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RESUMO  

A quantificação bacteriana em uma formulação probiótica de forma precisa é 
imprescindível para garantir que o produto atingiu a dose mínima de células 
recomendada, cumprindo assim, os padrões regulamentares e a citação no rótulo. 
Métodos tradicionais de contagem em placas não enumeram com exatidão todos os 
probióticos disponíveis, apenas a população bacteriana capaz de se replicar sob em 
meios de cultura em circunstâncias específicas. Portanto, não contabilizam as bactérias 
que sob condições ambientais estressantes tornam-se não cultiváveis, embora se 
mantenham metabolicamente ativas e possam retornar a capacidade de se replicar 
quando as condições se tornarem favoráveis novamente. Por outro lado, metodologias 
independentes de cultura, como a citometria de fluxo, possui uma definição mais 
abrangente e confiável da viabilidade bacteriana por incluir as bactérias viáveis mas 
não cultiváveis (VNC), discriminando subpolulações celulares vivas, danificadas e 
mortas com precisão e rapidez, facilitando assim, a rotina de laboratórios. Nesta 
revisão são abordados aspectos gerais da citometria de fluxo, bem como as principais 
vantagens da utilização para avaliação detalhada da viabilidade e funções fisiológicas 
celulares quando comparado às técnicas tradicionais de cultura.  
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1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, diversas pesquisas científicas com ensaios clínicos e pré-

clínicos tem demonstrado a importância da microbiota intestinal para afetar 

positivamente a saúde humana (Quigley et al., 2013; De Almada et al., 2015; 

Kristensen et al., 2016). Dessa forma, a abordagem dietética com o escopo de 

manipular a microbiota intestinal através do consumo de probióticos tem representado 

uma estratégia simples, de baixo custo e potencialmente eficaz através da otimização 

nutricional, prevenção e tratamento contra vários distúrbios ou doenças.  

A forma como os probióticos são capazes de atuar modulando a microbiota 

intestinal do hospedeiro ainda é pouco conhecida, pois os mecanismos de ação que 

proporcionam os efeitos benéficos são difíceis de serem determinados em função do 

seu caráter multifatorial, que inclui: modificação da microbiota intestinal, secreção de 

substâncias antimicrobianas, aumento da adesão à mucosa e epitélio resultando na 

exclusão competitiva de patógenos, fortalecimento da barreira epitelial intestinal e 

modulação do sistema imunológico (Bermudez-Brito et al., 2012). 

Embora os mecanismos subjacentes aos benefícios clínicos probióticos ainda 

não sejam totalmente compreendidos, vantagens atrativas como a segurança das 

cepas e as inúmeras evidências científicas associados ao seu consumo no alívio dos 

sintomas da diarreia, intolerância à lactose, síndrome do intestino irritável, colite 

ulcerativa (Domingos, 2017), controle do colesterol (Bordoni et al., 2013), níveis de 

pressão arterial (Chiang & Pan, 2012), diabetes, obesidade e contra certos tipos de 

câncer (Kerry et al., 2018), entre outros benefícios, tem contribuído para o crescente 

mercado consumidor em todo o mundo. 
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O mercado global de probióticos espera obter até 2023 um faturamento de 

cerca de US$ 69,3 bilhões, com o setor de alimentos responsável por gerar maior valor 

econômico (Markets and Markets, 2017). No Brasil, o mercado de produtos probióticos 

está em ascensão devido à demanda dos consumidores por alimentos saudáveis e a 

indústria de alimentícia tem acompanhado essa tendência, disponibilizando diferentes 

opções de produtos alimentícios adicionados intencionalmente com probióticos 

(Pimentel et al. 2017). Os EUA, Europa e Japão correspondem a mais de 90% do 

mercado de alimentos funcionais em todo o mundo, a maior parte engloba lácteos 

funcionais (Marsh et al., 2014), principalmente produtos lácteos fermentados (Ozer & 

Kirmaci, 2010).  

Desde meados da década de 90, os produtos lácteos fermentados têm recebido 

uma significativa atenção por conter bactérias probióticas em sua composição, 

representando o principal veículo de entrega de probióticos com concentrações em 

torno de 108–109 UFC, dependendo da ingestão diária recomendada para cada produto 

(Fontana et al. 2013). Para atender as exigências rigorosas do controle de qualidade 

e agências reguladoras referentes à qualidade, segurança e funcionalidade de 

preparações probióticas é fundamental que os produtos contenham a quantidade 

precisa de células informada no rótulo (Davis, 2014). 

As metodologias tradicionais de enumeração bacteriana baseadas em cultura, 

avaliam apenas a capacidade da célula crescer e se multiplicar formando colônias em 

meios sintéticos sob condições específicas, desconsiderando o fato de que as células 

viáveis podem existir em estados metabólicos não cultiváveis, o que leva a contagens 

subestimadas. No entanto, metodologias independentes de cultura como a citometria 

de fluxo têm emergido como uma ferramenta alternativa e eficiente por determinar 
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populações bacterianas totais, contagens de células viáveis e viáveis mas não 

cultiváveis, além de fornecer informações sobre a integridade e as propriedades 

funcionais celulares de uma grande quantidade de amostras forma precisa e em tempo 

real para pesquisadores e cientistas da indústria de alimentos que enfrentam o desafio 

de fornecer a dose disponível para o produto final.  

Diante do exposto, este artigo teve como objetivo realizar uma breve revisão 

sobre aspectos gerais da citometria de fluxo abordando princípios do funcionamento, 

as possíveis aplicações do método no âmbito da microbiologia, bem como as principais 

vantagens da utilização para monitoramento e enumeração de células viáveis em 

comparação à técnica convencional de plaqueamento ou contagem em placas. 

  

Fatores que afetam a viabilidade celular probiótica 

O termo “probiótico” tem origem grega e significa “para a vida”. Foi proposto 

para definir os microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades 

adequadas, conferem benefícios à saúde (Hill et al., 2014). Portanto, a viabilidade dos 

microrganismos probióticos é uma condição fundamental para que os efeitos benéficos 

proporcionados ao consumidor sejam observados. Dessa forma, torna-se necessário 

que os microrganismos se mantenham viáveis no alimento durante o processamento 

e no período de validade comercial do produto até a ingestão, além de serem capazes 

de sobreviver nas condições severas no ambiente gastrointestinal (Sarkar, 2013). 

Os produtos lácteos possuem características intrínsecas consideradas ideais 

para conduzir as bactérias probióticas até o trato gastrointestinal (Soccol et al., 2010) 

em função da alta capacidade tamponante (Çaglar et al., 2011) e o efeito protetor dos 

componentes do leite durante a passagem pelo trânsito gastrointestinal (Ziarno &  
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Zareba, 2015). Os leites fermentados têm sido amplamente usados como carreadores 

para as cepas probióticas que podem ser adicionadas junto com as culturas starters, 

através da mistura de dois lotes de leite fermentado (um com a cepa probiótica no 

leite e outro com as culturas starters) ou até mesmo serem utilizadas como a própria 

cultura starter (Soccol et al. , 2010). 

Por outro lado, a viabilidade dos probióticos em determinados alimentos ou sua 

inclusão durante o processamento representa obstáculos tecnológicos consideráveis 

para assegurar a sobrevivência desses microrganismos durante a validade comercial 

de matrizes alimentícias consideradas substratos estressantes, como suco / polpa de 

frutas ou alimentos desidratados, em função do pH e atividade água baixos, 

respectivamente (Anekella & Orsat, 2013; Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014).  Até 

mesmo alimentos ideais, como o iogurte, tem vida útil limitada pelo estresse oxidativo 

sofrido pelos probióticos.  Outro desafio é a necessidade de acrescentar os probióticos 

após o tratamento térmico devido a sua baixa resistência ao calor, o que aumenta as 

chances de contaminação microbiológica pós-processamento. Além de restringir a 

aplicação de probióticos em uma grande variedade de alimentos (Barros et al., 2020; 

De Almada et al., 2016). 

Adicionalmente, o armazenamento por período prolongado muitas vezes 

culmina na redução da população bacteriana probiótica, principalmente as bactérias 

pertencentes ao gênero Lactobacillus, que apesar de serem frequentemente 

empregadas em preparações probióticas para uso humano, não formam esporos para 

lidar com as condições adversas do ambiente, o que aumenta a dificuldade para se 

manterem na concentração desejada durante o prazo comercial do produto (Dash et 

al., 2015). Enquanto no ambiente gastrointestinal, fatores como o pH ácido no 
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estômago, a presença de sais biliares e gastroenzimas no intestino delgado, lisozima 

na saliva e ambientes que favorecem a competição com outros microrganismos 

(ex.:patógenos) podem reduzir a viabilidade das células probióticas nos alimentos 

funcionais (Mortazavian et al., 2012).  

Portanto, o grande desafio tecnológico enfrentado pelos fabricantes de produtos 

alimentícios probióticos se deve a influência desses fatores relacionados à composição 

da matriz alimentar, às condições de processamento, armazenamento e ao ambiente 

gastrointestinal inóspito na viabilidade das culturas probióticas, aliados as diferentes 

características apresentadas pela mesma cepa probiótica quanto à capacidade 

imunoestimuladora devido às variações nas condições de fabricação e armazenamento 

(Cinque et al. , 2016; du Toit et al., 2013; Sousa et al., 2015).  

Alguns estudos reportaram que os produtos probióticos comercializados tinham 

níveis significativamente mais baixos do que os relatados (Aureli et al., 2010; Begum 

et al., 2015). Nos EUA e Reino Unido somente 31% e 43% dos produtos probióticos 

comercialmente disponíveis, respectivamente, cumpriram sua alegação de rótulo 

(Drago et al., 2010; Fredua-Agyeman et al., 2016). Conforme mencionado 

anteriormente, para cumprir os critérios rigorosos no tocante à qualidade, segurança 

e funcionalidade probiótica é essencial quantificar com exatidão a população de 

microrganismos viáveis presentes no produto probiótico e expressar essa informação 

no rótulo. Vale ainda ressaltar que a concentração de microrganismos alegada deve 

ser mantida durante todo o período de vida útil do produto. 
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Técnicas para avaliação da viabilidade celular probiótica 

A técnica convencional de plaqueamento ou contagem em placas, também 

conhecida como dependente de cultura tem sido amplamente utilizada para avaliar a 

viabilidade celular probiótica, sendo considerada a metodologia oficial na rotina de 

identificação de microrganismos vivos em amostras de alimentos (Hill et al., 2014). 

Entretanto, ela apenas enumera as células capazes de crescer e se multiplicar 

formando colônias visíveis em meios sólidos apropriados sob condições de tempo e 

temperatura previstos, não fornecendo informações sobre as propriedades estruturais, 

metabólicas, fisiológicas e genéticas das células bacterianas (Wilkinson, 2018).  

Além disso, a técnica dependente de cultura requer um longo período de 

incubação (24 à 72h) de acordo com a cepa bacteriana, pode levar a uma contagem 

bacteriana subestimada quando ocorre o agrupamento de células com formação de 

cadeias. Adicionalmente, as cepas probióticas após exposição ao estresse induzido pelo 

processamento e armazenamento, como medida protetiva, podem entrar no estado 

viável mas não cultivável (VNC) em que permanecem metabolicamente ativas, porém 

dormentes, retornando ao estado fisiologicamente ativo com plena capacidade de se 

replicar quando as condições ambientais se tornarem favoráveis novamente (Lahtinen 

et al., 2008; Rault et al., 2007).  

Portanto, métodos classificados como dependentes de cultura não quantificam 

as células mortas, irreparavelmente danificadas, assim como, as bactérias lesadas ou 

dormentes que apesar de serem incapazes de se multiplicar se mantêm biologicamente 

ativas, o que consequentemente, conduz a um número errôneo de microrganismos 

vivos que podem contribuir para as propriedades funcionais se as bactérias forem 
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probióticas ou pode se tornar motivo de preocupação para microbiologistas caso as 

bactérias sejam patogênicas (Ayari et al., 2013; Davis, 2014). 

Por outro lado, o uso de técnicas alternativas independentes de cultura possuem 

uma definição mais abrangente e confiável da viabilidade bacteriana por incluir as 

bactérias viáveis mas não cultiváveis (VNC). São métodos de enumeração rápidos e 

diretos para pesquisadores e fabricantes de alimentos que precisam atingir a dose 

mínima de bactérias probióticas exigida para o produto final (Davis, 2014). 

Entre as metodologias independentes de cultura utilizadas para enumerar as 

bactérias probióticas destacam-se aquelas que se baseiam na presença de ácido 

nucleico, como a reação em cadeia da polimerase (PCR), que pode ser quantitativo 

em tempo real (PCRq) ou transcriptase reversa (PCR-TR), espectofotometria de massa 

MALDI-TOF, quantificação de 16S RNAr; e ainda aquelas fundamentadas na 

integridade celular, como: ensaio de viabilidade  combinado com microscopia de 

epifluorescência, hibridização fluorescente in situ (FISH). Entretanto, tais métodos 

estão bem descritos por Davis (2014) e não serão discutidos aqui. 

Outro exemplo de técnica alternativa independente de cultura que envolve não 

só a integridade celular, mas também a atividade metabólica para enumeração 

bacteriana é a citometria de fluxo, uma tecnologia que combina dispersão de luz e 

emissão de fluorescência para detectar células com vários estados estruturais, 

fisiológicos e genéticos distintos (Wilkinson, 2018). Embora tenha sido incialmente 

criada há mais de 30 anos para contagem de células vermelhas, apenas recentemente 

a citometria de fluxo foi atualizada para analisar células muito menores, como as 

bactérias (Aebisher et al., 2017). 
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Citometria de fluxo: aspectos gerais 

A citometria de fluxo permite uma descrição detalhada da viabilidade bacteriana 

com informações em relação à integridade e as propriedades funcionais celulares. A 

obtenção dessas informações é extremamente importante, uma vez que evidências 

científicas recentes comprovaram que muitos efeitos benéficos dos probióticos estão 

relacionados à sua estrutura celular, atividade metabólica e subprodutos do 

metabolismo bacteriano, como bacteriocinas, ácidos orgânicos, etanol, diacetil, 

acetaldeídos e peróxido de hidrogênio (Collado et al., 2019; Kerry et al., 2018). Além 

disso, observou-se que as células mortas ou seus subprodutos também podem ter 

algum efeito funcional probiótico no hospedeiro (Barros et al., 2020; Piqué et al., 2019;  

Sarkar, 2018). 

Nesse sentido, a citometria de fluxo tem sido apontada como uma técnica 

promissora por fornecer resultados precisos de múltiplos parâmetros celulares 

concomitantemente de forma rápida e direta, pois os dados são adquiridos em tempo 

real (1-2min), e possibilitar a análise de mais de dez mil células por amostra, o que 

reflete em alta produtividade. Além de ser menos extenuante e ocupar menor espaço 

quando comparada à técnica convencional de contagem em placas (Wilkinson, 2016, 

2018).  

A metodologia consiste no uso de um instrumento automatizado que combinado 

com corantes fluorescentes, também referidos como marcadores, manchas, sondas ou 

fluorocromos é capaz de identificar, enumerar e caracterizar as propriedades 

funcionais das células (Arku et al., 2011). Isso ocorre porque a emissão de 

fluorescência das células coradas e a dispersão de luz são detectadas e convertidas 
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em dados gráficos que transmitem tais informações sobre as células presentes na 

amostra (Aebisher et al., 2017).   

Em resumo, a suspensão com as bactérias coradas é bombeada dentro de uma 

corrente líquida (fluido da bainha). À medida que cada célula, individualmente, passa 

por um ponto dentro do caminho de um fluxo estreito, ela é interceptada por um laser 

que dispersa a luz em duas direções principais, conhecidas como Dispersão de luz 

frontal ou FSC e Dispersão de luz de ângulo lateral ou SSC. O FSC e SSC podem 

diferenciar, em segundos, as células conforme o seu tamanho e granularidade, 

respectivamente. A excitação a laser das moléculas fluorescentes permite que elas 

emitam luz com diferentes comprimentos de onda, sendo que a quantidade e o tipo 

de sinais de fluorescência coletados indicam o percentual de vários tipos de células ou 

componentes celulares presentes (Davis, 2014; Léonard et al., 2016; Wilkinson, 2018). 

Os corantes são capazes de detectar alterações nos parâmetros biológicos 

celulares, como atividade enzimática intracelular e citoplasmática, funcionalidade do 

potencial de membrana, integridade da membrana celular, atividade respiratória e  pH 

citoplasmático (Rault et al., 2008; Chen et al., 2011; Doherty et al., 2010; Wilkinson, 

2016). Desse modo, informações complementares sobre as características fisiológicas 

e a estrutura celular bacteriana podem ser obtidos pelo uso de corantes fluorescentes 

específicos. Além disso, combinações de corantes também são frequentemente 

utilizadas para gerar dados múltiplos de células individuais dentro de populações 

heterogêneas ou em subpopulações menores de acordo com seu estado fisiológico 

(Aebisher et al., 2017; Wilkinson, 2018).  
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Os corantes mais amplamente utilizados na citometria de fluxo para mensurar 

a viabilidade celular bacteriana probiótica e suas respectivas funções são descritos a 

seguir: 

 Diacetato de Fluoresceína (FDA) e Diacetato de carboxifluoresceína (cFDA) são 

substratos de esterase não fluorescentes usados com o objetivo de indicar a 

presença de atividade enzimática intracelular e  avaliar a integridade da 

membrana. As células com metabolismo ativo produzem enzimas com atividade 

de esterase, uma vez dentro da célula, os grupos diacetato são hidrolisados 

liberando o composto verde fluorescente fluoresceína (F) / carboxifluoresceína 

(cF), respectivamente, ambos impermeáveis à membrana. Assim, apenas as 

células com membranas intactas permanecerão fluorescentes (Ferrario & 

Guerrero, 2017; Rodrigues et al., 2019); 

 

 Ácido (bis- 1,3-dibutilbarbitúrico) trimetina oxonol (DiBAC4(3)) ou BOX é usado 

para medir o potencial de membrana. O BOX é um corante aniônico que penetra 

em bactérias sem potencial de membrana/despolarizadas (lesadas ou mortas) 

e se liga a compostos ricos em lipídios resultando em fluorescência verde 

(Anvarian et al.,  2018); 

 

 Éster succinimidílico diacetato de carboxifluoresceína (cFDA-SE)  empregado 

para analisar  alterações no pH intracelular correlacionando-se à viabilidade 

bacteriana, cuja emissão de fluorescência indica aumento do pH intracelular e, 

consequentemente a presença de bactérias vivas (Rault et al., 2008); 
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 Iodeto de Propídio (PI) e TOTO-1 são corantes de ácido nucléico usados com a 

finalidade de avaliar a integridade da membrana citoplasmática. São excluídos 

pela célula intacta, porém, permeáveis às células com membrana 

danificada/comprometida, se difundem facilmente dentro da célula e coram o 

DNA emitindo fluorescência vermelha (Bunthof & Abee, 2002; Rodrigues et al., 

2019);  

 

 Iodeto de 3,3'-di-hexiloxacarbocianina (DioC6(3)) é um corante de cianina, 

assim como o BOX detecta alterações no potencial de membrana da célula. 

Porém trata-se de um corante catiônico que se acumula no interior de células 

hiperpolarizadas, ou seja, cora as células danificadas. Enquanto na célula 

intacta, a fluorescência de DiOC6(3) diminui como consequência do colapso do 

potencial de membrana (Salar-Behzadi et al., 2013; Souza et al., 2009); 

 

 Laranja Tiazole (TO) e SYTO9 são corantes de ácido nucléico usados para a 

determinação da contagem total de células. São corantes permeantes que 

atravessam a membrana citoplasmática de todas as células (vivas, feridas e 

mortas) e se intercalam ao DNA bacteriano emitindo fluorescência verde. 

Podem inclusive serem usados em dupla coloração com o PI para discriminar 

células vivas e mortas em relação à integridade da membrana (Ambros, et al., 

2018; Gao et al., 2018; Michelutti et al., 2020). 
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Aplicações na microbiologia 

No âmbito da microbiologia, a citometria de fluxo pode ser aplicada para 

diversas finalidades, como: detecção e diagnósticos de doenças (Aebisher et al., 2017), 

tratamento e controle da qualidade microbiológica da água potável (Egli & Kotzsch, 

2015), avaliar o efeito de tratamentos antimicrobianos (Léonard et al., 2016), 

monitoramento da fermentação na cerveja e no vinho (Overton, 2015; Longin et al., 

2017), testes farmacêuticos e ambientais (Herrero e Diaz, 2015), na indústria de 

laticínios (Doolan et al., 2014; Yanachkina et al.,  2016) e na fabricação de culturas e 

produtos probióticos (Davis, 2014; Raymond & Champagne, 2015). 

Em relação às aplicações industriais, em linhas gerais, a citometria de fluxo está 

relacionada à análise de alimentos e bebidas para detecção de forma rápida de 

contaminação por microrganismos patogênicos e / ou deteriorantes; ao controle e 

melhorias de bioprocessos (tratamentos com calor, alta pressão, baixa temperatura) 

e, principalmente, a avaliação da viabilidade bacteriana, questão fundamental durante 

a elaboração de produtos probióticos com o intuito de determinar as mudanças no 

estado fisiológico dos microrganismos causados pelo estresse após as etapas de 

processamento e período de armazenamento (Diaz et al., 2010; Herrero e Diaz, 2015, 

Rault et al., 2007; Salar-Behzadi et al., 2013). 

Embora a técnica de citometria de fluxo esteja ganhando popularidade entre os 

microbiologistas, a aplicação especificamente para a pesquisa com probióticos ainda é 

pouco relatada e vem sendo explorada para avaliação detalhada da viabilidade celular, 

discriminando as bactérias vivas, mortas e danificadas num dado produto e/ou 

principalmente para investigar a extensão dos possíveis danos celulares estruturais 

e/ou metabólicos induzidos por novas tecnologias ou formulações, combinações de 
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processos período de armazenamento ou simulação das condições gastrointestinais 

com rapidez e precisão, conforme alguns exemplos descritos a seguir (Tabela 1). 

Tabela 1. Análise da viabilidade celular probiótica por citometria de fluxo. 

Microrganismo/ 
produto 

Corante Objetivo Referência 

Leuconostoc lactis L60, 
Lactobacillus helveticus 
T97, Lactobacillus casei 
R, Lactobacillus 
delbrueckii subsp. 
bulgaricus, Lactococcus 
lactis, Enterococcus 
faecium, 
Pediococcus acidilacti, 
Lactobacillus casei,  
Lactobacillus helveticus  

cFDA 
PI  

TOTO-1 

Discriminar bactérias 
probióticas vivas/mortas 
após exposição à bile, sal 
e ácido 

Bunthof et 
al., (2001) 

Lactobacillus plantarum 
WCFS no leite, fermentos 
lácteos e produtos 
probióticos 

cFDA, 
TOTO-1 
SYTO9 

Avaliar viabilidade 
bacteriana em produtos 
lácteos e probióticos 

Bunthof & 
Abee (2002) 

Lactobacillus rhamnosus 
GG 

cFDA 
PI 

Caracterizar o 
comportamento 
fisiológico / metabólico 
da cepa após tratamento 
por alta pressão 

Ananta et 
al., (2004) 

L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus CNRZ 208T,  L. 
delbrueckii subsp. 
bulgaricus CFL1, L. 
delbrueckii subsp. 
bulgaricus CIP 101027T e 
L. delbrueckii subsp. lactis 
ITG LL57 

cFDA 
PI 
 

Comparar a viabilidade 
das quatro cepas 
durante e após o 
congelamento 

Rault et al., 
(2007) 

Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus CFL1 

cFDA 
PI 

BOX 
cFDA-SE 

 

Quantificar a integridade 
e despolarização da 
membrana, atividade da 
esterase intracelular e  
pH intracelular durante a 
fermentação 

Rault et al., 
(2008) 

Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 7469  e Bacillus 
licheniformis CCMI 1034  

PI 
DioC6 (3) 

Monitorar as cepas 
durante a fermentação 

Silva et al., 
(2009) 
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Lactobacillus rhamnosus 
GG em matrizes de 
proteínas complexas 

TO 
PI 

Analisar viabilidade de 
bactérias probióticas 
submetidas ao calor, 
armazenamento e acidez 

Doherty et 
al., (2010) 

Lactobacillus reuteri 
DPC16 

cFDA 
PI 
 

Quantificar respostas do 
probiótico a diferentes 
concentrações de sais 
biliares  

Chen et al., 
(2011) 

Bifidobacterium bifidum 
BB-12 
 

PI 
FDA 

DioC6 (3) 

Comparar as alterações 
nas propriedades 
celulares com / sem 
protetores durante 
secagem por atomização 
e após armazenamento 

Salar-
Behzadi et 
al., (2013) 

Bifidobacterium bifidum 
LMG 11041, B. longum 
LMG 13197 e B. lactis 
Bb12 

PI  
SYTO9 

Elucidar o mecanismo e 
extensão de danos do 
extrato de alho sobre 
bifidobacterias 

Booyens & 
Thantsha 
(2014) 

Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus casei e 
Bifidobacterium longum 

cFDA 
PI 

Investigar o efeito de 
diferentes 
concentrações de sal na 
viabilidade e integridade 
da membrana e 
comparado ao 
plaqueamento 

Gandhi & 
Shah (2015) 

Lactobacillus rhamnosus 
no chocolate e barra de 
cereal 

PI  
SYTO9 

Determinar contagem de 
células totais e viáveis 

Raymond & 
Champagne 

(2015) 
Lactobacillus spp. cFDA 

PI 
Avaliar a viabilidade de 
isolados de Lactobacillus 
sob diferentes valores de 
pH 

Olszewska 
et al., 
(2016) 

Saccharomyces 
cerevisiae KE 162 no suco 
de  maçã 

FDA 
PI 

Investigar os danos 
causados pelo ultrassom 
único ou combinado com 
tecnologia de luz pulsada  

Ferrario & 
Guerrero 
(2017) 

Lactobacillus paracasei 
ssp. paracasei F19 (Lb. 
paracasei), 
Bifidobacterium animalis 
ssp. lactis INL1 

TO 
PI 

Investigar a integridade 
da membrana após 
secagem por 
congelamento de micro-
ondas 

Ambros et 
al., (2018) 

Bifidobacterium longum 
ATCC BAA-2753 na 
cápsula BIFICO 

SYTO9 
PI 

Diferenciar células vivas 
/ mortas e comparar com 
plaqueamento 

Gao et al., 
(2018) 

Lactobacillus acidophilus 
LA-5, Bifidobacterium 
animallis BB12 no 

cFDA 
PI 

Diferenciar células vivas 
/ mortas / danificadas 
após digestão simulada 

Rodrigues et 
al., (2019) 
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sorvete, leite fermentado 
e suplemento alimentar 

comparando ao 
plaqueamento 

Lactobacillus helveticus 
R0052 

SYTO9 
PI 

Determinar contagem de 
células viáveis em 
iogurtes grego durante o 
armazenamento após 
processamento por 
ultrafiltração / 
centrifugação 
comparado à agitação 
regular como controle 

Moineau-
Jean et al., 

(2019) 

Lactobacillus acidophilus 
Bifidobacterium animallis 

TO 
PI 

Determinar contagem de 
células viáveis 
comparado à contagem 
em placas 

Michelutti et 
al., (2020) 

 

2. CONCLUSÃO 

A maioria dos estudos para a enumeração da viabilidade celular probiótica 

baseia-se nas técnicas convencionais de culturabilidade, que possuem algumas 

limitações, como o longo período de incubação das cepas, custos laboratoriais e o fato 

de desconsiderar que as células viáveis podem existir em estados metabólicos não 

cultiváveis, resultando em contagens subestimadas. No entanto, a citometria de fluxo 

representa uma ferramenta alternativa extremamente valiosa para atender a demanda 

de pesquisadores e fabricantes de alimentos por enumerar e fornecer informações 

detalhadas sobre a fisiologia e propriedades funcionais celulares de um grande volume 

de amostras com precisão e em tempo real. 

Diante do exposto, recomenda-se o uso da citometria de fluxo combinada com 

corantes fluorescentes para quantificar as bactérias probióticas e monitorar a atividade 

metabólica desses microrganismos durante o bioprocessamento e ao longo de todo o 

período de armazenamento auxiliando no controle de qualidade dos produtos durante 
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sua validade comercial, bem como investigar o impacto de novas tecnologias e 

formulações nas funções morfológicas e celulares das cepas probióticas. 
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