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1. INTRODUÇÃO 

 
A busca por uma vida saudável e pelo bem-estar tem sido crescente e a 

alimentação é um importante papel neste cenário. Assim surgem os alimentos 
funcionais que, segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 
2008), é todo aquele alimento ou ingrediente que produz efeitos metabólicos e/ou 
fisiológicos e/ou benefícios à saúde, sendo seguro para consumo sem supervisão 
médica. Assim, os alimentos probióticos são considerados alimentos funcionais. 

A palavra “Probiótico” deriva do grego e significa “para vida” (NEVES, 2005; 
BADARÓ, 2008) e segundo BAGCHI (2014), Lilly e Stilwell foram os primeiros a 
utilizar o termo para definir substâncias secretadas por um organismo que 
estimula o crescimento de outro”.  

Alguns autores afirmam que os probióticos, em sua grande maioria, são 
bactérias ácido-láticas (BAL) que constituem um grupo diverso de micro-
organismos que fazem parte da microbiota do trato gastrintestinal, respiratório 
superior e urogenital de diferentes espécies animais, naturalmente encontradas 
em habitats nutritivos (TANNOCK et al, 1999; COPPA et al, 2004; RESENDE et 
al, 2011.  

A identificação de BAL pode ser realizada por técnicas microbiológicas 
clássicas e moleculares, bem como por meio da combinação de ambas 
(RESENDE et al, 2011). Para o isolamento clássico de bactérias com morfologia 
de cocos e bacilos, HASSAN et al (2001) e CARVALHO (2007) sugerem o ágar 
Rogosa acidificado (MRS) complementando com provas bioquímicas e 
fisiológicas para identificação detalhada (QUERE et al, 1997). 

Probióticos inclusos na dieta, bem como o consumo adequado de fibras, são 
fundamentais no equilíbrio intestinal. Assim, o presente trabalho teve como 
objetivo realizar o isolamento e a identificação molecular de BAL de alimentos 
lácteos, visando a descoberta de novas linhagens com potencial probiótico. 

 
2. METODOLOGIA 

 
O trabalho foi desenvolvido nos laboratórios de Microbiologia e de 

Nutrifisiogenômica e Metabolômica da Faculdade de Nutrição da Universidade 
Federal de Pelotas e as amostras de alimentos utilizados foram kefir, iogurte, leite 
de vaca in natura, ricota, queijo tipo Minas Frescal e leite fermentado sendo este o 
grupo controle.  

Para o preparo das amostras foram pesadas 25g de cada alimento e 
transferidos para sacos estéreis e homogeneizadas em 225mL de água 
peptonada estéril obtendo-se a diluição 10-1 com posterior diluições decimais 
seriadas. Para o isolamento, foi realizada inoculação de 100µL, em duplicata, em 
ágar MRS das diferentes diluições por plaqueamento em superfície e incubação a 
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± 35°C/48-72h. Foram selecionadas de 3 a 5 colônias por amostra e inoculadas 
em placas contendo BHI e incubadas a ± 35°C/24h para avaliação de pureza, 
coloração de Gram, prova da catalase e avaliação da morfologia das colônias. 

O DNA genômico foi extraído pela transferência de uma colônia para um 
microtubo de 1,5mL contendo 100µL de EAR Buffer e 5µL de Proteinase K 
(20mg/mL Invitrogen®) e incubado a 55°C/4h. Posteriormente foram adicionados 
750µL de Buffer TE e centrifugado por 5 minutos a 18.000Xg e o sobrenadante foi 
utilizado como template para a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

Para a amplificação do gene 16S rRNA foram utilizados os oligonucleotídeos 
universais 27F e 1492R (LANE, 1991). As reações da PCR foram otimizadas em 
20µL de volume final contendo 17µL de Master Mix 2X (GoTaq, Promega®), 1µL 
de cada oligonucleotídeo iniciador, 1 µL de template e 1 µL de água deionizada 
ultrapura (Milli Q plus, Millipore®). As reações foram amplificadas em 
Termociclador Amplitherm® nas seguintes condições: desnaturação inicial 95ºC 
por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturação a 95ºC durante 30 segundos, 
anelamento a 50ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC durante 1 minuto; e extensão 
final a 72ºC por 5 minutos.   

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose a 1% em após coloração com Syber Safe (Invitrogen®) e purificados com 
KIT GFX® (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado em sequenciador 
modelo ABI 3130 (Applied Biosystems) utilizando o polímero POP6. Para a 
marcação foi utilizado o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosytems), 
juntamente com o oligonucleotídeo iniciador 519R. A similaridade das sequências 
de nucleotídeos foi avaliada utilizando o software Geneious R9 alinhadas por 
ClustalW pela ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Foram selecionadas 30 colônias aleatórias para purificação em agar BHI e 
os isolados com coloração Gram-positiva, testes negativos para catalase e 
morfologia característica de BAL, foram selecionados para a identificação 
molecular.  

Doze isolados foram submetidos à amplificação e sequenciamento do gene 
16S rRNA, conforme dados apresentados na Tabela 1. Os isolados Y1 e Y2 foram 
utilizados como controle positivos por serem produtos já considerados probióticos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabela 1: Identificação dos isolados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. 
 

Os resultados encontrados nos isolados do grupo controle Y1 e Y2 foram 
identificados com Lactobacillus casei, confirmando o resultado esperado, visto 
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que a cepa comercial utilizada para este produto é Lactobacillus casei Shirota 
(YAKULT, 2017).  

Isolados oriundos do leite de vaca in natura mostraram-se diferentes em 
gêneros, tendo a amostra L1 apresentado 76% de similaridade com Leuconostoc 
citreum, e o isolado L2 apresentou 96,5% de similaridade com Aurantimonas 
altamirensis. OMURA (2014) analisando leite humano encontrou micro-
organismos pertencentes aos gêneros Enterococcus e Staphylococcus, e MEIRA 
(2011) analisando leite ovino identificou Lactobacillus plantarum e paracasei. 
Estes resultados sugerem que, embora seja o mesmo produto, o tipo de micro-
organismo predominante em leites varia conforme a espécie produtora. 

Os isolados da ricota apresentaram o gênero predominante Lactococcus latis 
porém com subespécies distintas. R1, R7 e R9 foram identificados com 
similaridade de 95% a 99,8% com a subespécie lactis, enquanto R5 apresentou 
92% de similaridade com a subespécie cremoris. O queijo tipo Minas Frescal 
também foi observado distinção nas espécies identificadas, F3 apresentou 98,2% 
de similaridade com Lactococcus latis e o isolado F4 98,1% de similaridade com 
Streptococcus parauberis. Segundo NOMURA (2006) as subespécies latis e 
cremoris são as mais empregadas na indústria de produtos lácteos, 
principalmente na produção de queijos, justificando nossos resultados. 

Entre os isolados de kefir foi possível identificar 94% de similaridade a 
espécie Lactococcus lactis com variação na subespécie lactis e cremoris, 
respectivamente para K1 e K2. Com o mesmo propósito, CARNEIRO (2010) 
identificou 8 micro-organismos em 22 amostras de kefir, entre eles Lactococcus 
latis subesp. Latis e subesp. cremoris; Lactobacillus casei e Leuconostoc 
mesenteroides subesp. mesenteroides. 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Após as análises foi possível observar que houve predominância de 70% de 
bactérias da espécie Lactococcus lactis entre as amostras de alimentos lácteos. 
Por ser uma espécie oriunda da própria microbiota do leite, espera-se que ela 
possa apresentar características de uma bactéria com potencial probiótico para o 
desenvolvimento de novos produtos. 
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