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INTRODUÇÃO 
 

A palavra Probiótico, que significa “para a vida” é um termo derivado da língua grega. 
Probióticos podem ser definidos como suplementos alimentares que contêm microrganismos 
vivos, ou componentes microbianos que, quando ingeridos em determinado número, 
apresentam efeito benéfico sobre a saúde e bem-estar do hospedeiro. São capazes de melhorar 
o equilíbrio microbiano intestinal produzindo efeitos positivos à saúde do indivíduo 
(SALMINEN  et   al.,   1999;   DUPONT,   2001; ISOULARI, 2001; REID et al., 2001; 
SANDERS, 2003).  

A utilização de leveduras esta relacionada a vários setores a agroindústria, tais como a 
produção de álcool etílico, bebidas panificação, enriquecimento de alimentos destinados a 
seres humanos e animais, e probióticos (BELLUCO, 2008). Nas ultimas décadas muita 
atenção tem sido dada a modulação da microbiota normal por adjuvantes microbianos vivos 
chamados probióticos. A grande vantagem da terapia com os probióticos é a ausência de 
efeitos secundários, como a seleção de bactérias resistentes. Os efeitos benéficos desses 
microorganismos são basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano. Esses 
organismos vêm sendo propostos como complementos ou alternativas no tratamento de um 
grande numero de desordens gastrointestinais (MARTINS et al., 2005). 

O presente trabalho tem como foco analisar o potencial de leveduras, com 
características killer, pertencentes ao gênero Saccharomyces, para que posteriormente testadas 
comoprobióticos, proporcionem o equilíbrio da microbiota intestinal, trazendo benefícios à 
saúde e conseqüentemente permitindo melhor qualidade de vida ao hospedeiro. 
 

METODOLOGIA 
 
Meios de cultura testados: caldo Sabouraud modificado, caldo extrato de malte, caldo YPG e 
caldo GYMP. 
 
Reativação dos microrganismos: A reativação dos micro-organismos foi feita com 
plaqueamento no meio caldo Sabouraud modificado e incubação por 48h a 28º C. 
 
Teste de resistência ao pH e tolerância à bile: A partir dos repiques prévios, foi preparado um 
cultivo de 40 mL de cada levedura, em caldo Sabouraud modificado,  incubado  à 28° C,  
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durante 48h. Cada amostra foi centrifugada a 5000 rpm, por 10 min e lavada 2 vezes com 
tampão PBS. Depois de lavado, foram resuspendidos em 20 mL de água estéril mais 20 mL 
de solução saliva contendo 0,6% pepsina. Mediu-se o pH para verificar se estava no nível de 
interesse (entre 1,8 e 2,5). Incubou-se em banho-maria, a 37º C, por 90 minutos. Após esse 
período, tomou-se uma alíquota de 1,4 mL e tornou-se a centrifugar a amostra, por 10 minutos 
a 1400 rpm. Cada amostra foi lavada 2 vezes com tampão PBS. Incubou-se em banho-maria, 
a 37º C, por 10 minutos. Centrifugou-se o conteúdo e lavou-se novamente duas vezes com 
PBS. O material foi ressuspenso em uma solução com de 0,3% bílis + 0,1% de pancreatina. 
Após o procedimento, foi retirada uma alíquota de 100 µL que foi plaqueada com o auxilio da 
alça de Drigalsky. As placas foram incubadas a 28º C, por 48 horas, para serem observados os 
resultados. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Reativação dos micro-organismos: 

Das 51 leveduras com características killer do estudo, 16 foram reativadas (D1-1; D1-
2; D1-4; D1-5; D1-6; D1-7; D1-9; D1-10; D1-11; D1-12; D1-13; D1-14; D1-16; D1-20; D5-
2; D5-8).  
 
Testes de resistência ao pH e tolerância à bile 

 
A metodologia adotada foi modificada em relação ao projeto original, sendo baseada 

segundo MORELLI, 2007. Em resumo, foram testados 4 diferentes meio de crescimento para 
leveduras: caldo Sabouraud modificado, caldo extrato de malte, caldo YPG e caldo 
GYMP.Todos os meios foram testados com o mesmo micro-organismo para verificarmos em 
qual deles o micro-organismo cresceria melhor. A amostra escolhida, aleatoriamente, para o 
teste foi a D1-16. Com os caldos YPG, GYMP e extrato de malte não houve crescimento da 
levedura, após realização do protocolo. Com o caldo Sabouraud modificado, houve um 
crescimento de 178 x 105UFC.mL-1 (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Meios testados para avaliação de melhor crescimento do micro-organismo- 

: Não houve crescimento 
 
Foram testados também dois tipos de bile, a bile porcina e a bile bovina. Os testes 

foram realizados com a bile porcina, com a amostra D1-16 e com a bile bovina, com as 
amostras D1-5, D1-14 e D1-20, onde se foi observado um crescimento superior a 200x105 
UFC.mL-1  ( Tabela 2).  

Levedura Caldo YPG Caldo GYMP Caldo extrato de 
malte 

Caldo Sabouraud 
modificado 

D1-16 - - - 178x105UFC.mL-1 
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Tabela 2 – Resultados dos testes realizados com as bile porcina e a bile bovina, com o meio 

Caldo Sabouraud modificado 
Tipo de bile D1-5 D1-6 D1-7 D1-16 D1-14 D1-20 

Porcina  - - 178x105 

UFC.mL-1 
- - 

Bovina > 200x105 

UFC.mL-1 
> 200x10

5
  

UFC.mL
-1

 

- - > 200x105 

UFC.mL-1 
> 200x105 

UFC.mL-1 

- : Não houve crescimento 
 

Em nosso trabalho, as linhagens estudas foram crescidas a uma temperatura média de 
28º C e observou-se uma considerável resistência ao pH e tolerância a bile, não havendo uma 
considerável disparidade nos resultados das diferentes linhagens analisadas. Martins et al. 
(2005), realizaram um estudo com 12 linhagens de Saccharomyces cerevisiae na qual foi 
usada uma metodologia semelhante ao do projeto, ondefoi observado que todas as linhagens 
de leveduras apresentaram resultados diferentes quando submetidas a testes de tolerância a 
bile e resistência a temperatura, sendo apresentada uma alta viabilidade com relação à 
resistência ao pH extremamente baixo do conteúdo intestinal. No trabalho de Martins et al. 
(2005), a maioria das linhagens suportaram as maiores concentrações de sais bilares a 
37°C.No entanto a essa temperatura houve uma menor, ou ate inibição, do crescimento de 
algumas linhagens isoladas e outras linhagens só suportaram a toxidade dos sais bilares a uma 
temperatura de 30°C. 

Muitos trabalhos têm sido realizados com leveduras do gênero Saccharomyces e estes 
têm fornecido resultados positivos quanto ao seu potencial probióticos. Atualmente existem 
no mercado produtos contendo leveduras como probióticos, que trazem benefícios a saúde de 
animais e humanos. No entanto, ainda há necessidade de se buscar informações sobre o 
potencial biotecnológico de leveduras. 
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