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RESUMO 

Os micro-organismos probióticos são utilizados em vários produtos 

alimentícios ou em suplementos alimentares. Simuladores intestinais representam 

uma opção de realização de estudos com a microbiota intestinal. O simulador do 

ecossistema microbiano humano (SEMH) consiste em uma sucessão de cinco 

reatores conectados que representam as diferentes partes do trato gastrointestinal 

humano com seus respectivos valores de pH, tempo de residência e capacidade 

volumétrica. O SEMH foi utilizado para estudar o efeito do Enterococcus faecium 

CRL 183 e do Lactobacillus acidophilus CRL 1014 sobre a microbiota intestinal 

nativa. Inicialmente, o inóculo preparado com fezes humanas foi introduzido nos três 

reatores, responsáveis por simular o cólon ascendente, transverso e descendente. 

Após duas semanas de estabilização foi adicionado, diariamente, durante quatro 

semanas, E. faecium CRL 183 e L. acidophilus CRL 1014 contendo 108 UFC/mL nos 

três compartimentos que simulam o cólon ascendente, transverso e descendente. 

Após as quatro semanas de tratamento o sistema permaneceu durante duas 

semanas sem adição de probióticos. Durante todo o experimento, foi realizado 

semanalmente a composição da microbiota intestinal baseada na enumeração de 

bactérias aeróbias e anaeróbias totais, Enterococcus spp., Lactobacillus spp., 

Bifidobacterium spp., Enterobactérias e Clostridium spp. Semanalmente, também, 

foram realizadas análises de ácidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato e 

propionato) e amônia. Através da análise microbiológica observou-se alterações 

significativas na composição da microbiota do SEMH no decorrer do período do 

experimento. Alterações significativas também foram observadas na concentração 

de amônia e de AGCC, podendo assim observar a influência da inoculação de 

probióticos na microbiota nativa e os metabólitos produzidos por ela. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Microbiota intestinal 

Compreendendo mais de 400m2, o trato intestinal é colonizado por 

aproximadamente 100 trilhões de micro-organismos (MACDONALD & 

MONTELEONE, 2005). Há um aumento da concentração bacteriana ao longo do 

trato intestinal com, aproximadamente, 104 células/g de conteúdo luminal no 

estômago e duodeno até uma densidade de 1011-1014 células/g no intestino grosso 

(WHITMAN et al., 1998). No total, o número de bactérias intestinais é 

aproximadamente dez vezes o número de células que constituem o corpo humano.  

Com base em sequenciamento de rRNA foi possível identificar até 40 mil 

espécies de bactérias intestinais (FRANK et al., 2008). Observou-se que 99% das 

bactérias intestinais são constituídas por quatro filos, incluindo Proteobacteria, 

Actinobactérias e os dois principais filos Bacteroidetes e Firmicutes (MANSON et al. 

2008). Enquanto, as espécies Bacteroidetes mostram uma grande variedade entre 

os indivíduos, um número elevado de espécies Firmicutes pertencem a aglomerados 

clostridiais produtores de butirato (ECKBURG et al., 2005). Com os avanços das 

técnicas de biologia molecular e o desenvolvimento das ciências ômicas, sabe-se 

que microbioma intestinal, contém 100 vezes mais genes do que o todo genoma 

humano (TSAI & COYLE, 2009).  

O intestino humano e sua microbiota apresentam uma estreita relação. Se 

esta é de ganho para ambos os parceiros é referida como simbiose, enquanto uma 

relação comensal é caracterizada por um benefício para um e nenhum ganho ou 

perda para o outro parceiro e uma relação parasitária é benéfico para um, mas 

prejudicial para o outro parceiro (METGES, 2000). 

Microbiota comensal não patogênica têm um impacto sobre a fisiologia normal 
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do TGI. Elas garantem a eficácia da motilidade intestinal, do crescimento e da 

imunidade, bem como a digestão de nutrientes, absorção, angiogênese e fortificação 

da barreira de muco (ROUND & MAZMANIAN, 2009). Outras funções da microbiota 

GI incluem digestão de nutrientes, modificação de ácidos biliares (BAs), e a 

suplementação nutricional de compostos auxotróficos adicionais, tais como ácido 

fólico e biotina (JONES et al., 2008).  

A complexa interação entre a dieta e a microbiota intestinal normal, tem 

promovido o desenvolvimento de estratégias que permitam o crescimento seletivo de 

micro-organismos benéficos ou probióticos (LIONG, 2007). 

 

1.2. Probióticos 

Probióticos são “micro-organismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro” (FAO, 

2001). O papel potencial de probióticos tem sido extensivamente analisado, e 

seus efeitos benéficos incluem a estimulação do sistema imune, alívio na 

constipação intestinal, produção de vitaminas, aumento da absorção de minerais 

e redução do risco de desenvolvimento de câncer de cólon (GILL et al., 2004) 

A ingestão de bactérias probióticas tem se mostrado como preventiva no 

desenvolvimento de lesões pré-neoplásicas e tumores em animais induzidos 

química e biologicamente (GOLDIN et al., 1984; ROWLAND et al., 1998). Os 

mecanismos pelos quais as bactérias probióticas exercem a atividade antitumoral 

não estão claramente elucidados. Mercenier et al., (2003) resumiram várias 

suposições destas atividades, dentre elas estão: modulação do sistema imune; 

ligação e/ou degradação dos potenciais carcinogênicos (melhorando a atividade 

metabólica intestinal); alteração da atividade metabólica da microbiota intestinal; 
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alterações das condições físico-químicas do cólon; melhoramento quali e 

quantitativo da microbiota intestinal e redução de promotores carcinogênicos. 

As bactérias pertencentes aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium são as 

mais frequentemente empregadas como probióticos em alimentos, uma vez que 

elas têm sido isoladas de todas as porções do trato gastrointestinal do humano 

saudável. O intestino delgado e o cólon são os locais preferenciais para a 

colonização intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias (CHARTERIES et al., 

1998; BIELECKA et al., 2002). 

Lactobacillus acidophilus é uma bactéria gram-positiva, produtora de ácido 

láctico que possui a capacidade de sobreviver no trato gastrointestinal (TGI), 

modifica a flora fecal (SUI et al., 2002), adere às células epiteliais humanas in 

vitro (SANDERS & KLAENNHAMMER, 2001), modula a resposta imune do 

hospedeiro e previne gastroenterites microbianas (VARCOE et al., 2003). Além 

disso, L. acidophilus tem a capacidade de usar oligossacarídeos não digeríveis, 

que podem também contribuir para a capacidade do organismo para competir no 

TGI humano (BARRANGOU et al., 2003). 

Nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo das propriedades 

probióticas do Enterococcus faecium CRL 183. Vários efeitos benéficos foram 

observados, tais como; modulador do perfil lípidico, estimulação do sistema 

imune, atividade anti-carcinogênica e inibição de osteoporose pós-menopausa 

(ROSSI et al., 2000; 2001; CARLOS et al., 2005; VENDRAMINI et al., 2006; 

SHIGUEMOTO et al., 2008; SILVA et al., 2009) 

1.3. Amônia 

Entre os produtos de degradação de proteínas encontram-se ácidos graxos 

de cadeia curta, ácidos graxos ramificados, derivados fenólicos, indólicos, 
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poliaminas, aminas e amônia. As aminas e amônia são metabólitos deletérios que 

podem ser absorvidos ou excretados na urina (Coudeyras e Forestier, 2010). 

Estudos têm demonstrado que altas concentrações de amônia agem como 

promotores de tumor no cólon, pois  são tóxicas para as células epiteliais do 

intestino (Montalto et al, 2009). A urease é expressada por muitas bactérias e 

mediada pela hidrólise da uréia em amônia, a qual é fonte de nitrogênio bacteriano 

(Højberg et al., 2004).  

1.4. Ácidos Graxos de Cadeia Curta 

 Uma das características mais comuns da microbiota intestinal é a 

fermentação. Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e lactato são metabolitos 

microbianos benéficos. AGCC e lactato acidificam o lúmen intestinal, causando a 

inibição do crescimento ou mesmo a morte de micro-organismos causadores de  

infecções oportunistas. Além disso, os AGCC são uma fonte de energia para o 

hospedeiro: butirato nas células epiteliais do cólon, acetato e propionato, no 

fígado e células musculares (Underwood et al., 2009; Vitali et al., 2010; Vinolo et 

al., 2011; Rehman et al., 2012). Ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) são 

ácidos graxos orgânicos com 1-6 átomos de carbono. Estes surgem a partir da 

fermentação bacteriana dos polissacarídeos, oligossacarídeos, proteína, 

peptídeo, e glicoproteína precursores no cólon. A fermentação envolve uma 

variedade de reações e processos metabólicos da flora microbiana anaeróbia 

com a finalidade de decomposição de matéria orgânica metabolizável, 

produzindo energia para o crescimento microbiano e sua manutenção e outros 

produtos metabólicos para o uso do hospedeiro. O aumento da concentração 

AGCC está associado à diminuição do pH das fezes, sendo que vários estudos 

mostram que as fezes com pH baixo estão associadas com a diminuição do 
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câncer de cólon (CUMMINGS et al., 2001; WOLLOWSKI et al., 2001). 

 

1.5. Simuladores intestinais 

A microbiota intestinal pode ser estudada “in vivo” utilizando voluntários 

humanos saudáveis, pacientes hospitalizados ou modelo animal. Existem várias 

limitações nas investigações com voluntários saudáveis e pacientes hospitalizados, 

tais como, o elevado custo destes experimentos e o tipo de alimentos ou drogas que 

são administradas aos pacientes. Os modelos animais são excelentes na avaliação 

da microbiota intestinal, pois possibilitam o controle da dieta e o acesso direto ao 

conteúdo intestinal, bem como aos tecidos e órgãos. Entretanto, os modelos animais 

são relativamente caros e demorados quando comparados com os modelos “in vitro” 

(MACFARLANE et al., 2007). 

Uma alternativa de investigação é o uso de modelos de cultivo contínuo ou 

semi-contínuo para simular o intestino grosso. O sistema de cultivo contínuo foi 

validado usando medidas do conteúdo intestinal de vítimas de morte repentina 

(MACFARLANE et al., 2007).  Entre as vantagens deste modelo estão a facilidade 

de utilização, a possibilidade de uso de substâncias radioativas e o baixo custo 

(GIBSON & FULLER, 2000). 

Os modelos “in vitro” permitem simplificar a realidade, podendo-se estudar 

separadamente o metabolismo da microbiota nativa e adicionada, na presença de 

substratos específicos (MACFARLANE et al., 2004).  

Vários modelos “in vitro” vêm sendo propostos para o trato digestivo 

(SALMINEN et al., 1998). Os modelos mais utilizados são os de sistema de 

batelada, semi-contínuo ou contínuo, os quais são considerados os mais adequados 

para estudos das diferentes funções intestinais. Cada um destes modelos apresenta 
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características peculiares e a escolha do tipo de cultivo depende do objetivo do 

estudo em questão (RUMNEY & ROWLAND, 1992., GIBSON & FULLER, 2000). 

O modelo de cultivo contínuo vêm sendo utilizado na investigação do 

metabolismo e ecologia da microbiota intestinal, com ênfase na utilização de 

probióticos (PAYNE et al., 2003 ; PEREIRA et al., 2003 ),  prebióticos (RYCROFT et 

al., 2001 ; TZORTZIS et al., 2005)  e a formação de produtos de fermentação 

(MACFARLANE et al., 2007). Mäkeläinen et al., (2009) avaliaram em modelo de 

cultivo contínuo, a eficácia de queijo de massa semi-cozida como veículo de inclusão 

de probióticos. Os resultados mostraram que os probióticos sobreviveram ao trato 

gastrointestinal e que a matriz alimentícia não influenciou na sobrevivência dos 

micro-organismos probióticos.  

 

2. OBJETIVOS GERAIS 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influência da adição de Lactobacillus 

acidophilus CRL 1014 e Enterococcus faecium CRL 183 sobre a microbiota intestinal 

nativa utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH). 

 

3. DESENVOLVIMENTO 

3.1. Metodologia 

3.1.1. Simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH) 
O simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH) consiste em uma 

sucessão de cinco reatores conectados que representam as diferentes partes do 

trato gastrointestinal humano com seus respectivos valores de pH, tempo de 
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residência e capacidade volumétrica (Tabela 1), com um tempo de retenção de 76 h 

nos três últimos compartimentos. Os cinco reatores foram continuamente agitados 

por um agitador magnético e mantidos a temperatura de 37ºC por meio de um 

termostato. O meio foi mantido em anaerobiose, pela injeção diária de N2 durante 30 

minutos. O pH adequado de cada porção do trato foi automaticamente controlado 

pela adição de NaOH 1N ou HCl 1N (POSSEMIERS et al., 2004; MOLLY et al., 

1994).  

Cada reator apresenta oito aberturas: para entrada e saída do meio, 

amostragem da fase líquida e do espaço ocupado pelos gases, pH-eletrodo, pH-

controle (ácido e base) e para injeção de gases. Bombas peristálticas foram 

utilizadas para transferir sucessivamente os conteúdos entre os recipientes (Figura 

1), de forma continua (MOLLY et al., 1994), simulando o trato gastrointestinal. 

 

Tabela 1. Valores de volume, tempo de residência e pH estabelecidos em 

cada um dos reatores do simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH) 

Reator Volume (ml) Tempo de residência 
(h) 

pH 

R3:Cólon ascendente 500 20 5,6-5,9 

R4:Cólon transverso 800 32 6,1-6,9 

R5:Cólon descendente 600 24 6,6-6,9 
Fonte: POSSEMIERS et al. (2004) 

No início do experimento, os últimos 3 reatores foram inoculados com amostra 

de fezes de doador adulto voluntário que não tenha utilizado antibiótico por um 

período de 2 anos  antes  do início do experimento. Foram coletadas 20 g de fezes e 

diluídas dez vezes com tampão fosfato contendo 0,05 mol/L de Na2HPO4, 0,05 mol/L 

de NaH2PO4 e 0,1% de Na-tioglicolato (pH 6,5). Posteriormente, agitada no 
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homogeneizador de amostras tipo Stomacher® por 10 min, a amostra diluída foi 

centrifugada por cinco minutos a 3000 rpm. Do sobrenadante, 40 mL foram 

adicionados aos reatores 3, 4 e 5. 

 

Figura 1. Representação esquemática do Simulador do Ecossistema 

Microbiano Humano (SEMH).  

 

O período experimental utilizando este tipo de reator, como descrito por Van 

de Wiele et al., (2007), incluiu um período de estabilização (Período controle) de 

duas semanas, após a inoculação da amostra de fezes, para permitir a adaptação 

das bactérias intestinais às condições ambientais presentes nos diferentes 

compartimentos do cólon e permitir, também,  a formação de uma comunidade 

microbiana estável. Durante este período o meio alimentar basal (Tabela 2) passou 

pelo sistema, três vezes ao dia, possibilitando a adaptação da comunidade 

microbiana às condições físico-químicas e nutricionais que predominam nas 

diferentes partes do cólon (MOLLY et al., 1993). Após as duas semanas de 

adaptação, o período de tratamento se iniciou. Durante esse período, 109 UFC/mL 
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de L. acidophilus CRL 1014  e E. faecium CRL 183   foram inoculadas diariamente, 

mantendo-se a passagem do alimento basal três vezes ao dia, durante quatro 

semanas. Após o período de tratamento, iniciou o período de pós-tratamento. 

Durante duas semanas somente o meio basal entrou no sistema. 

Tabela 2. Composição do meio alimentar basal dissolvido em água destilada. 

Constituintes Quantidades (g/L) 

Amido  3,0 

Pectina 2,0 

Mucina (Suínos gástrica tipo III) 4,0 

Xilana  1,0 

Peptona 1,0 

Triptona 1,0 

Glicose  0,4 

Extrato de levedura 3,0 

L-cisteina 0,5 
         Fonte: PAYNE et al.(2003) 

 

3.1.2. Preparo de células de E. faecium CRL 183 e Lactobacillus acidophilus 
CRL 1014 
Semanalmente, cultura pura de E. faecium CRL 183 e Lactobacillus 

acidophilus CRL 1014 foram inoculadas em meio Caldo MRS (Acumedia, Baltimore). 

As bactérias na fase log foram centrifugadas (4000 x g, 10 min., 4ºC) e lavadas com 

água peptonada estéril, as quais foram mantidos em água peptonada estéril na 

concentração de 108 UFC/mL até o momento da utilização (Sivieri et al., 2007). 

3.1.3. Análises microbiológicas 
Semanalmente, durante todo o período experimental (controle, tratamento e 

pós tratamento), 5 mL de amostras foram coletadas dos reatores  para as análises 

microbiológicas. A análise da composição da microbiota intestinal foi baseada na 

contagem de bactérias aeróbias e anaeróbias totais,  Enterococcus spp.,  
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Lactobacillus spp.,  Bifidobacterium spp., Enterobactérias, Clostridium spp. e 

Bacteroides.  Um mililitro de amostra de cada reator foi suspenso em nove mililitros 

de água peptonada. Diluições seriadas foram preparadas e inoculadas em meios de 

cultura seletivos: aeróbios totais e anaeróbios facultativos em meio “Plate Count 

Agar” (PCA) (Acumedia,  EUA;  37ºC/48h); Enterococcus  spp. em meio KF 

Streptococcus Ágar ( Acumedia,  EUA;  37ºC/48h)  (EDLUND  et  al., 2000);  

Lactobacillus  spp. em meio MRS  Ágar (Merck,  Alemanha;  37ºC/48h,  

anaerobiose) (Yoshioka et al., 1983); Bifidobacterium spp. em meio Reinforced 

Clostridial Agar (RCA) com suplementação de NPKIT (Difco, 37ºC/72h, anaerobiose) 

(MUNOA & PARES,  1988),  Enterobactérias em meio MacConkey ágar  (Acumedia,  

EUA;  37ºC/48h)  (BRIGIDI  et  al.,  2001) e Clostridium  spp. em meio RCA (Difco, 

França; 37ºC/48h, anaerobiose) (MARZOTTO  et  al.,  2006). Após o período de 

incubação foi realizada a contagem das colônias em placa. Os resultados das 

contagens de UFC/mL foram expressos em logaritmo na base 10. 

3.1.4. Análise de amônia 
Durante todo o período experimental (pré-tratamento, tratamento e pós -

tratamento) foram coletadas 25 mL, uma vez por semana, amostras dos reatores 

para análise de amônia.  

O conteúdo de amônia foi determinado utilizando-se um medidor de íon 

seletivo (modelo 710A, marca Orion) acoplado a um eletrodo de íon seletivo para 

amônia (modelo 95-12, Orion).  O aparelho foi calibrado utilizando soluções padrão 

de cloreto de amônio 0,1M, nas concentrações de 10, 100 e 1000 mg/L de amônia. 

Em 25 mL de amostra foi adicionado 0,5 mL de solução ISA (ammonia  pH  adjusting  

Ionic  Strength  Adjuster  (Orion)  –  solução ajustadora de pH e força iônica). Todas 

as medidas foram realizadas a 25°C (Bedani, 2008).  
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3.1.5. Análise de ácidos graxos de cadeia curta 
 Durante todo o período experimental (pré-tratamento, tratamento e pós -

tratamento) foram coletadas, uma vez por semana, amostras dos reatores para 

análise de ácidos graxos de cadeia curta.  

Utilizou-se para determinar os AGCC a cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), Sistema SHIMADZU®, equipado com bomba LC-10ADVP, amostrador 

automático SIL-20A HT, forno CT-20A, dois detectores ligados em série: detector de 

ultravioleta (UV) com arranjo de diodos SPD-M10 AVP e detector por índice de 

refração RID-10A; controlador SCL-10AVP. Coluna AMINEX® HPX-87H (300 mm x 

7.8 mm, BioRad) e software Class-VP (SHIMADZU®). O eluente utilizado foi solução 

de H2SO4 0,005M, com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno da coluna de 43 

°C. O volume injetado foi de 100 μL. E para o preparo das amostras utilizou-se 1 mL 

de amostra filtrada em membrana de 0,2 μm e adicionou 80 μL de solução de H2SO4 

2M. 

3.2. Resultados e Discussão 

3.2.1. Análises Microbiológicas 
O intestino humano é o habitat natural de um grande número de micro-

organismos, principalmente bactérias, que se adaptaram à vida na superfície das 

mucosas ou na luz intestinal. O termo microbiota refere-se aos micro-organismos 

vivos reunidos em um determinado nicho ecológico. O ecossistema microbiano 

intestinal inclui espécies nativas permanentemente que colonizam o trato 

gastrointestinal e uma série de micro-organismos vivos que passam através do tubo 

digestivo temporariamente. As bactérias nativas são adquiridas no nascimento e 

durante o primeiro ano de vida, enquanto que as bactérias transitórias são ingeridas 

continuamente através da comida, bebida, etc. (GUARNER, 2007). 
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A população microbiana do intestino humano inclui cerca de 100 bilhões de 

bactérias de cerca de 500 à 1.000 espécies distintas. O tempo de trânsito do cólon é 

lento o que dá a oportunidade para a proliferação dos micro-organismos 

fermentadores dos substratos disponíveis oriundos da dieta ou de secreções 

endógenas(GUARNER, 2007). 

Na Tabela 3 são observados os valores das contagens microbiológicas dos 

frascos que simularam os cólons ascendente, transverso e descendente do reator 

SEMH. 

 

Tabela 3. Médias das populações microbianas (±desvio padrão), expressas em log 

UFC/mL, para diferentes grupos e gêneros, em diferentes seguimentos do cólon e 

em diferentes  períodos experimentais, em decorrência da inserção no E.faecium 

CRL 183 e do L. acidophilus CRL 1014 no sistema. 

Grupos Microbianos 
Cólon 

Ascendente 
Cólon 

Transverso 
Cólon 

Descendente 
Período pré-tratamento 
Lactobacillus spp. 7,00 ±1,09 B 7,16 ±1,28 B 6,91 ±1,01 B 
Enterococcus spp. 5,96 ±1,05 B 5,96 ±1,05 B 6,53 ±0,58 B 
Clostridium spp. 8,12 ±0,12 B 7,51 ±0,56 B 8,00 ±1,09 B 
Bifidobacterium spp. 6,34 ±0,63 B 6,80 ±0,87 B 6,99 ±1,08 B 
Enterobactérias 6,36 ±0,40 B 7,07 ±1,18 A 7,04 ±1,15 A 
Aeróbios Totais 8,16 ±0,51 B 8,69 ±0,91 A 8,80 ±0,57 A 
Aeróbios Facultativos 8,26 ±0,28 B 7,92 ±1,06 B 8,71 ±0,41 B 
Período tratamento 
Lactobacillus spp. 9,72 ±1,30 A 9,70 ±1,20 A 9,62 ±1,56 A 
Enterococcus spp. 8,75 ±1,07 A 8,73 ±1,19 A 8,73 ±0,63 A 
Clostridium spp. 9,93 ±0,69 A 9,77 ±0,59 A 9,83 ±0,44 A 
Bifidobacterium spp. 9,12 ±0,90 A 9,15 ±0,99 A 9,14 ±0,73 A 
Enterobactérias 8,11 ±0,70 A 7,93 ±0,66 A 8,03 ±0,76 A 
Aeróbios Totais 9,44 ±0,32 A 9,41 ±1,37 A 9,35 ±1,04 A 
Aeróbios Facultativos 9,94 ±1,01 A 9,52 ±0,91 A 9,84 ±0,82 A 
Período pós-tratamento 
Lactobacillus spp. 9,56 ±0,64 A 9,74 ±0,59 A 9,68 ±0,67 A 
Enterococcus spp. 5,50 ±0,57 B 5,74 ±0,47 B 5,44 ±0,55 C 
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Clostridium spp. 9,78 ±0,06 B 9,81 ±0,13 A 9,80 ±0,16 A 
Bifidobacterium spp. 8,52 ±0,27 A 8,45 ±0,26 A 8,49 ±0,74 A 
Enterobactérias 6,48 ±0,41 B 6,67 ±0,47 B 6,59 ±0,13 B 
Aeróbios Totais 9,59 ±0,23 A 9,55 ±0,09 A 9,57 ±0,11 A 
Aeróbios Facultativos 9,31 ±0,22 A 9,40 ±0,13 A 9,37 ±0,06 B 

*Letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) entre o mesmo 

grupo microbiano, nos períodos de pré-tratamento, tratamento e pós- tratamento. 

Com relação à população de enterobactérias foi verificada uma mudança 

quantitativa durante o período de tratamento no reator que representa o cólon 

ascendente. Em um estudo realizado por Bedani et al., (2010) observou-se um 

aumento significativo desses micro-organismos nas fezes de ratos após 

consumirem, durante trinta dias, células puras de E. faecium CRL 183. 

Em estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa (SIVIERI et 

al., 2007) não observou nenhuma mudança quantitativa na flora de Enterococcus 

spp. nas fezes em ratos que consumiram durante 30 semanas, diariamente, E. 

faecium CRL 183. Porém, no reator SEMH, durante o período de tratamento, ocorreu 

um aumento estatisticamente significativo nos três reatores (aproximadamente três 

ciclos log.) na contagem de Enterococcus spp. 

A concentração da população de Lactobacillus spp. aumentou 

significativamente em aproximadamente três ciclos logarítmicos nos três 

seguimentos do cólon durante a fase de tratamento. De acordo com Marteau (2010), 

o cólon é o sitio primário da colonização microbiana. 

O pH no cólon ascendente encontra-se em torno de 5,6 a 5,9, o que favorece 

o crescimento de Lactobacillus spp. Segundo  Coudeyras e Forestier (2010) a região 

ascendente e transversa do cólon tem uma flora semelhante ao do estômago, com 

dominância de aeróbios e anaeróbios facultativos. O gênero dominante desta região 
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é o Streptococcus spp., sendo que encontra-se também, Lactobacillus spp. e 

Enterococcus spp., os quais geralmente estão presentes no conteúdo do lúmem 

intestinal. 

O tratamento estimulou o crescimento da população de bifidobactérias nas 

três regiões do cólon. Em estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa 

(SIVIERI et al., 2011)  já havia sido relatado comportamento semelhante no 

crescimento desse gênero. Bedani et al., (2010) também observaram que os animais 

que receberam a suspensão do cultivo puro de E. faecium CRL 183 apresentaram 

aumento da população fecal de bifidobactérias nas fezes. 

Com relação à população de Clostridium spp. houve um aumento significativo 

durante o período de tratamento nas três regiões avaliadas do cólon. Bactérias 

pertencentes a esse gênero podem ser prejudiciais devido a sua atividade 

metabólica e caráter patogênico de algumas espécies (MONTESI et al., 2005).  As 

espécies do gênero Clostridium podem estar envolvidas em processos inflamatórios 

de doenças intestinais (GUARNER E MALAGELADA, 2003). Entretanto, Bedani et 

al., (2010) não observaram alteração na população fecal de Clostridium spp. em 

ratos que consumiram cultivo de E. faecim CRL 183. 

 Com relação à população de aeróbios totais também se observou 

aumento significativo destes micro-organismos durante o período de tratamento. 

Para os aeróbios facultativos houve um aumento significativo nas três regiões do 

cólon. Segundo Coudeyras e Forestier (2010) uma das principais diferenças entre a 

microbiota encontrada nas fezes e no cólon é em relação aos anaeróbios 

facultativos, os quais são abundantes no cólon e praticamente ausentes nas fezes. 

Ao se comparar os períodos de pré-tratamento, tratamento e pós- tratamento 
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pode-se afirmar que no período de pós-tratamento não há redução significativa na 

concentração da maioria dos grupos microbianos avaliados. Segundo Doré e 

Corthier (2010) a microbiota intestinal dominante é resistente a modificações. A 

administração de probióticos ou prebióticos pode alterar temporariamente a 

homeostase intestinal. Também, pode-se afirmar que o E.faecium CRL 183 e o L. 

acidophilus CRL 1014 estimularam o crescimento de alguns grupos microbianos, tais 

como; Lactobacillus spp.  e Bifidobacterium spp. 

3.2.2. Análise de amônia 
Na Figura 2  observa-se os valores de amônia encontrados nas fases de pré-

tratamento, tratamento e pós- tratamento. 

Durante o período de tratamento foi observado um aumento significativo dos 

níveis de amônia, com uma posterior redução, no reator que simula o cólon 

descendente (Figura 2). Bedani et al (2010), também observaram um aumento 

significativo da concentração de amônia, em ratos que consumiram diariamente 

células de E. faecium CRL 183.  Pomessier et al., (2004) encontraram resultados 

semelhantes em relação ao conteúdo de amônia em experimento utilizando um 

simulador dinâmico do ecossistema microbiano humano. 
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Figura 2. Conteúdo de amônia (ppm) nos frascos do simulador do ecossistema 

microbiano humano (SEMH), durante o período pré-tratamento, tratamento e pós-

tratamento.  

*Letras iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) nos períodos de pré-

tratamento, tratamento e pós- tratamento, referente a suspensão coletada nos 

reatores 1, 2 ou 3 (cólon ascendente, transverso ou descendente). 

3.2.3. Análise de ácidos graxos 
Um aumento significativo na concentração de ácido butírico foi observado nos 

reatores que simulam o cólon transverso e o descendente (Figura 3). 
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Figura 3. Produção de ácido butírico (mg/mL de suspensão) nos frascos do 

simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH), durante o período pré-

tratamento, tratamento e pós-tratamento.  

*Letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) nos períodos de pré-tratamento, 

tratamento e pós- tratamento, referente as amostras coletadas nos reatores 1, 2 e 3 (cólon 

ascendente, transverso e descendente). 

 

 O aumento da concentração AGCC está associado à diminuição do pH das 

fezes, sendo que vários estudos mostram que as fezes com pH baixo estão 

associadas com a diminuição do câncer de cólon (CUMMINGS et al., 2001; 

WOLLOWSKI et al., 2001). 

 Foi observado em estudos prévios, utilizando modelo animal que o consumo 

de células puras de E. faecium CRL 183 inibiu o desenvolvimento do câncer de 

cólon (SIVIERI et al., 2008). Nesse sentido, pode-se supor que esta inibição poderia 

estar relacionada com a produção ácido butírico observada in vitro. 

 O butirato está associado com muitas propriedades biológicas no cólon. Um dos 

primeiros efeitos observados do butirato está no grau de metilação do DNA, que 
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também pode melhorar a proliferação celular de células normais e a supressão da 

proliferação de células transformadas (WOLLOOWSKI et al., 2001) e induzir a 

expressão de glutationa-S-transferases (GST) e outros genes de resposta ao 

estresse (SCHARLAU et al., 2009). As GSTs catalisam reações entre compostos 

glutationa e lipofílico com centros eletrofílicos, que leva à desativação de compostos 

tóxicos, xenobióticos, e produtos do estresse oxidativo (ECONOMOPOULOS et al., 

2010).  

 O acetato é um dos principais AGCC no cólon, é prontamente absorvido e 

transportado para o fígado e, portanto, é menos metabolizado no colón (COOK et 

al., 1998). 

 A Figura 4 representa a produção de ácido acético durante os períodos de pré-

tratamento, tratamento e pós-tratamento no SEMH. Durante o tratamento com 

Lactobacillus acidophilus CRL1014 e Enterococcus faecium CRL 183 ocorreu um 

aumento significativo de produção de ácido acético, apenas no frasco 

correspondente ao cólon descendente. No período de pós-tratamento os níveis 

deste ácido diminuíram, diferindo estatisticamente do período de pré-tratamento.
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Figura 4. Produção de ácido acético (mg/mL de suspenão) nos frascos do simulador 

do ecossistema microbiano humano (SEMH), durante o período pré-tratamento, 

tratamento e pós-tratamento.   

*Letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) nos períodos de pré-tratamento, 

tratamento e pós- tratamento, referente as amostras coletadas nos reatores 1, 2 e 3 (cólon 

ascendente, transverso e descendente). 

 

Em relação ao ácido propiônico foi observado um aumento significativo da 

concentração nos reatores que simulam o cólon transverso e descendente, durante 

o período de tratamento com Lactobacillus acidophilus CRL1014 e Enterococcus 

faecium CRL 183. Já no reator que simula o cólon ascendente observa-se uma 

grande redução ao longo dos períodos. No período de pós-tratamento ocorreu uma 

diminuição da concentração deste ácido, entretanto somente no cólon descendente 

esta variação foi estatisticamente significativa (Figura 5). 
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Figura 5. Produção de ácido propiônico (mg/mL de suspenão) nos frascos do 

simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH), durante o período pré-

tratamento, tratamento e pós-tratamento.  

*Letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) nos períodos de pré-tratamento, 

tratamento e pós- tratamento, referente as amostras coletadas nos reatores 1, 2 e 3 (cólon 

ascendente, transverso e descendente). 

Observações em animais sugerem que o propionato inibe a síntese de 

colesterol, inibindo tanto a sintase 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA quanto a 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA redutase (BUSH et al., 1971; RODWELL et al., 1976). O aumento 

da produção de propionato, por meio de fermentação, pode inibir a síntese de  

colesterol hepático (CHEN et al., 1984). 

4. CONCLUSÃO 
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de micro-organismos probióticos influenciou modificando a microbiota intestinal 

nativa através do aumento na concentração de UFC/mL e consequentemente nas 

concentrações dos metabólitos, como a amônia e os ácidos graxos de cadeia curta. 

Estes resultados futuramente podem ser utilizados para o desenvolvimentos de 

metodologias de estudo in vivo contribuindo para a elucidação dos fatores que 

acarretam no desenvolvimentos de tumores intestinais e da influência do consumo 

de alimentos probióticos no surgimento desta patologia. 
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