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1. INTRODUÇÃO 

Bactérias ácido láticas (BAL) compreendem um grupo de microrganismos Gram-
positivos, geralmente não formadores de esporos, não-móveis, na forma de cocos 
ou bacilos e anaeróbios facultativos. Os gêneros Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus são importantes membros deste 
grupo (SHOKRYAZDAN, 2017). Alguns destes, já utilizados em processos 
industriais por serem reconhecidos como seguros e estáveis nos processos 
fermentativos. No entanto, a descoberta de novos isolados de diferentes matrizes 
alimentares é de grande interesse para a indústria de alimentos e para a 
comunidade científica, tendo em vista que podem conferir diferentes atributos 
tecnológicos e sensoriais quando aplicado em alimentos (GUPTA; BAJA, 2017). 
O Lactobacillus acidophilus vem sendo descrito na literatura por apresentar 
características tanto fermentativas quanto probióticas (ORTAKCI; SERT, 2012). 
Além disso, estudos recentes têm procurado demonstrar o potencial 
antimicrobiano desse microrganismo (SARIKHANI et al., 2018). Outro 
microrganismo promissor deste grupo é o Lactobacillus casei, amplamente 
utilizados em suplementos alimentares, probióticos e principalmente em laticínios 
fermentados. O uso destes microrganismos visa a melhora e manutenção da 
microbiota intestinal (HUANG et al., 2018). 
Sendo assim, algumas BAL possuem a capacidade de produzir moléculas 
biologicamente ativas, garantindo ao produto final um valor nutracêutico, ou até 
mesmo, quando ingeridos vivos produzirem um efeito metabólico positivo na 
saúde do consumidor, e assim serem classificados como probióticos. Para isso, 
deve-se levar em conta que é indispensável oferecer às BAL, durante os 
processos tecnológicos, condições ideais para a sua multiplicação. Assim como 
conhecer os fatores que influenciam no processo como temperatura ótima, 
concentração de inóculo, meio de cultivo, dentre outros fatores, são de grande 
importância para otimização do processo (LINARES et al., 2017). 
Cabe destacar que a concentração de inóculo pode afetar no pH, acidez do meio, 
contagem de células viáveis dentre outras variáveis, e que diferentes 
microrganismos podem apresentar comportamentos distintos quando submetidos 
às mesmas condições de incubação (WARDANI et al., 2017). Portanto, o objetivo 
do presente estudo foi avaliar o efeito da concentração inicial de inóculo, em 
diferentes meios de cultivo, na contagem de células viáveis de Lactobacillus 
acidophilus ATCC 4356 (L. acidophilus) e Lactobacillus casei SLC3 (L. casei). 
 

2. METODOLOGIA 
 

2.1 Microrganismos 
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As amostras de L. acidophilus e L. casei foram obtidas da coleção em estoque do 
Laboratório de Microbiologia e do Laboratório de Tecnologia de Bioprocessos da 
Universidade Federal de Pelotas.  
 
2.2 Condições de cultivo 
O isolado de L. acidophilus previamente liofilizado e as colônias de L. casei 
anteriormente cultivada em placas de petri foram pré-incubadas em meio de 
cultura seletivo caldo de Man Rogosa and Sharp (MRS) (Merck, USA) e Soro de 
queijo a 37ºC por 24 h a 120 rpm. Após, foram estriados por esgotamento em 
placas contendo ágar MRS, a fim de se obter culturas puras. 
 
2.3  Determinação de células viáveis 
A contagem de células viáveis foi realizada através de diluição seriada em 
peptona bacteriológica 0,1%. A viabilidade celular foi verificada através da técnica 
de drope plate em ágar MRS, incubadas em jarras de anaerobiose a 37ºC por 48 
h. 
 
2.4  Padronização do inóculo  
Para o estudo de concentração do inóculo utilizou-se tanto o meio de cultivo MRS 
quanto o soro de queijo. Para isso, foi adicionado o L. acidophilus e L. casei nas 
proporções de 2, 6 e 10%. Posteriormente os cultivos foram incubados a 37ºC por 
24 h a 120 rpm. A concentração de inóculo foi estimada baseada no número de 
unidades formadoras de colônias em placas contendo ágar MRS a 37ºC por 48 h 
de incubação em jarras de anaerobiose. 
 
2.5  Análise estatística 
Os resultados das análises de todos os experimentos foram calculados a partir da 
média de experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 
utilizando o programa Graphpad Prism 7. Em todas as análises foi considerado 
um nível de significância de 95% (p<0,05). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 
 

Figura 1. Viabilidade celular de Lactobacillus casei SLC3 (a) e Lactobacillus 
acidophilus ATCC 4356 (b) em meios compostos por soro de queijo ou MRS nas 
concentrações 2, 6 e 10%. (*) Não apresenta diferença estatística (p>0,05) e (**) 

apresenta diferença estatística (p<0,05). 
 

Conforme representado na figura 1, a utilização de um meio de cultivo 
comercial (MRS) e outro não convencional (soro de queijo) acarretou em 
diferenças no desenvolvimento celular tanto de L. casei (Fig. 1a) quanto L. 



 

 

acidophilus (Fig. 1b). Na Figura 1a, podemos observar que não houve diferença 
estatística quando comparado o soro de queijo com o MRS, os quais obtiveram 
semelhantes concentrações de células viáveis. Em relação às diferentes 
concentrações de inóculo estudadas, o L. casei obteve crescimento celular similar 
tanto para soro de queijo quanto para MRS. Indicando dessa forma, que a 
concentração de inóculo, assim como o meio de cultivo, não interferem 
significativamente no número de células viáveis.  

Na Figura 1b, o caldo MRS demonstrou influenciar na maior concentração de 
células viáveis quando comparado ao soro de queijo (p<0,05) nas três condições 
avaliadas. Entretanto, quando analisado cada meio de cultivo individualmente é 
possível observar que o número de células viáveis nas concentrações de 2, 6 e 
10% são semelhantes. Mostrando dessa forma, que o aumento na concentração 
de inóculo não acarretou no aumento da concentração de células viáveis. Apesar 
disso, cabe salientar que o uso de baixas concentrações de inóculo é favorável 
para o cultivo celular, pois corroboram com fatores positivos como baixo custo e 
menor tempo. 

WARDANI et al (2017) analisaram o crescimento de Lactobacillus plantarum 
Dad 13 em diferentes concentrações de inóculo, onde comprovaram um aumento 
significativo do crescimento celular nas condições de 1, 3, 5 e 10% ao final de 
24h, no qual constatou a concentração ideal de inóculo em 5%.  

 
4. CONCLUSÕES 

 
Diante dos resultados alcançados nesse estudo, é possível observar a 

importância do meio de cultivo para o desenvolvimento bacteriano. No presente 
estudo, o MRS favoreceu significativamente somente o crescimento de L. 
acidophilus nas concentrações de 2, 6 e 10%. Enquanto o soro de queijo 
promoveu o desenvolvimento celular semelhante em ambos os microrganismos 
estudados nas três condições avaliadas. Sendo assim, é possível afirmar que 
apesar de o meio de cultivo comercial ter se mostrado mais eficiente para o 
desenvolvimento celular de L. acidophilus, o soro de queijo é um meio promissor 
para o cultivo de Lactobacillus casei SLC3 e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 
pois permite a utilização de baixas concentrações de inóculo, contribuindo dessa 
forma tanto para o baixo custo da pesquisa quanto para o aproveitamento do 
resíduo da indústria de laticínios. 
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