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1. INTRODUÇÃO 

 
Probióticos são microrganismos vivos que, quando ingeridos em 

quantidades adequadas, apresentam efeito benéfico sobre a saúde do hospedeiro 
(FAO-WHO, 2001). Muitos benefícios tem sido relacionados ao consumo de 
probióticos, entre eles: o controle da microbiota intestinal; a promoção da 
resistência gastrintestinal a colonização por patógenos; a promoção da digestão 
da lactose em indivíduos intolerantes a lactose; a estimulação do sistema imune, 
o alívio da constipação; o aumento da absorção de minerais e da produção de 
vitaminas (SAAD, 2006), entre outros. Em geral, dependendo da linhagem 
empregada e do efeito benéfico desejado, o consumo desses microrganismos, 
entre 108 e 1011 UFC/dia, é recomendável (VINDEROLA & REINHEIMER, 2000). 

A maioria das informações sobre a influência dos probióticos até o 
momento foi obtida com estudos baseados na utilização de lactobacilos ou 
bifidobactérias, bactérias utilizadas na alimentação humana e que são difíceis de 
armazenar e administrar para animais (BARRETO et al., 2003) 

A bactéria Bacillus cereus var. Toyoi vem sendo utilizada como probiótico. 
A principal vantagem de B. Toyoi sobre as bactérias ácido lácticas na elaboração 
de probióticos está em sua capacidade de esporular, o que proporciona uma 
maior sobrevivência durante o trânsito gastrointestinal e durante a elaboração, 
transporte e armazenamento do produto alimentício (COPPOLA & GIL-TURNES, 
2004). 

Estudos tem mostrado que B. Toyoi contribui para maior ganho de peso em 
animais, melhoria das taxas de conversão alimentar, redução na incidência de 
fezes líquidas e diarréia pós-desmame e redução das taxas de mortalidade 
(ALEXOPOULOS et al., 2001; BAUM et al., 2002; GEDEK et al., 1993; 
KIRCHGESSNER et al., 1993; TARAS et al., 2005). 

A produção de B. Toyoi se dá pelo cultivo da bactéria em meio NYSM 
(YOUSTEN, 1984), específico para o crescimento de esporos, em diferentes 
condições de tempo e temperatura. Alguns estudos trabalham com a metodologia 
de produção da bactéria cultivando o inóculo a 37ºC por 96 h, sem o fornecimento 
de oxigênio (VILA et al., 2009; CASTELLI, 2011). Porém o fornecimento de 
oxigênio por pelo menos 72 h parece aumentar a concentração de UFC/ml 
(ROSS, 2009). Por isso o objetivo desse trabalho foi avaliar a produção, em 
fermentador, de B. Toyoi sob as mesmas condições de temperatura e diferentes 
condições de tempo e fornecimento de oxigênio, ou seja, com e sem estresse 
oxidativo. 
 
 



 

2. METODOLOGIA 
 

2.1. Produção de B. Toyoi em fermentador sem estresse oxidativo 
(fermentação 1) 

 
A bactéria liofilizada foi ressuspensa em solução salina estéril, semeada 

em placas contendo ágar sangue e as placas incubadas por 24 h à 37ºC. A 
seguir, 50 μL de uma suspensão contendo 3 a 5 colônias foram adicionados a 70 
mL de caldo infusão de cérebro e coração (BHI) e o cultivo foi incubado em 
agitador orbital a 200 rpm, a 37ºC por 16 a 18 h. Após, 70 mL do inóculo foram 
adicionados a 700 mL de caldo NYSM (YOUSTEN, 1984) e o cultivo foi incubado 
a 37°C sob agitação de 200 rpm durante 24 h. 

A fermentação ocorreu em fermentador New Brusnick 110 (New Brunswick 
Scientific, NJ, USA), autoclavando-se por 45 minutos a 121ºC o meio NYSM 
acrescido de 15 g.L-1 de glicerol. Para a fermentação, utilizou-se 7 L de meio, com 
10% em volume do inoculo obtido. O cultivo ocorreu a 37ºC, 500 rpm e 1 vvm de 
ar durante 48 horas. Ao término deste período, as condições de temperatura, 
rotação e ar foram desligadas e o cultivo mantido no fermentador por mais 192 ho 
a fim de promover a esporulação, sob refrigeração a 4°C. 

Ao final das 192 h, a suspensão foi aquecida em banho-maria a 80ºC 
durante 15 minutos para eliminar formas vegetativas do bacilo. O cultivo foi 
centrifugado a 4000 g por 15 minutos, sob refrigeração de 4ºC, e concentrado a 
um volume de 700 mL. A concentração de B. Toyoi foi determinada através da 
diluição em série decimal do cultivo em solução salina (NaCl 0,9%) estéril e da 
contagem das UFCs/mL em placas contendo ágar BHI, após a incubação das 
mesmas a 37º C por 24 h. O percentual de esporos viáveis foi calculado dividindo-
se a contagem de esporos do cultivo (em UFC/mL) após o aquecimento do cultivo 
para  eliminação das células vegetativas pela contagem de esporos antes do 
aquecimento e multiplicando-se por 100. 
 
2.2. Produção de B. Toyoi em fermentador por estresse oxidativo 
(fermentação 2) 

 
O processo de produção por estresse oxidativo foi semelhante ao descrito 

anteriormente com as seguintes modificações: ao final das 48 h de fermentação, 
onde as condições de temperatura e rotação foram desligadas, o suprimento de 
ar foi mantido por 72 h e não foi aplicada a refrigeração.  

A suspensão foi aquecida em banho-maria, centrifugada e quantificada 
conforme citado anteriormente. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 Na Tabela 1 são apresentadas as porcentagens de esporos viáveis e as 
contagens (em UFC/mL) dos esporos presentes em amostras retiradas 48, 72, 96 
e 192 h após as fermentações, com e sem estresse oxidativo, antes e após o 
aquecimento para eliminação das células vegetativas.   
 
Tabela 1. Quantificação (em UFC/mL) e porcentagens de esporos viáveis de B. 
Toyoi produzidos por fermentação com e sem estresse oxidativo, antes e após o 
aquecimento para eliminação das células vegetativas, após diferentes períodos.   
 
 



 

 Fermentação1 (sem estresse oxidativo) Fermentação 2 (com estresse oxidativo) 

 Contagens (UFC/mL)   Contagens (UFC/mL)  

Amostras Antes do 
aquecimento 

Depois do 
aquecimento 

Esporos 
viáveis (%) 

Antes do 
aquecimento 

Depois do 
aquecimento 

Esporos 
viáveis (%) 

1ª (48 h) 2 x 10
9
 1 x 10

8
 5 3 x 10

10
 1 x 10

10
 33,33 

2ª (72 h) 1 x 10
9
 1 x 10

8
 10 3 x 10

10
 2 x 10

10
 66,66 

3ª (96 h) 2 x 10
9
 3 x 10

8
 15    

4ª (192h) 3 x 10
9
 1 x 10

9
 33,33    

 
 Quando B. Toyoi foi produzido sem estresse oxidativo, ao final das 192 h 
foi atingido o percentual de 33,33% de esporos viáveis, sendo este valor dobrado 
para 66,66% quando produzido por estresse oxidativo ao final de 72 h. Resultado 
semelhante foi encontrado por Kang et al. (2013), onde em condições 
anaeróbicas a expressão da bactéria E. coli foi reprimida.  

Aceituno et al. (2012) concluiu que, para a produção de Saccharomyces 
cerevisae, um ambiente rico em oxigênio exerce um grande efeito metabólico na 
mitocôndria da levedura, estimulando sua produção por processo fermentativo, 
corroborando com nossos resultados. 

Ross (2009) utilizou a metodologia de produção para B. Toyoi somente por 
estresse oxidativo e encontrou resultados semelhantes ao presente trabalho, com 
uma contagem de aproximadamente 2,0 x 1010 UFC/mL. 
 

4. CONCLUSÕES 

 
Ambos os processos de fermentação utilizados na produção de B. Toyoi 

foram eficazes e apresentaram contagens viáveis de esporos. Entretanto, a 
produção causando um estresse oxidativo produziu 56,66% de esporos a mais 
após 72 h, sendo mais viável, visto que poupa tempo e alcança uma produção 
maior, comprovando que processos aeróbicos alcançam elevadas produtividades. 
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