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RESUMO 

O soro contém bactérias ácido lácticas que podem trazer benefícios a saúde. 

Investigou-se o isolado Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 proveniente do soro de 

queijo bubalino, de modo a identificar seu potencial como candidato a probiótico. Sua 

inocuidade foi avaliada através da atividade hemolítica, presença da enzima 

gelatinase e sua susceptibilidade a antimicrobianos. Avaliou-se a produção de 

exopolissacarídeos (EPS), formação de biofilme e atividade antimicrobiana. A 

tolerância ao trato gastrointestinal (TGI), capacidade de adesão e as capacidades de 

agregação e hidrofobicidade foram determinadas. A microencapsulação do isolado 

foi avaliada em alginato de sódio. L. paracasei 12B0-2 não apresentou atividade 

hemolítica ou produção de gelatinase e foi sensível a maioria dos antimicrobianos 

testados. Produziu EPS, apresentou moderada formação de biofilme e uma atividade 

antimicrobiana promissora. Suas células foram tolerantes, apresentando 99,46 % de 

sobrevivência ao término do TGI simulado. Apresentou 75,82 % de adesão às células 

Caco-2, 38,29 % de autoagregação, 38,36 % de coagregação com Escherichia coli 

ATCC 10536 e 35,83 % com Listeria monocytogenes ATCC 7644. Teve 15,9 % de 

hidrofobicidade com n-hexadecano e 14,41 % com xileno. Por fim, suas células 

microencapsuladas apresentaram 93,89 % de sobrevivência ao TGI. Concluindo que 

L. paracasei 12B0-2 tem potencial como bactéria probiótica, podendo ser aplicado 

em matriz alimentar e como suplemento em formulações farmacêuticas. 

 

Palavras chave: inocuidade, Lacticaseibacillus, microbiologia, probiótico, soro de 

queijo de búfala. 
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ABSTRACT 

Whey contains lactic acid bacteria that may provide health benefits. The isolate 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 from buffalo cheese whey was investigated in 

order to identify its potential as a probiotic candidate. Its harmlessness was evaluated 

through hemolytic activity, presence of the gelatinase enzyme and its susceptibility to 

antimicrobials. The production of exopolysaccharides (EPS), biofilm formation and 

antimicrobial activity are considered. Gastrointestinal tract (GIT) tolerance, adhesion 

capacity, and aggregation and hydrophobicity capabilities were determined. 

Microencapsulation of the isolate was evaluated in sodium alginate. L. paracasei 12B0-

2 did not show hemolytic activity or gelatinase production and was sensitive to most of 

the antimicrobials tested. It produced EPS, showed moderate biofilm formation and 

promising antimicrobial activity. Its cells were tolerant, showing 99.46 % survival at the 

end of the simulated GIT. It showed 75.82 % adhesion to Caco-2 cells, 38.29 % 

autoaggregation, 38.36% coaggregation with Escherichia coli ATCC 10536 and 

35.83% with Listeria monocytogenes ATCC 7644. It had 15.9% hydrophobicity with n-

hexadecane and 14.41% with xylene. Finally, its microencapsulated cells had 93.89% 

GIT survival. Concluding that L. paracasei 12B0-2 has potential as a probiotic bacteria, 

which could be applied in food matrix and as a supplement in pharmaceutical 

formulations. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O leite bubalino é uma excelente fonte nutricional e seu consumo, apesar 

de ainda pouco difundido em nosso país, vem crescendo e tornando possível a 

presença de diferentes apresentações de queijos e até mesmo iogurtes nos 

mercados. Tendo em vista o aumento na produção de queijos bubalinos, o soro 

resultante dessa produção acaba sendo um resíduo, que é descartado, acarretando 

um importante problema ambiental. Considerando o impacto ambiental desse resíduo, 

tem se buscado alternativas para o uso desse soro. 

O soro de queijo é um excelente substrato para a fermentação de bactérias 

ácido lácticas (BAL), que apresentam potenciais probióticos, trazendo diversos 

benefícios para a saúde humana e animal. As BAL vêm sendo muito estudadas e 

apresentam resultados promissores que demonstram seus benefícios no estímulo do 

sistema imunológico. Elas podem auxiliar na diminuição dos níveis de colesterol e da 

glicemia, trabalhando na prevenção e tratamento de doenças como o diabetes, a 

hipertensão, a depressão e até mesmo o câncer. 

Esses microrganismos vêm sendo empregados na produção de alimentos 

e utilizados como suplementos alimentares. Para isso, é importante ressaltar que os 

probióticos são selecionados com base em sua segurança e aplicação, motivo pelo 

qual são escolhidos ensaios que demonstrem sua capacidade de adaptação e 

tolerância ao trato gastrointestinal, além de avaliar sua inocuidade e identificação, 

possibilitando um consumo seguro. Ainda, seu potencial funcional pôde ser avaliado 

pelas análises de sua atividade antimicrobiana contra patógenos, que comprovaram 

sua capacidade de promoção da saúde ao inibir outros microrganismos. 

Considerando a importância do estudo e prospecção de novos isolados 

autóctones da matriz alimentar leite-soro de búfala. O presente estudo buscou avaliar 

o potencial probiótico de uma BAL, isolada de soro de queijo bubalino. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o potencial probiótico da bactéria Lacticaseibacillus paracasei 

12B0-2 proveniente do soro de queijo de búfala. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

2.2.1. Avaliar a inocuidade e o potencial antimicrobiano da bactéria 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2. 

2.2.2. Avaliar o potencial probiótico, por meio da avaliação da manutenção e 

viabilidade celular da bactéria Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 em 

condições que simulem o trânsito no trato gastrointestinal em conjunto 

com sua capacidade de autoagregação, coagregação, hidrofobicidade e 

adesão às células Caco-2. 

2.2.3. Determinar a viabilidade e tolerância às condições do trato 

gastrointestinal com aplicação de uma melhor aplicação tecnológica para 

contagem e o uso de metodologias de microencapsulação. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1. Propriedades do leite de búfala 

O búfalo, cientificamente conhecido como Bubalus bubalis, é a principal 

fonte de leite e carne em vários países, tornando-se um animal economicamente 

importante (Khan et al., 2022). Houve um aumento notável na produção total de leite 

de búfalas e foi possível observar um aumento populacional constante do rebanho 

bubalino a uma taxa de 1,65 % ao ano nas últimas cinco décadas (Du et al., 2020). 

Atualmente, mais de 97 % da população mundial de búfalos está na Ásia. 

No entanto, apesar dessa predominância, a produção de leite e derivados tem se 

popularizado, se espalhando e tornando o Bubalus bubalis uma importante espécie 

leiteira no mediterrâneo e em alguns países da África e América do Sul (Hernández-

Castellano et al., 2019; Eldawy et al., 2021). Na Europa, os países que produzem as 

maiores quantidades de leite de búfala são Itália, Alemanha, Bulgária, Grécia e 

Turquia. Já na América do Sul, o Brasil tem a maior produção (Freitas et al., 2020). 

Com o maior rebanho no ocidente, o Brasil, de acordo com a Associação Brasileira de 

Criadores de Búfalo (ABCB, 2022), possui aproximadamente 3 milhões de búfalos. 

Entre eles, em torno de 70 mil encontram-se no estado do Rio Grande do Sul, segundo 

a Associação Sulina de Criadores de Búfalos (ASCRIBU, 2022). 

A qualidade do leite é o fator mais importante para o sucesso de sua 

industrialização. O leite de búfala tem mostrado maior rendimento na produção de 

derivados e o queijo muçarela de búfala já estabeleceu um mercado com futuro 

promissor no Brasil (Godinho et al., 2020). 

Os búfalos costumam produzir entre 1.500 e 4.500 litros de leite por 

lactação e podem ter uma vida produtiva longa, fornecendo bezerros até os 20 anos 

de idade (FAO, 2023). Além disso, a produção de leite bubalina corresponde a 15 % 

da produção total de leite mundial, sendo a segunda maior produção leiteira 

(FAOSTAT, 2022). 

No entanto, mesmo com uma baixa produção, a qualidade e rendimento do 

leite demonstram seus benefícios. Ao ser comparado com o leite de vaca, o leite de 

búfala tem um maior valor nutricional e é caracterizado por uma composição rica em 

gordura, proteínas, aminoácidos, vitaminas e minerais, além de possuir uma maior 

predominância de ácidos graxos insaturados, bem como uma menor concentração de 

fosfolipídios e colesterol (Chen et al., 2020; Hao et al., 2021; Khan et al., 2022). 
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Um estudo realizado por Godinho et al. (2020) caracterizou os padrões de 

qualidade do leite cru de búfalas em propriedades do estado do Rio Grande do Sul e 

encontrou 5,5 g/100 g de teor de gordura, 4,06 g/100 g de proteína, 9,96 g/100 g de 

sólidos não gordurosos, 1,034 g/mL de densidade, uma acidez de 16 ºD, um ponto de 

congelamento de -0,527 ºC, 5,07 g/100 g de lactose e 0,161 g/100 g de cálcio. 

Ao avaliar a microbiota do leite bubalino Luziatelli et al. (2023) encontraram 

às famílias: Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Moraxellaceae e 

Enterobacteriaceae dentro de Proteobacteria; Corynebacteriaceae dentro de 

Actinobacteria; Lactobacillaceae e Streptococcaceae dentro de Firmicutes. 

As bactérias ácido lácticas (BAL) são a população bacteriana dominante no 

leite de búfala cru, sendo mais comumente encontrados os Lactobacillus, 

Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus. Dentre essas, as 

principais espécies de Lactobacillus isoladas do leite bubalino e que possuem 

propriedades probióticas são Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, 

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus kefiranafaciens 

(Vargas-Ramella et al., 2021). 

A utilização de diferentes tipos de leite e derivados tem ganhado espaço, 

como consequência de os consumidores estarem mais conscientes e os alimentos 

funcionais estarem ganhando popularidade (Terzioglu et al., 2023). A presença de 

altos níveis nutricionais no leite bubalino, em conjunto com o fato de que algumas 

cepas de lactobacilos podem estar mais representadas nos produtos bubalinos do que 

nos bovinos, nos faz pensar em seus produtos e derivados, como alimentos 

funcionais, com potencial para desenvolver um papel estratégico na prevenção de 

doenças, promovendo uma melhora na saúde da população em geral (Tatullo et al., 

2022). Tendo isso em mente, apesar de seu potencial funcional, ainda pouco 

estudado, análises têm revelado que o soro de queijo bubalino pode ser uma fonte de 

componentes imunorreativos, indicando sua função na promoção da saúde (Koirala et 

al., 2023). 

 

3.2. Propriedades do soro de queijo de búfala 

O soro de queijo constitui a fração líquida obtida após a coagulação das 

proteínas do leite durante a produção de queijo (Luz et al., 2021). É uma solução 

transparente amarelada a esverdeada, composta por pequenas moléculas que não 

estão envolvidas na coagulação do leite e podem ser filtradas (Guo e Wang, 2019). 
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Além disso, é um subproduto com alto valor nutricional (Simões da Silva et al., 2020), 

e um co-produto muito utilizado na indústria alimentícia devido às suas propriedades 

(D'Onofre Couto et al., 2021). 

Atualmente encontra-se uma maior concentração de trabalhos que 

caracterizam o soro de queijo bovino, e este representa cerca de 85 a 90 % do volume 

total de leite utilizado para a produção de queijo, contendo aproximadamente 55 % 

dos nutrientes do leite, incluindo proteínas, lactose, vitaminas solúveis e minerais 

(Zandona et al., 2021; Leon-López et al., 2022). 

O soro de queijo é o principal e mais poluente subproduto obtido nos 

processos de fabricação do queijo devido à sua carga orgânica composta por lactose, 

ácido láctico, proteínas e sais (Alfano et al., 2021). Se descartado sem tratamento, 

cria um problema significativo para o meio ambiente, devido a uma alta demanda 

química e bioquímica de oxigênio. Isso significa, que se descartado em fontes de 

água, reduz o oxigênio dissolvido e representa um grande risco para a vida aquática, 

bem como para o meio ambiente e a saúde humana (Pires et al., 2021). Com isso, 

surgiu a necessidade de desenvolver processos para recuperar e concentrar seus 

nutrientes, evitando seu descarte inadequado e seu impacto ambiental (Argenta et aI., 

2021). 

A composição do soro depende da fonte de leite (ovelha, cabra, camelo, 

búfala, cabra, vaca etc.), do estado de lactação, do tipo de alimentação dada ao animal 

em lactação, do método utilizado na produção do queijo e do período de 

armazenamento (Zhao et al., 2022). O soro de queijo bovino tem sido utilizado em 

diferentes processos de bioprodução industrial, que aproveitam os nutrientes 

disponíveis, acarretando a obtenção de produtos com alto valor agregado, incluindo 

proteínas unicelulares, enzimas, ácidos orgânicos (láctico, succínico e propiônico), 

exopolissacarídeos, bacteriocinas e bioplásticos (Malvido et al., 2019). 

Os peptídeos derivados de proteínas do soro de quejio são amplamente 

estudados devido às suas propriedades bioativas, que não coagulam sob as 

condições ácidas presentes no estômago, e são consideradas “proteínas rápidas”, 

uma vez que atingem o jejuno logo após sua entrada no trato gastrointestinal (Ozorio 

et al., 2019; Olvera-Rosales et al., 2022; Zhao e Ashaolu, 2020). As proteínas 

presentes no soro bovino e bubalino exibem uma ampla gama de bioatividades, sendo 

capazes de atravessar a barreira intestinal e modular respostas nos sistemas nervoso, 

imunológico, gastrointestinal e cardiovascular, incluindo propriedades antioxidantes, 
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antibacterianas, antifúngicas, antivirais, anti-hipertensivas, antitrombóticas, opioides e 

imunomoduladoras (Giblin et al., 2019; Minj e Anand, 2020; Falsafi et al., 2022; Koirala 

et al., 2023; Zhao et al., 2023). 

Devido ao teor de sólidos do leite de búfala, a produção de 1 kg de queijo 

requer 5 L de leite, gerando cerca de 4 L de soro (Giroldi et al., 2022). A fabricação de 

queijo acaba acarretando uma produção anual de 145 milhões de toneladas de soro 

em todo o mundo. Apesar do volume, somente um pouco mais da metade desse soro 

produzido é utilizado (Meng et al., 2020), motivo pelo qual, seu potencial e benefícios 

têm sido pesquisados. Além das funções nutricionais, alguns componentes do soro 

de queijo bubalino, como o ácido butírico, a lactoperoxidase e a lactoferrina, trazem 

benefícios à saúde do coração, dos ossos, do sistema imunológico e do trato digestivo, 

tornando o soro, matéria-prima para produção de substâncias funcionais, substâncias 

que além de suas funções nutricionais, promovem a saúde, como aminoácidos e 

ácidos graxos (Pu et al., 2021). 

Com base na análise da função biológica de proteínas bioativas presentes 

no soro bubalino, Zhang et al. (2020) demonstraram seus benefícios para o sistema 

imunológico e para a redução da pressão arterial, identificando uma redução no nível 

característico de angiotensinogênio, além de altos níveis de anticorpos naturais e 

componentes do complemento, motivo pelo qual, os autores acreditam que seu 

consumo possa ser eficaz na prevenção e tratamento de doenças por meio do sistema 

anticorpo-complemento. Peptídeos bioativos podem ser liberados a partir da hidrólise 

enzimática das proteínas do leite, sugerindo que o soro seja capaz de apresentar 

atividade protetora contra patógenos (Wang et al., 2020). Muitos peptídeos foram 

encontrados no soro da produção de muçarela de búfala e estudos mostram que esse 

extrato de peptídeo exerce uma possível atividade pró-apoptótica em células 

cancerosas (Garau et al., 2021). 

As proteínas do soro de queijo de búfala são semelhantes às do leite 

bovino. Elas são um grupo polimórfico heterogêneo de proteínas compostas por β-

lactoglobulina (50 %), α-lactalbumina (20 %), albumina sérica (10 %), imunoglobulinas 

(10 %) e outras proteínas menores (<10 %), como lactoferrina, proteose peptona e 

várias enzimas (Mejares, Huppertz e Chandrapala, 2022). Essas proteínas 

encontradas no soro, como imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima, 

são conhecidas por seu potencial como proteínas antibacterianas (Khakhariya et al., 

2023). 
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Além do conteúdo proteico é possível encontrar frações de fatores de 

crescimento celular, como IGF-I, IGF-II, TGF-β1 e TGF-β2. Estes compostos 

conferem ao soro importantes propriedades bioativas para a saúde humana, como 

funções imunomoduladoras, antimicrobianas e prebióticas. Esses efeitos são 

possíveis porque esses compostos permanecem ativos após a passagem pelo trato 

gastrointestinal, podendo exercer suas funções no intestino grosso (Galdino et al., 

2022). 

As proteínas do soro de queijo são hidrocolóides importantes que oferecem 

propriedades tecnofuncionais interessantes em formulações de alimentos, por 

possuírem propriedades emulsificantes, espessantes e gelificantes (Zouari et al., 

2020). Reforçando essas propriedades, ainda, foram encontrados no soro 

sialillactoses, galactosilactoses e N-acetilgalactosilactose, oligossacarídeos 

funcionais, identificados como prebióticos (Duncan et al., 2020). Complementando o 

uso tecnofuncional, o soro é um excelente substrato para a fermentação de bactérias 

ácido lácticas, destacando as bactérias probióticas (Escrivá et al., 2022). Estes 

microrganismos, vêm sendo empregados na produção de alimentos lácteos funcionais 

com efeitos positivos no controle de microrganismos deteriorantes e patogênicos 

(Pires et al., 2020). 

Considerando a importância do soro como coproduto, um estudo com soro 

de queijo de búfalo mostrou a ocorrência de cinco espécies de bactérias lácticas 

(Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus fermentum, Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus helveticus) em comparação a 

cinco espécies encontradas no soro de queijo bovino (Lactococcus. lactis subsp. 

lactis, Enterococcus faecium e Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus e 

Lactobacillus delbrueckii) (Marasco et al., 2022). Em comparação, Aprea et al. (2017) 

citam oito BAL isoladas de culturas iniciadoras de soro de búfala, que incluem: 

Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis lactis, Lactobacillus paracasei, 

Lactobacillus delbrukii bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus curvatus, 

Streptococcus thermophilus e Pediococcus. 

O interesse e os estudos sobre a microbiota dos produtos lácteos 

aumentam a cada dia (Delikanlı-Kıyak e Yılmaz, 2024). Dentro dela, as BAL são uma 

parcela significativa, sendo os lactobacilos um gênero predominante, com diversos 

usos conhecidos e estudos que comprovam seus benefícios (Parente, Ricciardi e 

Zotta, 2020; Müller, Maciel e Rempel, 2023). Dentro do gênero, o Lacticaseibacillus 



8 

 

paracasei, tem se mostrado promissor, com muitas pesquisas evidenciando seu 

potencial (Terpou et al., 2019; Khanna et al., 2022; Jankiewicz et al., 2023). 

 

3.3. Bactérias lácticas 

As bactérias ácido lácticas são microrganismos presentes em produtos 

lácteos, carnes e produtos vegetais, e são responsáveis por melhorar as propriedades 

sensoriais, como sabor e textura, podendo melhorar sua vida útil. As culturas de BAL 

comerciais são amplamente utilizadas no processamento de alimentos, o que 

inevitavelmente interfere em seus produtos finais, influenciando suas características 

sensoriais e propriedades tecnológicas (Rama et al., 2020). 

Diferentes seleções de BAL starters (utilizadas como fermento) permitem a 

produção de produtos lácteos fermentados com propriedades sensoriais desejadas, 

maior preservação e benefícios nutricionais para a saúde (Hanlon et al., 2021). Além 

delas, outras BAL estão implicadas no processo de maturação e são indicadas como 

BAL não starters. Essas bactérias lácticas não iniciadoras, apesar de imediatamente 

após a produção do queijo estarem presentes em números baixos, são capazes de 

crescer e prosperar, proliferam-se e competem com as culturas iniciadoras para se 

tornarem as populações microbianas dominantes durante o amadurecimento do 

queijo, sendo frequentemente responsáveis pelo desenvolvimento de suas 

características organolépticas (Leeuwendaal et al., 2022). 

O grupo de BAL starters inclui principalmente Lactococcus lactis e 

Leuconostoc spp. como espécies mesofílicas e Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus helveticus como espécies termofílicas. 

Enquanto, o grupo de BAL não starters é particularmente heterogêneo e inclui vários 

lactobacilos como Lactobacillus farciminis entre as espécies obrigatoriamente 

homofermentativas, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 

plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus curvatus e Lactobacillus rhamnosus 

entre as espécies facultativamente heterofermentativas. Além disso, Lactobacillus 

fermentum, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus parabuchneri e Lactobacillus brevis 

também são espécies obrigatoriamente heterofermentativas utilizadas como grupo de 

BAL não iniciadoras (Russo et al., 2019). 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), por meio 

da Instrução Normativa (IN) nº 76, de 5 de novembro de 2020, estabelece a lista de 

constituintes, seus limites de uso e normas de rotulagem para a fabricação de 
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suplementos alimentares, autorizando em suas composições a utilização das 

seguintes BAL: Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 (ATCC SD5674), 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 (DSM 15954), Bifidobacterium lactis 

NCC 2818, Lactobacillus acidophilus NCFM (ATCC SD5221), Lactobacillus gasseri 

BNR17 (KCTC 10902BP), Lactobacillus rhamnosus GG (DSM 33156), Lactobacillus 

rhamnosus GG (ATCC 53103), Lactobacillus rhamnosus HN001 (ATCC SD5675), 

Limosilactobacillus reuteri DSM 17938, associação de Lactobacillus rhamnosus 

R0011 (CNCM I-1720) e de Lactobacillus helveticus R0052 (CNCM I-1722), 

associação de Lactobacillus helveticus R0052 (CNCM I-1722) e de Bifidobacterium 

longum R0175 (CNCM I-3470), Associação de Bifidobacterium lactis BI-07 

(ATCC SD5220), de Lactobacillus acidophilus NCFM (ATCC SD5221), de 

Bifidobacterium lactis BI-04 (ATCC SD5219) e de Lactobacillus paracasei Lpc37 

(ATCC SD5275). 

 

3.4. Bactérias lácticas com Potencial Probiótico 

Segundo a Organização Mundial da Saúde os probióticos são 

“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, 

conferem um benefício à saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). 

A ANVISA regulariza o uso de probióticos, através da Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) nº 241, de 26 de julho de 2018, na qual encontramos os 

requisitos para comprovação de seus benefícios e sua segurança, para que possa ser 

empregado em alimentos. De acordo com a resolução, a comprovação da segurança 

dos probióticos requer a caracterização e identificação inequívoca da BAL (ANVISA, 

2018). 

Com isso em mente, o estudo de uma bactéria probiótica começa com a 

identificação de seu gênero, espécie, subespécie (quando aplicável) e cepa, que vem 

com uma designação alfanumérica da espécie probiótica (Johnson et al., 2023). Entre 

as bactérias ácido lácticas as espécies: Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, 

Lactococcus e Leuconostoc são as bactérias probióticas mais amplamente utilizadas 

(Carvalho et al., 2020). 

Os probióticos devem estar presentes nos alimentos na concentração de 

108-9 UFC/g como recomendação diária do produto antes da ingestão para garantir 

que um mínimo terapêutico suficiente de 106-7 UFC/g possa chegar ao cólon (Ospanov 

et al., 2023). Diferentes produtos encontram-se no mercado brasileiro contendo 
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combinações de microrganismos probióticos. Sua venda, regulamentada pela 

ANVISA por meio da IN nº 76, dispõe em seu anexo III, o limite mínimo de 1,7 x 1010, 

sendo 4,25 x 109 UFC para cada uma das seguintes linhagens autorizadas para uso 

associado: Bifidobacterium lactis BI-07 (ATCC SD5220), Lactobacillus acidophilus 

NCFM (ATCC SD5221), de Bifidobacterium lactis BI-04 (ATCC SD5219) e de 

Lactobacillus paracasei Lpc37 (ATCC SD5275) (ANVISA, 2020). 

Os probióticos devem ser selecionados com base na funcionalidade, 

segurança e aplicação tecnológica, sendo seguros tanto em ambientes culinários 

como terapêuticos, mesmo para indivíduos com sistema imunológico comprometido, 

tendo sua eficácia e segurança avaliadas em estudos randomizados e controlados 

(Sharma et al., 2023). 

Antes de selecionar probióticos, a análise da atividade hemolítica (Rajab et 

al., 2020; Kuerman et al., 2021; M’hamed et al., 2022), além da análise de genes e 

fatores de virulência (Wang et al., 2021; Rodrigo-Torres et al., 2022; Kiousi et al., 2022) 

são importantes para avaliar sua segurança. Certas BAL podem exibir propriedades 

de virulência e serem capazes de produzir compostos tóxicos (Kim et al., 2021). Como 

a gelatinase é uma protease com efeito significativo na virulência bacteriana, sua 

presença é vista como critério de rejeição na prospecção de um probiótico (Mortezaei 

et al., 2021; Trindade et al., 2022; Rwubuzizi et al., 2023). 

Segundo a RDC nº 241 da ANVISA a comprovação da segurança deve ser 

realizada por meio de documentos técnicos ou estudos científicos que demonstrem: 

histórico de uso seguro, ausência de registro de eventos adversos relevantes, 

ausência de fatores de virulência, ausência de produção de substâncias ou 

metabólitos que representem risco à saúde e, ainda, ausência de resistência a 

antibióticos potencialmente transferível, apresentando susceptibilidade a, pelo menos, 

dois antibióticos (ANVISA, 2018). O teste de susceptibilidade a antimicrobianos, 

realizado pelo método de disco difusão de Kirby-Bauer, é uma metodologia simples e 

confiável para verificar diferentes painéis de antibióticos, convertendo-se em uma 

importante ferramenta na averiguação de segurança de novos isolados (Akpinar e 

Yerlikaya, 2021; Kaewarsar et al., 2023; Biswas et al., 2023). 

A sobrevivência dos probióticos durante os processos de produção e 

armazenamento de alimentos e, também, sua sobrevivência através do estresse do 

trato gastrointestinal (TGI) (resistência ao ambiente ácido, bile e enzimas) são fatores 

extremamente importantes para a atividade e eficácia das cepas probióticas (Wen et 
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al., 2021; Galdino et al., 2021; Battistini et al., 2023). 

Algumas BAL produzem exopolissacarídeos (EPS) durante a fermentação, 

que podem servir de substrato para bactérias comensais, estimulando o 

desenvolvimento de microrganismos benéficos a nível intestinal e a produção de 

metabólitos bioativos (Bengoa et al., 2020). Sabe-se que os EPS produzidos por BAL 

têm vários efeitos promotores da saúde, como atividades antiinflamatórias, 

antioxidantes e antibiofilmes (Wang et al., 2019). Além disso, têm sido explorados por 

suas propriedades funcionais na produção de lácteos, panificação, prebióticos, 

estabilizantes, emulsionantes, viscosificantes e espessantes, podendo melhorar a 

espessura dos alimentos (Amini et al., 2022). 

Acredita-se que a formação de biofilme seja um mecanismo de autodefesa 

produzido por microrganismos em resposta a estresses bióticos e abióticos (Chen et 

al., 2023), permitindo um estilo de vida de crescimento bacteriano séssil (Marra et al., 

2023). Como uma das barreiras intestinais, as bactérias intestinais formam biofilme, 

participam do trabalho intestinal e formam o ambiente vivo das células intestinais (Han 

et al., 2023). Os biofilmes de BAL despertaram um interesse considerável no 

biocontrole de microrganismos patogênicos, apesar dos efeitos benéficos, também 

podem ter propriedades negativas, como por exemplo, alterando as propriedades 

sensoriais de produtos alimentícios (Mgomi et al., 2023). 

A capacidade de autoagregação e coagregação, influenciam a aderência 

microbiana, limitando a adesão dos patógenos e criando um microambiente, no qual 

sua estrita proximidade permite o aumento dos efeitos inibitórios das substâncias 

secretadas (Colautti et al., 2022). A adesão à mucosa intestinal é um critério para que 

potenciais bactérias probióticas aumentem sua ação benéfica à saúde no intestino do 

hospedeiro, evitando assim a fixação de enteropatógenos, promovendo a 

imunomodulação ou estimulando a função metabólica (Rodrigo-Torres et al., 2022). 

Complementando a adesão, a hidrofobicidade da superfície celular de uma cepa 

probiótica é uma medida de sua colonização intestinal, isto é, adesão e persistência 

depois de entrarem na cavidade intestinal; com isso, quanto maior a hidrofobicidade, 

maior a colonização observada (Farid et al., 2021). 

Ainda, um probiótico deve apresentar antagonismo contra patógenos e 

estimulação do sistema imunológico (Plaza-Diaz et al., 2019). Muitos isolados de 

Lactobacillus têm sido testados, demonstrando uma forte atividade antimicrobiana (Hu 

et al., 2019; Fijan, 2023; Yuli et al., 2023). Essa capacidade de eliminar ou diminuir 
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outros microrganismos como Clostridium difficile demonstram seu potencial funcional 

(Kalakuntla et al., 2019). 

 

3.5. Lacticaseibacillus paracasei e suas aplicações 

Existiam mais de 200 espécies publicadas dentro do complexo do gênero 

Lactobacillus (Wittouck et al., 2019). O grupo Lactobacillus casei, era composto 

principalmente pelas espécies: Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e 

Lactobacillus rhamnosus (Hill et al., 2018; Huang et al., 2018) até o ano de 2020, 

quando uma nova nomenclatura foi proposta e as 261 espécies do gênero 

Lactobacillus foram subdivididas em 25 gêneros. Com isso, o gênero até então 

conhecido como Lactobacillus paracasei, passou a ser denominado Lacticaseibacillus 

paracasei e considerando a heterogeneidade entre as diferentes linhagens foram 

propostas duas subespécies Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei e subsp. 

tolerantes (ANVISA, 2021; Zheng et al., 2020; Bengoa et al., 2021). 

As linhagens de Lacticaseibacillus paracasei possuem células com 

atividade de superóxido dismutase, são bastonetes (0,8–1,0×2,0–4,0 μm), muitas 

vezes com extremidades quadradas, ocorrendo isoladamente ou em cadeias. O 

crescimento é observado entre 10 e 40 °C, sendo que algumas cepas conseguem 

crescer em temperaturas de 5 até 45 °C. Suas cepas foram isoladas de locais 

variados, incluindo a cavidade oral humana, cereais fermentados, vegetais, carnes, 

laticínios e em hospedeiros invertebrados (Zheng et al., 2020). 

Lacticaseibacillus paracasei é utilizado mundialmente com diferentes 

aplicações. No Brasil, o L. paracasei vem sendo utilizado como um ingrediente em 

formulações farmacêuticas probióticas. É possível encontrá-lo em cápsulas de 

suplementos isolado (Tito-Farma; Flor de Lis; Drogaria Minas-Brasil; Medicinal, 2024), 

em pool com outras BAL (LEMMA; Vitafor; Sanavita; Puravida, 2024) e como 

suplemento associado a sais minerais, vitaminas ou prebióticos (FQM FARMA; 

Fharmonat; Besibz; Acácia, 2024). 

Além do uso farmacêutico, a utilização do Lacticaseibacillus paracasei vem 

sendo explorada em diversos setores. Nguyen et al. (2019) desenvolveram um 

protocolo para fermentação láctica de extrato de pepino utilizando L. paracasei como 

redutor de açúcares e um potente ingrediente na produção de produtos dérmicos de 

magnésio que promovem o tratamento de doenças de pele e inflamações musculares. 

Outro uso do L. paracasei foi sua incorporação como um ingrediente probiótico na 
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produção de pastas dentais que têm auxiliado na prevenção de cáries (Ballini et al., 

2019; Pørksen et al., 2023; Mughal, 2024). 

L. paracasei tem apresentado um grande potencial biotecnológico, 

incluindo a síntese de nanomateriais, que pode ser realizada utilizando diversos tipos 

de fontes biológicas. Tendo isso em mente, Pomastowki et al. (2020) utilizaram uma 

cepa de L. paracasei isolada do soro de queijo para sintetizar de forma eficiente 

nanocompostos de óxido de zinco que apresentaram propriedades antimicrobianas 

contra patógenos clinicamente relevantes. Tsai et al. (2023) produziram um posbiótico 

composto de ácido lipoteicóico purificado de um isolado de L. paracasei inativado por 

calor, que foi capaz de inibir a formação de biofilme de Malasseia furfur. Ainda, Tsai 

et al. (2023) identificaram que o tratamento de células da pele, com o L. paracasei 

inativado, pôde regular positivamente expressões gênicas de fatores de crescimento 

do folículo capilar. Esses resultados possibilitaram a produção de um shampoo que 

trouxe benefícios para a saúde do couro cabeludo. Complementando o uso 

tecnológico contra patógenos Dong et al. (2023) utilizaram o sobrenadante livre de 

células de L. paracasei para inibir a proliferação de fungos na produção de queijos, 

uma alternativa promissora para a preservação de alimentos. 

A utilização de BAL em alimentos já possuem uma história e tradição, no 

entanto, estão sempre em adaptação e novas descobertas são promissoras. Um 

estudo realizado por Cuffia et al. (2020) avaliou a capacidade de L. paracasei produzir 

compostos aromáticos em um modelo de queijo, concluindo que o isolado ao ser 

utilizado como cultura adjuvante em queijos pode melhorar e diversificar o sabor do 

produto. Esse uso de L. paracasei como cultura adjunta na produção de queijos, como 

método para melhorar a produção ou trazer novas características, tem sido muito 

estudado e bastante reconhecido (Decadt et al., 2023; Bancalari et al., 2020). 

Kamarinou et al. (2023) avaliaram a adição de cepas selecionadas, especialmente 

uma cepa de L. paracasei, confirmando que sua utilização como cultura adjunta 

origina queijos com características organolépticas desejáveis e distintas. 

O Lacticaseibacillus paracasei é um habitante natural do trato 

gastrointestinal humano, com abundantes características probióticas e amplamente 

utilizado na fermentação de iogurte melhorando suas qualidades organolépticas e a 

biofunção do iogurte (Gu et al., 2020). Novas matrizes alimentares têm sido 

empregadas ao L. paracasei, Kuerban et al. (2023) encontraram uma maneira de 

aumentar os compostos bioativos do suco de uva, utilizando L. paracarei e outras BAL 
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com o intuito de enriquecer o sabor e reter os polifenóis presentes no suco, em um 

processo de baixo custo e eficiente. Praia et al. (2022) utilizaram uma cepa de 

L. paracasei para a produção de uma cerveja azeda com adição de cajá, concluindo 

que uma cerveja potencialmente probiótica é viável, apesar de o suco ter ameaçado 

a sobrevivência dos probióticos. Essas entre tantas aplicações do L. paracasei, 

demonstram seu potencial como uma cultura que tem demonstrado muitos benefícios 

à saúde. 

 

3.6. Lacticaseibacillus paracasei e seus efeitos probióticos 

Foi demonstrado que os probióticos afetam diretamente várias células do 

sistema imunológico, incluindo células dendríticas, macrófagos, células natural killer e 

células T e B. Ao interagir com os receptores da superfície celular, eles regulam a 

atividade das células imunológicas, produzem metabólitos que influenciam as 

respostas imunológicas e controlam a liberação de citocinas e quimiocinas (Guo e Lv, 

2023). 

Muitos estudos têm demonstrado os benefícios de Lacticaseibacillus 

paracasei para a saúde. Zeng et al. (2019) estudaram in vivo o potencial do uso de 

uma linhagem de Lacticaseibacillus paracasei no tratamento da diabetes. Nesse 

estudo o grupo demonstrou que o consumo, diminuiu a resistência à insulina e o 

estado de estresse oxidativo, protegendo a função das células beta. Esse potencial 

probiótico contra o diabetes foi confirmado por Won et al. (2021) ao identificarem uma 

potente atividade inibitória de α-glicosidase e α-amilase, além de avaliar a atividade 

de eliminação de radicais e antioxidantes, comprovando as características 

hipoglicêmicas da cepa em estudo. Desde então, diversos estudos têm surgido 

demonstrando os benefícios da utilização de diferentes isolados de L. paracasei como 

probiótico no auxílio do tratamento de diabetes (Zhao et al., 2022; Talib et al., 2023; 

Gu et al., 2023). Recentemente, Nachum et al. (2024) avaliaram a possibilidade de 

um isolado de L. paracasei trazer benefícios como probiótico para a diabetes 

gestacional, mas infelizmente não encontraram diferenças significativas nos 

resultados maternos e neonatais com o uso. 

A hipertensão é um problema de saúde pública que afeta uma grande parte 

da população, Palmu et al. (2020) avaliaram amostras de fezes e urina de 24 horas 

de 6953 pacientes e correlacionaram a presença de maior concentração do probiótico 

Lactobacillus paracasei nas fezes com a regulação da pressão arterial, além de 
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parecer influenciar positivamente a excreção urinária de sódio. Novos estudos têm 

tentado desenvolver, tecnologicamente, uma melhora no tratamento da hipertensão 

com o uso de probióticos. Um estudo realizado por Mei et al. (2023) evidenciou que o 

uso de Lactobacillus paracasei geneticamente modificado pode resgatar a enzima 

conversora de angiotensina 2 (ACE2) do cólon e atenuar a hipertensão em ratos 

fêmeas. 

Alguns fatores que influenciam a hipertensão e que são constantemente 

estudados em conjunto são os índices de colesterol e triglicerídeos. Yang et al. (2023) 

afirmaram que o uso de L. paracasei reduziu os índices de colesterol e triglicerídeos. 

Su et al. (2024) identificaram que o L. paracasei pode aliviar distúrbios do metabolismo 

dos glicolipídios através do eixo adipo-insular e da microbiota intestinal, diminuindo 

significativamente as concentrações de colesterol, triglicerídeos, leptina, insulina e 

ácidos graxos. 

Testes in vivo têm comprovado os benefícios de cepas de L. paracasei no 

controle da ansiedade e da depressão. Xu et al. (2022) identificaram um aumento 

significativo na concentração de serotonina cerebral, além de uma diminuição sérica 

de corticosterona, associados ao alívio dos sintomas depressivos. Kwon et al. (2023) 

pesquisaram os mecanismos subjacentes pelos quais bactérias probióticas podem 

afetar o comportamento emocional e conseguiram identificar alterações nos níveis de 

expressão gênicas causadas por um L. paracasei com compostos bioativos que 

induziram diretamente respostas transcricionais no genoma. 

Os potenciais probióticos de L. paracasei têm se mostrado os mais 

diversos, seu uso tem causado a diminuição de sintomas no tratamento da asma (Xie 

et al., 2021; Uwaezuoke et al., 2022; Sim et al., 2023). Além disso, seu consumo como 

probiótico auxilia a modular o sistema imune, diminuindo os efeitos da contaminação 

por glúten na doença celíaca (Håkansson et al., 2019; Oscarsson et al., 2021; Moawad 

et al., 2023). Maehata et al. (2021) apresentaram os benefícios de posbióticos 

(produtos ou subprodutos metabólicos secretados por bactérias vivas ou liberados 

após lise bacteriana) e paraprobióticos (células microbianas intactas inativadas) do 

isolado L. paracasei MCC1849, disponível comercialmente desde 2014. Os autores 

relataram, como os posbióticos e paraprobióticos foram capazes de potencializar a 

imunidade, ao induzir o aumento nos níveis de interleucinas, acarretando uma melhor 

resposta a vacinação em idosos, diminuindo a incidência de resfriados, demonstrando 

seu potencial em modular, não apenas a imunidade da mucosa intestinal, mas 
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também a imunidade respiratória e sistêmica. 

Diferentes estudos demonstram os benefícios da modulação da microbiota, 

melhorando a imunidade e trazendo benefícios para a prevenção do câncer (Rahne, 

Basic e Almståhl, 2021; Zhang et al., 2022; Shi et al., 2024). Mousavi Jam et al. (2020) 

em um estudo in vivo, elucidaram que a administração de L. paracasei pode prevenir 

o aparecimento ou o crescimento (proliferação celular) dos tumores, por ter um efeito 

na modulação da via de apoptose. O mesmo grupo, no ano seguinte, identificou um 

aumento de 51,4 % na incidência de células apoptóticas, que acarretaram a 

diminuição no tamanho do tumor colorretal, além da melhora de sintomas como 

diarreia, sangramento retal, queda de cabelo e emagrecimento (Jam et al., 2021). 

Ainda, complementando suas vantagens, foi possível encontrar estudos 

que demonstram o potencial da L. paracasei na exclusão dos mais diversos 

patógenos como: Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica (Damodharan et al., 

2020), Staphylococcus aureus (Jiang et al., 2022), Salmonella Typhimurium (Acurcio 

et al., 2020), Escherichia coli (Belguesmia et al., 2020; Madi-Moussa, Coucheney e 

Drider, 2021), Candida albicans (Zheng et al., 2022; García-Gamboa et al., 2022; 

Cappello et al., 2023). 

Embora numerosos estudos tenham fundamentado o potencial de 

restauração da saúde, a extrapolação dos rótulos probióticos e o grande número de 

formulações disponíveis parecem tendenciosas, motivo pelo qual, seu uso deve ser 

avaliado com prudência, uma vez que o uso desenfreado de probióticos carrega 

potenciais riscos, podendo agravar condições de saúde em grupos vulneráveis 

(Kothari, Patel e Kim, 2019). 

 

3.7. Desafios na utilização de uma cultura probiótica 

As BAL têm sido extensivamente estudadas e uma variedade de gêneros 

e/ou espécies de BAL são reconhecidas nos Estados Unidos com a denominação 

“geralmente reconhecido como seguro” (GRAS) e na União Europeia utiliza-se 

“presunção qualificada de segurança” (status QPS). O status GRAS é bastante 

concedido aos Lactococcus e Lactobacillus, enquanto outros gêneros como 

Streptococcus recebem o status GRAS/QPS. No entanto, as espécies de BAL do 

gênero Enterococcus não recebem essa denominação devido à possibilidade de 

conter patógenos oportunistas (Kamarinou et al., 2022). 

Apesar de serem classificados como microrganismos seguros, as BAL 
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podem adaptar-se ao ambiente através da aquisição de genes de resistência de 

outras bactérias resistentes através de um mecanismo de transferência horizontal 

(Colautti et al., 2022). Na prática clínica, muitos problemas estão associados à 

utilização de probióticos, incluindo a resistência a medicamentos, reações de 

hipersensibilidade, infecções induzidas por probióticos e sepse, tornando o tratamento 

anti-infeccioso, mais difícil quando bactérias potencialmente patogênicas se 

transformam em bactérias patogênicas (Zhang et al., 2024). 

Rossi et al. (2022) efetuaram um levantamento dos estudos de caso de 

infecções causadas por probióticos entre os anos de 2019 e 2021, durante esse 

período foram notificados 48 casos, com o envolvimento de Lacticaseibacillus 

rhamnosus, Lacticaseibacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

jensenii, Lactiplantibacillus plantarum, Lactiplantibacillus paraplantarum, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus paragasseri, 

Limosilactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri. Entre elas, um derivado de 

L. rhamnosus GG e um L. paracasei LP10266, foram caracterizados como cepas 

causadoras de virulência, indicando um aumento da capacidade de formação de 

biofilme que favoreceu a patogenicidade. 

Recentemente, Zou et al. (2023) relataram dois casos, nos quais, ambas 

pacientes, idosas e imunocomprometidas, receberam cápsulas de Bacillus 

licheniformis como tratamento complementar para diarreia associada a antibióticos. 

Os autores concluíram que o uso de anticoagulantes associado a prescrição de 

probióticos agravou o tratamento, acarretando um sangramento intestinal. Esse dano 

causado à barreira intestinal acabou levando a uma infecção na corrente sanguínea e 

o B. licheniformis acabou se tornando a fonte de infecção bacteriêmica das pacientes. 

Yelin et al. (2019) também alertaram para o risco de bacteremia por Lactobacillus em 

pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI) tratados com probióticos. Os autores 

realizaram análise genômica de amostras sanguíneas e encontraram mutações, além 

da presença de resistência a antibióticos, comprovando que cepas probióticas podem 

causar bacteremia diretamente e evoluir de forma adaptativa em pacientes de UTI. 

Apesar de uma recente metanálise realizada por Wang et al. (2023) 

comparar os benefícios do uso de probióticos em prematuros, outra metanálise foi 

publicada no mesmo ano por Sharif et al. (2023) e seus autores acreditam que a 

qualidade das evidências é baixa e mais estudos são necessários. Ainda nesse 

mesmo ano o órgão governamental dos Estados Unidos que efetua a regulação de 



18 

 

alimentos, Food and Drug Administration (FDA, 2023), emitiu uma nota alertando 

sobre o perigo do uso de probióticos em prematuros. 

Bernatek et al. (2022) avaliaram a qualidade de diferentes cápsulas 

probióticas disponíveis comercialmente e relacionaram a sobrevivência dos 

microrganismos ao tipo de cápsula utilizada em sua produção. O estudo mostrou uma 

variação de 1,08 a 3,12 Log10 UFC/mL entre os produtos testados e evidenciou como 

diferentes formulações podem interferir na sobrevivência ao TGI e em sua eficácia. 

No Brasil, encontram-se muitas manipulações farmacêuticas contendo 

probióticos a venda como suplemento alimentar. A resolução (RE) número 4.162 de 

15 de dezembro de 2022 (ANVISA, 2022), proibiu a comercialização de um probiótico 

que estava à venda no país sem o devido registro sanitário. Esse exemplo, assim 

como o alerta do FDA, demonstraram a sensibilidade do assunto e ressalta a cautela 

necessária na utilização de probióticos. Segundo Kullar et al. (2023) somente no ano 

de 2020 o mercado de probióticos movimentou 34,1 bilhões de dólares e as 

expectativas são que chegue a movimentar 72,9 bilhões de dólares até 2030, motivo 

pelo qual é tão importante documentar sua segurança e manter a vigilância. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Microrganismo em estudo e condições de cultivo 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi isolado de soro de queijo produzido 

com leite cru de búfala obtido na Estação Experimental Agronômica da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (Eldorado do Sul-RS). Esta bactéria foi obtida em 

trabalho anterior do grupo de pesquisa (dados não publicados) e previamente 

identificada, com o auxílio de espectrometria de massas Time of Flight Mass 

Spectroscopy (MALDI-TOF/MS) Biotyper 4.0, através da técnica descrita por 

(Bessède et al., 2011). O isolado foi conservado em glicerol 10 % a -20 ºC, e 

posteriormente reativado em meio de cultura caldo Man Rogosa e Sharpe (MRS) 

através de incubação a 37 ºC por 48 horas.  

Culturas indicadoras foram empregadas neste trabalho nos testes de 

atividade antimicrobiana ou como controles nos ensaios: Listeria monocytogenes 

ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, 

Corynebacterium fimi NCTC 7547, Lactobacillus rhamnosus FAGRON™ (cultura 

comercial), Citrobacter freundii F30, Enterobacter aerogenes B01, Listeria innocua 

C08, Staphylococcus sciuri A0902, Proteus hauseri BJX, Proteus vulgaris C30, Listeria 

seeligeri BP OXFORD, Listeria welshmeri PF OXF, Listeria seeligeri PB PALCAM, 

Listeria innocua L07, Listeria monocytogenes 4B, Listeria seeligeri BQ OXFORD, 

Listeria innocua 6B, Listeria monocytogenes 17078/03, Listeria innocua L10, Listeria 

monocytogenes 4C e Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 

pneumoniae 376, Klebsiella pneumoniae 378, Klebsiella pneumoniae 379, Klebsiella 

pneumoniae 380, Klebsiella pneumoniae 381, Klebsiella pneumoniae 382, Clostridium 

difficile CTI/HU RT 106 (Fiocruz) e Clostridium difficile ES11 (Fiocruz). 

As bactérias ácido lácticas foram mantidas em placas de ágar MRS, 

enquanto as bactérias patogênicas foram conservadas em placas de ágar Trypticase 

Soy Agar (TSA) cultivadas a 37ºC em aerobiose, com exceção as culturas de 

Clostridium difficile que foram cultivadas em placas de BHI a 37ºC em anaerobiose 

(Anaerobac). 
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4.2. Sequenciamento parcial do gene 16S rDNA e identificação 

O microrganismo em estudo teve sua identificação confirmada por meio do 

sequenciamento parcial do gene 16S rDNA. Para isso, foi realizada a extração do 

material genético por sua lise térmica (Dashti, Jadaon, Dashti, 2009). Após a extração, 

utilizou-se os primers 27F e 530R (Lane, 1991) na reação em cadeia de polimerase 

(PCR). Essa reação foi realizada, empregando 2,5 U Taq DNA polimerase (Quatro G 

Biotecnoologia), 0,2 mM dNTP, 50 mM MgCl2, tampão 10x e 10 pmol de cada 

oligonucleotídeo, totalizando 25 µL de reação. Os fragmentos de DNA amplificados 

foram analisados pela empresa ACTGene Análises Moleculares Ltda. (Centro de 

Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automático AB 

3500 Genetic Analyzer equipado com capilares de 50 cm e polímero POP7 (Applied 

Biosystems). 

Uma árvore filogenética foi construída utilizando o gene 16S rDNA parcial 

utilizando o software Mega 11: Análise Genética Evolutiva Molecular (Tamura, Stecher 

e Kumar, 2021), pela metodologia neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987). 

 

4.3. Avaliação da inocuidade de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 

 

4.3.1. Avaliação da atividade hemolítica 

Para avaliar a atividade hemolítica, foi utilizada a metodologia de Angmo et 

al. (2016). Para isso, Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 e Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 (utilizado como controle positivo) foram cultivados por esgotamento em 

placas de ágar sangue de carneiro desfibrinado e incubados aerobicamente a 37 ºC 

por 24 horas. Após incubação, as placas foram analisadas quanto à ausência de 

hemólise (γ hemólise), presença de hemólise total (β hemólise) ou ainda presença de 

hemólise parcial (α hemólise) dos eritrócitos. 

 

4.3.2. Avaliação da atividade da gelatinase 

Para avaliar a atividade da enzima gelatinase, foi realizada a metodologia 

de Cruz & Torres (2012). Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 e Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 (utilizado como controle positivo) foram inoculados em tubos 

contendo 3 mL de meio gelatina nutriente, ambos foram incubados aerobicamente a 

37 ºC por 48 horas. Após o período de incubação, os tubos foram refrigerados a 4 ºC 

por 30 minutos. Para avaliação dos resultados, os tubos foram levemente inclinados 
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para analisar se houve a hidrólise da gelatina. A presença de meio líquido após o 

período de incubação indicou resultado positivo para atividade de gelatinase. 

 

4.3.3. Susceptibilidade a antimicrobianos 

Para este teste foi usado o método de disco difusão (Bauer et al., 1966). 

Dez antimicrobianos foram testados, sendo eles: clindamicina (2 µg), ceftriaxona 

(30 µg), cloranfenicol (30 µg), vancomicina (30 µg), tetraciclina (30 µg), ciprofloxacina 

(5 µg), gentamicina (10 µg), eritromicina (15 µg), ampicilina (10 µg) e penicilina G 

(10 µg). O isolado foi cultivado em ágar MRS a 37 ºC por 24 horas e então diluído em 

solução salina 0,85 % NaCl até atingir 0.5 na escala MacFarland. A suspensão 

bacteriana foi inoculada na superfície de meio ágar Mueller Hinton (MH) com o auxílio 

de suabe. Os discos de antibiótico foram posicionados manualmente sobre a 

superfície do meio de cultivo, e incubados aerobicamente a 37 ºC por 24 horas. Os 

resultados foram determinados com base no diâmetro dos halos de inibição formados 

após a incubação, sendo classificados como resistentes (R), intermediários (I) ou 

sensível (S), conforme Charteris et al. (1998) e de acordo com os parâmetros 

estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast 

2019). 

 

4.4. Produção de exopolissacarídeo de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 

Para avaliar a produção de exopolissacarídeo (EPS), o isolado 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (utilizado 

como controle positivo) foram cultivados em meio ágar vermelho congo de acordo com 

Freeman, Falkiner e Keane (1989), com modificações. O meio preparado foi composto 

de caldo Brain Heart Infusion (BHI), acrescido de 37 g/L de sacarose, 1,5 % de ágar 

ágar, que foram homogeneizados e autoclavados por 20 minutos a 110 ºC. 

Paralelamente, uma solução aquosa concentrada de corante vermelho congo 0,8 g/L 

foi autoclavada a 121 ºC por 15 minutos. Após o término das autoclavagens, a solução 

aquosa foi incorporada ao restante do meio ao atingir uma temperatura de 55 ºC. A 

bactéria em estudo e o controle positivo foram semeadas por esgotamento em placas 

separadas e incubadas aerobicamente a 37 ºC por até 72 horas, conforme o tempo 

de crescimento de cada microrganismo. A coloração das colônias foi verificada em 24, 

48 e 72 horas. Um resultado positivo foi indicado pela presença de colônias pretas 

com consistência cristalina seca. Nesse meio de cultivo, colônias não-produtoras de 
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EPS permanecem rosadas. 

 

4.5. Formação de Biofilme por Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 

Determinou-se a capacidade da formação de biofilme do isolado conforme 

descrito por Stenopanovic et al. (2004). Microplacas de titulação de poliestireno com 

96 poços foram utilizadas em octuplicata. Oito poços foram preenchidos com 180 µL 

de caldo MRS e 20 µL Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 na escala 0.5 McFarland, 

poços controle positivo baseados no estudo de Moura et al. (2015), foram preenchidos 

com caldo Trypticase Soy Broth (TSB) contendo Staphylococcus epidermidis 

ATCC 35984 na escala de McFarland e como controle negativo utilizou caldo TSB não 

semeado. A placa foi incubada a 37 ºC por 72 horas para fixação das células e 

formação do biofilme. Em seguida, as amostras foram lavadas em NaCl 0,85 % e 

fixadas com metanol P.A. Os poços foram corados com cristal violeta 0,1 % e lavados 

em água destilada estéril. Após secagem, as amostras foram ressuspendidas com 

etanol 95 % e deixadas em repouso por 30 minutos. A densidade óptica (DO) dos 

biofilmes foi quantificada através de leitor de ELISA. As amostras foram classificadas 

segundo Masebe e Thantsha (2022) como não formadoras de biofilme (DO ≤ DOc), 

fracas formadoras de biofilme (DOc ≤ DO ≤ 2x DOc), moderadas formadoras de 

biofilme (2x DOc < DO ≤ 4x DOc) e fortes formadores de biofilme (4x DOc > DO), no 

qual DOc foi definido como a média de DO do controle negativo. 

 

4.6. Avaliação da atividade antimicrobiana de Lacticaseibacillus paracasei 

12B0-2 

O Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi avaliado quanto a produção de 

atividade antimicrobiana, com base na metodologia “Spot-on-the-lawn” de Sabo et al. 

(2020) com modificações. As culturas indicadoras foram bactérias de importância nas 

áreas clínica e de alimentos: Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli 

ATCC 10536, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923; Corynebacterium fimi NCTC 7547; Citrobacter freundii F30, 

Enterobacter aerogenes B01, Listeria innocua C08, Staphylococcus sciuri A0902, 

Proteus hauseri BJX, Proteus vulgaris C30, Listeria seeligeri BP OXFORD, Listeria 

welshmeri PF OXF, Listeria seeligeri PB PALCAM, Listeria innocua L07, Listeria 

monocytogenes 4B, Listeria seeligeri BQ OXFORD, Listeria innocua 6B, Listeria 

monocytogenes 17078/03, Listeria innocua L10, Listeria monocytogenes 4C e 
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Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae 376, Klebsiella 

pneumoniae 378, Klebsiella pneumoniae 379, Klebsiella pneumoniae 380, Klebsiella 

pneumoniae 381, Klebsiella pneumoniae 382. 

Para a realização do teste, L. paracasei 12B0-2 foi previamente cultivado 

em meio caldo MRS a 37 ºC por 24 horas. Após incubação foi preparado um inóculo 

(1 % v/v) do L. paracasei 12B0-2, o qual foi incubado em microaerofilia a 37 ºC por 

72 horas, com o intuito de obter uma concentração de aproximadamente 108 UFC/mL. 

Após o período de incubação, o cultivo foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos. 

Seu sobrenadante livre de células (SLC) foi transferido para um eppendorf e aquecido 

a 80 ºC por 10 minutos. Alíquotas de 20 µL (triplicata) foram pipetadas em placas de 

ágar Müller Hinton (MH) contendo o microrganismo patogênico na escala 0.5 de 

McFarland. As placas foram incubadas aerobicamente a 37 ºC por 24 horas e a 

formação de halos de inibição foi observada, sendo os resultados expressos em 

milímetros (mm). 

 

4.6.1. Avaliação da atividade antimicrobiana de Lacticaseibacillus paracasei 

12B0-2 contra Clostridium difficile 

O Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi avaliado quanto a produção de 

atividade antimicrobiana contra uma amostra clínica humana de Clostridium difficile 

CTI/HU RT 106 e uma amostra clínica canina de Clostridium difficile ES11, com base 

na metodologia “Agar spot test” adaptada de Monteiro (2019). Um inóculo (1% v/v) de 

L. paracasei 12B0-2 foi preparado e incubado em microaerofilia a 37 ºC por 72 horas. 

Após o período de incubação, a BAL foi pipetada em triplicatas de 5 µL em placas de 

ágar MRS e as placas foram incubadas em microaerofilia a 37 ºC por 24 horas, 

solução salina a 0,85 % foi utilizada como controle negativo. Paralelamente, os 

isolados de Clostridium difficile foram incubados em ágar TSA em anaerobiose 

(Anaerobac). Após incubação, as placas de MRS contendo L. paracasei 12B0-2 foram 

sobrepostas com ágar tioglicolato, sobre o qual foram semeados os isolados de 

Clostridium difficile preparados na escala 1.0 de McFarland. As placas foram 

incubadas anaerobicamente a 37 ºC por 48 horas. Após período de incubação foi 

observada a formação de halos de inibição, os quais foram expressos em milímetros 

(mm). 

 

 



24 

 

4.7. Avaliação do potencial probiótico de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-

2 

 

4.7.1. Tolerância de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 ao trato 

gastrointestinal 

Para avaliar a tolerância às condições do TGI, foram realizadas contagens 

celulares do Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 por microdiluição, conforme descrito 

por Miles, Misra e Irwin (1938). Alíquotas foram retiradas e contagens foram realizadas 

em placas de ágar Plate Count Agar (PCA) em três condições: antes da exposição ao 

TGI, após exposição ao suco gástrico simulado (SGS) e após exposição ao suco 

intestinal simulado (SIS) (Iraporda et al., 2019). Para isso, o isolado foi previamente 

cultivado em meio caldo MRS aerobicamente a 37 ºC por 24 horas. Após incubação 

foi preparado um inóculo (1% v/v), o qual foi incubado aerobicamente a 37 ºC por 

24 horas. Na sequência, o material foi centrifugado a 9400 rpm por 10 minutos e 2 

lavagens em Phosphate-Buffered Saline (PBS) (pH 7,2) foram realizadas. O isolado 

foi incubado por 1 hora e 30 minutos em suco gástrico simulado contendo: 125 mM 

NaCl, 7 mM KCl, 45 mM NaHCO3, 3 g/L de pepsina, pH=2. 

Após o término da simulação do SGS, foram realizadas 2 novas lavagens 

em PBS e o isolado foi incubado por 2 hora e 30 minutos em suco intestinal simulado, 

composto de: 22 mM NaCl, 3,2 mM KCl, 7,6 mM NaHCO3, 0,1 % de pancreatina, 

0,15 % de sais biliares, pH=8. Lactobacillus rhamnosus FAGRON™ foi empregada 

como controle e os resultados foram comparados com Breyer et al. (2021). Os 

resultados foram expressos em Log10 UFC/mL. 

 

4.7.2. Tolerância de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 ao trato 

gastrointestinal: avaliação por citometria de fluxo 

Para avaliar a tolerância do Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 às 

condições do TGI por meio da leitura no citômetro de fluxo FACSCalibur BD 

Biosciences, o experimento foi realizado conforme descrito no item 4.7.1 com 

adaptações baseadas no estudo de Bunthof et al. (2001). Para isso, o isolado 

L. paracasei 12B0-2 foi cultivado por esgotamento em placa de MRS e incubado 

aerobicamente a 37 ºC por 24 horas. A partir desse cultivo, uma colônia isolada foi 

inoculada em caldo MRS, o qual foi incubado aerobicamente a 37 ºC por 24 horas. 

Esse inóculo, foi centrifugado a 9400 rpm por 10 minutos e 2 lavagens em PBS 
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(pH 7,2) foram realizadas. A suspensão celular teve sua densidade óptica mensurada 

(600 nm) e sua concentração foi ajustada com PBS em aproximadamente 0.8 com 

auxílio de um espectrofotômetro. 

Alíquotas foram retiradas para contagem em placas e guardadas para 

posterior aplicação no citômetro de fluxo, nas seguintes condições: controle de células 

vivas, controle de células inativadas (suspensão celular autoclavada), contagem inicial 

do experimento, após SGS e após SIS. Com exceção das células que foram 

reservadas para controle de células vivas não marcadas, as demais amostras foram 

marcadas com iodeto de propídio (PI). Para isso, as alíquotas foram centrifugadas, 

seus pellets foram ressuspendidos em 100µL de PBS, essas suspensões celulares 

foram marcadas com 8µL de PI e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. 

Após incubação, as células marcadas foram diluídas em 400 µL de PBS e 

mensuradas com auxílio do citômetro de fluxo FACSCalibur BD Biosciences. 

 

4.7.3. Capacidade de adesão de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 às 

células Caco-2 

Para avaliar a capacidade de adesão do isolado, foi realizada a metodologia 

descrita por Todorov & Dicks (2008) com modificações, através de cultivos na 

presença de células Caco-2. As células Caco-2 foram cultivadas em meio essencial 

mínimo (MEM) suplementado com soro fetal bovino e um inóculo (1% v/v) do 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi preparado, incubado aerobicamente a 37 ºC 

por 24 horas. Após incubação, foram realizadas 2 lavagens em PBS (pH 7,2). 

O ensaio foi realizado em placa de 96 poços contendo 2 x 105 células Caco-2 e 

em cada poço foi inoculada a suspensão do L. paracasei 12B0-2 na concentração de 

108 UFC/mL, a placa foi incubada aerobicamente a 37 ºC por 3 horas e alíquotas 

foram retiradas para contagem em placas de ágar PCA por microdiluição, conforme 

descrito por Miles, Misra e Irwin (1938). Após a incubação, o sobrenadante foi 

descartado de cada poço e cuidadosamente foram realizadas 2 lavagens com PBS 

para remoção das células bacterianas não aderidas às células CaCo-2. O PBS foi 

removido e TRITON-X 100 0,5 % foi acrescido e homogeneizado em cada poço, após 

incubação a temperatura ambiente por 10 minutos, as células bacterianas aderidas 

foram liberadas e novas alíquotas foram retiradas para contagem. Todas as 

contagens foram realizadas em triplicata. 

A porcentagem de adesão bacteriana do Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 
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para com as células CaCo-2 foi expressa usando a fórmula (R0/Rt) × 100, onde R 

representa a Razão = (concentração de células bacterianas/concentração de células 

aderidas CaCo-2). R0 e Rt são a razão inicial e a razão após o período de incubação, 

respectivamente. 

 

4.7.4. Capacidade de autoagregação 

Para avaliar a capacidade de autoagregação do Lacticaseibacillus 

paracasei 12B0-2, foi realizada a metodologia de Kumari et al. (2020), com 

adaptações. L. paracasei 12B0-2 foi cultivado em meio caldo MRS aerobicamente a 

37 ºC por 24 horas. Após o período de incubação, o material foi centrifugado a 

8000 rpm por 15 minutos e 2 lavagens em PBS (pH 7,2) foram realizadas. O isolado 

foi ressuspendido em PBS e sua densidade óptica (600 nm) foi ajustada a 

aproximadamente 0.5 com auxílio de um espectrofotômetro. 

A amostra foi incubada a 37 ºC por 24 horas, em triplicata, e durante esse 

período alíquotas foram retiradas nos tempos inicial (t0), 3 horas (t3) e 24 horas (t24) 

e tiveram sua densidade óptica (600 nm) mensurada em espectrofotômetro. A 

porcentagem de autoagregação bacteriana do Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi 

expressa usando a fórmula (1 - (A0/At)) * 100, onde A0 representa a absorbância inicial 

e At representa a absorbância nos demais tempos mensurados. 

 

4.7.5. Capacidade de coagregação 

Para avaliar a capacidade de coagregação do Lacticaseibacillus paracasei 

12B0-2 foi realizada a metodologia de Handley et al. (1987) com modificações, foram 

escolhidos uma bactéria gram positiva e uma gram negativa que fossem patógenos 

de importância na área clínica e de alimentos, Escherichia coli ATCC 10536 e Listeria 

monocytogenes ATCC 7644. 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi cultivado em caldo MRS, 

Escherichia coli ATCC 10536 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 foram cultivados 

em caldo TSB e os inóculos foram incubados aerobicamente a 37 ºC por 24 horas, 

em triplicata. Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas a 

8000 rpm por 15 minutos, 2 lavagens em PBS (pH 7,2) foram realizadas e suas 

densidades ópticas (600 nm) foram ajustadas com PBS em aproximadamente 0.5 com 

auxílio de um espectrofotômetro. 2 mL de cada solução contendo Lacticaseibacillus 

paracasei 12B0-2 foram adicionadas a 2 mL de cada uma das bactérias indicadoras 
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e após homogeneização suas densidades ópticas (600 nm) foram mensuradas com 

um espectrofotômetro. 

As amostras foram incubadas a 37 ºC por 24 horas, em triplicata, e durante 

esse período foram retiradas alíquotas nos tempos inicial (t0), 3 horas (t3) e 24 horas 

(t24) e suas densidades ópticas (600 nm) foram medidas. A porcentagem de 

coagregação bacteriana foi expressa usando a fórmula 

(((Ax+Ay) - 2(Axy)) / (Ax+Ay)) * 100, onde Ax e Ay representam a média das 

absorbâncias dos microrganismos sozinhos no tempo inicial e Axy representa a 

absorbância do pool de microrganismo nos demais tempos. 

 

4.8. Avaliação da hidrofobicidade de superfície de Lacticaseibacillus 

paracasei 12B0-2 

A hidrofobicidade da superfície celular foi avaliada de acordo com o método 

de Lee et al. (2017) com adaptações. Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi 

inoculado em caldo MRS, incubado a 37 ºC por 24 horas. Após o período de 

incubação, o material foi centrifugado a 8000 rpm por 15 minutos e 2 lavagens em 

PBS (pH 7,2) foram realizadas. O isolado foi ressuspendido em PBS e sua densidade 

óptica (600 nm) foi padronizada entre 0.6 e 0.8. 2 mL da suspensão celular do 

L. paracasei 12B0-2 foram homogeneizados em vórtex por 5 minutos em 2 mL de 

solvente n-hexadecano e outros 2 mL em solvente xileno. As misturas foram 

incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos para separação em 2 fases. Após 

esse período, a densidade óptica (600 nm) da fase aquosa foi medida com um 

espectrofotômetro. Todas as amostras foram realizadas em triplicata. A afinidade 

bacteriana para o solvente (hidrofobicidade) foi expressa usando a fórmula 

(1 - A1 / A0) × 100, onde A1 e A0, onde A1 representa a absorbância final da mistura e 

A0 representa a absorbância inicial do L. paracasei 12B0-2. 

 

4.9. Microencapsulação de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 

 

4.9.1. Preparo das microcápsulas de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 

A viabilidade celular do Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 

microencapsulado foi avaliada conforme Hugues-Ayala et al. (2020) com adaptações. 

L. paracasei 12B0-2 foi inoculado em 20 mL de caldo MRS e incubado aerobicamente 

a 37 ºC por 24 horas. Após incubação, o inóculo foi centrifugado a 5050 rpm por 
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10 minutos e 2 lavagens foram realizadas com água peptonada 0,1 %. Após lavagens 

e ressuspensão em 5 mL de água peptonada 0,1 %, 3 alíquotas foram retiradas para 

contagem em placas de PCA por microdiluição, conforme descrito por Miles, Misra e 

Irwin (1938). A suspensão celular foi homogeneizada em 25 mL de solução de alginato 

de sódio 2 % e seu conteúdo foi transferido para uma seringa equipada com agulha 

de 40 x 1,20mm. Esse conteúdo foi ejetado lentamente em 0,05 M CaCl2 estéril, 

suplementado com Tween 80 0,1 % sob agitação. Após a formação, as microcápsulas 

foram mantidas em agitação por 30 minutos a temperatura ambiente para 

estabilização. Ao término desse período, as microcápsulas foram lavadas em água 

peptonada para remoção do CaCl2 e armazenadas em água peptonada a 4ºC por 60 

dias. 

 

4.9.2. Eficiência de microencapsulação de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-

2 

Para estimar a eficiência da encapsulação, 1 g de microcápsulas foi 

disperso em 9 mL de citrato de sódio 1 %, de acordo com Hugues-Ayala et al. (2020). 

Após 5 minutos de vórtex, realizou-se a contagem por microdiluição, conforme 

descrito por Miles, Misra e Irwin (1938), alíquotas foram retiradas e a contagem foi 

realizada em placas de ágar PCA em triplicata. A porcentagem de eficiência foi 

calculada utilizando o valor da alíquota retirada previamente a microencapsulação, 

conforme descrito no item 4.9.1, pela fórmula: Eficiência= contagem após a 

microencapsulação/contagem anterior a microencapsulação * 100. 

 

4.9.3. Tolerância de Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 microencapsulado ao 

trato gastrointestinal 

O experimento foi realizado conforme descrito no item 4.7.1 com 

adaptações baseadas no estudo de Bevilacqua et al. (2020). Contagens foram 

realizadas em 3 situações: antes da exposição ao TGI, após exposição ao SGS e após 

exposição ao SIS. Para isso, 9 tubos contendo 1g de L. paracasei 12B0-2 

microencapsulado cada foram preparados, 3 tubos para cada estágio da simulação. 

Para a contagem anterior a exposição do TGI, 3 tubos (triplicata) foram 

homogeneizados em citrato de sódio 1 % e tiveram sua contagem realizada de acordo 

com o item 4.9.1. 

Os 6 tubos restantes foram expostos ao SGS e incubados conforme o item 
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4.7.1. Após período de incubação, o SGS foi cuidadosamente retirado e as cápsulas 

recuperadas. 3 tubos foram imediatamente expostos ao SIS e 3 tubos foram utilizados 

para contagem após a exposição do SGS. Após incubação do SIS os 3 tubos 

remanescentes também tiveram suas contagens realizadas. 

 

4.9.4. Manutenção da viabilidade celular por meio da microencapsulação 

Lacticaseibacillus paracasei 12B0-2 foi microencapsulado em alginato de 

sódio 2 % conforme descrito no item 4.9.1. Para avaliar a manutenção da viabilidade 

celular do L. paracasei 12B0-2 microencapsulado a metodologia descrita no item 4.9.2 

foi realizada a cada cinco dias por um período de sessenta dias. Os resultados foram 

expressos em Log10 UFC/mL.  
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