suas 

propriedades probióticas e/ou na capacidade de permanecer viáveis ao longo do 

processamento e estocagem, confirmando que a avaliação de aspectos tecnológicos e 

funcionais deve ser considerada para a seleção de estirpes microbianas probióticas de 

interesse industrial.  

Palavras-chave: grãos de kefir, Lactobacillus, caracterização probiótica, liofilização, 

reativação 
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ABSTRACT 

 

Kefir grains are plenty of lactic acid bacteria in their microbial composition, particularly 

Lactobacillus. The current use of these microorganisms in food combined with the 

absence of virulence factors make them interesting as potential probiotics. The objective 

of this study was to evaluate probiotic characteristics of 52 lactobacilli isolated from 

milk or sugary kefir grains, by checking the tolerance to simulated conditions of the 

gastrointestinal tract (gastric juice and bile salts), evaluating the antimicrobial 

susceptibility profile, antagonistic capacity against pathogenic bacteria and cell surface 

hydrophobicity. After these tests, ten isolates were selected and lyophilized in the 

presence of different cryoprotectants, with subsequent evaluation of the survival and in 

vitro reactivation abilities during 30 days of storage under refrigeration. The number of 

viable cells after 30 days ranged between cultures tested. The presence of 

cryoprotectants contributed to maintenance of viability in number higher than 10
8
cfu/g 

in eight isolates and resulted in enhanced capacity for reactivation of all lyophilized 

cultures. After 180 days of storage, the number of viable cells of L. satsumensis 18P-A 

remained higher than 10
9
 cfu/g, even in the absence of cryoprotectant. The population 

of L. satsumensis 23P3-L only remained above 10
9
UFC/g until 120 days in the presence 

of cryoprotectants. Regarding the ability to reactivate after 120 days of storage, 

lyophilized L. satsumensis 18P-A showed growth as good as fresh culture with all 

cryoprotectants, what did not happened with L. satsumensis 23P3-L. The in vitro 

antagonistic activity of L.satsumensis 18P-A against pathogenic bacteria was not altered 

by lyophilization, as well as its germfree swiss mice gastrointestinal colonization 

capacity. The results show that L. satsumensis 18P-A is a strong candidate for use as 

probiotic. Furthermore, it was demonstrated that isolates of the same species can vary 

significantly in their probiotic features and/or ability to remain viable throughout the 

processing and storage conditions, confirming that the assessment of technological and 

functional aspects should be considered for the selection of probiotic strains of 

industrial interest.          

 

Keywords: kefir grains, Lactobacillus, probiotic characterization, lyophilization, 

reactivation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Kefir: definição, histórico e efeitos benéficos 

 

Kefir é uma bebida fermentada, ácida, levemente alcoólica, com pH variando entre 

4,2 e 5,5, ou menor, obtida pela dupla fermentação (alcoólica e ácido-lática) do leite 

pelos grãos de kefir. Apresenta consistência semelhante ao iogurte, sendo ligeiramente 

espumoso e efervescente. A bebida pronta para o consumo possui ácido lático, assim 

como os ácidos fórmico, succínico e propiônico além de CO2, álcool etílico, diferentes 

aldeídos e traços de álcool isoamílico e acetona e uma variedade de folatos (Guven & 

Gulmez, 2003). O ácido lático formado a partir da fermentação da lactose age como 

conservante natural, tornando o kefir um produto biologicamente seguro. O produto 

possui ainda alta digestibilidade, que é atribuída à natureza do coágulo, cujas proteínas 

sofrem, durante a fermentação, desnaturação em diferentes níveis, obtendo assim um 

produto final de partículas finamente divididas e facilmente penetradas pelos sucos 

gástricos (Hertzler & Clancy, 2003).  

De acordo com o Codex Alimentarius, o kefir deve ser constituído de menos que 

10% de gordura de leite e um mínimo de 2,8% de proteína de leite possuindo 0,6% de 

acidez titulável, 10
7
 UFC/g de contagem microbiana total e 10

4
 UFC/g de levedura. No 

entanto,  não há nenhuma menção ao conteúdo de etanol no produto (FAO/WHO, 

2001). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

define kefir como “leite fermentado com cultivo ácido-lático elaborado com grãos de 

kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos gêneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter 

com produção de ácido lático, etanol e dióxido de carbono. Os grãos de kefir são 

constituídos por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e 

leveduras não fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces 

cerevisae e Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp. e 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus” ( BRASIL, 2007) 

A bebida tem sido consumida há milhares de anos na região das montanhas do 

Cáucaso, de onde é originária, mas foi apenas no final do século XIX que o consumo da 

bebida se popularizou fora da Rússia (Schneendorf e Anfiteatro, 2004). O termo kefir se 

origina do eslavo “keif” e significa “bem-estar” ou “bem-viver” sensações que eram 

descritas pelos consumidores da bebida após a sua ingestão. A bebida tem ganhado 

popularidade em várias partes do mundo incluindo sudoeste da Ásia, leste e norte da 
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Europa, América do Norte, Japão, África, Rússia e Brasil devido às suas propriedades 

nutricionais e terapêuticas (Sarkar, 2008).  

Em países do leste europeu, o consumo de kefir é recomendado para pessoas 

saudáveis com o objetivo de reduzir o risco de doenças crônicas, além de ser 

recomendado para o tratamento de algumas desordens metabólicas, hipertensão arterial, 

doenças cardíacas isquêmicas e alergias (Saloff Coste, 1996; Farnworth, 1999; St-Onge, 

2002; Farnworth, 2006). Os vários benefícios para a saúde humana alegados pela 

ingestão de kefir permitem classificá-lo como “alimento funcional” e segundo a Portaria 

n
o
 389, de 30/04/99 da Secretaria de Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde 

(ANVISA), “é alimento funcional todo aquele alimento ou ingrediente que, além das 

suas funções nutritivas básicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz 

efeitos metabólicos e/ou fisiológicos benéficos à saúde humana”. 

Os efeitos antibacteriano (Zacconi et al., 1995), imunológico (Furukawa et al., 

1991; Thoureux e Schmucker, 2001), antitumoral (Furukawa et al., 1990; Nagira et al., 

2002) e hipocolesterolêmico (Fang et al., 2000; Plant&Conway, 2001) do kefir já foram 

demonstrados em vários estudos. Atividade cicatrizante também já foi verificada 

utilizando-se uma pomada à base de kefir em ratos albinos com uma ferida dorsal 

infectada com Staphylococcus aureus. (Rodrigues et al., 2005).  

Vários estudos têm demonstrado o efeito imunomodulador de kefir. Vinderola et al. 

(2005), alimentaram camundongos BALB/c com kefir cru e kefir pasteurizado  e 

demonstraram que isto aumentou o número de células secretoras de IgA na lâmina 

própria e brônquios, além de aumentar a capacidade fagocítica de macrófagos 

peritoneais  e pulmonares. Eles ainda mostraram que todos os parâmetros estudados 

voltaram aos valores de controle após uma semana sem administração da bebida, o que 

sugere haver baixo risco de super estimulação da resposta imune de mucosa com o 

consumo do leite fermentado. Em outro estudo, camundongos BALB/c alimentados 

com kefir cru e kefir pasteurizado em diferentes concentrações por 2, 5 e 7 dias 

consecutivos elevaram a produção de IL-4, IL-6 e IL-10 na lâmina própria. No entanto, 

menores concentrações de kefir foram necessárias para se obter o mesmo aumento 

quando comparado às doses de kefir pasteurizado durante o mesmo período de tempo, 

demonstrando a importância da presença de células viáveis para a imunomodulação 

(Vinderola et al., 2006). Vinderola et al. (2006), administraram oralmente kefirano a 

camundongos BALB/c por 2, 5 e 7 dias consecutivos e observaram aumento do número 
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de células produtoras de IL-10, IL-6 e IL-12 na lâmina própria e aumento de IL-4 e IL-

12 no fluido intestinal quando comparados ao grupo controle.   

 

1.2 Grãos de kefir: definição e composição microbiológica 

 

Os grãos de kefir são semelhantes a pedaços de couve-flor constituídos por um 

conjunto complexo de mais de 40 espécies de bactérias do ácido lático e leveduras que 

convivem em uma complexa relação simbiótica e se encontram firmemente aderidas e 

encapsuladas por uma trama de polissacarídeos insolúveis que são secretados por 

algumas destas espécies. Essa matriz polissacarídica, também chamada de kefirano, 

retém uma comunidade relativamente estável e constante de microrganismos (Marshall, 

1993).  

Até o momento, não se conseguiu esclarecer a origem evolutiva dos grãos. Mesmo 

com a identificação dos isolados de sua microbiota, ainda não foi obtida sua formação 

espontânea em laboratório. Novos grãos de kefir só se formam da multiplicação e 

propagação de grãos existentes. Porém, alguns autores relatam que o povoado do 

Cáucaso utilizava de um odre de barro onde se estocava leite de cabra ou ovelha e 

depois  eram adicionados fragmentos de estômago de carneiro ou veado, agitando de 

tempos em tempos, até a coagulação do produto. Neste ponto, retiravam o produto e não 

higienizavam o odre; adicionava-se mais leite como substrato e o processo se repetia. 

Então se formou uma crosta neste recipiente, sobretudo de microrganismos vivos, que 

se adaptaram ao meio e nele se propagaram (Liu e Moon, 1983). Atualmente, os grãos 

de kefir têm sido cultivados em outros substratos além do leite, a saber, açúcar mascavo, 

leite de soja e sucos de frutas sendo que a coloração dos mesmos depende do substrato 

utilizado para o cultivo. Os grãos são amarelos claro quando cultivados em leite, ocres e 

pardos se crescidos em açúcar mascavo ou purpúreos se cultivados em suco de uva 

(Guzel-Seidym et al., 2000). 

Nos grãos de kefir é encontrada uma diversidade microbiológica elevada que inclui 

espécies de leveduras, bactérias do ácido lático (Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc), bactérias do ácido acético e outros microrganismos ainda não descritos 

(Garrote et al., 1997; 2001). A composição da população pode diferir, dependendo da 

origem dos grãos e dos diferentes métodos de cultivo (Garrote et al., 2001). Em culturas 

lácteas encontra-se um polissacarídeo conhecido como kefirano ou como fator de 

crescimento de kefir (KGF), que é um bioproduto carboidratado secretado por algumas 
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bactérias dos grãos e que permite o encapsulamento dos microrganismos em uma matriz 

polissacarídea. É um exopolissacarídeo parcialmente solúvel em água composto por 

unidades repetitivas de galactose e glicose, na proporção de 1,1:0,9 (Micheli et al., 

1999). A microbiota dominante nos grãos de kefir apresenta bactérias dos gêneros 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Acetobacter e Streptococcus e leveduras dos 

gêneros Klyveromyces, Saccharomyces, Candida e Torula (Schneendorf e Anfiteatro, 

2004). 

Várias bactérias do ácido lático têm sido isoladas de grãos de kefir e identificadas 

por testes bioquímicos, fisiológicos e moleculares como: Lactobacillus acidophilus 

(Angulo et al., 1993), L. brevis (Simova et al., 2002), L. paracasei subsp. paracasei 

(Simova et al., 2002), L. delbrueckii (Simova et al., 2002; Whitthunh et al., 2004), L. 

helveticus (Angulo et al., 1993, Lin et al., 1999; Simova et al., 2002), L. kefir (Angulo 

et al., 1993, Takizawa et al., 1998; Garrote et al., 2001, Zaniratti, 2012), L. 

kefiranofaciens (Takizawa et al., 1998, Zaniratti, 2012), L. plantarum (Garrote et al., 

2001), L. satsumensis, L. perolens, L. diolivorans, L. parafarraginis, L. mali, L. casei 

(Zaniratti, 2012) Leuconostoc mesenteroides (Lin et al., 1999; Garrote et al., 2001; 

Whitthunh et al., 2004), Lactococcus lactis (Garrote et al 2001; Simova et al 2002; 

Whitthunh et al., 2004), Streptococcus thermophilus (Simova et al., 2002), Oenococcus 

oeni (Zaniratti, 2012). 

 

1.3 Gênero Lactobacillus 

 

Bactérias pertencentes ao gênero Lactobacillus são Gram-positivo, em forma de 

bastonetes ou cocobacilos, geralmente imóveis, não formadoras de esporos, 

microaerófilas e catalase-negativo. De acordo com o Taxonomic Outline of the 

Prokaryotes (Garrity et al., 2004), o gênero Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, 

classe Bacilli, ordem Lactobacilales, família Lactobacilaceae, que engloba também os 

gêneros Paralactobacillus e Pediococcus. Até o momento, o gênero apresenta 201 

espécies e 29 subespécies descritas (Euzéby, 2014).  

A divisão clássica do gênero está baseada em suas características metabólicas, 

na qual o microrganismo pode ser classificado de acordo com o tipo de fermentação: 

homofermentativo obrigatório, heterofermentativo facultativo e heterofermentativo 

obrigatório (Axelsson, 2004). Os lactobacilos homofermentativos obrigatórios incluem 

aqueles que fermentam glicose exclusivamente em ácido lático e não fermentam 
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pentoses ou gliconato. Os heterofermentativos obrigatórios englobam os lactobacilos 

que fermentam hexoses em ácido lático, ácido acético e/ou etanol e dióxido de carbono, 

sendo que a produção de gás, a partir da glicose, é uma característica marcante desses 

micro-organismos. Os heterofermentativos facultativos incluem os lactobacilos que 

fermentam hexoses em ácido-lático e podem produzir gás a partir de gliconato, mas não 

através da glicose. Esses micro-organismos também fermentam pentoses, através de 

uma fosfocetolase induzida para produzir ácidos lático e acético (Vásquez et al., 2005). 

Os lactobacilos são encontrados em uma variedade de habitat, como cavidade oral, 

trato respiratório, gastrointestinal e urogenital de humanos e outros animais; associados 

aos vegetais, à matéria orgânica, além de solos, água, ou quaisquer outras fontes de 

substratos fermentáveis com alguns nutrientes especiais, como certas vitaminas, sais e 

aminoácidos. Estão presentes também em muitos tipos de alimentos, como por 

exemplo, iogurtes, carnes e derivados, queijos, bebidas fermentadas, cereais, sorvetes, 

manteigas, dentre outros (Hammes e Hertel, 2003). Devido a sua longa história de uso 

em fermentação de alimentos e ausência de fatores de virulência, os lactobacilos são 

geralmente reconhecidos como microrganismos seguros para o consumo (GRAS: 

Generally Recognized As Safe) (Adams e Marteau, 1995). 

Em 1908, EllieMetchnikoff (1845-1916) observou que os habitantes da Bulgária 

apresentavam elevada expectativa de vida.  Metchnikoff associou este fenômeno ao alto 

consumo de alimentos contendo bactérias láticas e sugeriu que a ingestão dessas 

bactérias era capaz de diminuir a quantidade de bactérias produtoras de toxinas no 

intestino, contribuindo assim para a longevidade dos habitantes daquele país. Desde 

então, o consumo de leites fermentados contendo lactobacilos viáveis é recomendado 

devido aos efeitos terapêuticos e nutricionais que estes microrganismos proporcionam 

no trato intestinal de humanos e animais (Fuller, 1997; Kaur et al., 2002). Hoje, tanto 

lactobacilos como outros microrganismos que possuam comprovada ação benéfica 

sobre o hospedeiro são chamados de probióticos, que são “microrganismos viáveis que, 

quando administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios para a saúde do 

hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). 

Vários autores ressaltam as propriedades probióticas de lactobacilos. Dentre estes 

trabalhos, podemos citar: produção de bacteriocinas e outras substâncias inibidoras de 

enteropatógenos (Bernet-Camard et al., 1997; Moura et al., 2001; De Waard et al., 

2002, Zheng et al., 2013), efeito anticarcinogênico (Nagira et al., 2002), elaboração de 

enzimas, proporcionando hidrólise parcial de proteínas e gorduras do leite e lactose, 
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aumentando a digestibilidade do produto, aumento da utilização de lactose em 

indivíduos intolerantes a este  açúcar (Gilliland, 1984),  inibição competitiva da adesão 

de enteropatógenos (Spencer & Clesson, 1998; Velraeds et al., 1996), desconjugação de 

sais biliares (Klaver & Van Der Meer, 1995, Zheng et al., 2013), efeito 

hipocolesterolêmico (Fang et al., 2000; Plant & Conway, 2001, Zheng et al., 2013) e 

estimulação do sistema imune do hospedeiro (Neumann et al., 1996; Neumann et al., 

1998; Ishida-Fujii et al., 2007; Castanheira et al., 2007; Neumann et al., 2009; Santos et 

al., 2011).   

Um grande número de evidências sugere que respostas imunes do tipo 1 geradas por 

lactobacilos probióticos na mucosa intestinal podem estimular imunidade celular 

sistêmica necessária para imunoterapia de câncer, para o controle de microrganismos 

intracelulares patogênicos e para o combate do envelhecimento do sistema imune em 

indivíduos idosos (Cross, 2002). A inibição de microrganismos patogênicos e 

toxigênicos por probióticos se dá, em geral, por produção de substâncias 

antimicrobianas ou por exclusão competitiva (Farnworth, 2006, Zheng et al., 2013). 

Neste sentido, a adesão de bactérias potencialmente probióticas às células epiteliais 

pode contribuir significativamente para a exclusão competitiva de patógenos (Coconnier 

et al., 1993, Zheng et al., 2013).  

Várias linhagens pertencentes ao gênero Lactobacillus foram isoladas e têm tido seu 

potencial probiótico intensamente caracterizado, sendo publicados vários efeitos 

benéficos advindos da sua utilização. Por exemplo, L. rhamnosus GG está associado à 

prevenção de diarreia após tratamento com antibióticos, tratamento de diarreia 

relacionada com a infecção por Clostridium difficile, redução dos sintomas da doença de 

Crohn, atividade anticarcinogênica e possui atividade de adjuvante imune (Pillai & 

Nelson, 2008; Basu et al., 2009; Orlando et al., 2009; Szajewska et al., 2011); L. casei 

Shirota tem efeitos descritos na prevenção de distúrbios intestinais além de efeitos 

anticarcinogênicos (Lee & Salminen, 1995). L. delbrueckii UFV H2b20 protegeu 

comundongos suíços isentos de germe contra a infecção por Listeria monocytogenes 

pelo aumento da resposta imune efetora desses animais (Santos et al., 2011). Atividade 

pró-inflamatória tem sido correlacionada à administração de diferentes espécies, como 

por exemplo, L. casei Shirota, L. gasseri e L. johnsonnii. Efeitos anti-inflamatórios 

(como redução da produção de IL12, IL6 e Tnfa) têm sido observados na associação de 

L. reuteri com células dendríticas in vitro (NG et al.,2009).  
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1.4 Seleção de microrganismos probióticos: aspectos funcionais e tecnológicos 

 

Muitos aspectos devem ser considerados quando se pretende selecionar cepas com 

propriedades probióticas para o desenvolvimento de um produto comercial. Boas 

características funcionais e tecnológicas são os principais critérios analisados nas 

linhagens com finalidade industrial (Saarela et al., 2000; Turner, Dritz e Minton, 2001; 

Murarolli, 2008; Sumita, 2007; Oelschlaeger, 2010). 

Por definição, microrganismos probióticos devem proporcionar diversos efeitos 

benéficos à saúde do homem e de animais, tais como, antagonismo contra espécies 

patogênicas através da produção de ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, 

bacteriocinas (Apella et al., 1992; Vignolo et al., 1993; Mital & Garg, 1995, Singh et 

al., 2011, Zheng et al., 2013), competição por nutrientes e por sítios de adesão em 

mucosas (Coconnier et al., 1993), estimulação do sistema imune do hospedeiro (Isolauri 

et al., 2001; Cross, 2002, Rizzelo et al., 2011, Singh et al., 2011) produção de enzimas 

que melhoram a digestão dos alimentos ou detoxificam os metabólitos nefastos da 

microbiota (Gilliland, 1984; Chateau et al., 1993, Singh et al., 2011, Zheng et al., 2013) 

e efeito hipocolesterolêmico (Fang et al., 2000; Plant & Conway, 2001, Zheng et al., 

2013). No entanto, um microrganismo só poderá ser considerado um probiótico se, além 

de proporcionar os efeitos benéficos citados acima, for capaz de se instalar e/ou 

permanecer estável no trato gastrintestinal do hospedeiro, ser completamente seguro 

para o consumo humano e permanecer viável durante o processamento e estocagem do 

produto alimentício ou formulação farmacêutica ao qual foi adicionado (Lee & 

Salminen, 1995; Neumann et al., 1995, Farnworth, 2008; Strasser et al., 2008; Nivoliez 

et al., 2012).   

Diversos fatores podem interferir nas propriedades citadas, desde o isolamento 

(meios de culturas utilizados, condições de incubação) e preservação das culturas 

(temperatura, método de conservação, presença de agentes protetores) até o 

desenvolvimento, estocagem e comercialização das formulações que irão veicular a 

cultura probiótica (alimento ou formulação farmacêutica, método de produção e 

condições de estocagem). O crescente interesse pelo uso de probióticos em humanos e 

animais tem demandado o desenvolvimento de formulações probióticas que garantam a 

viabilidade, a estabilidade e a concentração adequada das células durante longos 

períodos de estocagem (Carvalho et al., 2003, 2004). Até o momento, a manutenção da 

viabilidade celular parece ser fundamental para a eficiência do efeito probiótico (Del 
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Piano et al., 2006). Em se tratando de bactérias láticas de uso industrial, a viabilidade 

celular é essencial para a obtenção de produtos fermentados com características 

reológicas e sensoriais padronizadas e estáveis. Além disso, maximizar a vitalidade das 

células durante a secagem e estocagem é importante tanto econômica como 

tecnologicamente (Li et al., 2011). Diversos métodos de secagem vêm sendo testados 

para a manutenção de bactérias láticas como, por exemplo, a liofilização (freeze-drying 

ou secagem a frio) e o spray-drying (ou secagem a quente). A secagem a quente é um 

método classicamente utilizado pela indústria alimentícia e farmacêutica para a 

conservação de uma vasta quantidade de produtos, como por exemplo, leite, ovos e 

sabão (Rosa, Tsukada & Freitas, 2003). Muitas tentativas para utilização dessa 

metodologia, como alternativa mais econômica à liofilização ou congelamento, para 

preservação de bactérias ácido-láticas vêm sendo realizadas (To & Etzel,1997; Lian, 

Hsiao, & Chou, 2002, Paéz et al., 2013). No entanto, o número de trabalhos acumulados 

na literatura científica que demonstram as vantagens dessa técnica para preservação de 

microrganismos, em relação à liofilização, é limitado (Peighambardoust, Tafti & Hesori, 

2011).  

 

1.5 Liofilização  

 

A liofilização (ou freeze-drying) é um processo de secagem que consiste no 

congelamento prévio da amostra com posterior sublimação da água sob condição de um 

vácuo intenso cujo produto obtido é um sólido esponjoso de fácil ressuspensão. Culturas 

liofilizadas têm vantagens, em relação à culturas preservadas por outros métodos, por 

apresentarem alta viabilidade e funcionalidade por longo tempo de estocagem (Selmer-

Olsen et al., 1999). A liofilização tem sido o método de escolha para preservar culturas 

há décadas em coleções de culturas de todo o mundo, incluindo a American Culture 

Type Collection (ATCC). No entanto, o sucesso da liofilização depende de uma série de 

fatores, tais como a linhagem microbiana, fase de crescimento em que a célula se 

encontra antes da desidratação, concentração inicial da cultura, metodologia empregada 

para liofilização, agente crioprotetor e condições de reidratação (Schoug et al., 2006;  

Morgan et al., 2006). 

 Durante o congelamento da amostra, as células microbianas se expõem a efeitos 

deletérios, com danos, sobretudo à membrana plasmática e à parede celular, que estão 

relacionados à formação de cristais de gelo intra e extracelular, ao fluxo de água para 
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fora da célula (desidratação) e ao aumento da concentração intracelular de solutos 

(Hubálek, 2003; Costa, 2010). À medida que a temperatura cai, a solução extracelular 

começa a congelar e, quando isso acontece, os solutos contidos no meio externo se 

concentram numa pequena fração de água em estado líquido, que passa a exibir maior 

pressão osmótica. De modo compensatório, ocorre um efluxo de água da célula para o 

meio extracelular promovendo, consequentemente, o aumento da concentração de 

solutos intracelular. Os efeitos nocivos do congelamento decorrem da desidratação da 

célula microbiana e da elevada concentração de íons do meio intracelular (Wolfe & 

Bryant, 2001; Acker & Mcgann, 2003; Hubálek, 2003). A velocidade de congelamento 

influencia no tamanho e forma dos cristais de gelo. Em altas taxas de congelamento, 

ocorre a formação de pequenos cristais de gelo e em grande quantidade, com mínimo 

deslocamento de água. Em condições de congelamento lento, os cristais formados são 

maiores e em menor quantidade, ocasionando a ruptura das células, a injúria celular por 

força do aumento da pressão osmótica e a precipitação irreversível ou a desnaturação 

dos constituintes coloidais da célula (Prista, 1993). 

Li et al. (2011) demonstraram que a integridade e a fluidez da membrana de L. 

reuterii  CICC6226 se mantiveram quando liofilizada em trealose ou leite desnatado a 

10%. Zayed & Ross (2004) demonstraram efeito protetor de trealose, sacarose e leite 

desnatado (e da mistura dessas três substâncias) na viabilidade de L. salivarius após 

liofilização. Vários outros autores tem estudado a capacidade de sobrevivência de 

Lactobacillus spp. após processos de liofilização, demonstrando que a viabilidade das 

células depende de muitas variáveis como linhagem, meio de cultivo do microrganismo, 

carreador e veículo de ressuspensão, temperatura de congelamento da amostra, tempo 

de exposição ao frio e condições de estocagem do produto liofilizado (Ferreira et al., 

2005; Huang et al., 2006; Otero et al., 2007; Golowczyc et al., 2009; Semyonov et al., 

2010). 

Um dos maiores desafios da criopreservação é realizar um congelamento sem a 

formação de cristais de gelo no interior das células. A formação de gelo no meio 

intracelular causa ruptura do sistema de membranas, resultando em perda da 

permeabilidade com consequente morte da célula. Uma forma de minimizar os danos 

causados à células microbianas durante o congelamento é utilizar substâncias protetoras 

que podem ser adicionadas no meio de cultura durante o crescimento do microrganismo, 

ou imediatamente antes do congelamento. Essas substâncias incluem leite desnatado, 
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soro, betaína, adonitol, glicerol, glicose, sacarose, trealose e polímeros tais como 

dextranos (Hubalek, 2003; Zayed & Roos, 2004).  

 

1.6 Crioprotetores 

 

Os agentes crioprotetores reduzem o estresse físico causado durante o 

congelamento das células. As características físico-químicas ideais para um crioprotetor 

devem abranger baixo peso molecular, alta solubilidade em água e baixa toxicidade 

celular (Lima, 2011). A presença de um agente crioprotetor apropriado na composição 

do meio utilizado para o congelamento geralmente aumenta a sobrevivência de micro-

organismos mantidos a temperaturas abaixo de 0°C.  

Os agentes crioprotetores têm sido classificados de formas variadas. Uma das 

mais tradicionais divisões consiste na classificação desses aditivos quanto à capacidade 

de penetração em materiais biológicos: crioprotetores penetrantes ou intracelulares, 

como metanol, etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilformaldeído, metilacetamida, 

DMSO e glicerol; e crioprotetores não penetrantes ou extracelulares, como lactose, 

trealose, sacarose, manitol, sorbitol, dextrana, metilcelulose, polietilenoglicol entre 

outros (Meryman, 1971, Santin, Blume & Mondadori, 2009).  

Os crioprotetores não penetrantes ou extracelulares são capazes de induzir o 

aumento da osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da água do interior da 

célula para o meio extracelular, prevenindo a formação de cristais de gelo durante o 

congelamento. São particularmente apropriados à preservação de micro-organismos por 

se fixarem à superfície microbiana formando uma camada viscosa capaz de proteger 

mais efetivamente suas paredes celulares e membranas (Meryman, 1974; Hubálek, 

2003). Entre os crioprotetores penetrantes ou intracelulares destaca-se a propriedade de 

realizar ligações com as moléculas de água, minimizando a formação e o tamanho dos 

cristais de gelo, bem como, reduzindo as concentrações de soluto tanto no meio 

extracelular quanto no intracelular. Também se caracterizam por apresentarem baixo 

peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular (Nash, 

1966; Hubálek, 2003).  

Embora muitos trabalhos correlacionem altas taxas de sobrevivência após 

liofilização com utilização de crioprotetores, os mecanismos exatos pelos quais cada um 

deles atua ainda precisam ser esclarecidos. Algumas informações disponíveis na 

literatura ajudam a justificar a utilização desses açúcares como crioprotetores. A 
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trealose, um dissacarídeo não redutor, é um crioprotetor comumente utilizado na 

liofilização de microrganismos. A temperatura de transição vítrea (Tg) da trealose é 

suficientemente alta para prevenir a formação de cristais de gelo (Morgan et al. 2006; 

Pehkonen et al., 2008) e, subsequentemente, estabilizar a bicamada lipídica e a estrutura 

das proteínas de membrana. A lactose, açúcar abundante no leite, possui temperatura de 

transição vítrea e outras propriedades térmicas muito próximas às da trealose (Pehkonen 

et al., 2008). King & Su (1994) relacionaram a proteção exercida pelo leite sobre as 

células de Lactobacillus acidophillus submetidas à desidratação pela formação de um 

revestimento protetor pelas proteínas do leite ao redor da parede celular do 

microrganismo. Hubálek (2003) definiu sacarose, trealose e leite desnatado como 

crioprotetores não penetrantes ou extracelulares capazes de induzir o aumento da 

osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da água do interior da célula para o 

meio extracelular, prevenindo a formação de cristais de gelo durante o congelamento. A 

preservação de lactobacilos com potencial probiótico em alginato de cálcio tem 

mostrado resultados interessantes (Sultana et al., 2000). Kearney et al, (1990) 

compararam a sobrevivência após a liofilização de L. plantarum imobilizadas em 

esferas de alginato de cálcio com as células livres. Taxas maiores de sobrevivência 

foram alcançadas pela utilização do polímero.  O amido, polissacarídeo amplamente 

utilizado na indústria farmacêutica como excipiente nas formulações de comprimidos e 

cápsulas por sua ação lubrificante (Prista, 1996), é também utilizado na indústria 

alimentícia para elaboração de produtos congelados por sua ação espessante, 

melhorando a consistência e a textura do alimento além de contribuir para a diminuição 

da sinérese (Holmes & Solender, 1981).  

Apesar de os crioprotetores serem essenciais para o congelamento seguro da 

maioria dos sistemas biológicos, não permitem a sobrevivência de todas as células, o 

que pode ser explicado por apresentarem efeitos tóxicos que dependem principalmente 

da concentração do crioprotetor utilizado bem como do tempo de exposição da célula ao 

mesmo (Oliveira, 2003).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Um dos maiores problemas enfrentados pela medicina nos tempos atuais é o 

tratamento das infecções bacterianas. O uso de antimicrobianos, de forma racional ou 

não, causa um desequilíbrio nas populações microbianas do trato gastrintestinal que 

muitas vezes se manifesta na forma de diarréias que podem ter conseqüências graves 

dependendo das condições de saúde do indivíduo. Outro ponto importante é a 

multiresistência bacteriana frente aos antimicrobianos disponíveis no mercado que, 

hoje, já é reconhecida como um problema de saúde pública. A possibilidade do uso de 

probióticos como alternativa à utilização de antimicrobianos, tanto em seres humanos 

quanto em animais, tem encorajado muitos pesquisadores a buscar novas linhagens 

microbianas com características probióticas em diversos ecossistemas. As espécies de 

Lactobacillus apresentam potencial probiótico considerável e por isso tem sido objeto 

de estudo do grupo de pesquisa do Laboratório de Ecologia e Fisiologia de 

Microrganismos deste Departamento.    

A microbiota de grãos de kefir é rica em bactérias do ácido lático e, em especial, 

Lactobacillus, o que faz dos grãos uma fonte segura desses microrganismos. Em projeto 

anterior do nosso grupo foram isoladas várias espécies de Lactobacillus  de grãos de 

kefir cultivados em leite ou água açucarada. É do nosso interesse conhecer o potencial 

probiótico desses microrganismos com o objetivo de, em médio e longo prazo, poder 

recomendar o uso dos mesmos. Pretendemos, ainda, investigar se a matriz alimentar na 

qual os grãos de kefir são cultivados pode influenciar no potencial probiótico das 

espécies isoladas. Outro fato importante é que essas bactérias poderão ser utilizadas no 

futuro como componentes de culturas iniciadoras para produção de kefir em escala 

industrial, o que ainda não é uma realidade no Brasil. Para tanto, é importante preservar 

de forma viável as culturas durante longo tempo, em condições compatíveis com a 

realidade industrial, e um dos métodos mais eficientes para esse fim é a liofilização. 

Diante do exposto, e em face aos critérios determinados pela Organização Mundial 

da Saúde para a seleção de probióticos,  pretendeu-se avaliar as propriedades funcionais, 

in vitro e in vivo, de Lactobacillus spp. isolados de grãos de kefir, bem como verificar a 

capacidade das mesmas de permanecerem viáveis após secagem a frio.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar funcional e tecnologicamente Lactobacillus spp. isolados de grãos de kefir 

cultivados em leite ou em água açucarada. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1.Caracterizar o potencial probiótico, in vitro, de Lactobacillus spp. isolados de 

grãos de kefir pela verificação da tolerância às condições adversas do trato 

gastrintestinal (suco gástrico e sais biliares), do perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos, da capacidade antagonista contra bactérias patogênicas e da 

hidrofobicidade da superfície celular  

 

3.2.2. Submeter os isolados com características probióticas desejáveis ao processo de 

liofilização na presença de concentrações diferentes de diversos agentes crioprotetores 

(leite desnatado, sacarose, trealose, amido e alginato de sódio).  

 

3.2.3. Avaliar a viabilidade celular e a capacidade de reativação in vitro dos isolados 

com características probióticas desejáveis, após o processo de liofilização em diferentes 

formulações de criprotetores e estocagem sob refrigeração durante 30 dias. 

 

3.2.4. Avaliar a viabilidade celular e a capacidade de reativação in vitro de L. 

satsumensis 18P-A e L. satsumensis 23P3-L, após liofilização em diferentes 

formulações de criprotetores e estocagem sob refrigeração durante 180 dias.  

 

3.2.5. Verificar o efeito do processo de liofilização sobre a atividade antagonista in vitro 

de L. satsumensis18P-A contra bactérias patogênicas Gram positivo e Gram negativo.  

 

3.2.6. Verificar o efeito do processo de liofilização sobre a capacidade de colonização e 

resistência às condições do trato gastrintestinal in vivo de L. satsumensis 18P-A em 

camundongos suíços isentos de germe e na atividade antagonista ex vivo contra 

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium e Listeria monocytogenes. 
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4. METODOLOGIA 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Ecologia e Fisiologia de 

Microrganismos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais.  

 

4.1.Microrganismos  

 

4.1.1. Lactobacillus spp. 

 

Foram utilizadas cinquenta e duas culturas de Lactobacillus spp. isoladas de 

grãos de kefir cultivados em leite ou água açucarada, em um trabalho prévio (Zanirati, 

2012). A identificação foi feita por PCR ARDRA de acordo com MOREIRA et al. 

(2005) ou pelo sequenciamento parcial do 16S RNAr  no Laboratório de Genética 

Molecular de Protozoários Parasitas do Departamento de Biologia Geral ou no Núcleo 

de Análise de Genoma e Expressão Gênica (NAGE), do Departamento de Bioquímica e 

Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais, respectivamente. Os isolados 

pertencem às espécies L. casei, L. kefiri, L. mali, L.satsumensis, L. perolens, L. 

diolivorans, L. kefiranofaciens e L. parafarraginis, conforme apresentado na Tabela 1. 

As bactérias foram mantidas a -80°C em caldo MRS (De Man, Rogosa & Sharpe, Difco, 

Sparks, EUA), adicionado de 30% de glicerol a 80% (v/v) esterilizado. Para todos os 

testes in vitro de caracterização probiótica, as culturas foram previamente ativadas em 

caldo MRS (Difco, Sparks, EUA), a 37C durante 24-48 horas em câmara anaeróbica 

(Forma Scientific, Marietta, EUA) contendo uma atmosfera de 85% N2, 10% H2 e 

5%CO2, por dois repiques sucessivos. 
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Tabela 1: Identificação molecular das espécies bacterianas isoladas dos grãos de kefir 

Isolado Espécie Isolado Espécie 

22P2  L. casei 12P  L. parafarraginis 

23P   L. mali 13P  L. perolens 

23P3  L. satsumensis 13P2  L. casei 

24P3I  L. kefiri 13P3  L. casei 

25P  L. casei 14P  L. casei 

1P  L. kefiranofaciens 14P2  L. perolens 

1P3  L. kefiranofaciens 16P  L. parafarraginis 

2P2  L. kefiranofaciens 16P3  L. perolens 

2P3  L. satsumensis 17P  L. casei 

3P2  L. kefiri 17P2  L. perolens 

3P3  L. kefiri 18P  L. satsumensis 

4P2I  L. kefiri 19P  L. perolens 

4P3I  L. kefiri 19U  L. mali 

4P3II  L. kefiri 20U  L. casei 

6P  L. kefiranofaciens 20U1 L. casei 

3U2 L. kefiri 20U2  L. casei 

8U  L. kefiranofaciens 21U1 L. mali 

8P  L. casei 21U2  L. mali 

8P2  L. casei 22U  L. mali 

8P3  L. casei 1Z  L. diolivorans 

9P2  L. casei 15U  L. casei 

10P  L. satsumensis 15U1  L. casei 

10P2  L. satsumensis 15U2  L. casei 

11P  L. perolens 16U  L. casei 

11P2  L. perolens 17U  L. casei 

11P3  L. perolens 18U  L. casei 

 

4.1.2. Bactérias patogênicas 

 

Para os experimentos de antagonismo in vitro e ex vivo, foram utilizadas como 

reveladoras as linhagens bacterianas Escherichia coli (ATCC 25723), Salmonella 

enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium (ATCC 14028), Enterococcus faecalis 

(ATCC 19433), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Listeria monocytogenes 

(ATCC 15313) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213) por serem patógenos de 

importância em saúde pública. Todas essas linhagens bacterianas pertencem à coleção 

de cultura do Laboratório de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos. As bactérias 

foram ativadas por dois repiques sucessivos em caldo BHI (Oxoid, Basingstoke, 

Inglaterra) incubados em aerobiose por 24 horas a 37°C.  Todas as amostras foram 
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conservadas em tubos criogênicos contendo 1mL de caldo BHI acrescido de 30% de 

glicerol 80% (v/v) esterilizado e mantidas em freezer -80°C. 

 

 

4.2. Avaliação in vitro do potencial probiótico de Lactobacillus spp. 

 

4.2.1.Teste de sensibilidade ao suco gástrico artificial 

 

Para o teste de sensibilidade ao suco gástrico artificial foi utilizado o protocolo 

estabelecido no trabalho de Silva et al., 2013. As culturas de lactobacilos previamente 

ativadas foram distribuídas em dois microtubos e, então, lavadas duas vezes com 

solução salina 0,9% (p/v) por centrifugação a 13.000 rpm por 1 minuto (Jouan, B4i). Ao 

precipitado de cada tubo foi adicionada solução salina 0,9% pH 7,0 (tubo controle)  ou 

suco gástrico artificial (NaCl 2.g.L 
-1

, pepsina 3.2 g.L
-1

, pH 2,5). Os microtubos foram 

incubados a 37°C por 2h e, posteriormente, centrifugados nas mesmas condições 

anteriores e o precipitado foi ressuspendido em caldo MRS. 

A fim de se avaliar a viabilidade das células, foram aplicados 200µL/poço dos 

inóculos do controle e das amostras tratadas com suco gástrico artificial, em triplicata,  

em uma microplaca que foi incubada em um leitor ELISA (Microplate 

Spectrophotometer System SpectraMax 340 – Molecular Devices) a 37°C. A 

absorbância do cultivo foi determinada pela leitura de OD600nm a cada 30 minutos, 

durante 18 horas, e a porcentagem de inibição de crescimento foi calculada utilizando o 

programa Origin 7.0 pela fórmula (CT-SG/CT) x 100, sendo que SG e CT 

correspondem à área sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com suco 

gástrico artificial e do controle, respectivamente. As linhagens de lactobacilos foram 

classificadas como sensíveis (% inibição >60%), tolerantes (60%≥ %inibição ≥40%) e 

resistentes (%inibição <40%).  

 

4.2.2.Teste de sensibilidade aos sais biliares 

 

 Para o teste de sensibilidade aos sais biliares foi utilizado o protocolo 

estabelecido no trabalho de Silva et al., 2013. Foram preparados inóculos a 2% v/v em 

caldo MRS puro (controle) ou MRS suplementado com 0,3% de sais biliares (Oxgall, 

Difco, Sparks, E.U.A) de cada cultura de lactobacilos.  
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A fim de se avaliar a viabilidade das células, foram aplicados 200µL/poço dos 

inóculos do controle e das amostras desafiadas com sais biliares, em triplicata, em uma 

microplaca que foi incubada em um leitor ELISA (Microplate Spectrophotometer 

System SpectraMax 340 – Molecular Devices) a 37°C. A absorbância do cultivo foi 

determinada pela leitura de OD600nm a cada 30 minutos, durante 18 horas, e a 

porcentagem de inibição de crescimento foi calculada utilizando o programa Origin 7.0 

pela fórmula (CT-SB/CT) x 100, sendo que SB e CT correspondem à área sob a curva 

de crescimento das bactérias tratadas com suco gástrico artificial e do controle, 

respectivamente. As linhagens de lactobacilos foram classificadas como sensíveis (% 

inibição >60%), tolerantes (60%≥ %inibição ≥40%) e resistentes (%inibição <40%).  

 

4.2.3.Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

A susceptibilidade a antimicrobianos foi determinada pelo método de difusão em 

meio sólido utilizando-se discos impregnados com antimicrobianos, em duplicata. Para 

cada antimicrobiano testado, os microrganismos foram classificados como sensível, 

moderadamente sensível ou resistente de acordo com os pontos de corte sugeridos por 

CHARTERIS et al. (1998) e ANVISA (2005). Para este teste, as culturas de 

lactobacilos foram inoculadas em ágar MRS e incubadas a 37°C por 24-48h, em 

anaerobiose. A partir da cultura em meio sólido, foram preparadas suspensões de cada 

lactobacilos em solução salina 0,9% (p/v), esterilizada, até atingir a turbidez equivalente 

a 0,5 da escala de Mac Farland, correspondente a cerca de 10
8
 UFC/mL. Alíquotas de 

0,1mL das suspensões bacterianas foram então semeadas em ágar MRS com o auxílio 

de um swab estéril. Os antimicrobianos testados foram: Tetraciclina 30µg (TET), 

Ampicilina 10µg (AMP), Gentamicina 10µg (GEN), Amicacina 30µg (AMI), 

Eritromicina 15µg (ERI), Ceftriaxona 30µg (CRO), Cloranfenicol 30µg (CLO), 

Oxacilina 1µg (OXA), Penicilina G 10U (PEN), Amoxicilina 10µg (AMO) e 

Vancomicina 30µg (VAN). Após a disposição dos discos impregnados com 

antimicrobianos, as placas foram incubadas a 37°C por 24-48 horas, em aerobiose e a 

medida dos halos de inibição foi feito com paquímetro digital (Mitutoyo, Japão). 
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4.2.4. Teste de antagonismo in vitro 

 

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

realizado pelo método de difusão em camada dupla, adaptado de Nardi et al. (1999) e 

Silva et al. (2001), em duplicata. Uma micro-gota de 5 µL de cada cultura de 

lactobacilo previamente ativada (cultura produtora) foi inoculada em ágar MRS e 

incubada a 37ºC por 24-48 horas em anaerobiose para o crescimento do microrganismo. 

Para interromper a multiplicação microbiana, a cultura foi exposta ao vapor de 

clorofórmio por 30 minutos. Em seguida, as placas foram abertas pelo mesmo tempo 

para evaporação do solvente residual e uma sobrecamada de 10 mL de ágar BHI semi-

sólido (ágar bacteriológico 0,75% p/v) inoculado com 200µL de uma cultura bacteriana 

patogênica reveladora (ítem 4.1.2) foi espalhada sobre o ágar MRS. As placas foram 

incubadas a 37ºC por 24-48 horas e os halos de inibição foram medidos com paquímetro 

digital (Mitutoyo, Japão). As amostras foram consideradas produtoras de substâncias 

antagonistas quando houve halo de inibição de crescimento da bactéria reveladora, 

independentemente do tamanho. 

 

4.2.5.Teste de hidrofobicidade de superfície celular 

 

A hidrofobicidade da superfície celular bacteriana foi avaliada pela medida do 

MATS (Microbial Adhesion to Solvents) (Pelletier et al., 1997; Kos et al., 2003; Silva 

et al., 2013). Culturas de lactobacilos previamente ativadas foram centrifugadas, lavadas 

duas vezes e a turbidez foi ajustada para uma OD600nm de 0.6-0,9 com 1mL de uma 

solução de KNO3 0,1M, pH 6.2 (A0). Um volume de 0.6 ml de xileno (solvente apolar) 

foi adicionado a 3,6 ml da suspensão microbiana e após 10 minutos de pré-incubação à 

temperatura ambiente, as duas fases do sistema foram homogeneizadas por 2 minutos 

em vórtex. A fase aquosa foi removida após 50 minutos de repouso e sua OD600nm foi 

medida (A1). A porcentagem de MATS foi calculada segundo a fórmula (A0 – A1/ A0) x 

100. As culturas de lactobacilos com %MATS >66% foram consideradas hidrofóbicas; 

aquelas com %MATS entre 33% e 66% foram consideradas moderadamente 

hidrofóbicas e aquelas com %MATS <33% foram classificadas como hidrofílicas. O 

experimento foi realizado em duplicata. 

 

 



35 
 

4.3. Preservação de Lactobacillus spp.  

 

Após os testes de caracterização probiótica, foram selecionadas as linhagens 

25P-L, 17U-A (L. casei), 11P3-A, 17P2-A (L. perolens), 18P-A, 23P3-L (L. 

satsumensis), 21U2-A (L. mali), 24P3l-L (L. kefiri), 1Z-A (L. diolivorans), 8U-L (L. 

kefiranofaciens) para serem submetidas ao processo de desidratação por liofilização 

seguido de estocagem a 10
o
C. As letras “A” ou “L” colocadas no final do código de 

cada isolado fazem referência ao meio de cultivo no qual eram cultivados os grãos de 

kefir de onde o microrganismo foi isolado, “água açucarada” ou “leite”, 

respectivamente.   

 

4.3.1. Preparo da suspensão microbiana para liofilização 

  

 Cada microrganismo foi ativado separadamente (como descrito para os testes de 

caracterização probiótica in vitro). Após ativação, cada cultura microbiana foi 

aliquotada em onze tubos Falcon®, centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos e lavada 

duas vezes com solução salina 0,9% (NaCl 0,9 % p/v) estéril. Os precipitados obtidos 

pela centrifugação foram ressuspendidos nas seguintes soluções crioprotetoras: leite 

desnatado (Skim milk, Difco, Sparks, EUA) 10 e 20% p/v; trealose (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, E.U.A) 5 e 10% p/v; sacarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A) 15 e 25% p/v; 

alginato de sódio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) 0,5 e 1% p/v; amido (Cromoline, São 

Paulo, Brasil) 1 e 2% p/v e como controle foi utilizada solução salina (NaCl 0,9% p/v),  

(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) totalizando onze formulações para cada lactobacilo 

testado. A biomassa de células microbianas foi ressuspendida num volume de solução 

crioprotetora de forma a perfazer um número mínimo inicial de 10
9
 UFC/ml.  

 

4.3.2. Liofilização e condições de estocagem 

  

 A técnica de liofilização utilizada foi adaptada dos trabalhos de Bolla et al. 

(2010) e Li et al. (2011). De cada suspensão microbiana, foram preparados sete frascos 

de vidro com o volume de 1,0mL que foram instantaneamente congelados em 

nitrogênio líquido e desidratados em liofilizador (modelo K105, Liotop, Brasil) por 24 

horas a uma temperatura de -98ºC e pressão de 10 mmHg. Finalizado o processo de 
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liofilização, os frascos foram selados com tampa de borracha e lacre de alumínio. As 

amostras foram armazenadas sob refrigeração a 10ºC. 

 

4.3.3. Avaliação da sobrevivência de Lactobacillus spp. após liofilização e 

estocagem por 30 dias 

  

A contagem de células viáveis de cada cultura foi realizada antes (T0), logo após 

a liofilização (T1) e em diferentes tempos (7, 14 e 30 dias) de estocagem sob 

refrigeração a 10
o
C. Para tanto, as células desidratadas foram ressuspendidas em 1,0mL 

de água destilada estéril, diluídas em solução salina (NaCl 0,9 % p/v) e plaqueadas em 

ágar MRS pela técnica pour-plate, em duplicata. O número de células viáveis foi 

determinado após 48 horas de incubação em aerobiose a 37°C. A quantidade de células 

viáveis foi expressa em logUFC/g g e a porcentagem de sobrevivência calculada pela 

fórmula: logUFC/g (T1 ou T30) x100 

                     logUFC/g (T0) 

Antes da liofilização (T0), a porcentagem de sobrevivência foi considerada 100%. 

 

4.3.4. Capacidade de reativação in vitro de Lactobacillus spp. após liofilização e 

estocagem por 30 dias 

 

Para avaliar a capacidade de reativação dos microrganismos, foi utilizado o 

método descrito no trabalho de Martins et al (2007), adaptado para microplacas. Foram 

preparados inóculos a 2% (p/v) em caldo MRS a partir de uma cultura fresca de cada 

uma das linhagens de lactobacilos selecionadas e a partir de culturas recém liofilizadas 

(T1) e liofilizadas com 30 dias de armazenamento a 10ºC (T30). Foram distribuídos 

200µL dos meios inoculados, em triplicata, em poços de uma microplaca que foi 

incubada em um leitor ELISA (Microplate Spectrophotometer System SpectraMax 340 

– Molecular Devices) a 37°C. O crescimento das culturas foi acompanhado pela leitura 

de OD600nm a cada 30 minutos, durante 18 horas. A curva de reativação foi construída 

com a média dos resultados da OD600nm. 

 

4.3.5. Avaliação da sobrevivência e capacidade de reativação in vitro das linhagens 

de Lactobacillus satsumensis 18P-A e 23P3-L liofilizadas e estocadas por 180 dias 
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Culturas ativas de L. satsumensis 18P-A e 23P3-L foram centrifugadas a 10.000 

rpm por 5 minutos e lavadas duas vezes com solução salina 0,9% (NaCl 0,9 % p/v) 

estéril. Os precipitados obtidos foram ressuspendidos em solução de sacarose a 15% 

(p/v) de forma a perfazer um número mínimo inicial de aproximadamente 10
9
 UFC/ml. 

As suspensões bacterianas foram liofilizadas e estocadas conforme descrito no ítem 

4.3.2 por um período de 180 dias.  A avaliação da sobrevivência foi realizada como 

descrito nos item 4.3.3 logo após a liofilização (T1) e nos tempos 30, 60, 90, 120, 150 e 

180 dias de estocagem a 10
o
C. A capacidade de reativação in vitro foi avaliada  

conforme descrito no ítem 4.3.4 logo após a liofilização (T1) e nos tempos 30, 60, 90 e 

120 dias. 

 

4.4. Avaliação do efeito do processo de liofilização sobre propriedades probióticas 

de Lactobacillus satsumensis 18P-A 

 

A linhagem Lactobacillus satsumensis 18P-A foi selecionada para os ensaios 

subsequentes por ter apresentado os melhores resultados em relação ao número de 

células viáveis ao longo do período de estocagem após liofilização e pela melhor 

capacidade de reativação in vitro. 

 

4.4.1. Teste de antagonismo in vitro a partir da cultura liofilizada 

 

As suspensões de L. satsumensis 18P-A liofilizadas, na presença do crioprotetor 

sacarose 15% (p/v) ou com NaCl 0,9% (p/v), com 60 dias de armazenamento, foram 

ressuspendidas em água destilada estéril. Cinco microlitros de cada suspensão foram 

depositados sobre ágar MRS, seguindo-se incubação a 37ºC por 24-48 horas em 

anaerobiose para o crescimento do microrganismo. Para interromper a multiplicação 

microbiana, a cultura foi exposta a vapor de clorofórmio por 30 minutos. Em seguida, as 

placas foram abertas pelo mesmo tempo para evaporação do solvente residual e uma 

sobrecamada de 10 mL de ágar BHI semi-sólido (ágar bacteriológico 0,75% p/v) 

inoculado com 200µL de uma cultura bacteriana patogênica reveladora (ítem 4.1.2) foi 

espalhada sobre o ágar MRS. As placas foram incubadas a 37ºC por 24-48 horas e os 

halos de inibição foram medidos com paquímetro digital (Mitutoyo, Japão).  
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4.4.2 Capacidade de colonização do trato gastrintestinal de camundongos isentos 

de germe 

 

Foram utilizados camundongos isentos de germes (IG), de 21 a 23 dias de idade, 

de ambos os sexos, da linhagem NIH (Taconic, Germantown, EUA). Os animais foram 

propagados no biotério de Gnotobiologia do Departamento de Bioquímica e Imunologia 

do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG, sendo mantidos em isoladores flexíveis 

do tipo Trexler (Standard Safety Equipment Company, McHenry, EUA) e manuseados 

de acordo com as técnicas já estabelecidas (Pleasants, 1974) e adaptadas às nossas 

condições (Silva, 1986). Para os experimentos, os animais receberam ração sólida 

(Nuvilab Nuvital, Curitiba, BR) e água, esterilizados por calor úmido, ad libitum. 

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em microisoladores (UNO 

Roestvaststaal B.V., Zevenaar, The Netherlands) no biotério do Departamento de 

Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. Um ciclo diurno/noturno 

de 12 horas foi mantido no biotério.  

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as regras 

estabelecidas pelo “Colegio Brasileiro de Experimentação Animal” (COBEA, 2006). O 

presente trabalho de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CETEA) da Pró-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais, sob protocolo n
o
 096/2011. 

 Os animais foram divididos em quatro grupos com quatro animais cada: grupo 

GF, que recebeu a cultura 18P-A fresca ativa (antes da liofilização); grupo GL1, que 

recebeu a cultura recém liofilizada; grupo GL45, que recebeu a cultura 45 dias após 

liofilização e grupo GC (controle), que recebeu água destilada estéril.  Todos os grupos 

experimentais receberam uma dose única de 0,1mL de uma suspensão com 

aproximadamente 10
8 

UFC/mL das diferentes culturas por inoculação intragástrica. O 

grupo controle recebeu 0,1mL de água destilada estéril também por inoculação 

intragástrica. A capacidade de colonização foi avaliada durante 10 dias pela contagem 

do número de células viáveis nas fezes dos animais (Martins et al., 2007). Nos dias 1, 5 

e 10 após o inóculo, as fezes dos animais foram colhidas por estimulação anal, 

preparadas as diluições (de 10
-1

 até 10
-8

) que foram plaqueadas em  ágar MRS (Difco, 

Sparks, E.U.A) pela técnica pour-plate, em duplicata, seguindo-se incubação em 

aerobiose por 48 horas. O resultado foi expresso em logUFC/g de fezes. 
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4.4.3. Teste de antagonismo ex vivo contra S. Typhimurium e L. monocytogenes 

 

O teste ex vivo foi realizado conforme descrito por Nicoli & Raibaud (1990), 

Ramare et al. (1993) e Silva et al. (2001). As fezes de animais dos grupos experimentais 

e controle do experimento anterior foram coletadas no 10º dia de monoassociação e 

colocadas em placas com ágar MRS (Difco, Sparks, E.U.A). Após refrigeração (10
o
C) 

por 24h, as placas foram expostas a vapor de clorofórmio por 30 minutos e 

posteriormente foram mantidas abertas para evaporação do solvente residual. Uma 

sobrecamada de 10 mL de ágar BHI semi-sólido (ágar bacteriológico 0,75% p/v), 

inoculado com 200µL de cultura ativa de S. Typhimurium ou L. monocytogenes, foi 

espalhada sobre o ágar MRS. As placas foram incubadas por 18-24h a 37
o
C em 

aerobiose e o halo de inibição de crescimento foi medido com paquímetro digital 

(Mitutoyo, Japão). 

 

4.5 Análises estatísticas 

 

Para a confecção dos gráficos e análises estatísticas dos resultados (quando se 

aplicou) foi utilizado o software GraphPad 5 Prism®  (GraphPad Software Inc.). Para o 

ensaio de colonização em animais isentos de germe, foi utilizado o teste two-way 

ANOVA para análise de variâncias e o teste de Tukey foi utilizado para comparação 

entre as médias (p< 0,05). 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação in vitro do potencial probiótico de Lactobacillus spp. 

 

5.1.1 Teste de sensibilidade a suco gástrico artificial 

 

Cinquenta e duas culturas foram testadas quanto à sensibilidade ao suco gástrico 

artificial e dessas, trinta e três (63%) foram classificadas como resistentes (%inibição 

<40%); onze (22%) como tolerantes (60%≥ %inibição ≥40%) e oito (15%) como 

sensíveis (% inibição> 60%). A porcentagem de inibição para cada amostra isolada está 

mostrada na Tabela 2. 
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Tabela 2: Porcentagem de inibição de Lactobacillus spp. isolados de grãos de kefir  no 

teste de  sensibilidade ao suco gástrico artificial 

Isolado %Inibição    Isolado %Inibição    Isolado %Inibição 

22P2 4,53 8P 52,67 18P 1,46 

23P 19,72 8P2 36,01 19P 9,21 

23P3 33,75 8P3 58,47 19U 10,56 

24P3I 52,82 9P2 41,32 20U 52,70 

25P 28,87 10P 5,38 20U1 35,20 

1P 0,00 10P2 17,37 20U2 76,42 

1P3 18,71 11P 41,06 21U1 53,06 

2P2 48,48 11P3 36,35 21U2 8,81 

2P3 19,31 12P 12,13 22U 52,71 

3P2 59,55 13P2 3,92 1Z 0,00 

3P3 22,69 13P3 0,00 15U 5,41 

4P2I 97,33 14P 68,50 15U1 12,38 

4P3I 73,86 14P2 12,31 15U2 7,84 

4P3II 96,67 16P 90,39 16U 100,00 

6P 36,99 16P3 16,39 17U 14,15 

3U2 33,41 17P 23,86 18U 100,00 

8U 19,75 17P2 25,21   

13P 100,00 11P2 100,00   
Os microrganismos foram classificados como: sensíveis (% inibição >60%), tolerantes (60%≥ %inibição 

≥40%) e resistentes (%inibição <40%). 

 

 

5.1.2 Teste de sensibilidade aos sais biliares 

 

Quanto à sensibilidade aos sais biliares duas amostras (4%) foram classificadas 

como resistentes (% inibição <40%); treze (25%) como tolerantes (60%≥ % inibição 

≥40%) e trinta e sete (71%) como sensíveis (% inibição> 60%). A porcentagem de 

inibição para cada amostra isolada está mostrada na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Porcentagem de inibição de Lactobacillus spp. . isolados de grãos de kefir  no 

teste de  sensibilidade aos sais biliares 

   Isolado %Inibição   Isolado %Inibição    Isolado %Inibição 

22P2 84,30 8P 56,64 18P 93,17 

23P 84,07 8P2 44,63 19P 100,00 

23P3 61,22 8P3 61,79 19U 64,55 

24P3I 63,99 9P2 51,82 20U 61,63 

25P 60,01 10P 89,48 20U1 58,85 

1P 100,00 10P2 93,89 20U2 47,36 

1P3 100,00 11P 100,00 21U1 49,27 

2P2 100,00 11P3 61,63 21U2 60,58 

2P3 100,00 12P 58,84 22U 59,80 

3P2 100,00 13P2 47,36 1Z 54,79 

3P3 100,00 13P3 73,24 15U 72,03 

4P2I 100,00 14P 66,02 15U1 94,73 

4P3I 56,15 14P2 73,24 15U2 74,25 
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4P3II 82,40 16P 61,30 16U 69,98 

6P 100,00 16P3 99,99 17U 3,42 

3U2 100,00 17P 6,31 18U 70,76 

8U 57,20 17P2 87,08   

13P 100,00 11P2 70,26   
Os microrganismos foram classificados como: sensíveis (% inibição >60%), tolerantes (60%≥ %inibição 

≥40%) e resistentes (%inibição <40%). 

 

 

5.1.3 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

Todos os isolados de lactobacilos foram resistentes à Vancomicina e Oxacilina; 

75% e 70% resistentes a Gentamicina e Amicacina, respectivamente; menos de 15% 

foram moderadamente sensíveis ou resistentes a Ceftriaxona e Penicilina e, para os 

demais antimicrobianos, todas as amostras foram sensíveis. O perfil de susceptibilidade 

dos isolados de lactobacilos aos antimicrobianos testados está mostrado na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de Lactobacillus spp.  isolados 

de grãos de kefir   

Código TET AMP GEN AMI ERI CRO CLO OXA PEN AMO VAN 

1P S S R R S R S R S S R 

1P3 S S R R S S S R S S R 

1Z S S R R S S S R S S R 

20U1 S S R R S S S R MS S R 

20U2 S S R R S S S R S S R 

21U1 S S R R S MS S R MS S R 

21U2 S S R R S S S R S S R 

22P2 S S R R S S S R S S R 

22U S S S S S S S R S S R 

23P S S R R S S S R S S R 

23P3 S S R R S S S R S S R 

24P3I S S S S S S S R S S R 

25P S S R R S S S R S S R 

20U S S R R S S S R S S R 

2P2 S S R R S S S R S S R 

2P3 S S R R S MS S R S S R 

3P2 S S R R S S S R MS S R 

13P S S R R S MS S R S S R 

13P2 S S S S S S S R S S R 

13P3 S S S S S S S R S S R 

14P S S R R S S S R S S R 

14P2 S S S S S S S R MS S R 

15U S S S S S S S R S S R 

15U1 S S R R S R S R S S R 

15U2 S S S S S MS S R S S R 

16P S S S S S S S R S S R 
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16P3 S S S S S S S R S S R 

16U S S R R S MS S R S S R 

3P3 S S R R S S S R S S R 

3U2 S S R S S S S R S S R 

4P2I S S S S S S S R S S R 

4P3I S S S S S S S R S S R 

4P3II S S S S S S S R S S R 

6P S S R R S R S R S S R 

8P S S R R S S S R S S R 

8P2 S S R R S S S R S S R 

8P3 S S R R S S S R S S R 

8U S S R R S S S R S S R 

9P2 S S R R S S S R S S R 

10P S S R R S S S R S S R 

10P2 S S R R S S S R S S R 

11P S S R R  S S S R S S R 

11P2 S S R R S S S R S S R 

11P3 S S R R S S S R S S R 

12P S S R R S S S R S S R 

17P S S R R S S S R S S R 

17P2 S S R R S S S R S S R 

17U S S R S S S S R S S R 

18P S S R R S S S R S S R 

18U S S S S S S S R S S R 

19P S S R S S S S R S S R 

19U S S R R S S S R S S R 

Legenda: TET (tetraciclina 30µg), AMP (ampicilina 10µg), GEN (gentamicina 10 µg), AMI (amicacina 

30 µg), ERI (eritromicina 15 µg), CRO (ceftriaxona 30 µg), CLO (cloranfenicol 30 µg), OXA (oxacilina1 

µg ), PEN (penicilina G 10U), AMO (amoxicilina 10 µg), VAN (vancomicina 30 µg). 

As amostras foram classificados como S (sensível), MS (moderadamente sensível) e R (resistente) 

 

 

5.1.4 Teste de antagonismo in vitro 

 

A atividade antagonista in vitro foi avaliada pela produção de substâncias 

antagonistas difusíveis contra seis bactérias patogênicas reveladoras. Cerca de 85% das 

amostras de lactobacilos (denominadas produtoras) exibiram atividade antagonista 

contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium e 

Escherichia coli e, em torno de 65% exibiram atividade antagonista contra Listeria 

monocytogenes e Enterococcus faecalis. O tamanho médio dos halos de inibição para 

cada amostra produtora está mostrado na Tabela 5 e o tamanho médio dos halos de 

inibição para cada bactéria reveladora está mostrado na Tabela 5. 
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Tabela 5: Médias dos halos de inibição (mm) de Lactobacillus spp. . isolados de grãos 

de kefir  (amostras produtoras) contra bactérias patogênicas (reveladoras) 

  Bactérias reveladoras  

Produtoras P.A L.M S.A S.T E.C E.F 

1P 15,32 22,92 18,92 15,09 15,42 16,12 

1P3 20,98 18,03 15,59 16,85 13,90 14,84 

1Z 13 17,05 16,83 20,14 24,83 15,91 

20U1 0 0 19,09 19,61 17,54 15,34 

20U2 19,59 21,75 20,86 16,05 15,62 18,51 

21U1 19,74 12,65 22,42 0 16,21 15,13 

21U2 14,89 18,11 22,91 19,22 13,34 18,69 

22P2 19,71 0 0 16,81 22,82 0 

22U 23,71 16,81 21,46 19,00 19,68 0 

23P 19,22 15,61 19,81 14,20 16,48 20,43 

23P3 16,32 15,60 20,05 16,89 0 18,39 

24P3I 12,67 14,81 15,91 13,89 18,95 17,36 

25P 15,49 20,67 14,94 18,80 14,83 15,05 

20U 18,33 16,36 16,32 15,76 13,35 17,43 

2P2 17,34 10,40 9,50 25,38 12,22 12,22 

2P3 17,94 14,16 15,27 22,99 10,17 13,90 

3P2 19,62 0 16,56 27,41 15,86 17,99 

13P 22,80 16,41 16,28 25,71 17,48 0 

13P2 16,17 20,13 14,78 24,23 14,87 0 

13P3 21,68 14,27 17,12 21,64 9,88 0 

14P 15,62 15,28 14,79 22,08 14,37 0 

14P2 19,79 16,37 17,89 24,34 12,46 0 

15U 12,34 19,09 14,49 20,21 0 18,81 

15U1 0 16,76 0 0 15,37 17,10 

15U2 9,17 20,04 13,08 16,58 28,22 15,36 

16P 12,11 20,36 12,79 27,33 11,39 24,59 

16P3 9,33 18,09 14,16 19,24 11,39 17,93 

16U 21,87 25,93 21,85 24,53 29,57 21,10 

3P3 22,49 14,86 24,17 25,90 18,25 13,80 

3U2 22,54 14,77 21,05 26,31 17,34 16,91 

4P2I 0 0 0 0 0 0 

4P3I 0 0 0 14,49 20,63 0 

4P3II 0 0 0 0 0 0 

6P 17,68 0 19,44 0 22,45 0 

8P 20,02 0 13,06 20,61 30,98 15,86 

8P2 19,83 0 16,08 13,04 29,06 20,06 

8P3 18,02 19,44 18,53 20,24 16,94 0 

8U 18,00 13,39 20,51 27,48 20,15 23,06 

9P2 23,08 19,06 20,14 29,79 16,38 21,11 

10P 25,24 16,91 17,10 27,18 20,45 21,03 

10P2 17,36 17,36 21,47 27,75 20,62 27,11 

11P 21,88 0 14,69 25,42 19,76 19,12 

11P2 0 15,01 0 0 16,10 0 

11P3 0 0 18,20 21,82 16,90 18,95 

12P 20,86 0 15,90 20,96 18,19 10,55 

17P 16,32 15,85 0 0 0 0 
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17P2 24,31 15,37 14,98 20,46 20,99 0 

17U 19,89 12,57 21,41 17,47 21,82 17,86 

18P 21,92 18,69 19,51 19,56 20,76 12,63 

18U 17,19 0 20,09 18,63 15,93 13,56 

19P 23,71 13,01 19,21 18,88 19,28 14,53 

19U 24,06 0 17,48 19,23 17,67 13,32 
Legenda: P..A = Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), L.M = Listeria monocytogenes (ATCC 
15313), S.A = Staphylococcus aureus (ATCC 29213), S.T = Salmonella Typhimurium(ATCC 14028), 

E.C = Escherichia coli (ATCC 25723), E.F = Enterococcus faecalis (ATCC 19433). 

 

 

5.1.5 Teste de hidrofobicidade de superfície celular 

 

A análise de hidrofobicidade da superfície celular revelou que 67% dos 

lactobacilos foram hidrofóbicos (MATS>66%); 31% moderadamente hidrofóbicos 

(33%≤MATS≤66%) e apenas uma única linhagem apresentou superfície celular 

hidrofílica (MATS<33%). Esses resultados estão mostrados na Tabela 6. 

 

Tabela 6: Porcentagem de Adesão Microbiana a Solventes (MATS) de Lactobacillus 

spp. . isolados de grãos de kefir   

Isolado %MATS Isolado %MATS Isolado %MATS 

22P2 82,97 8P 66,40 18P 58,89 

23P 48,21 8P2 67,45 19P 49,19 

23P3 62,72 8P3 80,41 19U 50,58 

24P3I 58,78 9P2 74,46 20U 78,21 

25P 58,69 10P 49,56 20U1 18,21 

1P 62,67 10P2 55,35 20U2 58,23 

1P3 60,32 11P 56,62 21U1 57,77 

2P2 43,70 11P3 51,82 21U2 67,16 

2P3 53,47 12P 46,21 22U 52,25 

3P2 48,01 13P2 47,53 1Z 53,08 

3P3 83,20 13P3 53,21 15U 56,75 

4P2I 98,13 14P 63,71 15U1 52,52 

4P3I 86,51 14P2 62,13 15U2 67,69 

4P3II 94,97 16P 60,70 16U 64,87 

6P 78,54 16P3 53,31 17U 46,67 

3U2 36,91 17P 53,31 18U 57,85 

8U 76,69 17P2 57,41   

13P 43,97 11P2 68,36   
Os microrganismos foram classificados como: hidrofóbicos (MATS>66%); moderadamente hidrofóbicos 

(33%≤MATS≤66%) ou hidrofílicos (MATS<33%) 

 

5.2 Preservação de Lactobacillus spp. selecionados pelos testes de caracterização 

probiótica in vitro 

 

5.2.1 Avaliação da sobrevivência de Lactobacillus spp. após liofilização e estocagem 
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 A análise dos resultados de avaliação da sobrevivência para L. casei 17U-A e 

25P-L (Figura 1 e Figura 2, respectivamente) mostraram que após um mês de 

armazenamento a 10ºC houve um decréscimo de três e quatro ciclos log, 

respectivamente, quando nenhum crioprotetor foi utilizado (NaCl 0,9%; controle). Para 

o isolado 17U-A, a adição de alginato de sódio 0,5% não impediu a perda de viabilidade 

do microrganismo após 14 dias de armazenamento, visto que as curvas do controle e 

desse crioprotetor praticamente se sobrepõem após este período. No entanto, para este 

isolado o uso de trealose, sacarose ou leite desnatado levou a uma perda de viabilidade 

inferior a dois ciclos log, sendo o primeiro o crioprotetor mais eficiente, pois garantiu 

um decréscimo de menos de um ciclo log. Para a linhagem 25P-L, o decréscimo de 

apenas um ciclo log foi observado com o uso de leite desnatado, sacarose ou trealose. 

De maneira geral, as linhagens de L. casei apresentaram um número de células viáveis 

superior a 10
8
 UFC/g de formulação após o processo de liofilização e esse número se 

manteve estável ao longo do período de estocagem, independente do crioprotetor 

utilizado. 

 

 

Figura 1. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus casei 17U-A antes 

(T0), logo após a liofilização (T1) e nos tempos 7, 14 e 30 dias sob refrigeração a 10
◦
C 

em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 10, 

20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 1%  

p/v); AMI 2,5% (amido 2,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em salina 

0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 
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Figura 2. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus casei 25P-L antes 

(T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos 7, 14 e 30 dias sob refrigeração a 10
◦
C 

em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 10, 

20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 1%  

p/v); AMI 2,5% (amido 2,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em salina 

0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 

 

 Em relação aos isolados L. perolens 11P3-A e 17P2-A (Figura 3 e Figura 4, 

respectivamente), houve uma diminuição de quatro e cinco ciclos log, respectivamente, 

quando nenhum crioprotetor foi utilizado e o mesmo foi observado nas formulações 

com amido para a amostra 11P3-A. Houve decréscimo de dois ciclos log nas 

formulações com sacarose ou alginato de sódio, enquanto naquelas com leite desnatado 

ou trealose foram observados decréscimo de apenas um ciclo log na viabilidade de 

ambas as linhagens. As linhagens de L. perolens, assim como as de L. casei, 

apresentaram queda na viabilidade celular mais expressiva durante o processo de 

liofilização do que ao longo do período de estocagem. 
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Figura 3. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus perolens 11P3-A 

antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos (T, 14 e 30 dias sob refrigeração a 

10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 

10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 

1%  p/v); AMI 1, 2% (amido 1, 1,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em 

salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 

 

 

 

 
Figura 4. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus perolens 17P2-A 

antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos 7, 14 e 30 dias sob refrigeração a 

10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 

10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 

1%  p/v); AMI 1, 2% (amido 1, 1,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em 

salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 
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 Quanto à viabilidade de L. satsumensis 23P3-L (Figura 5), foi observado um 

decréscimo de dois ciclos log quando nenhum crioprotetor foi utilizado e o mesmo foi 

constatado para as formulações com amido e alginato de sódio. Houve um declínio de 

um ciclo log nas formulações com leite desnatado e de menos de um ciclo naquelas com 

trealose ou sacarose. A linhagem L. satsumensis 18P-A (Figura 6) apresentou perda de 

viabilidade inferior a um ciclo log durante o processo de liofilização e ao longo da 

estocagem, mesmo na ausência de crioprotetor e, entre esses, sacarose e trealose se 

destacaram no efeito protetor, uma vez que na presença dos mesmos os decréscimos 

foram ainda menores no número de células viáveis.   

 

 
Figura 5. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus satsumensis 23P3-

L antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos 7, 14 e 30 dias sob refrigeração a 

10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 

10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 

1%  p/v); AMI 1, 2% (amido 1, 1,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em 

salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 
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Figura 6. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus satsumensis 18P-

A antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos T7, 14 e 30 dias sob refrigeração 

a 10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 

10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 

1%  p/v); AMI 1, 2% (amido 1, 1,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em 

salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 

 

Em relação ao isolado L. mali 21U2-A (Figura 7), houve um declínio no número 

de células viáveis de aproximadamente nove ciclos log na ausência de crioprotetor. Na 

formulação com alginato de sódio ou amido houve decréscimo de quatro ciclos log e 

naquelas com leite desnatado, trealose ou sacarose, a diminuição foi de apenas um ciclo 

log após um mês de armazenamento. Para esta linhagem, a perda de viabilidade devido 

à liofilização foi de, no máximo, um ciclo log. Quedas maiores foram observadas 

durante o período de estocagem, dependendo do crioprotetor utilizado. 



50 
 

 

 

Figura7. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus mali 21U2-A antes 

(T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos 7, 14 e 30 dias sob refrigeração a 10
◦
C 

em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 10, 

20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 1%  

p/v); AMI 1, 2% (amido 1, 1,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em salina 

0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 

 

 

Quanto à viabilidade de L. kefiri 24P3I-L (Figura 8), logo após a liofilização 

houve decréscimo de quatro ciclos log na ausência de crioprotetor, de três ciclos log nas 

formulações com alginato de sódio ou amido, de dois ciclos log naquelas com sacarose 

ou trealose e de apenas um ciclo log quando leite desnatado foi utilizado como 

crioprotetor. De maneira geral, houve apenas um pequeno declínio no número de células 

viáveis ao longo do restante do período de estocagem para todos os crioprotetores 

utilizados. 
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Figura 8. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus kefiri 24P3I-L 

antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos T7, 14 e 30 dias sob refrigeração a 

10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 

10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); ALG 0,5, 1% (alginato de sódio 0,5, 

1%  p/v); AMI 1, 2% (amido 1, 1,5% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) e em 

salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 

 

 L. kefiranofaciens 8U-L (Figura 9), após 30 dias sob refrigeração, reduziu em 

quatro ciclos log seu número de células viáveis na ausência de crioprotetor e de um 

ciclo log nas formulações com os demais crioproterores. A viabilidade de L. diolivorans 

1Z-A (Figura 10), apresentou declínio de apenas um ciclo log após um mês de 

armazenamento, mesmo na ausência do crioprotetor. 
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Figura 9. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus kefiranofaciens 

8U-L antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos 7, 14 e 30 diassob 

refrigeração a 10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% 

(leite desnatado 10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); SAC 15, 25% 

(sacarose 15, 25% p/v) e em salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens 

foram feitas em duplicata. 

 

 

 
 

Figura 10. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus diolivorans (1Z-

A) antes (T0), logo após a liofilização (T1) e no tempos 7, 14 e 30 dias sob refrigeração 

a 10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10, 20% (leite desnatado 

10, 20% p/v); TRE 5, 10% (trealose 5, 10% p/v); SAC 15, 25% (sacarose 15, 25% p/v) 

e em salina 0,9% (NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata. 
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De acordo com FRY (1966), os microrganismos podem ser classificados em três 

grupos com base na porcentagem de sobrevivência após a liofilização: estáveis (% 

sobrevivência > 70%); média estabilidade (entre 30 e 70%) e sensíveis (% 

sobrevivência < 30%). Baseando-se nestes critérios, todos os isolados foram estáveis, 

mesmo após um mês de armazenamento, quando liofilizadas com leite desnatado, 

trealose ou sacarose (em ambas as concentrações testadas de cada crioprotetor). Amido 

e alginato de sódio, de uma forma geral, foram associados a uma menor proteção, com 

taxas de sobrevivência próximas às do controle (NaCl 0,9% p/v) para a maior parte dos 

isolados. Na ausência do crioprotetor, os isolados 17U-A, 18P-A, 23P3-L e 1Z 

permaneceram estáveis.  Os percentuais de sobrevivência para cada isolado está 

apresentado nas Tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16. 

 

Tabela 7: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

casei 17U-A logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 85,62 82,41 

SM 20% 89,91 88,71 

TRE 5% 97,97 90,88 

TRE10% 92,16 91,26 

ALG 0,5% 89,90 72,68 

ALG 1% 89,93 85,97 

Amido 2,5% 89,32 84,36 

SAC 15% 94,90 89,38 

SAC 25% 98,36 87,75 

NaCl 0,9% 89,90 73,64 

 

Tabela 8: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

casei 25P-L logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 90,67 87,89 

SM 20% 90,69 88,00 

TRE 5% 92,06 89,75 

TRE10% 91,78 90,65 

ALG 0,5% 82,05 79,74 

ALG 1% 84,12 84,86 

Amido 2,5% 84,12 82,61 

SAC 15% 88,58 85,85 

SAC 25% 90,65 90,15 

NaCl 0,9% 90,04 57,96 
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Tabela 9: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

perolens 11P3-A logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 90,61 88,00 

SM 20% 90,70 87,95 

TRE 5% 91,79 80,41 

TRE10% 91,04 87,75 

ALG 0,5% 76,75 74,55 

ALG 1% 83,57 73,21 

Amido 1% 71,84 64,54 

Amido 2% 81,66 65,50 

SAC 15% 90,61 59,15 

SAC 25% 91,04 72,91 

NaCl 0,9% 71,84 58,72 

 

 

Tabela10: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

perolens 17P2-A logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30)  

Formulações 

 

T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 97,36 94,94 

SM 20% 97,80 95,38 

TRE 5% 98,45 97,29 

TRE10% 97,78 97,29 

ALG 0,5% 84,77 81,49 

ALG 1% 86,02 83,80 

Amido 1% 87,93 82,67 

Amido 2% 86,02 80,29 

SAC 15% 94,47 70,61 

SAC 25% 95,74 82,30 

NaCl 0,9% 67,40 59,03 
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Tabela11: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

satsumensis 23P3-L logo  após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento 

(T30)  

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 99,13 89,45 

SM 20% 93,10 87,95 

TRE 5% 98,59 93,10 

TRE10% 99,33 94,13 

ALG 0,5% 97,29 74,79 

ALG 1% 97,79 74,74 

Amido 1% 79,82 75,10 

Amido 2% 81,77 75,43 

SAC 15% 97,07 95,58 

SAC 25% 96,89 95,56 

NaCl 0,9% 84,63 73,30 

 

 

Tabela12: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

satsumensis 18P-A, logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento 

(T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 97,22 95,10 

SM 20% 98,93 94,93 

TRE 5% 95,81 95,50 

TRE10% 97,41 96,59 

ALG 0,5% 97,41 94,45 

ALG 1% 95,31 93,33 

Amido 1% 94,95 93,46 

Amido 2% 96,23 93,01 

SAC 15% 96,76 95,92 

SAC 25% 98,60 97,44 

NaCl 0,9% 94,81 89,66 
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Tabela 13: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

mali 21U2-A logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 90,02 89,32 

SM 20% 98,35 96,37 

TRE 5% 93,18 87,81 

TRE10% 98,15 94,22 

ALG 0,5% 93,56 52,57 

ALG 1% 93,27 58,37 

Amido 1% 93,56 56,13 

Amido 2% 92,33 43,72 

SAC 15% 87,43 93,81 

SAC 25% 87,54 93,48 

NaCl 0,9% 92,62 20,53 

 

 

Tabela 14: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

kefiri 24P3I-L logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 98,87 96,60 

SM 20% 98,91 92,90 

TRE 5% 100,00 84,77 

TRE10% 90,82 79,44 

ALG 0,5% 78,39 65,33 

ALG 1% 78,50 65,21 

Amido 1% 88,64 80,61 

Amido 2% 88,29 75,82 

SAC 15% 89,98 91,05 

SAC 25% 88,64 82,72 

NaCl 0,9% 60,96 53,58 
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Tabela 15: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

kefiranofaciens 8U-A logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento 

(T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 99,23 97,54 

SM 20% 99,94 97,21 

TRE 5% 95,93 93,00 

TRE10% 100,63 88,98 

SAC 15% 100,00 90,61 

SAC 25% 99,97 88,98 

NaCl 0,9% 91,62 61,19 

 

 

Tabela 16: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

diolivorans 1Z-A logo após a liofilização (T1) e com 30 dias de armazenamento (T30) 

Formulações T1 

(% Sobrevivência) 

T30 

(%Sobrevivência) 

SM 10% 93,97 91,88 

SM 20% 99,86 92,67 

TRE 5% 100,00 94,12 

TRE10% 100,00 95,20 

SAC 15% 99,39 95,40 

SAC 25% 100,00 95,93 

NaCl 0,9% 90,81 88,57 

 

A avaliação da sobrevivência após liofilização de L. satsumensis 18P-A por 180 

dias mostrou perda de viabilidade inferior a um ciclo log durante a liofilização e, ao 

longo de todo o tempo de estocagem (Figura 11), o mesmo efeito foi observado. Na 

ausência do crioprotetor, a perda foi apenas de um ciclo log ao final de 180 dias e em 

termos de percentual de sobrevivência ficou próximo dos 90% (Tabela 17). A adição de 

sacarose, trealose ou leite desnatado elevou este percentual para 94%. Para L. 

satsumensis 23P3-L, independentemente do crioprotetor utilizado, a viabilidade caiu 

cerca de dois ciclos log ao final de 180 dias sendo que na formulação controle a queda 

chegou próximo de quatro ciclos log (Figura 12) e, em termos de percentual de 

sobrevivência, 62% (Tabela 18). A adição dos crioprotetores elevou este percentual para 

valores superiores a 80%. 
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Figura 11. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus satsumensis 

(18P-A) antes (T0) e nos tempos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias sob refrigeração a 10
◦
C 

em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10% (leite desnatado 10% p/v); 

TRE 5% (trealose 5, 10% p/v); SAC 15% (sacarose 15, 25% p/v) e em salina 0,9% 

(NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata.  

 

Tabela 17: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

satsumensis 18P-A logo após a liofilização (T1) e com 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias 

de armazenamento a 10ºC 

                                                                Formulações 

Tempo (dias) SAC 15% TRE 5% SM 10% NaCl 0,9% 

T1 99,71 99,79 100,00 97,98 

T30 95,33 94,14 96,07 92,83 

T60 96,05 93,62 96,18 91,57 

T90 95,45 95,43 96,82 92,90 

T120 95,90 95,08 96,03 93,34 

T150 95,08 95,06 94,03 89,28 

T180 94,96 94,55 94,06 88,53 
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Figura 12. Contagem de células viáveis (log UFC/g) de Lactobacillus satsumensis 

(23P3-L) antes (T0) e nos tempos (T30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) sob refrigeração a 

10
◦
C em diferentes formulações contendo crioprotetores: SM 10% (leite desnatado 10% 

p/v); TRE 5% (trealose 5, 10% p/v); SAC 15% (sacarose 15, 25% p/v) e em salina 0,9% 

(NaCl 0,9% p/v, controle ). As contagens foram feitas em duplicata.  

 

 

Tabela 18: Efeito dos crioprotetores na porcentagem de sobrevivência de Lactobacillus 

satsumensis 23P3-L logo após a liofilização (T1) e com 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias 

de armazenamento  

                                                      Formulações 

Tempo (dias)  SAC 15% TRE 5% SM 10% NaCl 0,9% 

T1 99,79 99,71 99,67 89,62 

T30 95,73 93,50 90,30 79,19 

T60 93,43 88,97 86,96 74,00 

T90 90,82 88,20 86,15 72,99 

T120 87,88 87,15 85,12 70,34 

T150 82,51 82,90 81,18 67,57 

T180 80,98 82,75 81,28 62,76 
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5.2.2 Capacidade de reativação in vitro 

 

 L. casei 25P-L (Figura 13) nas formulações com sacarose 25% e trealose 5% 

(p/v) apresentaram os menores tempos de fase lag e bom rendimento de biomassa (a 

absorbância após 18 horas de incubação alcançou valores bem próximos ao da amostra 

antes da liofilização), mesmo após o armazenamento a 10
o
C por 30 dias. Na ausência de 

crioprotetor, não houve crescimento microbiano após 30 dias de armazenamento.  

L. casei 17U-A (Figura 14) apresentou crescimento similar à linhagem 25P-L 

nas formulações com os crioprotetores sacarose e trealose logo após a liofilização (T1). 

No entanto, o armazenamento por 30 dias afetou de maneira drástica tanto o tempo de 

fase lag, como o rendimento, já que só foi observado um discreto crescimento 

microbiano após 10 horas de incubação na formulação com sacarose 15% p/v. 

L. perolens 11P3-A (Figura 15) e L. perolens 17P2-A (Figura 16) apresentaram 

os melhores resultados nas formulações com leite desnatado e trealose (nas duas 

concentrações testadas). Mesmo na presença desses crioprotetores, houve um extenso 

prolongamento da fase lag após o armazenamento. Porém, nessas formulações, o 

rendimento após 18 horas de incubação foi bem próximo ao da amostra antes da 

liofilização. Na ausência de crioprotetor, não houve crescimento microbiano nem 

mesmo nas amostras recém-liofilizadas (T1).  

Antes da liofilização, L. mali 21U2-A (Figura 17) e L. kefiri 24P3I-L (Figura 18) 

apresentaram pouco crescimento ( absorbância em torno de 1,0 e 0,6, respectivamente). 

Curiosamente, após o processo, a quantidade de biomassa acumulada (em termos de 

medida de absorbância) foi nitidamente superior nas formulações com leite desnatado e 

sacarose para L. mali e leite desnatado para L. kefiri. Em ambas as linhagens, na 

ausência de crioprotetor, não houve crescimento microbiano nos tempos avaliados.  

L. kefiranofaciens 8U-L (Figura 19) apresentou os melhores resultados de 

reativação com sacarose 15 e trealose 10% p/v. Nessas formulações, a quantidade de 

biomassa acumulada (em termos de medida de absorbância) foi próxima àquela obtida 

pela amostra antes da liofilização. Nas demais formulações foi observado pequeno 

aumento de fase lag. 

L. diolivorans 1Z-A (Figura 20) apresentou boa capacidade de reativação, 

mesmo na ausência de crioprotetores. O armazenamento diminuiu a quantidade de 

biomassa acumulada, principalmente na formulação controle (NaCl 0,9%) e leite 

desnatado (ambas as concentrações), mas não aumentou de modo expressivo o tempo de 
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fase lag. Trealose e sacarose preservaram melhor estes dois parâmetros, com destaque 

para as formulações sacarose que apresentaram resultados muito próximos ao da 

amostra antes da liofilização. 

 L. satsumensis 18P-A e L. satsumensis 23P3-L (Figura 21 e Figura 22, 

respectivamente) apresentaram os melhores resultados de reativação dentre todas as 

linhagens testadas. Mesmo na ausência do crioprotetor e após o armazenamento, houve 

crescimento microbiano com rendimento bem próximo ao da amostra antes da 

liofilização. As formulações com sacarose (ambas as concentrações) merecem destaque 

pela preservação extremamente próxima ao da amostra antes do processo, tanto em 

relação ao tempo de fase lag quanto ao rendimento em biomassa.  
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Após 120 dias, L. satsumensis 18P-A manteve a capacidade de reativação de 

maneira muito similar ao observado para a cultura antes da liofilização (T0), mesmo na 

ausência do crioprotetor (Figura 23).  O armazenamento não afetou o tempo de fase lag 

e tampouco a quantidade de biomassa acumulada (em termos de medida de absorbância) 

que foi constatado pela sobreposição das curvas de reativação nos diferentes tempos de 

armazenamento. A capacidade de reativação de L. satsumensis 23P3-L, no entanto, foi 

afetada pelo armazenamento na formulação controle (NaCl 0,9% p/v), com leite 

desnatado e trealose nas quais foi observada progressiva diminuição da biomassa 

acumulada  e aumento da fase lag, quando comparado à cultura fresca (Figura 24 A, B, 

D e E).  A formulação com sacarose, no entanto, melhorou ambos os parâmetros e foi 

pouco afetada pelo armazenamento já que, após 120 dias, houve sobreposição das 

curvas de reativação (Figura 24 C). 

 

                                                                                                               (Continua) 
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Figura 23. Cinética de reativação de Lactobacillus satsumensis 18P-A em caldo MRS a 

37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a 

cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três 

leituras de um experimento realizado. A curva preta (gráfico A) refere-se ao 

experimento realizado antes da liofilização (T0), curvas azuis, vermelhas, verdes, 

amarelas e lilás (gráficos B, C, D e E) referem-se ao experimento realizado nos tempos 

1, 30, 60, 90 e 120 dias após liofilização em NaCl 0,9%(B), SAC 15%(C), TRE 5%(D), 

SM 10% (E). Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,001 e 0,089. 
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Figura 24. Cinética de reativação de Lactobacillus satsumensis 23P3-L em caldo MRS 

a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm 

a cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três 

leituras de um experimento realizado. A curva preta (gráfico A) refere-se ao 

experimento realizado antes da liofilização (T0), curvas azuis, vermelhas, verdes, 

amarelas e lilás (gráficos B, C, D e E) refere-se ao experimento realizado nos tempos 1, 

30, 60, 90 e 120 dias após liofilização em NaCl 0,9%(B), SAC 15%(C), TRE 5%(D), 

SM 10% (E). Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,001 e 0,104. 

 

 

5.3 Avaliação do efeito do processo de liofilização sobre propriedades probióticas 

de Lactobacillus satsumensis 18P-A 

 

5.3.1 Teste de antagonismo in vitro contra bactérias patogênicas 

 

A atividade antagonista in vitro foi avaliada pela produção de substâncias 

antagonistas difusíveis pela amostra L. satsumensis 18P-A liofilizada com sacarose 15% 

ou NaCl 0,9% p/v (controle) contra seis bactérias patogênicas reveladoras. A análise dos 

resultados (Figura 25) mostrou que a liofilização não interferiu na capacidade de 

D 

E 
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inibição do lactobacilo contra os patógenos testados, habilidade esta que já tinha sido 

verificada na cultura fresca. Além disso, o tamanho dos halos de inibição gerados a 

partir da amostra liofilizada com sacarose 15% como crioprotetor foram maiores que 

aqueles obtidos pela amostra liofilizada com NaCl 0,9% (controle). Na Figura 26, são 

mostrados os halos de inibição contra S. Typhimurium e E. coli. 

 
Figura 25. Médias dos halos de inibição (mm) de Lactbacillus satsumensis 18P-A 

liofilizado em sacarose 15% ou NaCl 0,9% contra as bactérias reveladoras P.A 

(Pseudomonas aeruginosa), L.M (Listeria monocytogenes), S.A (Staphylococcus 

aureus), S.T (Salmonella Typhimurium), E.C (Escherichia coli), E.F (Enterococcus 

faecalis).  

 

 

 

 

 

 
Figura 26: Halos de inibição de L. satsumensis 18P-A liofilizado com sacarose 15% 

(SAC) ou NaCl 0,9% (C) e armazenados por 60 dias contra E.coli e S. Typhimurium 

 



87 

 

5.3.2 Capacidade de colonização do trato gastrintestinal de camundongos isentos 

de germe  

 

Os níveis populacionais alcançados pela cultura fresca (CF), recém-liofilizada 

(CLT1) e liofilizada com 45dias (CLT45) nas fezes dos animais gnotobióticos 24 horas 

após a monoassociação foram de 9,23±0,05, 9,23±0,95 e 8,94±0,03Log UFC/g, no 5º 

dia (T5) 9,87±0,09, 9,57±0,10 e 9,68±0,22 Log UFC/g e no 10º dia (T10) 9,95±0,06, 

9,85±0,05 e 9,95±0,13Log UFC/g, respectivamente (Figura 27). Os resultados 

indicaram que a liofilização não interferiu na capacidade de colonização intestinal da 

amostra L. satsumensis 18P-A em animais isentos de germe mesmo após 45 dias de 

armazenamento.  

                                                                                                                 (Continua) 
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Figura 27.  Níveis populacionais de L. satsumensis 18P-A cultura fresca, recém 

liofilizada (T1) e liofilizada com 45 dias de estocagem (T45)  nas fezes dos animais 

gnotobióticos avaliadas 1, 5 e 10 dias após a monoassociação.  Os níveis populacionais 

foram avaliados a partir de diluições em solução salina (NaCl 0,9%) seriadas de fezes 

obtidas dos respectivos animais e expressos como média e desvio-padrão de Log UFC/g 

de fezes. Cada grupo experimental foi composto por quatro animais suíços isentos de 

germe. As barras verticais indicam o desvio-padrão das médias. Comparando-se as 

culturas em cada tempo, letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) 

entre os valores de UFC/g de fezes. Ausência de letras sobre as barras ou presença de 

letras iguais sinalizam inexistência de diferenças significativas (p>0,05).  

 

 

5.3.3 Teste de antagonismo ex vivo contra S. Typhimurium e L. monocytogenes 

 

Não foram observados halos de inibição de crescimento a partir das fezes dos 

animais monoassociados com a cultura fresca, recém-liofilizada e liofilizada com 45 

dias da amostra L. satsumensis 18P-A contra os patógenos S. Typhimurium e L. 

monocytogenes.  
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 Avaliação in vitro do potencial probiótico de Lactobacillus spp. 

 

6.1.1 Teste de sensibilidade ao suco gástrico artificial e aos sais biliares 

 

Para promover os efeitos benéficos como probiótico, o microrganismo deve resistir 

às condições adversas impostas pelo organismo do hospedeiro. O primeiro destes 

desafios é o suco gástrico, que contém as enzimas gástricas digestivas que funcionam 

em um pH extremamente baixo. Por outro lado, a manutenção do pH estomacal numa 

faixa ácida auxilia na proteção do indivíduo contra bactérias patogênicas de origem 

alimentar, uma vez que muitos patógenos são intolerantes a esta condição (Jin et al., 

1998). Os efeitos adversos do baixo pH na fisiologia da bactéria ainda não foram 

completamente entendidos, mas a acidificação interna reduz a atividade de enzimas 

sensíveis, o que resulta em danos para proteínas e para o DNA (Leeber et al., 2008). 

Na literatura, há uma grande variação em metodologias de avaliação de sensibilidade 

microbiana a suco gástrico, no que se refere à formulação simulada do suco gástrico, ao 

pH e ao tempo de exposição (Morelli, 2000; Strompfová et al., 2006; Pacheco et al., 

2010; Pitino et al., 2010; Da Conceição et al., 2013). Neste estudo, foi utilizada uma 

formulação cuja composição e pH são muito próximos ao que é encontrado na secreção 

gástrica natural e o tempo utilizado está dentro da faixa de tempo média para a 

permanência do alimento no estômago que varia de uma a quatro horas (Troncon, 2008) 

A variabilidade de perfil de sensibilidade a suco gástrico entre as linhagens estudadas 

também é grande. No presente estudo, 63% dos isolados mantiveram sua capacidade de 

crescimento (inibição< 40%) após 2 horas de contato com o suco gástrico artificial, em 

pH 2,5. Silva et al., (2013) caracterizaram 31 amostras de lactobacilos para uso como 

probiótico em cães e 58% delas foram resistentes ao pH 2,5 por 3 horas de exposição, 

valor bem próximo ao encontrado no presente trabalho. Zheng et al., (2013), estudaram 

vários parâmetros de avaliação do potencial probiótico de lactobacilos isolados de grãos 

de kefir e a tolerância ao suco gástrico em pH 3,0 e 2,0 durante 3 horas de exposição foi 

utilizado como triagem. Pela avaliação da sobrevivência por contagem de células 

viáveis após o desafio, sete e três linhagens de um total de 10, respectivamente, 

apresentaram boa tolerância nas condições de pH  a que foram expostas. Bao et al., 

(2009) avaliaram a tolerância de 90 cepas de L. fermentum, isolados de produtos lácteos 
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naturalmente fermentados, em pH 3,0, 2,5 e 2,0 por 3 horas de exposição e  trinta e 

cinco, onze e uma amostra, respectivamente, apresentaram boa tolerância nas condições 

testadas. O percentual de linhagens tolerantes ao suco gástrico encontrado neste estudo 

demonstra que é possível selecionar potenciais probióticos para uso humano de fontes 

alimentares. 

Além de ter que tolerar o pH ácido no estômago, os candidatos a probióticos têm 

como desafio os sais biliares intestinais, moléculas anfipáticas com atividade 

antimicrobiana que agem como detergentes, rompendo membranas biológicas (Leeber 

et al.. 2008). A concentração dos ácidos biliares no trato intestinal humano é de 

aproximadamente 0,3% (Walker e Gilliand, 1993). No presente trabalho, 4% e 25% das 

amostras, respectivamente, foram classificadas como resistentes e tolerantes (inibição 

<40% ou 60%≥inibição ≥40%) aos sais biliares. No trabalho de Silva et al. (2013) 45% 

e 47% das amostras, respectivamente, foram resistentes e tolerantes, valores bem 

distantes dos encontrados no presente ensaio. A origem dos lactobacilos pode explicar a 

discrepância entre nossos resultados e os de Silva  et al. (2013) que isolaram os 

microrganismos de fezes caninas, portanto, do trato intestinal desses animais.  É 

esperado que microrganismos isolados desse hábitat sejam muito mais adaptados a esta 

condição que aqueles isolados de matrizes alimentares, como é o caso das nossas 

amostras. No entanto, a sensibilidade a sais biliares varia mesmo entre microrganismos 

isolados de fontes alimentares semelhantes. Todas as amostras (n=10) caracterizadas 

por Zheng et al. (2013) e Golowczyc (2008) (n=11) foram resistentes  a sais biliares na 

concentração de 0,3% enquanto no trabalho de Bao et al., (2009) apenas onze amostras 

(n=90) se enquadraram neste perfil. Em todos os trabalhos foram testados 

microrganismos isolados de alimentos naturalmente fermentados (incluindo os grãos de 

kefir).  

A análise dos nossos resultados mostrou similaridade com o trabalho de alguns 

autores e discrepância em relação ao de outros. Apesar disso, a avaliação da resistência 

ao suco gástrico e a sais biliares mostrou grande poder discriminatório entre as 

linhagens candidatas a probióticos, o que é interessante quando o objetivo é seleção.  

 

6.1.2 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

A determinação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos é de relevância 

na caracterização de candidatos a probióticos para que não sejam selecionados possíveis 
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carreadores de genes de resistência e assim, evitar que estes sejam transferidos a 

microrganismos patogênicos e/ou indígenas de um ecossistema para o qual o probiótico 

se destina (Souza, 2006). As bactérias ácido-lácticas são naturalmente resistentes a 

vários antimicrobianos. Felizmente, para a maior parte dos antimicrobianos de uso 

clínico, esta resistência é codificada por genes que estão localizados no genoma do 

microrganismo e não em plasmídeos ou outros elementos móveis que podem ser 

transferidos (Lee e Salminen, 2009). 

 No presente trabalho, todos os isolados foram resistentes à vancomicina e 

oxacilina. Herreros, Sandoval e González (2005) também encontraram altas taxas de 

resistência à vancomicina e oxaciclina em cepas isoladas de queijo artesanal espanhol 

Em relação à vancomicina, foram encontrados resultados semelhantes nos trabalhos de 

Teuber, Meile e Schwarz (1999), Danielsen e Wind (2003) e Zhou (2005). Do total de 

52 isolados, trinta e nove (75%) foram resistentes à gentamicina.  No trabalho de 

Charteris et al., (1998) a maior parte das amostras testadas foram resistentes a 

gentamicina. Hummel et al., (2007) avaliaram o perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos de amostras de fermento lácteo e detectaram sensibilidade a tetraciclina 

e eritromicina e resistência a gentamicina.  No trabalho de Belletti et al., (2009) grande 

parte das amostras foram resistentes à amicacina, penicilina, oxacilina e vancomicina e 

sensíveis à clindamicina, eritromicina e tetraciclina. Não foi encontrada na literatura 

nenhuma evidência de resistência cruzada entre os antimicrobianos gentamicina e 

amicacina, mas no presente trabalho foi observado que, das 39 amostras resistentes a 

gentamicina, 36 foram resistentes também à amicacina. De forma geral, todos os 

isolados testados apresentaram perfil de suceptibilidade a antimicrobianos dentro do 

esperado para potenciais probióticos.  

 

6.1.3 Antagonismo in vitro 

 

Continuamente, inóculos microbianos patogênicos, carreados pelos alimentos e 

bebidas ingeridos, atravessam o trato digestivo e podem causar doenças de severidade 

diversa. No entanto, nem sempre a ingestão do patógeno ou de sua toxina resulta em 

doença. Uma das explicações para a ocorrência deste fenômeno de proteção no 

hospedeiro é a presença de uma microbiota intestinal que pode eliminar parcial ou 

completamente um patógeno introduzido no trato gastrintestinal (TGI). Este fenômeno, 

denominado resistência à colonização (RC) ou efeito de barreira microbiológico é, em 

parte, explicado pela produção de metabólitos inibitórios (ácidos orgânicos, H2S e 
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H2O2) ou outras substâncias como bacteriocinas ou bacteriocinas-like. (Nicoli & 

Raibaud, 1990; Nicoli & Vieira, 2004). A habilidade de produzir substâncias 

antagonistas é extremamente desejável para um candidato a probiótico, uma vez que se 

espera do mesmo um comportamento similar ao exercido pela microbiota indígena do 

hospedeiro. 

 Na técnica de difusão em sobrecamada, utilizada neste trabalho para verificar a 

capacidade antagonista, as amostras produtoras são mortas pelo vapor de clorofórmio 

antes da adição da camada de ágar semi-sólido inoculado com a bactéria patogênica 

reveladora. Desta forma, o fenômeno de inibição é necessariamente devido à produção 

de substâncias difusíveis liberadas pelos microrganismos produtores durante o seu 

crescimento, que podem ser ácido lático, bacteriocinas, bacteriocinas-like ou a 

combinação destes compostos (Nardi et al. 2005). 

Cerca de 80% dos isolados produziram atividade antagonista contra pelo menos 

quatro bactérias patogênicas reveladoras e, aproximadamente 50% do total de 

lactobacilos testados, produziram halo de inibição contra todos os patógenos testados. 

Resultados semelhantes a estes foram encontrados nos trabalhos de Martins et al.,2006; 

Lin et al., 2007; Guo et al., 2010; Alvim, 2011 e Silva et al., 2013.  A maior parte das 

amostras testadas (cerca de 85%) inibiram o crescimento de S. Typhimurium (S.T), E. 

coli (E.C) , P. aeruginosa (P.A) e S. aureus (S.A) e estas mesmas bactérias foram as 

que apresentaram os maiores halos de inibição. Golowczyc et al. (2008) relataram forte 

poder inibitório de lactobacilos homofermentativos isolados dos grãos de kefir contra S. 

Typhimurium e E. coli.  Uma porcentagem menor (aproximadamente 65%) dos isolados 

apresentou atividade antagonista contra L. monocytogens (L.M) e E. faecalis (E.F). 

Alvim (2011) avaliou a atividade antagonista de lactobacilos suínos e encontrou uma 

menor porcentagem de inibição assim como os menores halos contra L. monocytogens e 

E. faecalis. Resultado semelhantes foi encontrado por Martins et al., 2006. As infecções 

em humanos ou animais causadas por esses microrganismos estão associadas a um 

grande impacto econômico, seja com gastos em saúde pública, seja na pecuária. Há 

muito tempo se discute a utilização de probiótico como alternativa ao uso de 

antibióticos na saúde humana ou animal e os resultados deste ensaio mostraram que a 

maior parte dos isolados testados apresenta potencial para tanto.  
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6.1.4 Teste de hidrofobicidade de superfície celular 

A hidrofobicidade da superfície celular bacteriana é uma característica apontada 

como um importante indicador do potencial de adesão do microrganismo ao epitélio 

intestinal. (Mangoni, 2009). Superfícies hidrofóbicas possuem maior capacidade de 

adesão ao epitélio intestinal, pois a fixação entre microrganismo e epitélio é mediada, 

em partes, por interações desta natureza (Kos et al., 2003). 

O teste de Adesão Microbiana a Solventes (MATS) avaliou a afinidade do 

microrganismo ao xileno, um solvente apolar. Quanto maior a afinidade do 

microrganismo ao solvente, maior seu caráter hidrofóbico e então, maior a tendência de 

adesão ao epitélio, característica esta que é desejada em um microrganismo probiótico. 

Se isso não acontecer, é rapidamente eliminado pelo peristaltismo e pelas correntes de 

fluidos. (Turner, Dritz e Minton, 2001; Tahmourespour et al., 2008).  

       No presente trabalho, a maior parte dos isolados (67%) apresentou superfície 

celular hidrofóbica (MATS >66%). Alvim (2011) e Silva et al., (2013) avaliaram a 

hidrofobicidade de lactobacilos isolados do TGI de porcos e cães, respectivamente. Em 

ambos os trabalhos foram encontradas um percentual baixo de isolados com alta 

hidrofobicidade. Pelletier et al., (1997) investigaram a hidrofobicidade de oito linhagens 

de lactobacilos de três espécies diferentes e relataram baixa hidrofobicidade das 

amostras. No trabalho de Nader-Macías et al. (2008) 92,2% das amostras apresentaram 

baixa hidrofobicidade (MATS< 33%). Golowczyc et al. (2008) classificaram todos os 

lactobacilos isolados dos grãos de kefir como hidrofílicos. Embora a maior parte dos 

trabalhos encontrados na literatura demonstre número maior de lactobacilos com baixa 

hidrofobicidade de superfície celular com os lactobacilos, este trabalho aponta para uma 

direção contrária. Algumas das possíveis explicações para esta discrepância podem ser: 

diferenças nos critérios de classificação entre hidrofóbico, moderadamente hidrofóbico 

e hidrofílico; utilização de solventes apolares diferentes (xileno ou hexadecano, por 

exemplo,) e as fontes de carbono disponíveis no ambiente onde as linhagens foram 

isoladas que podem influenciar a composição da parede celular e consequentemente o 

seu caráter hidrofóbico/hidrofílico, conforme foi mostrado no trabalho de Anderson et 

al., 1990.  
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6.2 Preservação de Lactobacillus spp. selecionados pelos testes in vitro 

 

6.2.1 Avaliação da sobrevivência de Lactobacillus spp. após liofilização e estocagem  

 

Por definição, probióticos devem chegar vivos ao consumidor e para tanto, 

precisam estar contidos num alimento ou numa formulação farmacêutica que ofereça 

estabilidade e permita sua sobrevivência durante todo o período de armazenamento do 

produto. Mas a sobrevida não é o único fator importante para atuação de um probiótico. 

Os níveis populacionais do microrganismo devem ser suficientemente elevados para ter 

um impacto no local onde se espera que ele desenvolva a sua função. Em ecologia 

microbiana, considera-se que um microrganismo poderá agir no ecossistema onde ele se 

encontra somente quando presente em população igual ou superior a 10
7
 células 

viáveis/g do conteúdo (Nicoli & Vieira, 2004). A concentração em células viáveis do 

probiótico deve ser, portanto, ajustada na preparação inicial, levando-se em conta a 

capacidade de sobrevida do microrganismo sem se multiplicar no tubo digestivo e o 

efeito de diluição intestinal de maneira a atingir no mínimo 10
7
 células viáveis/g do 

conteúdo intestinal. Considera-se, portanto, que a concentração em células vivas dos 

probióticos no produto a ser ingerido deve estar pelo menos de 10
8
 a 10

9
 UFC/dose 

diária (Rybka & Fleet, 1997; Vinderola & Renheimer, 2000) 

Dentre as diversas técnicas de preservação de culturas microbianas disponíveis, 

a liofilização merece destaque por sua ampla utilização pela indústria. O método oferece 

inúmeras vantagens, entre as quais podem ser citadas a manutenção da viabilidade por 

longo período e facilidade no armazenamento das culturas após o processo (Strasser et 

al., 2008). Durante a liofilização, as células microbianas estão expostas a injúrias que 

interferem com a integridade e fluidez da membrana plasmática (Schwab et al., 2007), 

desnaturação de proteínas e danos ao DNA (Lievense et al., 1994; Teixeira et al., 1995) 

que podem comprometer sua viabilidade. Estes danos ocorrem principalmente devido 

aos cristais de gelo intracelular formados durante o congelamento da amostra, etapa que 

antecede à sublimação da água. A utilização de crioprotetores reduz o stress físico 

causado à célula microbiana pelo gelo e, portanto, contribuem para o aumento da 

viabilidade após o processo (Li et al., 2011) 

Os crioprotetores usados nos experimentos foram selecionados por serem 

eficientes e mais comumente utilizados para manutenção de viabilidade celular, de 

acordo com dados da literatura científica (Tsvetkov & Brankova, 1983; Castro, Teixeira 
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& Kirby, 1997; Abadias, et al., 2000; Zayed & Roos, 2003; Strasser, et al., 2008; Bolla, 

et al., 2010; Li, et al., 2011; Nivoltez, et al., 2012). 

 No presente trabalho, foi observado que, de maneira geral, a adição dos 

crioprotetores aumentou a taxa de sobrevivência, após liofilização e armazenamento por 

30 dias a 10ºC, em relação ao grupo controle (NaCl 0,9% p/v). Para algumas amostras, 

o efeito benéfico do crioprotetor foi mais evidente, como é o caso da amostra L. mali 

21U2-A  que apresentou taxa de sobrevivência em torno de 96,37% após 30 dias na 

formulação com leite desnatado 20% e, na ausência do crioprotetor, a viabilidade caiu 

para 20,53%. Embora o controle das amostras L. casei 17U-A, L. satsumensis 18P-A e 

23P3-L e L. diolivorans 1Z-A tenham apresentado taxas de sobrevivência superiores a 

70% (portanto consideradas estáveis segundo a classificação de Fry, 1966), na presença 

dos crioprotetores esta alcançou 95% . Estes resultados confirmam a importância do uso 

de substâncias crioproteras nas formulações para liofilização, fato também demonstrado 

por Tsvetkov & Brankova (1983), Leslie et al.. (1995) e Li, et al.  (2011). 

O uso de amido e alginato de sódio resultou nas menores taxas de sobrevivência 

obtidas, exceto para a amostra 23P3-L, para a qual não houve diferença entre a 

porcentagem de sobrevivência do controle e das formulações com esses dois 

crioprotetores. Por essa razão, o uso dessas duas substâncias foi abandonado e as 

amostras L. diolivorans 1Z-A e L. kefiranofaciens 8U-L, as duas últimas a serem 

avaliadas, não foram liofilizadas com tais crioprotetores. Estes resultados são 

corroborados por Champagne & Garder (2001) que relataram baixa taxa de 

sobrevivência após liofilização de Streptococcus thermophilus em alginato de sódio. 

Além disso, a maior parte dos trabalhos publicados na literatura científica imobilizam as 

células microbianas em esferas de alginato de cálcio para posteriormente submetê-las a 

liofilização (Kearney et al, 1990, Lee et al., 2004). No presente trabalho, optou-se por 

avaliar a eficiência do alginato de sódio de uma forma mais simples, apenas pela 

elaboração de uma suspensão microbiana e não pela microencapsulação dos lactobacilos 

em alginato de cálcio. A utilização de amido como crioprotetor para culturas 

microbianas poderia ser uma alternativa interessante pelo seu baixo custo, porém não 

foi encontrado nenhum trabalho na literatura científica que o utilizasse como 

crioprotetor para microrganismos.  

Por outro lado, a adição de leite desnatado, trealose ou sacarose proporcionaram 

taxas de sobrevivência superiores a 85% para todos os isolados testados e número de 

células viáveis superior a 10
8
 UFC/g de produto liofilizado, que foi mantida durante o 
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armazenamento. Li, et al. (2011) estudaram o efeito do leite desnatado, trealose e 

sacarose na viabilidade de Lactobacillus reuteri. Segundo os autores, os melhores 

resultados foram obtidos pela utilização de leite desnatado e trealose, com taxas de 

sobrevivência em torno de 95 e 93%, respectivamente. A viabilidade do microrganismo 

na formulação com sacarose foi quase 90%, resultado igualmente interessante e bem 

próximo aos encontrados no presente trabalho. Tsvetkov & Brankova (1983), avaliaram 

a viabilidade de cepas de Lactobacillus e Micrococcus após liofilização na presença de 

diferentes crioprotetores. As formulações com leite desnatado e sacarose 

proporcionaram as maiores taxas de sobrevivência entre todas as testadas para o 

lactobacilo. Bolla, et al. (2010) estudaram o efeito protetor de leite in natura e de leite 

fermentado (com e sem adição de sacarose e trealose) em uma mistura microbiana 

composta por bactérias e leveduras isoladas dos grãos de kefir. Em relação ao número 

de células viáveis, foi observado efeito protetor satisfatório na formulação com leite e 

nenhum efeito protetor adicional foi obtido pela adição dos dois açucares. Zayed & 

Roos (2004), avaliaram o efeito da sacarose, leite desnatado e trealose, e misturas 

formadas pela combinação dessas substâncias, na viabilidade de Lactobacillus 

salivarius. Logo após a liofilização, os autores relataram taxas de sobrevivência 

inferiores a 40% nas formulações com apenas um dos crioprotetores. No presente 

trabalho, taxas superiores a esta foram alcançadas por todas as amostras mesmo na 

ausência de crioproteção. Zayed & Roos (2004) só conseguiram resultados semelhantes 

ao deste trabalho combinando leite desnatado, sacarose e trealose numa única 

formulação.  

.O sucesso da liofilização depende em grande parte da adição dos crioprotetores 

à formulação e a eficiência de cada agente crioprotetor depende do seu mecanismo de 

proteção. No entanto, já foi demonstrado na literatura que, a sensibilidade ou resistência 

frente à liofilização esta relacionada também à linhagem do microrganismo.  Sob 

circunstâncias comparáveis ou em condições padronizadas, diferentes linhagens da 

mesma espécie podem diferir no seu comportamento durante a liofilização (Lian, Hsiao, 

& Chou, 2002) ou na estocagem (Carvalho et al., 2003). Embora a variabilidade inter-

linhagem tenha sido descrita em alguns trabalhos, poucas explicações foram dadas até o 

momento. Algumas hipóteses foram sugeridas: (I) diferenças na constituição genética 

pode levar a diferenças no fenótipo entre linhagens de Lactococcus lactis (O’Callaghan 

& Condon, 2000) e (II) diferenças na composição da parede celular e membrana 

plasmática, com diferentes pontos de fusão entre os fosfolipídeos, podem causar 
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diferenças entre as linhagens (Selmer-Olsen et al., 1999). No presente trabalho, L. 

satsumensis 18P-A manteve a contagem de células viáveis estável durante 120 dias de 

armazenamento sem adição de crioprotetores, ao contrário de L. satsumensis 23P3-L. 

Embora a diferenciação, em termos de linhagem, não tenha sido realizada para estes 

dois microrganismos, os mesmos foram isolados de amostras de grãos de kefir de 

diferentes localidades (Curitiba e Salvador) e meios de cultivo (água açucarada e leite). 

Portanto, existe uma grande chance de que sejam de linhagens diferentes. Assim, as 

diferenças verificadas na contagem de células viáveis entre as duas culturas podem ser 

devido às hipóteses sugeridas por O’Callaghan & Condon (2000) e Selmer-Olsen et al., 

(1999). 

Os resultados obtidos por este trabalho reforçam a premissa discutida na 

literatura científica, de que todas as condições (incluindo a escolha do crioprotetor) que 

possam afetar a viabilidade da cultura microbiana devem ser testadas caso a caso, isto, 

é, em separado para cada microrganismo que se pretenda preservar. 

 

6.2.2 Capacidade de reativação in vitro 

 

Uma vez ingeridas, uma rápida e eficiente reativação das células probióticas é 

necessária para que elas possam demonstrar os seus efeitos benéficos ao longo da maior 

extensão possível do trato digestivo já que os microrganismos patogênicos podem atuar 

em diferentes porções. Os probióticos são selecionados para sobreviver no trato 

gastrointestinal, mas não são capazes de se multiplicar e de colonizar este ecossistema já 

que a microbiota indígena, ainda que perturbada, é capaz de impedir esta instalação 

(Nicoli & Vieira, 2004). Diante dos fluxos que percorrem o trato digestivo, os 

probióticos se comportam, portanto, como marcadores de trânsito e têm relativamente 

pouco tempo para sua reativação e posterior atuação. O trânsito colônico total normal 

dura de 24 a 48 horas (Magalhães, 2004) e é exatamente este tempo que o probiótico 

dispõe para se reativar no tubo digestivo. 

No presente trabalho, a cinética de reativação foi determinada pela capacidade 

de crescimento (medida da absorbância a 600nm) em caldo MRS a 37ºC durante 18 

horas. Após a liofilização houve uma alteração, em maior ou menor extensão, da 

velocidade e/ou do rendimento do crescimento de todas as linhagens testadas. Ao 

comparar as curvas de crescimento antes da liofilização e após o processo foi percebido, 

de uma forma geral, um prolongamento da fase lag e um menor rendimento de biomassa 
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(medida de absorbância). No entanto, ao comparar a curva controle (NaCl 0,9% p/v) 

com cada um dos crioprotetores foi constatado para  a maioria dos isolados uma 

melhora em ambos os parâmetros. Contudo, esta não ocorreu de maneira uniforme entre 

os isolados testados e, por essa razão, os resultados foram descritos separadamente para 

cada amostra ou agrupados quando os perfis de reativação de dois ou mais isolados 

foram similares. Estes resultados também podem ser explicados pelos diferentes 

mecanismos de ação dos crioprotetores e por características específicas de cada isolado, 

conforme sugerido por O’Callaghan & Condon (2000) e Selmer-Olsen et al., (1999). 

Além disso, pela comparação entre a curva de reativação antes, logo após a 

liofilização e durante diferentes tempos de armazenamento, é possível avaliar, de uma 

forma indireta, a extensão do dano causado à célula microbiana pelo processo de 

desidratação e assim, decidir com base em mais um critério, se o método de preservação 

é adequado ou não àquela cultura. Bactérias do ácido lático além de serem utilizadas 

como probióticos em alimentos funcionais e formulações farmacêuticas, são também 

amplamente utilizadas pela indústria como culturas-iniciadoras na elaboração de 

diversos produtos fermentados e, portanto, é essencial garantir a vitalidade dessas 

culturas após a liofilização e por longo tempo de estocagem (Selmer-Olsen et al. 1999; 

Carvalho et al. 2004; Li et  al., 2011).  

 Se a avaliação da sobrevivência pela contagem de células viáveis fosse o único 

parâmetro para determinar a sensibilidade do microrganismo frente à liofilização, todos 

os isolados testados seriam selecionados já que, a adição de pelo menos um dos 

crioprotetores garantiu quantidade superior a 10
8 

UFC/g do produto liofilizado. No 

entanto, a avaliação da reativação mostrou ser um critério bem mais excludente já que 

um número menor de isolados e crioprotetores foram capazes de preservar de maneira 

satisfatória tal habilidade.  

Resultados semelhantes foram encontrados por Martins et al., (2004) que 

avaliaram a viabilidade e a capacidade de reativação de seis produtos probióticos 

comerciais contendo a levedura Saccharomyces boulardii  e, embora quatro deles 

tivessem apresentado contagem, em UFC/g de produto, condizente para atuação como 

probiótico, apenas um dos produtos apresentou capacidade de reativação satisfatória.  
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6.3 Avaliação do efeito do processo de liofilização sobre propriedades probióticas 

de Lactobacillus satsumensis 18P-A 

 

6.3.1 Teste de antagonismo in vitro da linhagem contra bactérias patogênicas 

 

A avaliação da produção de substâncias antagonistas contra patógenos por 

microrganismos potencialmente probióticos, é realizada na cultura fresca, mas 

raramente é testada no produto manufaturado (Nivoliez et al., 2012). Vários autores já 

relataram a influência dos processos de conservação de culturas microbianas, incluindo 

a liofilização, nas propriedades probióticas dos microrganismos, como tolerância a sais 

biliares e suco gástrico, produção de ácido e peróxido de hidrogênio, atividade 

antagonista contra patógenos, dentre outras (Bolla et al., 2010; Nivoliez, et al., 2012).  

A liofilização não interferiu na capacidade antagonista de L. satsumensis 18P-A 

contra os patógenos testados, habilidade esta que já tinha sido verificada na cultura 

fresca. Bolla et al. (2010) demonstraram que a atividade antagonista contra Shigella 

sonnei foi preservada após liofilização de uma mistura microbiana composta por 

bactérias e leveduras isoladas dos grãos de kefir. Nivoliez et al. (2012) estudaram a 

influência da industrialização nas propriedades probióticas de três formulações 

comerciais contendo Lactobacillus  rhamnosus Lcr 35. Os autores compararam a 

atividade antagonista da cultura fresca e do produto industrializado e demonstraram que 

a atividade antagonista contra S. flexineri e E.coli (ETEC, EPEC) foram mantidas. No 

entanto, para uma das formulações testadas, a capacidade de inibição do lactobacilo foi 

menor para Candida albicans pelo produto industrializado em relação à cultura fresca, 

mostrando claramente a influência negativa do processamento especificamente sobre a 

capacidade de inibição da levedura pelo lactobacilo. 

Adicionalmente, o tamanho dos halos de inibição gerados por L. satsumensis 

18P-A liofilizados com sacarose 15% foram maiores em comparação com aqueles 

obtidos pela cultura controle (NaCl 0,9% p/v). A presença do crioprotetor pode ter 

preservado melhor a capacidade do lactobacilo de produzir a substância(s) 

antagonista(s). No entanto, tal fato carece de uma investigação mais detalhada. 
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6.3.2 Capacidade de colonização do trato gastrintestinal de camundongos isentos 

de germe  

  

Outra característica desejada para um probiótico é a sua capacidade de adesão à 

parede intestinal, permitindo sua permanência, mesmo que transitória, no ecossistema 

intestinal. Muitos mecanismos estão envolvidos na adesão de microorganismos à 

mucosa intestinal, sendo um deles a natureza hidrofóbica da superfície (Vinderola & 

Reinheimer, 2003; Barbosa et al., 2005; Klayraung et al., 2008). Além disso, a 

capacidade de se ligar à superfície de células intestinais é um pré-requisito para o 

desenvolvimento dos mecanismos de ação dos probióticos como a exclusão ou redução 

de aderência de enteropatógenos (provavelmente pela competição pelos receptores que 

seriam utilizados pelos patógenos) e a estimulação do sistema imunológico (Bernet et 

al., Martins et al., 2009). 

Vários autores já relacionaram o fracasso da liofilização com os danos causados 

à parede celular e/ou membrana plasmática do microrganismo durante o processo 

(Wagman 1960; Sinskey & Silverman 1970; Lievense et al. 1994; Castro, Texeira & 

Kirby, 1997). Como a adesão à mucosa intestinal é mediada, em parte, pela superfície 

microbiana, um dano causado a esta estrutura poderia resultar em falha na ligação entre 

microrganismo e o epitélio. (Pérez et al., 1998; Del Re et al., 2000).  

Os modelos animais apresentam como principal vantagem, em relação aos testes 

in vitro, a representação de complexidade mais próxima à realidade presente nos 

organismos aos quais os probióticos se destinam. Logo, a distância de extrapolação dos 

resultados obtidos em testes com animais para o organismo de destino do probiótico (no 

caso, os humanos) é muito menor, permitindo que as expectativas de efeito sejam mais 

confiáveis em relação àquelas obtidas num ensaio in vitro. O modelo de 

monoassociação em animais isentos de germe representa um sistema experimental 

excelente para avaliação do potencial de colonização, pois permite o estudo da 

capacidade de sobrevivência de um único isolado no ambiente gastrointestinal sem a 

interferência e competitividade da complexa microbiota presente no intestino de animais 

(Lee & Mazmanian, 2010). Segundo os critérios estabelecidos pela Organização 

Mundial da Saúde para a seleção de probióticos, após a identificação e seleção in vitro 

de probióticos e antes de ensaios nos organismos aos quais eles se destinam, a utilização 

de modelos animais é recomendada como “padrão-ouro” para a avaliação das 
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características funcionais e de segurança de bactérias potencialmente probióticas 

(FAO/WHO, 2002). 

Portanto, com o objetivo de verificar o efeito da liofilização sobre a capacidade 

de adesão e colonização da amostra L. satsumensis 18P-A, foi feita a monoassociação 

em animais suíços isentos de germe que foram inoculados com a linhagem 18P-A em 

cultura fresca (CF), em formulação recém-liofilizada (CLT1) e em formulação estocada 

por 45 dias após a liofilização (CLT45). Todos os animais receberam uma dose única de 

10
8 

UFC do lactobacilo. Durante 10 dias foram acompanhados os níveis populacionais 

dos isolados nas fezes de animais gnotobióticos, sendo esta medida um indicativo da 

sobrevivência pela passagem do trato gastrointestinal superior e de colonização do 

intestino. 

A análise dos resultados revelou que a liofilização e o armazenamento não 

interferiram na capacidade de colonização intestinal da amostra L. satsumensis 18P-A 

em animais gnotobióticos. Os níveis populacionais nas fezes dos animais permaneceram 

altos, acima de 10
9
 UFC/g, ao longo de todo o período de monoassociação. Houve 

diferença estatística entre o número de células viáveis nas fezes em alguns tempos 

quando comparadas cultura fresca ou cultura recém liofilizada e cultura liofilizada após 

45 dias de estocagem. Essas diferenças não são surpreendentes, se levarmos em 

consideração os resultados do teste de reativação in vitro da cultura 18P-A que 

mostraram uma tendência a aumento de fase lag ao longo do período de armazenamento 

após a liofilização. A cultura liofilizada e armazenada por 45 dias precisou de um tempo 

maior para que sua população chegasse ao mesmo nível populacional alcançado pela 

cultura fresca e recém-liofilizada. No entanto, ao longo do tempo de monoassociação, 

todas as culturas foram capazes de alcançar um nível populacional semelhante e 

suficiente para garantir o efeito probiótico.  

 

6.3.3 Teste de antagonismo ex vivo contra S. Typhimurium e L. monocytogenes 

 

Embora a produção de substância(s) antagonista difusível(eis) tenha sido 

detectada nos testes in vitro pela culturas fresca e liofilizada contra as duas bactérias 

patogênicas, o mesmo não ocorreu no teste ex vivo.  

A produção de metabólitos antimicrobianos demonstrada in vitro, não 

necessariamente se confirma em ensaios in vivo ou ex vivo. Já foi demonstrado que 

estirpes produtoras de substâncias antagonistas in vitro podem não expressar atividade 
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no trato digestivo de animais gnotobióticos (Duval-Iflah et al. 1981). Por outro lado, a 

produção de compostos antagonistas poderia ocorrer nas regiões mais altas do trato 

digestivo, com uma posterior inativação por enzimas proteolíticas ou substâncias 

inibitórias (Bambirra et al., 2007). Curiosamente, um fenômeno contrário foi 

demonstrado no trabalho de Ramaré et al., (1993) no qual foi verificado que uma cepa 

de Peptostreptococcus só exibiu atividade antagonista in vivo, mas não in vitro. Foi 

comprovado que a substância responsável pelo antagonismo precisava sofrer ação 

proteolítica da enzima tripsina para exercer atividade contra C. perfringens 

No entanto, este resultado não impede uma possível ação protetora de L. 

satsumensis 18P-A contra infecções como salmonelose ou listeriose, já que outros 

mecanismos poderiam explicar os efeitos benéficos exercidos por um candidato a 

probiótico. Muitos trabalhos tem sugerido que BAL melhoram a resistência à infecção 

pela modulação do sistema imunológico, aumentando a atividade de macrófagos ou 

aumentando a produção de anticorpos e citocinas (Neumann et al. 2009; 

Perdigon et al. 1999; Matsuguchi et al. 2003; Castanheira et al. 2007; Steinberg, 2012). 

Outra explicação é a competição por sítios de ligação em comum (Forestier et al., 2001) 

ou a regulação da expressão de mucina por BAL, que impedem a adesão de patógenos 

na superfície intestinal e sua posterior translocação (Mack et al., 2007). 
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7. CONCLUSÕES 

 

De um total de 52 culturas pertencentes ao gênero Lactobacillus foram 

selecionadas dez candidatas a probióticos, baseado no perfil de sensibilidade a suco 

gástrico e sais biliares, hidrofobicidade da superfície celular, capacidade antagonista 

contra patógenos e susceptibilidade a antimicrobianos in vitro.     

Todas as 10 culturas selecionadas foram submetidas à liofilização na presença de 

diferentes crioprotetores e apresentaram, em pelo menos uma formulação, após 30 dias 

de estocagem sob refrigeração, contagem de células viáveis suficientes para sua atuação 

como probiótico.  

 O número de células viáveis de Lactobacillus satsumensis 18P-A permaneceu 

estável durante 180 dias de armazenamento a 10ºC e em quantidade superior a 

10
9
UFC/g de produto liofilizado, mesmo na ausência de crioprotetor. A atividade 

antagonista in vitro contra bactérias patogênicas Gram positivo e Gram negativo 

permaneceu inalterada após liofilização e armazenamento da cultura. A liofilização e o 

armazenamento também não interferiram com a sua capacidade de sobrevivência e 

colonização no trato gastrintestinal de animais suíços isentos de germe. Essa linhagem 

possui, pelos motivos citados acima, um potencial probiótico considerável, devendo sua 

funcionalidade ser testada em ensaios in vivo. 

Portanto, para uma seleção mais apropriada de estirpes microbianas probióticas 

de interesse industrial, deve-se fazer tanto a avaliação de aspectos tecnológicos quanto 

funcionais.  
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Figura 13. Cinética de reativação de Lactobacillus casei 25P-L em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a cada 

30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de reativação do 
microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). Símbolos cheios 

indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,003 e 0,112. 
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Figura 14. Cinética de reativação de Lactobacillus casei 17U-A em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a cada 

30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado A curva em preto (T0) refere-se à curva de reativação do 

microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). Símbolos cheios 

indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,006 e 0,047. 
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Figura 15. Cinética de reativação de Lactobacillus perolens 11P3-A em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a 

cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de 
reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). 

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,002 e 0,047. 
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Figura 16. Cinética de reativação de Lactobacillus perolens 17P2-A em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a 

cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de 

reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). 

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,005 e 0,117. 
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Figura 17. Cinética de reativação de Lactobacillus mali 21U2-Aem caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a cada 

30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de reativação do 

microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). Símbolos cheios 

indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,001 e 0,188. 
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Figura 18. Cinética de reativação de Lactobacilluskefiri 24P31-Lem caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a 

cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de 

reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30).  

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,001 e 0,064. 
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Figura 19. Cinética de reativação de Lactobacilluskefiranofaciens 8U-L em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 

600nm a cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva 

de reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). 

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,006 e 0,211. 
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Figura 20. Cinética de reativação de Lactobacillusdiolivorans 1Z-A em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm a 

cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de 

reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). 

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,005 e 0,073. 
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Figura 21. Cinética de reativação de Lactobacillus satsumensis 18P-Aem caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 600nm 

a cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva de 

reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). 

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,001 e 0,076. 
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Figura 22. Cinética de reativação de Lactobacillus satsumensis 23P3-L em caldo MRS a 37ºC. A capacidade de crescimento foi avaliada pela medida da absorbância a 

600nm a cada 30 minutos, durante 18 horas num leitor de ELISA. O resultado é media de três leituras de um experimento realizado. A curva em preto (T0) refere-se à curva 

de reativação do microrganismo antes da liofilização, as curvas em azul referem-se às amostras recém-liofilizadas (T1) e em vermelho àquelas armazenadas por 30 dias (T30). 

Símbolos cheios indicam menor concentração do crioprotetor e os vazios, maior concentração. Os desvios-padrão das médias permaneceram entre 0,002 e 0,058. 


