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Resumo

Lactobacilos e bifidobactérias apresentam um longo histórico de uso seguro em alimentos, além de 
apresentarem características de interesse biotecnológico como a inibição de patógenos. Neste trabalho 
duas linhagens de lactobacilos e uma de bifidobactéria, isoladas do intestino humano, foram avaliadas em 
testes de difusão em ágar, quanto à capacidade de inibição de microrganismos patogênicos de ocorrência 
comuns em toxinfecções alimentares. Adicionalmente, foram avaliados os metabólitos produzidos em 
caldo de cultivo estático e em agitação para simular condições de anaerobiose a aerobiose, respectivamente. 
As três bactérias, L. acidophilus LA5, L. plantarum DCTA 8420 e B. lactis DCTA 8724 apresentaram 
capacidade de inibição para S. aureus FRI 196 linhagem produtora de toxinas A e D, assim como para 
B. cereus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e S. Enteritidis, cujos halos de inibição apresentaram em 
média 24 mm de diâmetro. No método de difusão em ágar com meio de cultivo concentrado, foi possível 
observar o efeito do oxigênio sobre a produção de substâncias tóxicas aos microrganismos indicadores, 
evidenciando que Lactobacillus cultivados em aerobiose, parece produzir metabólitos com maior efeito 
inibitório, enquanto que, para a linhagem de Bifidobacterium, o efeito foi oposto.
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Abstract

Lactobacilli and bifidobacteria have a long history of safe use in foods. These bacteria have 
biotechnological characteristics of interest such as the inhibition of pathogens. In this work, two 
lactobacilli strain and a bifidobacterium strain isolated from human gut were evaluated concerning 
to their ability to inhibit pathogenic microorganisms in foods by diffusion agar tests. Moreover, 
we assessed the metabolites produced in culture broth under static and shaking growth to simulate 
anaerobiosis and aerobiosis conditions, respectively. L. acidophilus LA5, L. plantarum DCTA 8420 and 
B. lactis DCTA 8724 showed ability to inhibit S. aureus FRI 196, strains producer toxins A and D, as 
well as B. cereus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 and S. Enteritidis, whose inhibition halos reached, 
on average, 24 mm in diameter. In the agar diffusion method with concentrated culture medium, it was 
possible to observe the effect of oxygen on the production of toxic substances. This result showed that 
cultivation of Lactobacillus under aerobic conditions seems to exert greater inhibitory effect, whereas 
for Bifidobacterium strain the effect was the opposite.
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Introdução

As bactérias do ácido lático (BAL) desempenham 
um importante papel na produção de alimentos, 
por favorecerem características sensoriais e 
tecnológicas, além de promoverem a conservação 
destes, devido à competição e inibição da microbiota 
deteriorante e/ou agentes patogênicos (JACOBSEN 
et al., 1999; NAIDU; CLEMENS, 2000; MADERA 
et al., 2003). 

Historicamente, a indústria de lácteos tem 
utilizado bactérias lácticas nos mais variados 
produtos, como culturas iniciadoras ou adjuntas 
em leites fermentados, queijos e soro de queijo 
(PRASAD; GODEKER, 1991; MENÉNDEZ et al., 
2004). Além disso, muitas destas BAL apresentam 
características probióticas; uma propriedade cada 
vez mais valorizada, devido aos efeitos benéficos 
que estes microrganismos promovem na saúde 
do seu hospedeiro. Na indústria de cárneos, BAL 
são utilizadas para fermentação de embutidos e 
contribuem no desenvolvimento de sabor, bem 
como na preservação destes alimentos inibindo 
microrganismos patogênicos, como Staphylococcus 
aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., 
Bacillus spp., Pseudomonas spp. e bactérias do 
grupo coliforme (SCHILLINGER; KARL LUCKE, 
1989; GUEDES NETO et al., 2005). 

Quanto à eficiência de fermentação o gênero 
Lactobacillus é o mais difundido, entretanto, 
Bifidobacterium tem sido muito empregado como 
cultura adjunta. Ambos os gêneros são comumente 
associados à promoção de efeitos benéficos. 
Bifidobactérias (BF) são comumente aceitas 
como membros do grupo BAL, embora sejam 
filogeneticamente distantes deste grupo, devido à 
presença de frutose 6-fosfato fosfocetolase (P6PPK), 
responsável pela fermentação de hexoses, produção 
de ácido lático e ácido acético na proporção 2:3, 
enquanto que no metabolismo de Lactobacillus 
ocorre principalmente produção de ácido láctico. 
Além disso, o maior teor (% em mol) de guanina e 
citosina no DNA de bifidobactérias, que variam de 

55 a 67%, é particularmente diferente do conteúdo 
do DNA de Lactobacillus, um membro típico de 
BAL (HOLZAPFEL; STILE, 1997; GOMES; 
MALCATA, 1999; AKIMOV; SIDARENKA; 
NOVIK, 2008; COSTA, et al., 2011). 

A capacidade de exclusão ou redução de 
enteropatógenos demonstrada por muitas linhagens 
de BAL e bifidobactérias é uma das características 
mais importantes atribuídas a estes microrganismos, 
do ponto de vista da ciência e tecnologia de alimentos, 
pois está diretamente relacionada à capacidade de 
produzir e tolerar elevadas concentrações destes 
metabólitos, favorecendo a competição com 
outros microrganismos num dado ecossistema. Em 
geral este efeito é associado à produção de ácidos 
orgânicos, bacteriocinas, peptídeos bacterianos 
ou proteínas ativas (JIN et al., 1997; WALKER; 
DUFFY, 1998; CLOSE, 2000).

Nos últimos anos, a busca por qualidade de vida 
associada a hábitos saudáveis como a melhora da 
alimentação e da saúde de modo geral, promoveu 
naturalmente o interesse por estes microrganismos, 
devido aos efeitos benéficos que exercem sobre 
o metabolismo do hospedeiro, bem como na 
tecnologia de fermentações. Assim, o mercado de 
BAL e BF se mantém promissor e é foco de constante 
investigação. Este trabalho teve como objetivo 
avaliar as propriedades antagônicas in vitro, de 
linhagens de Lactobacillus acidophilus comercial, 
L. plantarum e de Bifidobacterium lactis, isoladas 
do intestino humano, contra microrganismos 
patogênicos e avaliar o efeito do oxigênio sobre o 
metabolismo destas culturas quanto à produção de 
substâncias inibitórias.

Material e Métodos

Manutenção e cultivo dos microrganismos 

Foram utilizadas três bactérias, Bifidobacterium 
lactis (DCTA 8724), Lactobacillus plantarum 
(DCTA 8420), isoladas de fezes de crianças 
saudáveis, e avaliadas quanto ao potencial probiótico 
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por Pozza (2006) e Lactobacillus acidophilus 
(LA5/C. Hansen), além de quatro microrganismos 
indicadores, patogênicos potenciais: Bacillus 
cereus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 
25922, Staphylococcus aureus FRI196 produtor de 
enterotoxina A e D e Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Enteritidis, os dois últimos isolados 
de surtos no Estado do Paraná. 

As BAL e BF foram inoculadas em LDR 
(Leite desnatado reconstituído, esterilizado) 10%, 
incubado a 37°C/24 h. Tal procedimento foi repetido 
duas vezes utilizando 1 mL do inóculo anterior para 
completa ativação da cultura. Promoveu-se diluição 
seriada utilizando água peptonada tamponada 0,1% 
(Oxoid, Cambridge, UK) e contagem de UFC/mL 
pela técnica de semeadura em profundidade em 
ágar MRS (De Man Rogosa and Sharpe, Oxoid, 
Cambridge, UK). As placas foram incubadas a 
37°C/48 h. Lactobacillus e Bifidobacterium foram 
cultivadas em aerobiose e anaerobiose (Anaerobac, 
Probac. São Paulo, Brasil) Os microrganismos 
patogênicos foram cultivados em ágar Mueller 
Hinton (Oxoid, Cambridge, UK), plaqueamento em 
superfície a 37°C/ 24 h.

Inibição pelo método de multicamadas

Utilizou-se metodologia descrita por Bevilacqua 
et al. (2003) e Garcia (1999), com algumas 
modificações. Adicionou-se 7 mL de ágar MRS 
1,2% (P/V), seguido de 7 mL de ágar MRS 0,8% 
(P/V) inoculado com 1 mL de cada bactéria 
(lactobacilos ou bifidobactéria) previamente diluído 
em água peptonada tamponada, visando atingir 
contagem não superior à 1x102 UFC/mL. Incubou-se 
a 37°C/48 h em aerobiose. O mesmo procedimento 
foi efetuado em anaerobiose (Anaerobac, Probac. 
São Paulo, Brasil). Após 48 h, adicionou-se sobre o 
meio semi-sólido 7 mL de ágar nutriente 0,8% (P/V) 
com 200 µL do microrganismo indicador utilizando 
espalhamento em superfície, cuja contagem foi 
estabelecida na faixa de 105 a 106 UFC/mL. Incubou-
se em aerobiose por 24 h a 37°C e observou-se 

presença ou ausência de halos de inibição em volta 
de cada colônia de BAL ou bifidobactéria. 

Inibição pelo método de difusão em ágar

Para observar o efeito do oxigênio na inibição 
dos patógenos, as duas linhagens de Lactobacillus 
e a linhagem de Bifidobacterium foram cultivados 
em caldo MRS sob agitação, simulando condições 
de aerobiose (Ae) e cultivo estático em frascos 
tipo Erlenmeyer vedados com rolhas de borracha 
visando simular ambiente com ausência de O2 ( An). 

Cada frasco foi adicionado com 100 mL de 
caldo MRS e inoculado com 10% (v/v) de cultivos 
recentes de BAL ou BF e incubado a 37°C/72 h nas 
duas condições descritas anteriormente. Após 72 
horas o meio foi centrifugado a 8000 RPM a 5°C/10 
min. O sobrenadante foi concentrado em liofilizador 
(BOC Edwards- LP3, S. Paulo, Brasil), reduzindo 
em 10 vezes o volume. Este material foi utilizado no 
teste de difusão em ágar. Para efeito de comparação, 
utilizou-se também este material neutralizado a pH 
7,0 por adição de NaOH (4 mol/L).

Foram preparados placas de Petri com ágar 
Mueller Hinton (Oxoid, Cambridge, UK). 
Espalhou-se 200 µL do microrganismo patogênico 
(105 a 106 UFC/mL) em superfície. Foram feitas 
três perfurações de 6 mm de diâmetro, nas quais 
foram adicionados 50 µL de cada sobrenadante 
concentrado, aguardando difusão do material no 
ágar durante a incubação a 37°C/24 h. Os halos de 
inibição formados, foram mensurados utilizando 
um paquímetro (Tesa, Curitiba, PR). Todos os 
experimentos foram efetuados em triplicata.

Resultados e Discussões

As bactérias lácticas e bifidobactéria cultivadas 
em ágar em condições de aerobiose (Ae) ou 
anaerobiose (An) inibiram os quatro microrganismos 
indicadores no teste de antagonismo pelo método de 
multicamadas, conforme observado pela ausência 
de crescimento do microrganismo indicador em 
volta de todas as colônias de BAL ou BF (Tabela 1). 
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Tabela 1. Inibição de S. aureus, B. cereus, E. coli e S. Enteritidis por bactérias lácticas e bifidobactéria cultivadas em 
ágar sob aerobiose ou anaerobiose no teste de multicamadas.

S. aureus B. cereus E. coli S. Enteritidis
Ae An Ae An Ae An Ae An

L. plantarum + + + + + + + +
L. acidophilus + + + + + + + +

B. lactis + + + + + + + +
Controle - - - - - - - -

Ae: Agitação, condição simulada de Aerobiose, An: Estático, simulação de anaerobiose; + Zonas claras com ausência do patógeno 
em volta da colônias de BAL ou BF; – Ausência de inibição no controle com ágar MRS isento de BAL ou BF
Fonte: Elaboração dos autores.

Relatos do efeito antagônico de BAL ou 
BF sobre patógenos comuns em alimentos são 
frequentes alvos de investigação. Pereira e Gómez 
(2007) relataram inibição de E. coli e S. aureus por 
L. acidophilus, Lahtinem et al. (2007) observaram 
inibição de S. aureus, Salmonella spp. e E. coli 
por linhagens de Bifidobacterium, Uraz, Simsek e 
Maras (2001) e Guedes Neto et al. (2005) relataram 
a inibição de microrganismos indicadores por BAL 
isoladas de queijo artesanal e leite cru. Vaughan, 
Caplice e Looney (1994); Brashears e Durre (1999) 
e Chioda et al. (2007) também observaram ação 
antagonista de algumas BAL contra Salmonella 
spp. e E. coli O157:H7, S. aureus, Listeria inócua e 
Pseudomonas fragi. Muitos destes autores atribuem 
o efeito inibitório à produção de ácidos orgânicos, à 
produção de peróxido de hidrogênio ou bacteriocinas, 
substâncias características do metabolismo destes 
microrganismos; daí a importância e interesse da 
utilização destas bactérias em alimentos e como 
integrantes da microbiota humana e animal. 

Durante a fermentação em meio liquido, o caldo 
MRS esterilizado, apresentou pH 6,5, os cultivos 
com BAL e/ou BF atingiram valores médios de 
4,3 e 4,1 após 72 horas sob agitação e estático, 
respectivamente. Quando o meio foi concentrado 
os valores de pH tiveram médias de 4,1 e 3,9 para 
as duas condições avaliadas para quaisquer das 
três bactérias. 

Nos testes de difusão em ágar, os halos formados 
por ação do sobrenadante concentrado, fermentado 
por L. acidophilus LA5, L. plantarum DCTA 
8420 ou B. lactis DCTA 8724 contra os quatro 
microrganismos patogênicos são dados na Tabela 
2. Nota-se que todas as bactérias produziram 
substâncias capazes de inibir os patógenos em 
teste, formando halos de 20 a 32 mm (Figuras 1, 
2 e 3). O teste de difusão em ágar é considerado 
semi-quantitativo para substâncias puras ou 
misturas como extratos biológicos (NCCL, 2005), 
e se mostrou uma alternativa viável para investigar 
o potencial de inibição destas culturas, sobre 
microrganismos indicadores. 

Tabela 2. Atividade antimicrobiana de substâncias produzidas por BAL e BF em caldo MRS concentrado, cultivado 
com e sem agitação contra microrganismos indicadores.

S. aureus B. cereus E. coli S. Enteritidis
Ae An Ae An Ae An Ae An

L. acidophilus 23 23 30 27 29 25 27 21
L. plantarum 26 24 27 26 32 25 26 25
B. lactis 20 26 25 28 25 26 24 24
Controle - - - - - - - -

Ae: Agitação (Aerobiose), An: Estático (Anaerobiose). 
Valores do diâmetro dos halos de inibição média de três repetições (mm);    - Ausência de inibição
Fonte: Elaboração dos autores.
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Os meios de cultura não concentrados 
produziram halos menores (dado não mostrado), se 
comparados ao material concentrado, evidentemente 
a concentração das substâncias aumentou a 
efetividade do antagonismo. Adicionalmente, o 
meio produzido por BAL e BF, concentrado e 

neutralizado a pH 7,0 não apresentou nenhuma 
inibição para quaisquer dos patogênicos avaliados 
(Figura 2B). A neutralização do meio parece 
inativar a substância inibidora. Indicando que neste 
caso, a produção de ácidos a partir da fermentação 
das BAL e BF, parece ser o fator chave no potencial 
antimicrobiano. 

Figura 1. A) Inibição de Salmonella Enteritidis por Lactobacillus acidophilus LA-5; B e C) inibição de E. coli 
ATCC25922 e Bacillus cereus, respectivamente por L. plantarum DCTA8420 e D) inibição Staphylococcus aureus 
FRI 196e por Bifidobacterium lactis DCTA8724. Todos os testes BAL e BF cultivadas sob agitação (Ae) e estático 
(An).

Ae: Aerobiose, An: anaerobiose
Fonte: Elaboração dos autores.

A inibição de patógenos por BAL e BF pode 
ser atribuída à presença de ácidos na forma não 
dissociada, que deste modo atravessam a membrana 
celular interferindo na sua permeabilidade e, 
portanto, inibindo o transporte ativo e promovendo 
a acidificação do conteúdo celular (CLIVER; 
MARTH, 1990). Nestes microrganismos, os ácidos 
láctico e acético são os principais responsáveis pelo 
efeito antagônico (GUEDES NETO et al., 2005; 
JIN; MARQUARDT; BAIDOO, 2000). 

Lahtinen et al. (2007) estudaram o efeito inibitório 
de Bifidobacterium isoladas de fezes de indivíduos 
idosos sobre S. aureus e enfatizam que para estas 
linhagens é mais comum a produção de ácidos 
orgânicos como antimicrobianos e acrescentam 
ser incomum a produção de substâncias de outra 
natureza. A Literatura reporta que a atividade de 
bacteriocinas não é comumente afetada de forma 
tão drástica pelo aumento do pH (BEVILACQUA 
et al., 2003) e que a sua atividade ocorre em pH de 2 
a 10, embora, a efetividade diminua a pH extremos 
(BROMBERG et al., 2006).

Quanto ao efeito do oxigênio sobre os cultivos; 
de modo geral, L. acidophilus e L. plantarum em 
aerobiose promoveram maior inibição dado à 
formação de maiores halos, enquanto que o efeito 
oposto foi observado para o Bifidobacterium lactis 
(Tabela 2, Figuras 1 e 3). O crescimento das bactérias 
em agitação ou estático cujas condições simulam 
ambientes com aerobiose ou anaerobiose parece 
influenciar no índice de inibição. Condon (1987) 

sugere algumas rotas metabólicas comuns em BAL 
em condições de presença ou ausência de oxigênio. 
Também Sakamoto e Komagata (1996) avaliaram 
o efeito da aeração na concentração de produtos 
finais do metabolismo em várias espécies de BAL 
e observaram a produção de lactato em maior 
concentração sob anaerobiose, produção de etanol 
em concentrações iguais ou superiores nos cultivos 
em aerobiose e anaerobiose respectivamente, e 
acetato como produto final majoritário para BAL 
em aerobiose. 
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Figura 2. A) Inibição de B. cereus por substâncias 
produzidas por: 1- L. acidophilus LA5; 2- L. plantarum 
DCTA 8420; 3- B. lactis DCTA 8724 e B): Mesma análise 
com substâncias neutralizadas a pH 7,0. 

Fonte: Elaboração dos autores.

Martins et al. (2006), atribuíram maior efeito 
inibitório de BAL cultivados em anaerobiose na 
inibição de E. faecalis. Aqui, o maior efeito inibitório 
foi dado por linhagens de lactobacilos em aerobiose. 
Enquanto a linhagem B. lactis apresentou maior 
efeito antagônico quando cultivada em anaerobiose.

Para todos os experimentos um controle sem 
inóculo foi utilizado para observação do possível 
efeito dos constituintes do meio de cultura sobre 
o desenvolvimento dos microrganismos em teste, 
porém não se observou qualquer efeito inibidor 
dos microrganismos indicadores nesta condição 
(Tabelas 1, 2 e Figura 3).

O antagonismo promovido por L. plantarum 
DCTA 8420 e B. lactis DCTA 8724 isoladas do 
intestino humano, são encorajadores, e tem um papel 
importante na ciência e tecnologia de alimentos, 
pois está diretamente relacionado à capacidade de 
produzir e tolerar concentrações elevadas de ácidos 
ou bacteriocinas, permitindo a inibição de outros 
microrganismos e favorecendo a competição num 
dado ecossistema. Isso reafirma a importância 
de se isolar e caracterizar estes microrganismos, 
sobretudo, com relação à saúde pública, já que a 
habilidade de produzir compostos antimicrobianos e 
promover a atividade antagonista contra patógenos 
potencializa a caracterização destes como linhagens 
probióticas.

Figura 3. Halos de inibição com cultivo de L. plantarum 
DCTA 8420 em agitação (Ae), estático (An), inibindo 
S.aureus FRI 196e, e (C) controle com meio de cultivo 
concentrado, não inoculado.

                Fonte: Elaboração dos autores.

A utilização de culturas lácticas, que apresentam 
comprovada atividade antimicrobiana, na produção 
de alimentos fermentados torna esses produtos 
mais seguros ao consumidor, bem como aumentam 
a sua vida de prateleira, uma vez que inibem o 
crescimento de microrganismos deteriorantes e/
ou patogênicos. Quando estas linhagens exibem 
também outras características probióticas, o 
potencial para aplicação dos mesmos na indústria 
de alimentos é ampliado, o que favorece tanto as 
pesquisas acadêmicas quanto o desenvolvimento de 
produtos em nível industrial. 
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