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RESUMO: O experimento objetivou isolar, caracterizar e identificar Lactobacillus acidophilus, a partir de fezes
de bezerros. Foram realizados os seguintes testes para caracterizagdo dos isolados: morfologia celular, teste
de gram, catalase, producdo de gas a partir da glicose, crescimento a 15 e 45°C; redugéo do “Litmus Milk”,
crescimento no meio com cloreto de sédio, hidrélise da arginina, redugao do nitrato e fermentagéo de diferentes
“carboidratos”. De um total de 526 “isolados” iniciais, obtiveram-se 12 (2,28%) estirpes de Lactobacillus
acidophlilus.
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ISOLATION OF Lactobacillus acidophilus FROM FECES OF CALVES
ABSTRACT: Lactobacillus acidophilus was isolated and characterized from feces of calves. The tests used to
characterize the isolates were : celular morphology, gram, catalase, gas production, growth at 15 and 45 °C,

Litmus Milk reduction, growth on culture medium with sodium chloride, arginine hydrolisis, nitrate reduction and
carbohydrate fermentation. From a total of 526 isolates, 12 (2.28%) strains of Lactobacillus acidophilus were

identified to be able to resist the intestinal tract conditions of calves.
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INTRODUCAO

Diversos microrganismos s&o usados como
probidticos. Dentre os lactobacilos, um dos mais
indicados para preparo de probidticos é o
Lactobacillus acidophilus que produz, além de
acidos organicos e perdxido de hidrogénio, as
bacteriocinas que inibem o crescimento de varias
bactérias, incluindo a E. coli e Salmonella sp.,
principais causadoras de desordens
gastrointestinais em bezerros. O presente trabalho,
objetivou isolar, caracterizar e identificar estirpes de
Lactobacillus acidophilus, com caracteristicas
préprias ao uso como probiético.

MATERIAL E METODOS

Amostras de fezes de bezerros com 1a 3
dias de idade, foram preparadas e diluidas em
solugdo tampao fosfato, (pH 7,2). As colbnias
obtidas em meio agar seletivo para lactobacilos
(Rogosa SL) (KANDLER e WEISS, 1986) foram
transferidas para tubos contendo o meio de cultura
MRS (DE MAN et al., 1960), com 0,15% de sais
biliares e incubadas a 372C (GILLILAND e SPECK,
1977). As culturas com crescimento foram
reisoladas sendo varias coldnias transferidas para
tubos contendo leite desnatado reconstituido (LDR)
com 12% de extrato seco desengordurado (ESD)
esterilizado e incubadas a 37°C até coagulagéo. As
culturas que coagularam o LDR foram submetidas
ao teste de gram e analises morfolégicas
(PELCZAR et al., 1981), catalase )SPECK, 1984);

producdo de gas a partir da glicose (COLLINS e
HARTLEIN, 1982); capacidade de crescimento a
diferentes temperaturas (KANDLER e WEISS,
1986); reducdo do ‘“Litmus Milk” (SKERMAN,
1959); crescimento em diferentes teores de cloreto
de soédio (DAVIS, 1955); hidrolise da arginina
(COWAN e STEEL, 1965; BIER, 1985); redugado do
nitrato (NORRIS e RIBBONS, 1971); fermentacéo
de diferentes substratos (KANDLER e WEISS,
1986). Os isolados, até entdo com caracteristicas
proprias do Lactobacillus acidophilus foram
submetidos ao “Rapid CH strips” (teste API).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras plaqueadas no meio agar
rogosa SL e incubadas sob baixo teor de oxigénio
a 37°C por 48hs, a contagem teve como média 4,7
X 10® unidades formadoras de coldnias (UFC) por
gramas de fezes. Apds as etapas de crescimento
em MRS enriquecido com 0,15% de sais biliares ,
crescimento e coagulagdo do leite, obtiveram-se
526 isolados, com uma média de 32,88 isolados
por bezerro. Quando submetidos ao teste de gram,
154 (29,3%) apresentaram-se como bastonetes
gram-positivos, porém ocorreram variagdes na
morfologia destes isolados, consideradas normais
(KANDLER e WEISS, 1986). Destes 152 (98,7%)
mostraram negativos ao teste da catalase, que
caracteriza  bactérias  laticas  (Lactobacillus
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acidophilus) (ROGOSA, 1974). Estes foram
submetidos ao teste de producéo de gas a partir da
glicose, sendo que 7 (4,6%) produziram gas. Os
145  isolados, até entdo gram-positivos,
catalase-negativos e nao produtores de gas a partir
da glicose, foram submetidos aos testes de
caracterizagdo. Destes, 18 (12,4%) cresceram e
coagularam o leite a 15°C por 30 dias e 31 (21,4%)
nao cresceram a 45°C por 72
hs.Consequentemente 100 (69%) isolados nao
cresceram a 15°C por 30 dias e cresceram a 45°C
por 72 hs. No teste de redugao do “Litmus milk”, 5
(3,4%) nao reduziram o meio, no entanto, o
Lactobacillus acidophilus reduz o “Litmus milk”; 102
(70,3%) cresceram e 96 (66,2%) nao cresceram,
respectivamente, nas concentracdes de 4 e 8% de
NaCl. Todos os isolados testados (145),
apresentaram resultados negativos a hidrélise de
arginina, e teste de redugao de nitrato. Portanto, 68
(46,9%) nao cresceram a 15°C; cresceram a 45°C;
reduziram o “Ltmus milk’; ndo cresceram em
presenca de 8% de cloreto de sodio; nao
produziram aménia a partir da arginina e nao
reduziram o nitrato.

Dos 68 isolados, 23 (33,8%) (Quadro
1)apresentaram  caracteristicas  préprias do
Lactobacillus acidophilus em relagéo a fermentagao
de carboidratos (KANDLER e WEISS, 1986); os
quais foram posteriormente submetidos ao teste
API. Destes 23 isolados submetidos ao teste API,
12 (52,2%) mantiveram os resultados compativeis
com as caracteristicas do Lactobacillus acidophilus
(Quadro 1).

CONCLUSAO

De um total de 526 isolados iniciais,
obtiveram-se 12 (2,28%) estirpes de Lactobacillus
acidophlilus.
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QUADRO 1. Caracterizacao dos isolados por fermentacéo de substratos.

“Carboidratos”

Isolados 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13
LT 154A* - + + + + + + + + + - -
LT 156B* - + + + + + + + + + - -
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LT 158A* - + + + + + - + + + + -
LT 346 - + + + + + - + + + + -
LT 347 - + + + + + - + + + + -
LT 359* - + + + + + - + + + + .
LT 351 - + + + + + - + + + + -
LT 360" - + + + + + - + + + + .
LT 361* - + + + + + - + + + + _
LT 481 - + + + + + - + + + + _
LT 482* - + + + + + - + + + + +
LT 484* - + + + + + - + + + + -
LT 486 - + + + + + - + + + + -
LT 510" - + + + + + - + + + + -
LT 511 + + + + + - + + + + -
LT 512 - + + + + + - + + + + _
LT 515 - + + + + + - + + + + -
LT 516* - + + + + + - + + + + -
LT 518* - + + + + + - + + + + -
LT 520* - + + + + + - + + + + -
LT 521 - + + + + + - + + + + -
LT 523 - + + + + + - + + + + _
LT 525 - + + + + + - + + + + _
Comercial - + + + + + - + + + + .
” - + + + + + - + + + + )

# - KANDLER e WEISS (1986)
() -~ Resultados variaveis
Comercial - Lactobacillus acidophilus comercial

* - ldentificados como Lactobacillus acidophilus apés o teste API

1 - Arabinose 8 - Maltose

2 - Celobiose 9 - Maiose

3 - Esculina 10 - Sacarose
4 - Frutose 11 - Salicina
5 - Galactose 12 - Sorbitol
6 - Glicose 13 - Xilose

7 - Manitol



