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RESUMO

No periodo de margo a maio de 2001, varias culturas lacticas foram
isoladas de 11 marcas de produtos contendo microrganismos Vivos,
comercializados na regiao de Campinas (SP). A amostragem incluiu 3 iogurtes, 5
leites fermentados, 2 bebidas lacteas e 1 mistura simbidtica em pd. As culturas
foram identificadas por caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Foram também
submetidas a testes para verificagdo do cumprimento dos pré-requisitos minimos
exigidos para culturas probidticas, que sao resisténcia ao pH, resisténcia a bile e a
producao de bacteriocinas.

Os resultados da identificacao por caracteristicas fenotipicas (36 culturas),
feita utilizando-se o Kit de identificacdo APl 50CHL (BioMérieux), mostraram as
seguintes espécies: 1°) Lactobacillus paracasei subsp. paracasei — isolado de 6
produtos, 2°) Streptococcus thermophilus — isolado de 4 produtos, 3°) Leuconostoc
mesenteroides subsp.cremoris — isolados de 3 produtos, 4°) Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Lactococcus lactis subsp.lactis — isolados
de 2 produtos cada, 5°) Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Leuconostoc lactis e Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus — isolados de 1 produto cada.

Os resultados da identificacdo por caracteristicas genotipicas (41 culturas,
36 de produtos e 5 padrao de colecao de culturas), feita utilizando a técnica de
ribotipagem automatica Riboprinter (Dupont/Qualicon), mostraram os seguintes
resultados: duas culturas ndo se mostraram tipaveis pelo Riboprinter (Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris pelo APl 50CHL). Cinco foram tipadas mas nao
identificadas pelo Riboprinter (Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e
Lactobacillus acidophilus pelo APl 50CHL). Trés foram identificadas como
Lactobacillus apenas até o nivel de género (Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
e Lactobacillus acidophilus pelo APl 50CHL). As demais foram identificadas até o
nivel de espécie, 63% com o mesmo resultado do APl 50CHL e 37% com
resultados discordantes. A discordancia concentrou-se nas culturas identificadas
pelo APl 50CHL como Leuconostoc mesenteroides (subsp. cremoris e lactis),

viii



Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus. As culturas com resultados concordantes concentraram-se
naquelas identificadas pelo APl 50CHL como Lactobacillus rhamnosus e
Lactobacillus  paracasei subsp. paracasei., enquanto o0s discordantes
concentraram-se naquelas identificadas pelo APl 50CHL como Leuconostoc,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. /actis. Uma cepa de Bifidobacterium bifidum (KCTC 3440) foi corretamente
identificada pelo Riboprinter e 1 cepa de Bifidobacterium subtile (ATCC 27537) foi
erroneamente identificada como Enterococcus faecium.

Na avaliacdo da resisténcia ao pH, 36 culturas foram avaliadas e a maioria
apresentou completa perda da viabilidade ap6s 1 a 3 hora em pH 1,0 (25 culturas
ou seja 69,4%) ou 2,0 (16 culturas ou seja 44,4%). Em pH 3,0 a taxa de
sobrevivéncia foi maior. Dois critérios foram utilizados para a concluséo. De
acordo com o primeiro, sdo consideradas como potencialmente probibticas as
culturas que apresentam 80% de sobrevivéncia (menos de 0,1 reducdes) apds 3
horas de permanéncia em pH 3 ou 1% de bile. De acordo com esse critério,
nenhuma das culturas isoladas pode ser considerada probiotica. De acordo com o
segundo critério, a resisténcia em pH 3 por 90 minutos e na presenca de 0,1% de
bile (24h), sem redugdo na contagem de vidveis, indica culturas potencialmente
probidticas. De acordo com esse critério, duas culturas se mostraram
potencialmente probidticas, uma de Lactobacillus rhamnosus e uma de
Lactobacillus acidophilus.

Na avaliacdo da resisténcia a bile, 29 culturas foram avaliadas e dois
critérios utilizados para a conclusdao. De acordo com o primeiro, culturas que
apresentam taxa de 80% de sobrevivéncia (redugcdo menor do que 0,1 log) na
presenca de 1,0% w/v de bile e pH 3,0 por 3 horas sao resistentes. Segundo esse
critério, nenhuma das 29 culturas isoladas de produtos mostrou resisténcia a bile.
De acordo com o segundo, culturas que apresentem crescimento em presenca de
1% de Oxgall, igual ou superior a 20% daquele obtido no controle, é considerada
resistente (reducao menor do que 0,7 log). Segundo esse critério, 24% ou seja, 7

das 29 culturas isoladas de produtos mostraram-se resistentes: uma cepa de
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L.acidophilus, uma de L.rhamnosus, uma de L.paracasei subsp. paracasei, uma
de Streptococcus thermophilus, uma de Lactococcus lactis subsp. lactis e duas de
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris.

Na avaliagdo da produgcao de bacteriocinas, 32 culturas foram testadas,
todas com resultados negativos. Na avaliagdo do antagonismo contra algumas
espécies de bactérias patogénicas Gram negativas e Gram positivas, uma cepa de
L.rhamnosus promoveu a inibicdo de Listeria e outra cepa de L.rhamnosus
promoveu a inibicdo de Listeria e S. aureus. Nao se observou inibicao das

bactérias Gram-negativas (E. coli e Salmonella).



ABSTRACT

In the period between March and May 2001, a series of lactic cultures were
isolated from 11 different brand products purchased from regular retail outlets
located in Campinas (SP, Brazil). The sample types collected included 3 yogurts, 5
fermented milks, 2 dairy beverages and 1 symbiotic dry mix. The strains were
identified by phenotypic and genotypic characteristics, in addition to being
submitted to tests to investigate whether they fulfill the minimum prerequisites for
microorganisms to be considered probiotic, i.e. resistance to pH, resistance to bile
and bacteriocin production.

Phenotypic identification (36 strains) using the APl 50CHL Identification Kit
(BioMérieux) evidenced the presence of the following species: 1°) Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei - isolated from 6 products, 2°) Streptococcus
thermophilus - isolated from 4 products, 3°) Leuconostoc mesenteroides
subsp.cremoris - isolated from 3 products, 4°) Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus and Lactococcus lactis subsp.lactis - isolated from 2
products each, 5°) Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Leuconostoc lactis and Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus - isolated from 1 product each.

Identification on the basis of genotypic characteristics (41 strains, 36 of
which isolated from products and 5 standard strains from a culture collection) using
an automated ribotyping method RiboPrinter® microbial characterization system,
(Dupont/Qualicon) produced the following results: two strains could not be typed by
the Riboprinter method (identified as Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
by API 50CHL). Five strains were typed but not identified by the Riboprinter system
(identified as Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris and Lactobacillus
acidophilus by APl 50CHL). Three strains were identified as Lactobacillus only to
the genus level (identified as Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis and
Lactobacillus acidophilus by AP1 50CHL). The remaining strains were identified to
the species level, 63% with the same results as those obtained with APl 50CHL

and 37% with discordant results. Most of the discordant results between the two
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identification methods were generated by the strains identified by API 50CHL as
Leuconostoc mesenteroides (subsp. cremoris and lactis), Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. The strains with concordant results were predominantly those identified
by APl 50CHL as Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, while the strains producing discordant results were mainly those
identified by APl 50CHL as Leuconostoc, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. One strain of
Bifidobacterium bifidum (KCTC 3440) was correctly identified by the Riboprinter
system, whereas 1 strain of Bifidobacterium subtile (ATCC 27537) was incorrectly
identified as Enterococcus faecium.

Most of the 36 strains evaluated for resistance to pH showed complete loss
of viability after 1 to 3 hours at pH 1,0 or 2,0. At pH 3,0 the survival rate was
considerably greater. Two criteria were used for drawing conclusions relative to the
probiotic potential of the strains. According to the first criterion, strains exhibiting an
80% survival rate (reduction factor smaller than 0.1 log) after exposure for 3 hours
to pH 3 or 1% bile. Based on this criterion, none of the strains isolated could be
considered probiotic. According to the second criterion, resistance to pH 3 for 90
minutes and in the presence of 0,1% bile (24h), without reduction in viable counts,
indicates potentially probiotic strains. Based on this latter criterion, two strains were
found to exhibit probiotic potential, one strain of Lactobacillus rhamnosus and
another of Lactobacillus acidophilus.

A total of 29 strains were evaluated for bile resistance and the conclusions
of the test results produced were based on two different criteria. According to the
first, strains presenting an 80% survival rate (reduction factor smaller than 0,1 log)
after 3 hours exposure to 1,0% w/v bile and pH 3,0 are considered resistant. Based
on this criterion, none of the 29 strains isolated was found to be resistant to bile.
According to the second criterion, cultures presenting growth in the presence of 1%
Oxgall, equal or greater than 20% of that produced by the control, are considered
resistant (reduction factor smaller than 0,7 log). Based on this criterion, 7 (24%) of

the 29 strains isolated from products were found to be resistant: one strain of
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L.acidophilus, one of L.rhamnosus, one of L.paracasei subsp. paracasei, one of
Streptococcus thermophilus, one of Lactococcus lactis subsp. lactis and two
strains of Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris.

Thirty-two strains were tested for bacteriocin production, all of which gave
negative results. The results of the test performed to evaluate antagonism against
some species of Gram-negative and Gram-positive pathogenic bacteria showed
that one strain of L.rhamnosus inhibited Listeria, while another strain of
L.rhamnosus inhibited both Listeria and S. aureus. No inhibition of Gram-negative

bacteria (E. colie Salmonella) was found.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, pesquisas tém demonstrado que certos alimentos
possuem fungdo metabdlica e regulatéria na fisiologia do organismo, através do
qual fornecem beneficios além da nutricdo bésica. Esses alimentos, conhecidos
como alimentos funcionais, constituem um segmento da inddstria alimenticia com
ampla expansdo no mercado do Japdo, Europa e EUA. A tendéncia do
consumidor em buscar produtos mais saudaveis tem aberto novos nichos de
mercado para as industrias alimenticias e de bebidas. Uma categoria que tem-se
mostrado bastante promissora no mercado brasileiro para os laticinios sdo os
lacteos frescos, como leites fermentados, iogurtes, bebidas lacteas e queijos
frescos. Muitos estudos tém mostrado que o consumo de leites fermentados
promove diversos beneficios a saude (Le et al., 1986; Van't Veer et al., 1989;
Modler 1990; Hughes & Hoover 1991; Kanbe 1992; Mital & Garg 1992; Nakazawa
& Hosono 1992; Yamamoto et al., 1994). Estas vantagens provavelmente vém, em
primeiro lugar, a partir da viabilidade dos microrganismos ingeridos, 0s quais
induzem a mudancgas e influéncias positivas sobre o ambiente intestinal (Deeth &
Tamine 1981; IDF 1984) e, em segundo, dos metabdlitos produzidos no leite

fermentado (Saboya et al., 1997).

O trato digestivo dos seres humanos e outros animais contém uma grande
colecao de microrganismos, a maioria bactérias que formam a microbiota normal
de individuos saos. Grande parte dos membros desse complexo ecossistema tem

uma fungdo metabolicamente ativa no hospedeiro, havendo uma série de
1



caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas e imunolégicas do organismo que sao, na
verdade, associadas a presenca dessa comunidade (Luckey 1963, Gordon & Pesti
1971). Alguns exemplos destacados por Tannock (1998a) e que tém forte
influéncia sobre a saude e bem-estar do hospedeiro incluem o metabolismo dos
acidos biliares, o rendimento cardiaco e a utilizacdo de oxigénio, a concentracao
de colesterol no soro sangliineo, a concentragao de gama-globulinas no sangue, a
producdo de acidos graxos de cadeia curta, o controle do pH intestinal, a
composicdo dos gases intestinais e a velocidade de transito do conteddo

intestinal.

Dentre as bactérias que compdéem a microbiota intestinal normal dos
individuos humanos, dois grupos tém-se revelado particularmente envolvidos
nesses fendbmenos, as espécies do género Bifidobacterium e as espécies do
género Lactobacillus. Em funcao de seu maior envolvimento com 0os mecanismos
metabdlicos do organismo, essas bactérias tém sido chamadas de funcionais e
estdo envolvidas no desenvolvimento de uma classe de produtos com um grande
potencial de mercado na industria de alimentos nacional e internacional - os
probidticos, prebidticos e simbibticos, que de modo geral, constituem-se como
estratégias dietéticas para o aumento dos microrganismos benéficos da microbiota

intestinal.

Os probiéticos, definidos como alimentos ou suplementos alimentares
contendo lactobacilos e/ou bifidobactéria viaveis, quando administrados na dieta,
colonizam o intestino, promovem um balanceamento entre as diferentes espécies

naturais e garantem uma populacdo funcional capaz de promover efeitos
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desejados sobre o metabolismo do organismo (Gibson & Roberfroid 1995). Os
microrganismos sao geralmente carreados na forma viavel em produtos lacteos
fermentados ou nao, no entanto, a incorporacdo destes microrganismos em
alimentos ainda é limitada pelo fato de que estes normalmente ndo contribuem
beneficamente para a qualidade sensorial do produto. Também ha duvidas a
respeito da sua sobrevivéncia nos alimentos, uma vez que ainda nao existem
métodos certificados para a contagem e identificacdo, além da extrema
sensibilidade desses microrganismos a uma série de fatores como presenca de

oxigénio, outras culturas e pH baixo (Trindade 2001).

No mercado nacional e internacional encontra-se hoje uma série de
produtos contendo células vivas dessas bactérias, porém, na avaliacdo desses
alimentos ¢é importante considerar que nem todos microrganismos sao
necessariamente probidticos. Na realidade, apenas poucas culturas, dentre
algumas espécies desses dois géneros, atendem aos pré-requisitos para receber
tal classificagdo. Ainda assim, a maioria dos fabricantes, no Brasil e em outros
paises, destaca em rétulo a presenca de lactobacilos e/ou bifidobactérias viaveis
em seus produtos, sem, no entanto, discriminar qual ou quais espécies estao
presentes. Um fator adicional a ser discutido é o fato de a classificacdo e
nomenclatura destes microrganismos ter sofrido uma série de mudancas nos
ultimos anos, de forma que, mesmo nos casos em que a identidade das culturas é
declarada, nem sempre a nomenclatura usada em rétulo corresponde a

nomenclatura oficial corrente. Muitos iogurtes s&o rotulados contendo por exemplo

o0 microrganismo L. acidophilus, no entanto, em decorréncia destas



reclassificagbes do grupo, as informacdes encontradas nos rotulos estao
incorretas (Hammes & Vogel 1995). A producdo de probiéticos no mercado
envolve uma série de passos graduais que necessitam ser monitorados para se
obter uma correta rotulagem, funcionalidade e segurancga dos produtos. Quando o
produto nao é rotulado corretamente, sua seguranca e funcionalidade ndo podem
ser garantidos devido a deficiéncia de documentacdo dos componentes do
produto (Sanders e Huis In't Veld 1999; Saarela et al.,, 2000). No entanto, como
muitos fabricantes somente debatem o status GRAS (Generally Recognized as
Safe) dos lactobacilos e bifidobacterias (Salminen et al., 1998a), a caracterizacao
das culturas acido lacticas probidticas com respeito ao status taxonédmico,
resisténcia a antibidtico e viruléncia sdo negligenciados. Do ponto de vista para
agentes reguladores de saude, no entanto, a rotulagem dos produtos deve refletir
exatamente a composicao das espécies (Tannock 1999a). Maior énfase deve ser
dada ao desenvolvimento de métodos rapidos e acurados na identificacao das
espécies de lactobacilos e bifidobacterias. Os estudos que objetivam por exemplo
a deteccdo da prevaléncia destas espécies na microflora intestinal humana,
devem ser iniciadas desde que os métodos de identificacdo sejam satisfatérios.
Companhias que comercializam culturas para a industria de laticinios e outros
fabricantes de probiéticos devem garantir que as culturas de suas colecdes de
cultura sejam identificadas pelos procedimentos genéticos e que possuam sua
nomenclatura de acordo com a oficial corrente (Tannock 1999a). Segundo
Tynkkynen et al. (1999), a identificacdo de lactobacilos é importante para seu uso
industrial. A industria biotecnoldgica necessita de ferramentas de monitorizagdo no

uso de culturas patenteadas ou distincdo de culturas probiéticas de isolados
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naturais do trato gastrointestinal do hospedeiro. No aspecto de seguranca é crucial
que a identificacdo seja capaz de comparar isolados clinicos e culturas
biotecnolégicas e também monitorar a estabilidade genética destas culturas

(Donohue & Salminen 1996; Klein et al., 1998).

No Brasil, os dados encontrados na literatura para produtos lacteos
mencionam contagens totais de bactérias viaveis, sem especificar, no entanto, a
espécie ou as espécies existentes (Barreto et al., 2002). A maioria dos produtos
comercializados ainda ndo contém ou nao declaram a presenca de culturas
probidticas de maior interesse, como L. casei, L. acidophilus e bifidobactérias,
predominando os iogurtes e leites fermentados produzidos com fermentos lacticos
e Lactobacillus sp tradicionais, ou quando contém, a nomenclatura destas culturas
nao correspondem com a oficial corrente, prejudicando ainda mais o0
estabelecimento da alegacdo funcional destes produtos. Para a inclusédo de
culturas probidticas, Barreto et al. (2002), mencionam que a legislacao brasileira
deve estabelecer valores limite minimos de contagem e implantar métodos
diferenciais de quantificacao e qualificacdo das espécies de maior interesse, visto
que somente este tipo de metodologia é que pode garantir uma correta

identificacao e assegurar a funcionalidade das culturas como benéficas a saude.

Em decorréncia do aumento do numero de produtos existentes no mercado
alegando aspectos funcionais, pelas mudangcas na nomenclatura e classificacao
dos lactobacilos e bifidobactérias apds as constantes evolucbes moleculares e
pela falta de metodologias padrdao e controle de qualidade para os produtos

probidticos brasileiros, o presente trabalho tem por objetivos:
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ECOLOGIA MICROBIANA DO TRATO GASTROINTESTINAL HUMANO E
VANTAGENS FORNECIDAS POR UMA MICROBIOTA BENEFICA

A comunidade microbiana que habita o trato gastrointestinal de um
individuo é caracterizada por sua densidade populacional elevada, diversidade
ampla e interacbes complexas (Mackie et al, 1999). Ela representa um
ecossistema contendo cerca de 100 trilhdes de bactérias e composta por mais de
400 diferentes espécies (Cummings e Macfarlane 1991), sendo ainda limitado o
entendimento deste sistema e de suas interagdes (Holtzapfel et al., 1998).

O trato gastrointestinal apresenta uma area de contato muito extensa, onde
a mucosa intestinal possui vilosidades e microvilosidades que resultam numa
superficie de cerca de 150-200m® que fornece o espago necessario para
interac6es durante o processo digestivo e para adesdo bacteriana a parede da
mucosa e concomitante colonizacdo (Holtzapfel et al, 1998). A microbiota
gastrointestinal pode ser considerada como um érgao do corpo humano que é
rapidamente renovavel e metabolicamente adaptavel (Mackie et al., 1999).

O intestino grosso humano é a regido mais densamente colonizada do trato
digestivo. Pelo menos 50 géneros diferentes de bactérias residem no cdélon,
compreendendo centenas de espécies individuais (Gibson 1998), sendo que a
grande maioria desses microrganismos sao anaerdbios estritos tais como
Bacteroides, Bifidobacterium e Eubacterium. Estes microrganismos convivem em
relagdo simbidticas ou antagbnicas, crescendo nos componentes de alimentos que
sao ingeridos ou nas secrec¢des do trato intestinal do hospedeiro (Mitsuoka 1992).
Através do processo de fermentacdo, as bactérias do célon sdo capazes de
produzir uma grande variedade de compostos que tém variados efeitos na
fisiologia intestinal, assim como outras influéncias sistémicas.

As bactérias enddgenas nao sao distribuidas aleatoriamente ao longo do
trato gastrointestinal, mas ao contrario, sdo encontradas distribuidas, de acordo
com as espécies e densidade populacional, em regides especificas do trato
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(Mackie et al, 1999). Esta distribuicdo por sua vez ocorre em funcdo das
condicbes de cada regiao do trato, como disponibilidade de nutrientes, pH,
potencial redox, fatores quimicos e fisicos. Assim, no estdbmago, pela presenca do
pH gastrico o nimero de bactérias acido-tolerantes é de 10 — 10°® por mL, sendo
encontrados somente habitantes naturais como Lactobacilli, leveduras e bactérias
da boca e do alimento ingerido (Mitsuoka, 1978). No duodeno ou parte superior do
intestino delgado, as bactérias nao crescem bem, devido a fatores quimicos como
0 suco biliar liberado, lisozima, muco secretado pela mucosa intestinal, e fatores
fisicos como os movimentos peristalticos, portanto, as bactérias encontradas
nessa area limitam-se a Streptococcus, Lactobacillus, leveduras e Veillonella, em
niveis de 10* UFC/g. No jejuno e ileo (parte inferior do intestino), o nimero de
bactérias aumenta rapidamente, devido a neutralizagdo do suco biliar e a reducao
da velocidade de transito do alimento, sendo encontrado 10° — 10’ UFC/g de
bactérias, mesmo quando vazio. Nesta regido sdo encontrados Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium e Streptococcus. No ceco, a velocidade de transito é
repentinamente reduzida e o numero total de bactérias aumenta abruptamente a
niveis de 10'® UFC/g de contetdo. Essas bactérias colonizam o intestino grosso,
utilizando o conteddo proveniente do intestino delgado como meio de crescimento
e a microbiota assemelha-se a das fezes.

Visto que a microbiota intestinal € composta por diferentes espécies
bacterianas, isso implica na conversao de varias substancias que produzem tanto
produtos benéficos como nocivos para o hospedeiro (Mitsuoka 1996). Algumas
vitaminas e proteinas sao sintetizadas por algumas bactérias intestinais e sao
parcialmente absorvidas e utilizadas pelo hospedeiro. As bactérias enddgenas
protegem o hospedeiro contra infecgdes por patdgenos exdgenos, inibindo o
crescimento desses microrganismos pela producdao de acidos organicos,
particularmente acidos graxos de cadeia curta e pela producado de bacteriocinas.
Bactérias benéficas, como bifidobactérias, inibem a proliferacdo de bactérias
nocivas e agem como protetores do intestino grosso. Além disso, compostos
produzidos por algumas bactérias benéficas, podem estimular o sistema

imunoldgico do hospedeiro. Portanto, a microbiota intestinal propicia efeitos
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favoraveis a saude do hospedeiro (Mitsuoka 1990). Assim, hoje em dia torna-se
dificil deixar de apreciar as evidéncias dos aspectos positivos da predominancia
de uma microbiota benéfica e seu metabolismo, e particularmente o papel desse
ecossistema na nutricdo e saude do hospedeiro (Holtzapfel et al., 1998; Gibson e
Williams 1999; Mackie et al., 1999).

Bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium fazem parte da
microbiota benéfica do intestino delgado e grosso, respectivamente. A re-
introducao destes grupos microbianos no hospedeiro é feita por meio da
administracdo de probidticos que afetam beneficamente o hospedeiro pela

melhora do balango da microbiota intestinal (Fuller 1989).

2.2. PRODUTOS CARREADORES DE BACTERIAS PROBIOTICAS E
MICRORGANISMOS EMPREGADOS EM SUA FORMULACAO

O consumo de leites fermentados remonta a histéria escrita, tendo sido
inclusive, citado na Biblia como alimento usado para oferecimento de Abrado a
Deus ou a visitas ilustres. No entanto, somente apés a Il Guerra Mundial € que os
leites fermentados, principalmente o iogurte, passaram a ser produzidos em
escala industrial, conquistando grande parte da populagcdo mundial. Por outro lado
entretanto, desde o inicio de 1907, o microbiologista Elie Metchnikoff (Metchinikoff
1908), propbs uma teoria que o consumo diério de grandes quantidades de leites
fermentados prolongaria a vida, muitos pesquisadores tém se empenhado no
estudo dos microrganismos empregados na elaboragao de produtos lacteos e no
efeito destes sobre os homens e animais.

A manipulagao da microbiota enddgena do trato gastrointestinal vem sendo
correntemente empregada como uma medida de introducdo de novos
microrganismos ao trato (Driessen e DeBoer 1989; Hitchins e Mcdonough 1989),
para isto os bioprodutos alimentares tem sido empregados e sdo usados como
veiculos carreadores destes microrganismos probidticos. Esses bioprodutos
também chamados de produtos lacteos de terceira geracdo, incluem os leites

fermentados (Tamine e Robinson 1988; Mital e Carg 1992), iogurtes (Reuter
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1990), iogurtes frescos (gelados) (Holcomb et al, 1991; Modler e Villa-Garcia
1993; Richardson 1996; Laroia e Martin 1991a), queijo cheddar (Dinakar e Mistry
1994; Roy et al., 1995), queijo cottage (Blanchette et al., 1995), sorvetes (Modler
et al., 1990b; Hekmat e Mcmahon, 1992), leite de soja fermentado (Valdez e Giori
1987, 1993), leite de soja (Murti et al., 1992), entre outros.

A contribuicdo das bactérias do iogurte na melhora da microbiota intestinal
tem sido vastamente reconhecida. A incorporacao de L. acidophilus e B. bifidum
nos iogurtes geram produtos de excelente valor terapéutico (Tamine e Robinson
1985). Um consumo regular de iogurte (400 — 500g/semana) contém 1,0 x 10°
UFC/g de Bifidobacterium sp. e L. acidophilus, estes por sua vez deverao
sobreviver a passagem pelo trato intestinal para que possam oferecer seus efeitos
terapéuticos benéficos (Tamine et al., 1995)

As espécies mais frequientemente empregadas na produgcdo dos produtos
probidticos do leite sdo de origem intestinal humana pois geralmente sdo mais
facilmente toleradas e mais adaptadas as necessidades fisiologicas do hospedeiro
e podem mais facilmente colonizar o intestino do que culturas originarias do célon
de outros animais. As culturas natas incluem B. adolescentis, B. bifidum, B. breve,
B. infantis, B. longum, L. acidophilus, L. casei subsp. rhamnosus e Enterococcus
faecium (Kurmann 1998; Hoier 1992a). Resultados recentes com culturas de B.
longum como adjunto dietético de produtos de leite com B. adolescentis e B.
infantis tem sido considerados uma alternativa adequada (Martin 1996).

Muitos produtos recentemente desenvolvidos em todo o mundo contém
uma mistura de culturas de bifidobactérias e bactérias acidolaticas. Estas culturas
mistas sao formadas pelos microrganismos Bifidobacterium bifidum, L. acidophilus
e Streptococcus thermophilus, ou uma combinacao de L. acidophilus e B. bifidum.
Outras combinagdes encontradas apresentam B. infantis e B. longum. As culturas
mistas que apresentam L. acidophilus e B. bifidum sdo as mais utilizadas, pois
uma simbiose entre estes microrganismos permite uma maior velocidade de
crescimento e um melhor aroma do produto terminado (Manzanares 1997).

Os iogurtes com culturas de L. acidophilus (incluindo-se espécies

relacionadas como L. crispatus e L. johnsonii), L. casei, L. paracasei e
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Bifidobacterium sp sao predominantes (Holtzapfel et al., 1998). Propriedades
funcionais e de seguranca das culturas L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus e L.
johnsonii tem sido extensivamente estudadas e documentadas na literatura
(Salminen et al., 1998Db).

O L. reuteri tem grande interesse nos probidticos produtores de
bacteriocinas e é usado na nutricdo animal e também em produtos de iogurte e
preparacdes farmacéuticas (Casas e Dobrogosz 1996; Dobrogosz e Casas 1996).

O primeiro produto contendo bactéria bifida foi produzido na Alemanha em
1948 porém, as dificuldades no estabelecimento de protocolos para isolamento,
identificacdo, producdo e manutencdo destas bactérias contribuiram para a
descontinuidade, naquela época, na evolugcdo de produtos semelhantes. Os
maiores problemas com bactérias bifidas em laticinios sdo as suas caracteristicas
de anaerobiose e exigéncias de grande porcentagem de in6culo, em torno de 10%
(Ferreira 1996). Atualmente, produtos fermentados com bifidobacterias de origem
animal tém sido reportados, essas culturas sdao mais facilmente cultivadas e
podem resistir as condicoes adversas durante a producao industrial, como baixo
pH e presenca de niveis baixos de oxigénio. Recentemente, a cultura B. /actis, tem
sido considerada como promissora, pois possui boa tolerancia ao oxigénio e ao
acido (Gomes et al., 1998a e Gomes et al., 1998b)

Na Europa e Australia, iogurtes contendo L. acidophilus e Bifidobacterium
sp. sao referidos como iogurtes “AB” e a incorporacao de L. casei ao produto €
denominado iogurtes “ABC”. Tradicionalmente, iogurtes fabricados com S.
thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus (culturas startes), apesar de
oferecerem beneficios a salude, ndo sao de origem natural do intestino, deste
modo, para que o produto possa ser considerado probiético, culturas de L.
acidophilus e bifidobacteria (e L. casei ou ambas) devem ser incorporados como
adjuntos dietéticos (Shah 2000). Diferentes espécies e culturas sao correntemente
usadas nos produtos europeus (Salminen et al., 1997; Tamine e Marshall 1997;
Anon 1997; Obermann e Libudzisz 1988; Knorr 1998) incluindo L. acidophilus, L.
case, L. johnsonii, L. rhamnosus, L. reuteri, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.

lactis subsp. cremoris, L. lactis biovar diacetylactis, B. bifidum, B. longum, B.
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brevis, B. infantis, B. animalis, S. thermophilus os quais apresentam beneficios
funcionais (Salminen et al, 1998c). Na Alemanha os produtos contendo L.
acidophilus e B. bifidum sao conhecidos como iogurtes “mild” ou bio-iogurtes. A
maioria dos novos produtos probidticos contém culturas de L. acidophilus ou
espécies finamente relacionadas (chamadas de grupo L. acidophilus). Culturas
chamadas de grupo L. casei compreendem as espécies L. casei, L. paracasei
subsp. paracasei e subsp. tolerans e L. rhamnosus tém sido utilizados na
fabricacao de iogurtes.

Os probioticos sdo comercializados na forma de preparagdes contendo um
Unico ou uma combinagcao de microrganismos, onde deve-se apresentar viavel na
preparagdo e manter essa viabilidade no ecossistema digestivo, condi¢ao
indispensavel para a sua atuacdo (Penna et al, 2000). Podem ainda ser
comercializado na forma de preparag¢des farmacéuticas em capsulas ou saches,
pos, tabletes, suspensdes liquidas e secas (Fooks et al., 1999). Em produtos
liofilizados a manutencéo da viabilidade durante longo periodo de armazenamento
em temperatura ambiente sdo obtidos, 0 que ndo é possivel para os produtos
fermentados do leite, onde a refrigeracao € indispensavel, e o tempo de vida dos
microrganismos é reduzido (Fuller 1992).

Além dos beneficios em termos de nutricdo e de salude que proporcionam,
0S microrganismos probidticos podem também contribuir para melhorar o sabor do
produto final, possuindo a vantagem de promover uma acidificacdo reduzida
durante a armazenagem poés-processamento (Gomes e Malcata 1998d).
Atualmente no mercado mundial estdo disponiveis mais de 100 produtos
diferentes contendo bactérias bifidas, e cerca de 50 industrias de laticinios estéo
comercializando produtos Dbifido-acidophilus, os quais sao produzidos
essencialmente no Japao e Europa (Gomes e Malcata 1998c; Ferreira 2003). Nos
mercados japonés e europeu, a tendéncia é utilizar novas estirpes probidticas e
misturas mais complexas. Em outros mercados, como nos EUA e Brasil, a maioria
dos produtos probi6ticos contém estirpes de L. acidophilus e de Bifidobacterium
sp. Tem-se observado, no entanto, o crescimento de produtos com outras estirpes

probidticas das espécies L. casei e L. rhamnosus.
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Em qualquer um dos géneros (Lactobacillus e Bifidobacterium), as espécies
correntemente utilizadas ao nivel tecnolégico ndo sao consideradas patogénicas,
gozando do status GRAS (Generally Recognised As Safe). O isolamento destes
microrganismos de infecgdes tem sido reportados com baixa incidéncia, e
associados com pacientes imunocomprometidos (Brook 1996; Saxelin et al.,
1996).

Apesar da veemente comercializacao dos produtos probiéticos no Brasil e
no mundo, a sobrevivéncia das culturas deixa dividas e gera muitas
controvérsias, uma vez que algumas culturas desses microrganismos sao
extremamente sensiveis a uma série de fatores como acidez, presenca de
oxigénio e outras culturas. Um outro problema é a dificuldade e auséncia de
padronizacdo de métodos para identificagdo e contagem dessas culturas. A
industria de produtos funcionais é peculiar, e a colocagcdo desses produtos no
mercado, devidamente rotulados, implica ndo s6 em dominio de tecnologia, mas
de ciéncia. A comprovacdao dos beneficios desses produtos deve ser
documentada, e essas informacdes devem estar disponiveis para as organizacoes
governamentais, para a industria e para os consumidores. De acordo com Short
(1999a), em geral, o conhecimento dos consumidores para o0s alimentos
potencialmente benéficos contendo bactérias viaveis/probidticas é pobre. Existem
muitas barreiras de comunicagdo sobre probidticos e o papel da dieta na
modulagéo da flora intestinal. Entretanto, em paises com programas educacionais
bem planejados entre consumidores e profissionais de saude o grau de qualidade
tem-se elevado. No futuro, as alegacdes de saude podem ajudar a informar os
consumidores dos potenciais benéficos, mas € crucial que uma normatizacao
apropriada da comunicacdo, como a desenvolvida na Unido Européia
(Confereration of the Food Industries of the European Union — CIAA), sejam
adicionadas e que todas as alegacbes sejam cientificamente substanciais (CIAA
1999).
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2.3. BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) E SUA RELACAO COM OS
PROBIOTICOS

As bactérias lacticas sao bastante difundidas na natureza e capazes de se
desenvolverem sob diferentes condigcdes ambientais. Sao associadas a ambientes
ricos em nutrientes, sendo freqlientemente encontradas em alimentos
fermentados, como leite, carnes, vegetais, graos, frutas e bebidas. Algumas delas
também fazem parte da microbiota natural dos tratos respiratério e intestinal e de
cavidades naturais de humanos e animais (Axelsson 1993; Pot et al., 1994). Sao
amplamente utilizadas como fermentos lacticos devido a sua propriedade de
conservar os alimentos e de fornecer uma protecao eficaz ao homem e animais
contra infecgdes intestinais (Dellaglio et al., 1994).

O grupo conhecido como bactérias lacticas, compde-se de géneros
microbianos que apresentam alguns fendtipos comuns: Gram positivos, e quase
sempre catalase negativos. Algumas espécies podem produzir uma pseudo
catalase, outras podem apresentar reagdes positivas em meios contendo
hematina ou sangue como um dos seus componentes. Os componentes do grupo
sao asporogénicos e 4cido latico € acumulado no meio como produto do
metabolismo primério. Por vérias décadas, foram considerados como verdadeiros
componentes do grupo lactico os géneros Streptococcus, Lactobacillus,
Pediococcus e os recém denominados Lactococcus. Levando-se em consideracao
as desagregacoes, as agregacoes, as reclassificacées e o aparecimento de novos
géneros, atualmente sdao 15 os constituintes desse grupo (Aerocococcus,
Atopobium,  Bifidobacterium,  Brochothrix, = Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella) (Holt et al., 1994;
Stiles e Holzapfel 1997, citado por Ferreira 2003).

As primeiras definicdes de bactérias lacticas como um grupo, restringiram-
se a capacidade que essas bactérias tinham de coagular ou fermentar o leite.
Assim, entre 0s microrganismos lacticos constavam tanto Lactobacillus quanto

Eschericchia, separados posteriormente como Gram positivos e Gram negativos,
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por Beijerink em 1901. A primeira tentativa de organizacado do grupo foi feita por
Orla-dJensen em 1919, que utilizou descritos morfologicos, fisiolégicos e
bioguimicos para sua classificagdo, obtendo-se entdo o primeiro agrupamento
composto por sete componentes (Betabacterium, Betacoccus, Microbacterium,
Tetracoccus, Thermobacterium, Streptobacterium e Streptococcus).

Todos os componentes do grupo lactico séo fastidiosos e estdo presentes
em ambientes nutricionalmente ricos como vegetais, leite, carne e trato intestinal.
Sao anaerobios, anaerébios facultativos ou microaerofilos. Bactérias lacticas
isoladas dos intestinos do homem e dos animais constituem atualmente uma
subdivisdo do grupo bactérias probidticas que, consumidas em numeros elevados,
tém a propriedade de repor a microbiota intestinal desbalanceada pela dieta, por
tratamentos com antibiéticos/quimioterapia ou por estresse do hospedeiro. Além
disso pode-se citar, a diminui¢cdo do colesterol sérico, a reabsor¢do de compostos
aminados indesejaveis, aumento da absor¢do de minerais como o calcio, ferro e
magnésio, aumento da resposta do sistema imune do hospedeiro e por meio da
atuacao de suas enzimas favorecem o metabolismo de algumas substancias como
o da lactose, em individuos lactase persistentes (Kim e Gilliland 1983; Marteau et
al., 1990a; lgarashi et al., 1994).

Dos microrganismos componentes do grupo de bactérias lacticas, um dos
géneros mais pesquisados tem sido o Streptococcus que foi primeiramente
estudado em profundidade por Sherman em 1937 que o classificou em quatro
grupos (piogénicos, viridans, lacticos e enterococcus). A maioria das espeécies
patogénicas esta reunida no primeiro grupo. As bactérias lacticas empregadas
como fermentos pertencem ao grupo /acticos (atualmente redistribuidos
principalmente nos géneros Lactococcus/Leuconostoc) e viridans (Streptococcus
thermophilus). Este representante é a Unica espécie do género empregada na
producéo de alimentos. Produz acido latico na forma L(+), € € uma espécie quase
obrigatoria na composicdo de fermentos termdfilos e junto com Lactobacillus
bulgaricus, € responsavel pela produgdo do iogurte, onde um balango entre as

espécies é essencial para a producdo do acetaldeido, componente de sabor
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caracteristico desta bebida. A espécie ainda tem fungdo de bioajustadora em
processos fermentativos, na presenca de bactérias probioticas.

2.3.1 GENERO LACTOBACILLUS

Os lactobacilos foram isolados pela primeira vez por Moro em 1900, a partir
das fezes de lactentes amamentados ao peito materno; este pesquisador atribuiu-
lhes o nome de Bacillus acidophilus, designacao genérica dos lactobacilos
intestinais. Sao largamente utilizados na preparagdo de uma variedade de
alimentos como culturas “starter” em queijos e outros laticinios (Bottazzi 1988). O
género contém o maior numero de espécies de bactérias acido lacticas; é também
0 mais heterogéneo compreendendo espécies com uma grande variedade de
propriedades bioquimicas e fisiolégicas. A heterogeneidade se reflete pela
extensdo do teor de mol% de Guanina mais Citosina das espécies incluidas no
género que é de 32-53%.

De acordo com o Bergey’s Manual of Determinate Bacteriology, o género
Lactobacillus € composto por bacilos Gram positivos, regulares e ndo esporulados.
Possuem morfologia celular variando de bacilos longos e finos até, algumas
vezes, como bacilos curvados e pequenos (Kandler e Weiss 1986). Também é
frequente a forma de cocobacilos, sendo comum a formagdo de cadeias. A
motilidade ndo é usual e, quando presente, da-se por meio de flagelos peritriquios.
Algumas culturas exibem corpo bipolar, granulagdes internas ou aparéncia de
baga, com reacédo a coloracdo de Gram ou azul de metileno. Os grandes corpos
bipolares provavelmente contém polifosfato e aparecem muito densos quando
observados por meio de microscépio eletrébnico. O tamanho dos bacilos e o grau
de curvatura é dependente da idade da cultura. Formas irregulares séao
observadas em crescimento simbidtico ou sobre alta concentragdo de glicina, D-
aminoacidos ou antibiéticos com agao na parede celular.

O metabolismo fermentativo dos lactobacilos produz como produto final do

carbono, o lactato, que usualmente nao é fermentado. Produtos adicionais s&o o
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acetato, etanol, CO,, formato ou succinato. Nao sao produzidos acidos volateis
com mais de dois atomos de carbono (Sneath et al., 1994).

2.3.1.1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS DOS
Lactobacillus

Os Lactobacillus sao microaerdéfilos (aerotolerantes) e, quando em
crescimento na superficie em meios soélidos, geralmente o desenvolvimento é
melhor em anaerobiose ou pressao de oxigénio reduzido € 5% a 10% de COy;
alguns sdo anaerdbios em isolamento. Nos meios usuais de crescimento, 0s
lactobacilos raramente produzem pigmentos que, quando presentes, sao
amarelados, laranja-ferrugem ou vermelho-tijolo. Crescem em temperaturas que
variam de 2°C a 53°C, com valores 6timos, geralmente, de 30°C a 40°C. Séao
aciduricos, com pH 6timo entre 5,5 e 6,2; o crescimento ocorre a 5,0 ou menos. A
taxa de crescimento é freqientemente reduzida em meios neutros ou alcalinos.
Nas diversas espécies, a reducao do nitrato ndo é usual, podendo acontecer
porém, quando o pH terminal é estabilizado acima de 6,0 (Kandler e Weiss 1986).

Normalmente, lactobacilos ndo possuem capacidade de liquefazer a
gelatina ou digerir a caseina, mas pequena quantidade de nitrogénio soluvel é
produzida por muitas espécies. Indol e H,S ndo sdo produzidos e as provas de
catalase e o citocromo sdo negativos, devido a auséncia de porfirina. Todavia,
algumas culturas decompdem perdxidos por uma pseudo-catalase e a reagao da
benzidina € negativa. Sao encontrados em derivados do leite, graos, produtos de
carne e peixe, agua, esgoto, cerveja, vinho, frutas e suco de frutas, conservas de
vegetais, silagem, chucrute e massas fermentadas. Fazem parte da microbiota
normal da boca, trato intestinal e vagina de alguns animais homotérmicos,
incluindo o homem, sendo a patogenicidade rara (Sneath et al., 1986).

O género Lactobacillus € classicamente composto por espécies
homofermentativas obrigatorias (produzem somente &cido lactico como principal

produto da fermentacdo da glicose), heterofermentativas obrigatorias (produzem
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outros compostos desta fermentacdo) e heterofermentativas facultativas
(produzem outros compostos além de acido férmico, succinico, lactico e acético)

O género Lactobacillus conta hoje com 56 espécies reconhecidas, das
quais 5 contém subespécies (delbrueckii, aviarius, salivarius, coryniformis e
paracasei) e 18 delas presentes na microbiota intestinal de humanos e
considerada de interesse como probioticos (Klaenhammer e Kullen 1999; Tannock
1999a): L. acidophilus, L. agilis, L. aviarius, L. amylovorus, L. brevis, L. caseli, L.
crispatus, L. delbrueckii subsp.bulgaricus, L. gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii, L.
murinus, L. intestinalis, L. plantarum L. reuteri, L. ruminis, L. rhamnosus e L.
salivarius.

A dificuldade na classificacdo é discutida por diversos autores, ja que o
género comporta muitas espécies, sendo algumas, muito distantes geneticamente
umas das outras e outras altamente relacionadas, variando somente na extensao
da fermentagao de alguns carboidratos (Lortal et al., 1997; Torriani et al., 1994;
Kandler e Weiss 1986). De acordo com Axelsson (1993), a classificagcao do género
¢ fundamentada em caracteres fenotipicos e fisiolégicos, como perfil de
fermentacdo de carboidratos e crescimento a certas temperaturas. Entretanto,
rearranjamentos da taxonomia do género sao esperados (Gasser 1970;
Stackebrandt e Teuber 1987; Torriani et al., 1994; Tailliez et al., 1996).

2.3.2. GENERO Bifidobacterium

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez no final do século XIX
por Tissier (1900) em fezes de infantis, sendo denominada de Bacillus bifidus
communis. Desde entdo, varias designacdes genéricas foram propostas para sua
denominagao: Bacillus bifidus, Bacteroides bifidus, Lactobacillus bifidus,
Bifidobacterium bifidum, Bacterium bifidum, Tissieria bifida, Actinomyces bifidus,
Actinobacterium bifidum, Corunebacterium bifidum e Cohnistreptothrix bifidus
(Poupard et al., 1973; Rasic e Kurmann 1983).

O género foi proposto originalmente por Orla-Jensen em 1924, mas apenas

recentemente foi aceito e reconhecido como um género independente na oitava

17



edicao do Manual de Bergey. Nesta edicdo, Scardovi (1986), agrupou 24
diferentes espécies de Bifidobacterium separadamente na secao “Bacilos Gram
positivos, irregulares, nao formadores de esporos”. Esses organismos foram
isolados de diferentes fontes como fezes de humanos (criancas e adultos),
animais, passaros, abelhas e esgoto. Biavati et al. (1992), classificou o género
Bifidobacterium com 25 espécies isoladas de diferentes fontes.

Através de publicacbes recentes, verifica-se que o género ja possui 33
espécies, isoladas de varias fontes, sendo 12 espécies de origem humana (B.
adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum, B. angulatum, B.
catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. gallicum, B. dentium, B. inopinatum e B.
denticolens). Dentre essas espécies, 3 foram isoladas de carie dentaria, nao
sendo recomendadas para uso como probi6ticos.(Teshima 2001).

Atualmente, somente cinco espécies de Bifidobacterium de origem humana
(B. longum, B. bifidum, B. breve, B. infantis e B. adolescentis) tém atraido a
atencdo da industria para a produg¢ao de produtos lacteos fermentados com fins
terapéuticos (Tamine et al., 1995). Observa-se porém, na literatura, a informacao
de que muitos produtos lacteos probibticos contém B. animalis (de origem animal),
0 que vem despertando polémica sobre a efetividade desses produtos (Klein et al.,
1998; Holzapfel et al., 1998).

Meile et al. (1997), isolaram e caracterizaram uma nova espécie, B. lactis,
de iogurte comercial, uma espécie aerotolerante, indicando-o para uso em
produtos lacteos. No entanto, estudos recentes utilizando técnicas genéticas tém
demonstrado que B. lactis e B. animalis nao apresentam diferencas moleculares
quando comparados o0s genes da lactose desidrogenase e a similaridade da
regiao 16S do rRNA é de 98,6%, 0 que indica que essas espécies sao altamente
relacionadas (Roy e Sirois 2000).

Recentemente, Dong et al. (2000), isolaram e caracterizaram uma nova
espécie, B. thermoacidophilus, de um digestor anaerobio para tratamento de
residuo. Essa nova espécie esta relacionada filogeneticamente a B. thermophilum,
no entanto apresenta caracteristicas fermentativas distintas, bem como

capacidade de crescimento a 49,5°C e pH 4,0.
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2.3.2.1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS DAS
BIFIDOBACTERIAS

Em geral sdo caracterizados por serem microrganismos Gram positivos,
nao formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase negativos e
anaerobios estritos, embora algumas estirpes sejam capazes de tolerar oxigénio
na presenca de CO, (Sgorbati et al., 1995). No que diz respeito a sua morfologia,
podem ter véarias formas que incluem bacilos curtos e curvados, bacilos com a
forma de cacete e bacilos bifurcados (pleomorficos, que variam do formato
uniforme ao ramificado, bifurcados em forma de Y ou V, espatulados ou em forma
de clava) (Tannock 1999a). A natureza pleomorfica desses microganismos nao €
apenas estirpe dependente, mas depende do meio utilizado para cultivo ou
isolamento. Estdo inseridos na ordem das Actinomicetas, dentro do grupo das
bactérias Gram positivas (Sgorbati et al., 1995), e sdo caracterizadas por um
conteudo elevado de G+C que varia, em termos molares, de 54 a 67%, sendo de
58% nas linhagens humanas, e o restante das espécies tem porcentagens
variando entre 55 e 66, possuem também algumas diferencas notaveis ao nivel
das propriedades fisioldgicas e bioquimicas, incluindo os constituintes da parede
celular. Sao organismos heterofermentativos, que produzem acido acético e
lactico na proporcdo molar de 3:2 a partir de 2 moles de hexose (glicose) e 5
moles de ATP, sem producédo de CO,, exceto durante a degradagéao do gluconato.
A enzima chave desta via metabdlica fermentativa é a frutose-6-fosfato
fosfocetolase, a qual pode por isso ser usada como marcador taxondmico na
identificacdo do género, mas que nao permite a diferenciacdo entre as espécies.
Esta enzima quebra a frutose-6-fosfato em acetil-fosfato e eritrose-4-fosfato
(Modler et al., 1990a). E o Gnico género bacteriano de origem intestinal que possui
essa via fermentativa, sendo conhecida como “via bifida”. Embora bifidobacteria
nao utilize a via glicose-6-fosfato, algumas espécies possuem baixos niveis da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase e aldolase (Biavati et al., 1992). Todas as
espécies fermentam a glicose, galactose, frutose e lactose, com excecéo de B.

gallicum que nao utiliza lactose (Biavati et al., 1992). A utilizagdo de acucares
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varia entre as espécies, sendo que B. bifidum fermentam apenas quatro
carboidratos, enquanto B. adolescentis podem fermentar 19. Em um estudo que
avaliou 290 estirpes de 29 espécies de bifidobacterias de origem animal ou
humana Crociani et al. (1994), apontaram a possibilidade de algumas espécies
serem capazes de fermentar hidratos de carbono complexos. Os substratos
fermentados pela maior parte das espécies foram D-galactosamina, D-
glucosamina, amilose e amilopectina. Bifidobacterium infantis foi a Unica espécie
capaz de fermentar o acido D-glucurdnico, enquanto que estirpes de B. longum
fermentaram a arabinogalactana, bem como as gomas arabica, ghatti e
tragacanta.

A gama de temperaturas para qual se registra crescimento 6timo oscila
entre 37°C e 41°C, ocorrendo maximos € minimos de crescimento a 43-45°C e 25-
28°C respectivamente. Em relagdo ao pH, o 6timo verifica-se a valores de pH
entre 6,0 e 7,0, com auséncia de crescimento a valores de pH &cidos de 4,5-50 ou
a valores de pH alcalinos de 8,0-8,5. Em relacdo a sua fisiologia, diversos
trabalhos ja foram revisados (Rasic e Kurmann 1983; Scardovi 1986; Sgorbati et
al., 1995).

O perfil de fermentagdo de carboidratos constitui uma caracteristica
fenotipica importante para a identificagdo de espécies de bifidobacteria. No
entanto, a utilizacdo de taxonomia polifasica, onde sdao combinados métodos
fenotipicos e genotipicos para diferenciacdo de espécies, tem sido recomendada
(Klein et al., 1998).

A utilizacdo de produtos de laticinios na veiculagdo de bactérias bifidas
exige técnicas especiais, uma vez que, se permitindo o seu crescimento no leite
pode resultar em “off flavor” devido ao acumulo de acido acético. Além disso, esse
grupo microbiano nao tolera ambientes acidos. Varios produtos alegam a
presenca deste género (ou algumas espécies deste género) em seus rétulos, no
entanto, em decorréncia dos aspectos citados acima, o seu isolamento e

identificacao nestes produtos devem ser investigados.
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2.4. METODOS E MEIOS DE ISOLAMENTO DE LACTOBACILOS E
BIFIDOBACTERIAS E CONTROLE DE QUALIDADE DOS PRODUTOS

Apesar dos varios beneficios a saude das bactérias probidticas serem
reconhecidos mundialmente (Bottazzi et al,, 1985; Nakazawa e Hosono 1992;
Wood 1992; Roissart e Luquet 1994; Cogan e Accolas 1996; Bottazzi 1997;
Mustapha et al,, 1997; Kailasapathy e Rybka 1997) e niveis desses probibticos
serem sugeridos nos produtos fermentados do leite por varios autores (Arroyo et
al., 1994; Medina et al., 1995; Shah et al., 1995; Rybka e Kailasapathy 1995),
existem poucas recomendacdes metodolégicas para a acurada enumeracao
desses microrganismos, dessa forma dificultam o controle de qualidade (Rybka e
Kailasapathy 1996) e nado permitem o estabelecimento de niveis oficiais, ou
metodologias oficiais para a enumeragdo destes microrganismos nos produtos
fermentados.

Monitorar o numero de células viaveis de microrganismos probiéticos nos
alimentos em que 0os mesmos sao incorporados é um parametro fundamental para
assegurar a qualidade do produto que é comercializado com apelo terapéutico,
entretanto, muitas vezes essa necessidade tem sido negligenciada em funcao da
falta de padronizagédo de métodos.

Para detectar bifidobacterias e lactobacilos em fezes ou produtos lacteos,
diversos métodos podem ser empregados, tais como contagem em placa, técnicas
moleculares (baseados em DNA ou rRNA), fluorescentes ou imunoldgicas, bem
como os métodos enzimaticos (Hartemink et al.,, 1996; Scardovi 1986). Tanto para
controle de qualidade de produtos lacteos como para grande maioria dos estudos
da microbiota fecal, o método de contagem em placa ainda é o mais utilizado,
portanto, o meio de cultura utilizado deve promover o crescimento seletivo da
bactéria em estudo, enquanto outros microrganismos devem ser suprimidos. A
enumeracao diferencial de bactérias probidticas é dificil devido a presenca de
microrganismos similares nos produtos. Como regra no entanto, para se

determinar a viabilidade e sobrevivéncia das bactérias probidticas, € muito
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importante a existéncia de trabalhos direcionados a métodos para a enumeracgao
seletiva destas bactérias (Tharmaraj e Shah, 2003).

Os meios de cultura para bifidobacterias que tém sido descritos na literatura
podem ser classificados em cinco grupos: i) meios nao seletivos (MRS, Rogosa,
TPY); ii) meios com carboidratos seletivos; iii) meios com antibibticos; iv) meios
com propionato e v) meios com substancias seletivas e/ou pH &cido. No entanto,
muitos desses meios ndo apresentam seletividade para bifidobacteria (Ishibashi e
Shimamura 1993), permitindo o crescimento de outras espécies, além disso, 0s
meios contendo antibidticos podem diminuir o crescimento de bifidobacteria, uma
vez que a resisténcia dessas bactérias aos antibidticos pode ser variavel (Biavati
et al, 1992). Os meios designados para a enumeragdo especifica de
bifidobactérias em geral sdo caracterizados pela presenca de substancias que
reduzem o potencial de oxido-redugdo como a cisteina e cistina, alguns
apresentam antibioticos, uma fonte simples de carbono e agentes seletivos para
inibir o crescimento de outras bactérias acido lacticas, e sao freqlientemente
fortificados com sangue de cavalo ou carneiro (Rasic 1990) no entanto, Teraguchi
et al, 1978 usando o agar NPNL considerado seletivo para espécies de
bifidobactérias nao foi efetivo para o crescimento e a contagem das espécies B.
infantis 1912, B. adolescentis 1920 e B. thermophilus 20210. Poucos meios sao
completamente seletivos para bifidobactérias, o Agar Beerens e Rogosa SL
(incubados por 3 dias) tem sido usado (Mccartney et al.,, 1996). A comparagao da
morfologica celular dos isolados de bifidobactérias crescendo em meios
padronizados pode auxiliar na identificacdo (Scardovi 1986) e podem ser
suplementados com testes bioquimicos para se diferenciar bifidobactérias de
géneros morfologicamente similares (Lactobacillus, Actinomyces,
Propionibacterium e Eubacterium) (Tannock 1999a).

Para se isolar lactobacilos que s&o organismos extremamente fastidiosos e
adaptados a complexos substratos organicos, que requerem nao somente
carboidratos como fonte de energia e fonte de carbono, mas também
nucleotideos, aminoacidos e vitaminas, os meios de cultura devem possuir pH

acido e a carne deve ser um nutriente essencial quando o meio contém
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carboidratos fermentaveis, peptona, extrato de levedura e extrato de carne. A
suplementacdo dos meios com suco de tomate, manganés, acetato e ésteres de
acido oléico, especialmente Tween 80 é estimulante ou até essencial para muitas
espécies. Estes compostos estao incluidos no meio extensamente utilizado para
crescimento e isolamento, formulado por Man, Rogosa e Sharp (1960), o0 meio
MRS, sendo também utilizados nas formulagées dos meios APT (Evans e Niven
1951) considerado similar ao MRS, o HHD e LA utilizados neste projeto. De
acordo com Rasic (1990), o agar LA (Modified Bifidus Blood Agar), foi
desenvolvido principalmente para a enumeracéo de B. bifidum e L. acidophilus em
cultura starter e produtos fermentados. O agar HHD (Homofermentative
Heterofermentative Differential Medium) foi desenvolvido para a enumeragao
diferencial de bactérias acido lactica hetero e homofermentativas (Lapierre 1990 e
Mcdonald et al., 1987). Embora muitas culturas de lactobacilos usadas em
industria de leite possam ser cultivadas em microaerofilia, ou em condi¢coes
aerobicas, os isolados intestinais proliferam-se melhor em condi¢ées anaerdbias.
A confirmacgao dos isolados pertencentes ao género podem ser feitos por teste de
auséncia de atividade da catalase e presenca de acido latico como maior acido
produzido pela fermentacdo da glicose. Os &cidos acético, succinico e férmico
podem ser detectados em menores quantidades em algumas espécies (Kandler e
Weiss 1986). A determinacéo dos isolados de lactobacilos nas categorias homo e
heterofermentativos (por simples observagéao, por medida de tubo de Durham ou
gas produzido a partir da glicose) sdo usuais testes fenotipicos.

Varios meios tém sido avaliados por diferentes pesquisadores para a
enumeracao de Bifidobacterium, Lactobacillus e Streptococcus tanto em culturas
puras quanto em culturas mistas nos produtos lacteos (Ongoo e Fleet 1993; Dave
e Shah 1996; Grenov citado por Shah (1997a) e Stefano et al., 2000), contudo, é
crescente o consenso de que alguns meios que contém bile e antibi6ticos podem
também restringir o crescimento destas culturas, o que torna a contagem total
obtida nestas condigbes, nem sempre representativa do nimero verdadeiro de

células viaveis presentes no produto (Dave e Shah 1996).
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Munoa e Pares (1988), formularam um meio seletivo para bifidobacterias
(Bifidobacterium lodoacetate Medium 25 — BIM-25). Este meio tem como base o
Reinforeced Clostridial Medium (RCM) adicionado de antibiéticos (acido nalidixico,
polimixina B, kanamicina) e outros ingredientes como o acido iodoacético e o
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). O iodoacetato que inibe a gliceraldeido-
3-fosfato dehydrogenase, reduz o crescimento de coldnias néo bifidas. O TTC
possibilita a diferenciacdo entre Bifidobacterium de outras espécies ja que as
mesmas desenvolvem-se em grandes col6nias brancas. De acordo com Munoa e
Pares (1988), col6nias que sao brancas com o diametro que claramente excede a
2mm sao Bifidobacterium sp e colénias pink sao formadas por cocos,
bifidobacteria e bacilos, sendo que nenhuma bactéria isolada deste meio foi Gram
negativa.

Muitos meios seletivos para a enumeragcdo de L. acidophilus e
Bifidobacterium sp. tem sido propostos (Hunger 1986; Hull e Roberts 1984; Laroia
e Martin 1991b; Dave e Shah 1996; Lankaputhra e Shah 1996; Wijsman et al.,
1989; Shah 1997a, 2000). Similarmente, muitos meios sao propostos para a
enumeracao seletiva de culturas do iogurte (Onggo e Fleet 1993; Samona e
Robinson 1994), no entanto poucos trabalhos descrevem a enumeragao seletiva
de L. casei na presenca de outras bactérias probidticas e bactérias do iogurte
(Champagne et al.,, 1997; Ravula e Shah 1998). Vinderola e Reinheimer (1999),
citam que muitos meios para a enumeracao de L. acidophilus e Bifidobacterium
sp., tanto em cultura pura quanto em produtos comerciais ndo fornecem bons
resultados quando se deseja uma enumeracao seletiva ou diferencial de L.
acidophilus e B. bifidum na presenca de S. thermophilus e L. delbruekii subsp.
bulgaricus (Dave e Shah, 1996).

Segundo Lim et al. 1995, é importante que os meios propostos para a
enumeracao (diferencial ou seletiva) dos microrganismos nao sejam complexos ou
requeiram muito tempo para o preparo, e que oferecam uma boa recuperagao
celular dos microrganismos, neste sentido, muitos meios ndo atendem este
requisito de acordo com Lankaputhra e Shah 1996 devido a falta de recuperacao

de uma ou mais espécies, ou por falta de seletividade (Lim et al., 1995; Pacher e
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Kneifel 1996), ou diferenciacao entre colonias (Kneifel e Pacher 1993; Ghoddusi e
Robinson 1996; Nighswonger et al., 1996). A grande demanda de trabalho, tempo
e material existente nos procedimentos convencionais para a selegcao e triagem de
microrganismos, dificulta a manipulacdo de grandes volumes de isolados. Sob
esta otica, ao longo das ultimas décadas, um novo enfoque vem continua e
crescentemente orientando os procedimentos de rotina em laboratérios de
microbiologia no intuito de simplifica-los com técnicas mais rapidas, praticas e
automatizadas.

2.5. LEGISLACAO E ROTULAGEM: DISCREPANCIAS ENCONTRADAS NOS
ROTULOS DE ALGUNS ALIMENTOS PROBIOTICOS

Os alimentos probiodticos tém recebido atengdo especial de cientistas e
tecndlogos de alimentos nesta Ultima década, e esta categoria de alimentos foi
regulamentada em julho de 1991, no Japéao, recebendo o nome de “Foods for
Specified Health Use” (FOSHU). A legislacao japonesa define FOSHU como
alimentos processados que contém ingredientes que auxiliam as funcbes
corporais especificas, além de serem nutritivos, e reconhece 12 classes diferentes
como favorecedores da saude, entre eles as bactérias acido lacticas (Abreu et al.,
2000); ela também estipula que os alimentos lacteos com bactérias acido lacteas
precisam conter pelo menos 107 bactéria/mL (Shortt 1999b).

As legislacdes do Japao e da Comunidade Européia estdo mais avancadas
no que se referem a alimentos funcionais que a Food and Drug Administration
(FDA). O Codex Alimentarius esta discutindo um projeto de diretrizes para o uso
de declaracoes de propriedades nutricionais e salutares (ALINORM 93/22). De
uma forma geral as legislacdes dos paises mais desenvolvidos proibem
declaracdes relacionando alimentos a cura ou prevencao de doengas sem que
haja comprovagéo cientifica. Até o presente, a FDA néo considera as evidéncias
cientificas suficientes para garantir a alegacao de que qualquer bactéria probiética
tenha efeito benéfico sobre a saude humana. No Brasil, o0 Ministério da Saude

reuniu uma equipe multiprofissional, de 24 a 27 de outubro de 1994, para discutir
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uma das etapas da legislagdo de alimentos para fins especiais. A proposta dos
técnicos foi de liberar como complementos nutricionais somente as vitaminas e
minerais, conforme preconizado na regulamentacao do Codex Alimentarius
(CX/NFSDU 92/11) e os demais produtos seriam estudados e normatizados
oportunamente como “alimentos funcionais” (Candido e Campos 1995).

Em 1999, a Portaria n® 396 de 30 de abril de 1999 aprova o “Regulamento
Técnico de Procedimentos para Registro de Alimentos e ou Novos Ingredientes”,
este regulamento é bastante claro quanto a necessidade de comprovacao
cientifica sobre um determinado alimento ou ingrediente funcional. Atualmente, de
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foi aprovada a
Resolucdo n® 2 de 7 de janeiro de 2002, que diz respeito ao “Regulamento
Técnico de Substancias Bioativas e Probitdticas Isolados com Alegacao de
Propriedades Funcionais e ou de Saude”, sendo que na rotulagem, no caso dos
probidticos, deve constar a qualidade dos microrganismos viaveis, que garanta a
acao alegada dentro do prazo de validade do produto (ANVISA 2002) no entanto
alguns pesquisadores como Klein et al. (1998), concluem que a maior parte das
culturas usadas nos produtos probioticos ndo possuem a designacao correta da
espécie. Isto é para o género Lactobacillus e Bifidobacterium como mostrado para
0s grupos acidophilus, casei e longum/animalis. Muitas das bactérias declaradas
como L. acidophilus pertenciam a L. johnsonii ou a L. gasseri (Holzapfel et al.,
1996; Pack 1997; Pack et al., 1997). Similares observagdes puderam ser vistas no
grupo L. casei onde quase todas as culturas de L. casei pertenciam a L. paracasei.
Adicionalmente, culturas chamadas como B. longum eram freqlentemente
culturas de B. animalis nos produtos de laticinios.

Em produtos probioticos de leite comercializados na Europa o nome da
espécie e a designacado das culturas, muitas vezes nao correspondem com a
taxonomia corrente para as bactérias acido lacticas (Reuter 1997a), como também
foram mostrados em outros casos (Hamilton-Miller et al., 1996 e 1999; Holzapfel et
al., 1998).

A rotulagem de alguns iogurtes com nome L. bifidus sdo continuamente

usados para B. bifidum o qual nao € uma espécie de Lactobacillus. Temmerman et
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al., (2002), citam produtos com roétulos apresentando espécies de L. bifidum
(Produtos: Acidophilus Plus Capsula — Quest Vitamins UK; Psyllium Actif P6 —
Biover Bélgica; Kinderyoghurt Mild — J. Bauer KG Alemanha e Natumild — Natuur
Hoeve) e B. casei (Acidophilus Plus Bifidus Cépsula — Kudos Vitamins and Herbals
UK) mencionando a ndo existéncia destas espécies, relatando “indistinguivel” ou
nome invélido, confirmando a falta de regulamentagdo dos produtos
comercializados. Os pesquisadores relatam ainda um produto em céapsula
(Bactisubtil — Bélgica) declarando a espécie Bacillus IP5832, no entanto apds o
isolamento e identificagdo a espécie encontrada foi o Bacillus cereus, considerado
patogénico.

De acordo com Reid 1999a; Yeung et al. 1999; Shortt 1999a; Sanders e
Huis In’t Veld 1999; Saarela et al., (2000) a composi¢ao e rotulagem dos produtos
probioticos tem sido alvo de criticas nos ultimos anos, além do mais, culturas
usadas por fabricantes de iogurtes ndo sdo sempre indicadas no rétulo. Produtos,
particularmente suplementos, ndo contém numero ou tipo de bactéria declarada
no rétulo ou contém culturas nao mencionadas (Reuter 1997a; Holzapfel et al.,
1998; Hamilton-Miller et al., 1999; Temmerman et al., 2002). Nos iogurtes
probidticos e leites fermentados os resultados obtidos séo mais satisfatérios (Anon
1997), contudo, deve-se salientar a importdncia do controle de qualidade e
seguranga na fabricagdo dos produtos probidticos. Por estas razbes, a
identificacdo e taxonomia das bactérias acido lacticas usadas na fabricacdo de
novos tipos de iogurtes probidticos devem ser estabelecidas (Schillinger 1999).

Um fator muito importante € a escolha de produtos que provém detalhes da
cultura (ou culturas) e assegurem a sua estabilidade ou indiguem a contagem total
de viaveis presentes. Nos EUA, a Association Yoghurt National (NYA), é envolvida
na certificacdo, aprovagdo e seguranga dos produtos comercializados (Shortt
1999a), na Europa entretanto, Berner e O’'Donnell (1998) e Przyrembel (2001),
citam que atualmente ndo existe um 6érgao regulamentador e fiscalizador das
rotulagens e alegagdes dadas pelos fabricantes de alimentos funcionais, por isto
verifica-se a existéncia de culturas inexistentes declaradas em ro6tulos em um

namero elevados de produtos (Temmerman et al., 2002). No Brasil como a
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legislacao € recente as empresas passam por um periodo de regulamentacao e
adaptacao das novas exigéncias. Um fator adicional que tem sido discutido sao as
constantes mudancas nos ultimos anos da nomenclatura destas bactérias em
virtude dos avangos moleculares, o0 que tem prejudicado ainda mais a
regulamentacdo destes produtos e seguranga das informagdes contidas nos
rétulos.

Engesser e Hammes (1994), citam que apesar de muitas caracteristicas
serem idénticas para as bactérias acido lacticas, excecdes sao observadas e
podem provocar confusdes em sua classificagdo. A taxonomia destas bactérias
tem sofrido consideraveis mudancas nos ultimos anos, e os conhecimentos
gerados para as culturas podem oferecer indicacbes da sua origem, habitat e
fisiologia, os quais sdo importantes parametros para se selecionar novas culturas
com aplicagbes em alimentos fermentados ou para uso como probidticos
(Holzapfel et al., 2001).

Yeung et al. (2002), sumarizaram alguns estudos que reportaram
discrepéancias entre produtos rotulados (Tabela 1).

Tabela 1. Sumario de estudos reportando algumas discrepancias entre os rétulos
e espécies contidas nos produtos probidticos em andlises laboratoriais
independentes.

Culturas ou produtos  Espécies nao listadas Método usado  Referéncia

incorretamente mas detectadas no
rotulados' / testados produto
7/15 Produtos L. paracasei Estudo de Canganella
Farmacéuticos L. leichmanni fermentagéo de et al., 1997
E. faecium carboidratos

Saccaromyces cerevisiae
L. rhamnosus

Numeros néo delineados; L. paracasei Andlises de padréao  Klein et al.,
indicando muitos produtos B. animalis de proteina 1998
rotulados incorretamente L. johnsonii Estudo da

L. gasseri

fermentacao de
carboidratos
Eletroforese (PFGE)
RAPD
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Tabela 1. continuagao

Culturas ou Espécies nao listadas Método usado Referéncia
produtos mas detectadas no
incorretamente produto
rotulados’ / testados
6/192 produtos L. plantarum API Rapid ID Kit Hamilton-
(suplementos dietarios) L. delbrueckii Miller et al.
Pedioc. pentosaceus 1999
P. acidilactici
Ent. Faecium
L. rhamnosus
3/6 produtos de leite B. animalis Estudo fermentacdo Yaeshima et
contendo bifidobacteria e de carboidratos; al., 1996
rotulado com espécies (10 hibridizagdo DNA
produtos testados mas colorimétrica
rotulado com somente
género)
4/6 culturas de L. L. gasseri Sondas espécies- Sander et
acidophilus L. johnsonii especificas al., 1996
L. gallinarum
5/13 produtos (suplementos L. plantarum API Rapid ID Kit Hamilton-
dietarios) P. pentosaceus Miller et al.
L. fermentum 1996
L. rhamnosus
E. faecium
L. delbrueckii
9/15° culturas de iogurtes L. johnsonii Homologia DNA- Schillinger,
“mild” da Europa L. rhamnosus DNA 1999
L. paracasei
L. crispatus

' Espécies indicadas detectadas que nao séo listadas no rétulo;

% 19 suplementos probidticos testados com rétulos indicando a espécie. Outros produtos testados
reportados que nao incluem neste sumario. Produtos originarios de UK e outros paises EU.

® Total de 26 culturas isoladas, mas somente 15 iogurtes foram rotulados com as espécies.

2.6. METODOLOGIAS PARA A IDENTIFICAGAO FENOTIPICA

Inicialmente as bactérias acido lacticas foram classificadas em diferentes
géneros utilizando-se como base as caracteristicas morfolégicas das colénias. Em
seguida, foi introduzido para a classificagdo o0 modo de fermentacéo da glicose em
condicbes padronizadas, fatores de crescimento e disponibilidade de oxigénio.
Nestas condi¢des estas bactérias se dividiram em dois grupos: homofermentativas
e heterofermentativas e na pratica, testes de producao de gas a partir da glicose
distinguiam os grupos (Axelsson 1993).

A classificacdo em nivel de espécie, utilizando-se as caracteristicas

fenotipicas/bioquimicas sdo importantes para uma preliminar caracterizacdo bem
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como para fornecer um conhecimento sobre as propriedades das culturas. Outras
observacbes como tolerancia ao sal e pH, crescimento em determinadas
temperaturas e configuracdo do &cido lactico produzido, também fornecem
parametros importantes para a classificagdo da espécie. A fermentacdo de
carboidratos, hidrélise da arginina, formacado de acetoina (acetiimetilcarbinol)
(Teste de Vogues-Proskauer - VP ou fermentacao butilenoglicélica ap6s adigéo
dos reagentes Barrit), tolerancia a bile, tipo de hemdlise, producao de
polissacarideos extracelulares, requerimentos de fatores de crescimento,
caracteristicas de crescimento em leite, tipagem sorolégica e presenca de certas
enzimas (B-galactosidase e B-glucoronidase), podem também ser utilizados. Tem
sido demosntrado que a detecgao seletiva de bactéria podem ser concluidas por
utilizacdo de suas atividades enzimaticas especificas via reagdes cromogénicas
ou fluorogénicas (Chevalier et al., 1991; Manafi et al., 1991).

De acordo com Pot et al. (1993), as identificagcdes por métodos tradicionais
fornecem uma preliminar caracterizacdo, mas nao para o propésito de
identificacdo acurada, uma vez que os procedimentos podem consumir um longo
tempo, serem ambiguos e afetados pelas condicbes do meio (Schleifer et al.,
1995). Deste modo, pode ser impossivel que métodos convencionais permitam a
diferenciacao entre espécies filogeneticamente distintas como descrito por Hayford
et al. (1999), para L. reuterie L. fermentum.

Apesar da identificacdo de lactobacillus ou bifidobacterias serem baseadas
em caracteristicas morfolégicas, em alguns casos, € comum surgirem problemas
técnicos que dificultam a interpretacao dos resultados obtidos, como por exemplo
quando o crescimento bacteriano nao é suficiente para degradar o substrato que
esta sendo testado, dificultando assim a interpretacao dos resultados. Além disso,
algumas caracteristicas sao instaveis, apresentando variacées decorrentes do
meio de cultura utilizado, deste modo as técnicas moleculares tém emergido nos
ultimos anos e tem facilitado os estudo de identificacdo dos Lactobacillus (Le
Jeune e Lonvaud-FunelL 1994) e de Bifidobacterium (Tannock 1999).

Um outro fator importante a ser mencionado é que esses métodos, séo

limitados no caso de culturas isoladas do trato intestinal por exemplo, que
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apresenta uma microbiota complexa, podem nao permitir a diferenciacdo de
espécies e, certamente, ndo permitem diferenciar culturas dentro de uma mesma
espécie. Da mesma forma, ndo sdo adequados para estudos em que se objetiva
acompanhar a introducéo de probidticos no trato intestinal, porque néo diferenciam
a cultura administrada na dieta das demais culturas estreitamente relacionadas,
além de sofrerem interferéncias quando nao estdo em culturas puras, como
ocorrem nos iogurtes e leites fermentados.

Recentemente, Stiles e Holzapfel (1997), revisaram a correta taxonomia
das bactérias &cido lacticas relacionadas aos alimentos. Uma outra revisao por
Charteris et al. (1997), focou a deteccao rapida e métodos de selecdo de
lactobacilos e bifidobacterias incluindo-se sondas hibridizadas marcadas para 16S
e 23S do rRNA para a identificagéo das espécies. Este estudo focou as bactérias
acido lacticas presentes em produtos probidticos, suas caracteristicas fisioldgicas
e sistematicas, com especial énfase nos métodos de tipificacdo moleculares. No
entanto, as culturas de maior importancia tem sido investigadas por métodos
fenotipicos classicos (padrao de fermentacao) e moleculares ou genotipicos (Klein
et al., 1998).

2.6.1. METODOS CULTURAIS DE IDENTIFICACAO PARA Lactobacillus E

Bifidobacterium

As caracteristicas fenotipicas mais utilizadas na identificacdo de
lactobacilos s&o: forma, coloracdo de Gram, arranjo, motilidade, catalase,
temperatura maxima e minima de crescimento e fermentacao de carboidratos (33
diferentes tipos) (Kandler e Weiss 1986). Algumas espécies sao estreitamente
relacionadas e s6 podem ser distinguidas pelo perfil eletroforético de proteinas
(lactato desidrogenase e/ou proteinas totais) ou por métodos moleculares:
L.acidophilus X L.gasseri X L.crispatus X L.amylovorus, L.animalis X L.murinus,
L.delbrueckii X L.jonsonii, L.brevis X L.buchneri, L.fermentum X L.reuteri. De
acordo com Johansson et al. (1995), Jacobsen et al. (1999), varios métodos tem

sido usados para a identificacao de lactobacilos, incluindo-se a fermentacédo de
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carboidratos pelo sistema APl 50 CHL, no entanto, Schillinger (1999), em estudo
de isolamento e identificacdo de lactobacilos de novos produtos probidticos e
iogurtes (mild), o padrao de fermentagao de agucares ndo permitiu a diferenciagao
entre L. acidophilus de espécies fenotipicamente muito similares como o L.
johnsonii, L. crispatus, L. gasseri, L. amylovorus e L. gallinarum. Em seu estudo,
oito culturas capazes de crescer a 15°C e produzir isdbmeros do acido lactico DL ou
L-enantiomeros foram identificadas como membros do grupo L. casei, que
compreende as espécies L. paracasei, L. casei e L. rhamnosus. Um outro aspecto
ressaltado foi que algumas culturas designadas como L. acidophilus, no entanto,
foram encontradas sendo das espécies L. johnsoniiou L. crispatus.

Tannock et al. (1999), identificando lactobacilos de diferentes origens,
mencionam que os métodos fenotipicos de identificacdo sao dificeis porque
requerem, em muitos casos, determinagao das propriedades da bactéria além dos
testes comuns de fermentagcdo (por exemplo, andlise da parede celular e
mobilidade eletroforética da lactato desidrogenase) (Kandler e Weiss 1986). Em
geral, em torno de 17 testes fenotipicos sdo requeridos para a identificagcdo de
isolados de lactobacilos acuradamente em nivel de espécie (Hammes e Vogel
1995). A necessidades de métodos simples e rapidos de identificacao sao portanto
requeridos quando grande numero de culturas obtidas durante os estudos de
ecologia microbiana do trato intestinal, silage e produtos alimentares sao
requeridos.

Reque et al. (2000), estudando Lactobacillus fermentum para uso como
probidticos em frangos, utilizou para a selecdo das culturas além de aspectos de
biosseguranca, a bacterioscopia (morfologia por microscopia), o teste de Gram,
viabilidade durante a estocagem a 4°C e atividade antimicrobiana (Giraud et al.,
1991; Reque 1999). A identificacdo das culturas foi baseada nas caracteristicas
dos lactobacilos como descrito no Bergey’s Manual of Determinate Bacteriology
(Buchanan e Gibbsons 1974) e fermentacao de diferentes fontes de carbono pelo
APl 50 CHL. Em publicacdo com selecdo de culturas de Lactobacillus
potencialmente probidticos Chang et al (2001), utilizaram para a identificagdo das

culturas as caracteristicas bioquimicas obtidos através dos Kits APl 50CH e 32A
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(Bio-Merieux). Jacobsen et al. (1999), também utilizaram nos seus estudos o
sistema API 50CHL para a selecao de 47 culturas de Lactobacillus sp, entretanto
algumas bactérias nao foram confirmadas pelos métodos moleculares (ITS-PCR).
A caracterizacao fenotipica pelo APl 50CHL mostrou ser usado principalmente
para selecionar as culturas para uma posterior caracterizacdo, como também
relatado por Johansson et al. (1993).

De acordo com Kneifel e Pacher (1993), que utilizaram uma metodologia
fenotipica (APl ZYM teste para atividade da a- e B-D-glucosidase), todas as
culturas de L. acidophilus testadas apresentaram fraco a elevada atividade,
enquanto que para as culturas L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. salivarius
subsp. thermophilus o teste foi negativo. Foi observado ainda que bifidobacterias
de diferentes espécies e outros lactobacilos tiveram diferentes reacdes
colorimétricas para ambas enzimas. Os autores comentam que apesar do perfil
obtido pelo API ndo ser positivo para todas as culturas de L. acidophilus testadas,
estas bactérias mostraram colbnias azuis quando foram re-examinadas no agar X-
GLU. Este efeito foi atribuido a sensibilidade do teste. Em contraste, todas as
culturas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus testadas apresentaram colénias
brancas neste meio, sendo que nenhuma cultura de S. salivarius subsp.
thermophilus produziu reagao colorimétrica nos agares que contiam X-GLU. Na
concluséo do trabalho os autores mencionam que quando se pretende caracterizar
completamente a microflora total dos produtos fermentados, hd a necessidade de
se ter meios de cultura seletivos validos para a contagem de bifidobactéria.

No caso de bifidobactérias até o ano de 1960 a identificacdo do género era
feita utilizando-se somente as caracteristicas fenotipicas entre elas: morfologia da
colénia, condicées de cultivo, metabdlitos formados (L+ isomero de acido latico),
teste enzimatico acompanhado do teste da B-galactosidase utilizando-se o
sistema API ZYM (que monitora a atividade enzimatica da bactéria) indicando sua
atividade para a bifidobacteria mas nao para lactobacilos (Roy et al., 1994), estudo
de padrbes de proteinas por eletroforese (Biavati et al, 1982), lipideos e
constituintes da parede celular os quais sdo uteis para a distincdo dos géneros

Bifidobacterium e Lactobacillus. Outros critérios podem ser utilizados para a
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identificacdo do género e sao descritos por Rasic e Kurmann 1983. Recentemente
as caracteristicas fenotipicas mais utilizadas na identificacdo de bifidobactérias
sao: forma, coloracdo de Gram, arranjo, motilidade, fermentacdo de carboidratos
(ribose, arabinose, lactose, celobiose, melezitose, rafinose, sorbitol, amido,
gluconato) e atividade da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase (F6PPK), tipica
do género Bifidobacterium (Scardovi, 1986). De acordo com Klein et al. (1998) e
Sgorbati et al. (1995), Bifidobacterium sp que atuam como probiéticos podem ser
distinguidos até certo grau por critérios fenétipicos simples, como fermentacao de
acucares e alcool acucares como, L-arabinose, D-xilose, D-manose, salicina, D-
manitol, D-sorbitol e D-melezitose que podem servir como padrdes caracteristicos
Algumas espécies sao estreitamente relacionadas e s6 podem ser distinguidas
pelo perfil eletroforético de proteinas (frutose-6-fosfato-fosfocetolase,
fosfogluconato desidrogenase (19 tipos), transaldolase (14 tipos) ou proteinas
totais) juntamente com observacdes morfolégicas das células ou por métodos
moleculares: B.globosum X B.pseudolongum, B.adolescentis X B.dentium,
B.thermophilum X B.choerinum X B.boum. Analises da composicao de
peptideoglicana da parede celular sao Uteis para a identificacao de B. longum, B.
infantis e B. suis (Bonaparte 1997).

Klein et al. (1998), mencionam o teste bioquimico APl 50 CH e 89 reacgdes
enzimdticas para diferenciagdo de bifidobacterias. Nos resultados obtidos pelo
dendograma gerado, diferentes grupos taxonémicos foram criados. Sete clusters
(agrupamentos) puderam ser definidos ao nivel de similaridade de 52%. A cultura
B. animalis (cluster lll) e a cultura B. longum (cluster VII) mostraram uma relacéo
de 37%. As culturas B. longum e B. infantis foram agrupadas juntas no mesmo
cluster. Os outros grupos taxonémicos foram B. breve, B. boun/B. thermophilum,
B. pseudolongum/B. globosum, B. bifidum e B. dentium/B. suis. Em suas
conclusées, os padrdes de fermentacao para a diferenciacao das espécies longum
e animalis examinadas por Reuter (1963) e Mitsuoka (1969) para culturas de
origem humana e animal ndo podem ser aplicadas no geral para culturas de
origem do leite (Bonaparte e Reuter 1996). A aplicacdo de analises numeéricas de

138 caracteres no total, de acordo com o método de Gavini et al. (1991), permitiu
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a classificacao de culturas de B. longum e B. animalis em diferentes clusters e
assim a sua diferenciacdo. No entanto nao foi possivel diferenciar B. longum de B.
infantis. Esta fina relagdo entre estas espécies ja tem sido mostrada por varios
pesquisadores usando-se diferentes métodos (Scardovi et al, 1979; Lauer e
Kandler 1983; Bahaka et al, 1993). Reuter (1990), menciona que culturas de
origem animal (B. animalis) também estdo sendo usadas nos produtos
fermentados do leite e que as analises fenotipicas como o perfil de fermentacao
de carboidratos e a atividade enzimatica usadas na rotina para a caracterizacao e
identificacao de bifidobacteria (Roy e Ward 1992; Yaeshima et al., 1992; Gavini et
al., 1991), nao distinguem o B longum do B. animalis pois os perfis s&o muito
similares. A diferenciacdo destas espécies parece ser possivel através de suas
reagcbes bioquimicas, chamada fermentacdo melezitose. No entanto, Bonaparte e
Reuter (1996), mencionam que este padrao de reacao nao é aplicado em todos os
casos e especialmente para nenhuma cultura isolada de produtos de leite, neste
sentido, muitos métodos de diferenciacdo tem sido descritos, incluindo-se
eletroforese de proteina de enzimas especiais (Roy et al.,, 1994), PFGE e PCR
(Roy et al., 1996).

Roy et al. (1994), mencionam em seu trabalho que analises numéricas da
atividade enzimatica e padrao de fermentacdo de carboidratos permitiram uma
diferenciagdo precaria das culturas B. animalis e B. longum isoladas de
preparagdes comerciais. De acordo com estes pesquisadores, este método é falho
para a confirmagédo das espécies, mas diferencia culturas de origem humana de
culturas de origem animal. Os pesquisadores ressaltam ainda que os resultados
indicam que um grupo de origem animal contem todas as culturas de referéncia de
B. animalis e 10 culturas isoladas de leites fermentados ou preparacdes
comerciais. Estes resultados estdo em concordancia com Biavati et al. (1992) que
também encontraram B. animalis como Unica espécie presente em preparacoes
de leite fermentado.

Outros pesquisadores tém utilizado para a identificacdo de bifidobacterias
os testes bioquimicos classicos disponiveis comercialmente como o APl 20A e o
BBL Crystal, seguido do teste da enzima F6PPK (Mayer et al., 1999). De acordo
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com estes pesquisadores, estes testes sao suficientes para separar o género
Bifidobacterium de outros microrganismos anareébicos. Entretanto, os
pesquisadores mencionam que para se classificar isolados individualmente em
espécies, evidéncias moleculares sao necessarias. Pérez et al. (1999), isolando e
caracterizando bifidobactérias de origem humana utilizaram para a confirmacao
das col6nias a morfologia bacteriana em microscopio. As colénias Gram (+), em
forma de bastonetes, pleomorficas, ndo esporuladas e estritamente anaerdbias
foram selecionadas. De acordo com os pesquisadores todos 0s microrganismos
apresentaram respostas positivas para o teste da F6PPK. Os microrganismos
foram ainda submetidos a um padrao de fermentacao de 16 carboidratos em caldo
TPY com acgucar e purpura de bromocresol como indicador.

Charteris et al. (2001), descreveram o controle de qualidade para os
sistemas API 50CH e APl ZYM na identificacdo de culturas de Lactobacillus a
37°C. De acordo com eles os sistemas realizam um importante papel na

taxonomia polifasica de identificacdo dos microrganismos.

2.7. ESTUDO TAXONOMICO DAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS
PROBIOTICAS E ANALISE DE AGRUPAMENTO (CLUSTER)

2.7.1. TAXONOMIA NUMERICA

A taxonomia numeérica foi aplicada para bactérias pela primeira vez nos
anos 50 com o objetivo de classificar linhagens individuais em grupos
homogéneos (espécies) com base em grande quantidade de tipos de dados
diferentes; auxiliando na distribuicAo de espécies semelhantes em grupos
superiores (género, familia); e usando os dados gerados para melhorar esquemas
de identificacao.

A classificacdo pela taxonomia numérica deve ser baseada em muitas
caracteristicas, uma vez que a similaridade pode ser irreal quando se utilizam
poucos caracteres (Sneath e Sokal 1973, citado por Goodfellow et al. 1985).

Nesse ponto, difere da taxonomia classica que elege poucas caracteristicas
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consideradas importantes (Priest e Austin 1993). Esta taxonomia tornou-se um
método de uso comum e de sucesso para classificacao e identificacao bacteriana.
Apesar do valor e utilidade das técnicas numéricas, alguns grupos de bactérias
nao mereceram a devida atencdo. Até poucos anos atras, existiam poucos
estudos para Lactobacillus, que sdo bactérias economicamente importantes e
amplamente distribuidas em laticinios, bebidas fermentadas, sendo também
encontradas em associacdo com humanos, plantas e animais (Priest e Barbour
1985).

Através do emprego de taxonomia numérica e agrupamento de linhagens
utilizando-se algoritmo, Hauser e Smith (1964), estudaram 59 linhagens de
Lactobacillus isolados de queijos e 9 linhagens de referéncia, e obtiveram 5
grupos onde alguns isolados foram agrupados em nivel de similaridade de 53%
indicando heterogeneidade. Barre 1969, estudou 65 linhagens isoladas de vinho
onde a maioria das linhagens foi identificada como L. buchneri. Entretanto, Laban
et al. (1978), examinado 190 linhagens e utilizando API 50 CHL, obtiveram grande
nuamero de linhagens que nao puderam ser identificadas (Variane 1996).

Devido a diversidade de espécies e variacao fenotipica presente no género
Lactobacillus, inconsisténcias no sistema de classificagao levaram a problemas na
sistematica desse grupo. Referéncias a Lactobacillus “atipicos” foram indicativos
de que ocorreram problemas e divergéncias entre o que foi descrito como tipico na
literatura e o que foi encontrado na pratica (Hastings e Holzapfel 1987). Em 1994,
Goebetti et al. (1994), com o objetivo de selecionar culturas iniciadoras,
agruparam espécies de Lactobacillus construindo grupos, € observaram que
linhagens identificadas como espécies diferentes foram colocadas num mesmo
grupo em nivel de 91% de similaridade. Devido as semelhangas bioquimicas e
fisiolégicas entre as espécies, os autores sugeriram que estudos genéticos

deveriam ser realizados para identifica-las.
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2.7.2. TAXONOMIA POLIFASICA

A taxonomia e nomenclatura das bactérias acido lacticas probiéticas € até
hoje mudada. Desde a descricdo dos géneros Lactobacillus por Kandler e Weiss
(Kandler e Weiss 1986) e Bifidobacterium por Scardovi (Scardovi 1986) muitos
grupos taxondémicos tem sido mudados dramaticamente (Schleifer 1987; Klein et
al., 1994; Vandamme et al., 1996; Stiles e Holzapfel 1997). A taxonomia nao é
mais somente baseada exclusivamente em critérios fisioldgicos como temperatura
de crescimento ou reagbées de fermentacdo. E baseada em caracteristicas
fenotipicas e genotipicas que revelam o nivel molecular. Atualmente as técnicas
fenotipicas e genotipicas tem sido utilizadas para o propésito de identificacdo e
sdo aplicadas em combinagbes nos estudos, chamadas de taxonomia polifasica
(Vandamme et al., 1996). Esta metodologia é capaz de diferenciar espécies
fenotipicamente muito similares mas completamente diferentes genotipicamente.
Como conseqiiéncia, a taxonomia (incluindo identificacdo e classificacao) €
essencial para a garantia da qualidade. O conhecimento do género ou somente do
grupo da espécie das culturas probiodticas ndo sao suficientes. Além disso, no
aspecto de seguranca a diferenciacdo intra-espécies também é aconselhavel. E
evidente a seguranca das culturas usadas em alimentos probiéticos, no entanto,
critérios para a selecdo das culturas sao importantes. A diferenciagao intra-
espécies € necessdria para se separar culturas probidticas de culturas
patogénicas em potencial. Esta diferenciacdo ndo € necessaria para o proposito
taxondmico puramente, mas fornece dados de seguranca biotecnologia. Técnicas
moleculares sdo capazes de resolver estes problemas e provem a base para a

garantia da qualidade e serao mais detalhadas nesta reviséo.

2.7.3. ASPECTOS TAXONOMICOS E MUDANCAS OBSERVADAS NO
GENERO Lactobacillus
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O género Lactobacillus esta entre os géneros que mais tém sido submetido
a desagregacao, agregacao e redenominagcdao de espécies, 0 que ocasiona até

hoje problemas em sua identificacao, classificagdo e nomenclatura corrente.

2.7.3.1. GRUPOS L. acidophilus, L. casei e L. delbrueckii

A taxonomia dos grupos L. acidophilus e L. casei também tem passado por
mudancas consideraveis nos ultimos anos e causam também confusao (Fujisawa
et al., 1992; Pot et al., 1993; Dicks et al,, 1996; Mori et al., 1997). Em 1989, a
maioria das culturas classificadas como L. casei foram separadas desta espécie e
receberam um novo nome, L. paracasei (Collins et al., 1989). Em 1996, entretanto,
ocorreu a rejeicdo do nome L. paracasei e a revisdao da espécie L casei foi
proposta (Dicks et al., 1996) e o nome L. zeae foi introduzido para as culturas
formalmente pertencentes a L. casei.

O desenvolvimento historico € importante para se entender a recente
discussao. Dicks et al. (1996), propuseram a revisdo do grupo L. casei apos a
primeira Requisicao de Opinido em 1991, o qual ndo teve sucesso (Dellaglio et al.,
1991). Somente as espécies L. rhamnosus nao foram tema de alteracdes. Mas, de
acordo com Dicks et al. (1996), L. paracasei foi rejeitado e todas as culturas foram
incluidas nas espécies L. casei. Além disso, a cultura tipo L. casei ATCC 393, foi
transferida para a espécie L. zeae. As espécies L. casei consistem no momento
somente de culturas tipo e poucas culturas adicionais, estas alteragdes sdo muito
importantes para a nomenclatura das culturas produzidas.

O grupo L. casei compreende o recentemente revisado L. zeae, o L. casei,
L. paracasei e L. rhamnosus. Historicamente o grupo L. casei compreende
somente uma espécie, L. casei, o qual foi dividido em cinco subspécies: L. casei
subspécie casei, alactosus, pseudoplantarum, tolerans e rhamnosus. Collins et al.
(1989), propuzeram a reclassificacdo do grupo e descreveram duas novas
espécies: L. paracasei e L. rhamnosus. De acordo com estes pesquisadores 0s
membros L. casei alastosus, L. casei pseudoplantarum e L. casei tolerans, e a

maioria das culturas L. casei casei foram separadas a nivel de espécie, e
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sugeriram-se 0s nomes L. paracasei sp. (nov), L. paracasei paracasei e L.
paracasei tolerans. Apesar de algumas propostas terem sido rejeitadas para o
nome da espécie L. paracasei, (Dellaglio et al., 1991; Dicks et al., 1996) elas tem
sido usadas na nomenclatura corrente.

A nova espécie L. rhamnosus consiste somente da cultura que forma a
subspécie rhamnosus. No entanto a descricdo da nova espécie foi baseada
somente em um numero limitado de experimentos de homologia DNA-DNA e a
descricao fenotipica das culturas foi muito pobre. Somente L.rhamnosus pode ser
facilmente identificado. A parede celular do L. rhamnosus contém rhamnose e ela
€ uma das poucas culturas que sao capazes de fermentar rhamnose. L. casei e L.
paracasei nao podem facilmente ser diferenciados bioquimicamente. Por esta
razao, a taxonémica do L. paracasei ainda nao é clara.

Klaenhammer et al. (2002) citam que quatro subspécies do L. casei séo
reconhecidas: L. casei subsp. casei, L. casei subsp. pseudoplantarum, L. casei
subsp. rhamnosus e L. casei subsp. tolerans (Kandler e Weiss 1986). Entretanto,
recentes estudos filogenéticos tém proposto que membros do grupo L. casei
sejam divididos em trés espécies: L. rhamnosus, L. zeae e L. casei, com L. casei
ATCC 334 como cultura neotipo para a espécie mencionada em segundo lugar
(Collins et al., 1989; Dellaglio et al., 1991; Dicks et al., 1996; Mori et al., 1997).

Recentemente o Lactobacillus cultura GG (ATCC 53103) foi identificado
como o L. rhamnosus, mas de acordo com Lee e Salminen (1995), varios estudos
publicados ainda usam o nome Lactobacillus GG.

Em adicdo ao L. acidophilus, outras cinco espécies formam o grupo (L.
crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum, L. gasseri e L. johnsonii), no entanto
somente o L. acidophilus (strito sensu) é conhecido a mais tempo. Esta espécie foi
descrita por Moro em 1900 como ‘Bacillus acidophilus’ e renomeada por Hansen e
Moquot em 1970. L. cristapus foi descrito em 1953 e as outras quatro espécies,
incluindo as espécies de relevancia para probidticos, como L. gasseri e L.
johnsonii, foram descritas recentemente nos anos de 1980 e 1992. Neste grupo,
as espécies nao podem ser facilmente diferenciadas por métodos classicos,

contudo o uso de analise de homologia DNA-DNA, dois maiores grupos puderam
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ser definidos e a identificacdo foi possivel. Estes resultados puderam ser
confirmados pela impressao digital (fingerprinting) de proteinas realizado por Klein
et al., 1998.

O L. delbrueckii faz parte do grupo | (homofermentativo obrigatério), o qual
pode produzir 4cido D-lactico a partir do agucar hexose via metabdlica Embdem-
Meyerhof e € incapaz de fermentar pentoses (Axelsson 1998). Esta espécie
contém trés subespécies (delbrueckii, lactis e bulgaricus), sendo que a subespécie
bulgaricus é finamente relacionada (<10% seqiéncia divergente) com o L.
amylovorus, L. acidophilus, L. helveticus, L. acetotolerans, L. gasseri e L.
amylophilus (Schleifer e Ludwig 1995; Klaenhammer et al., 2002).

2.7.4. ANALISE DE AGRUPAMENTO (CLUSTERING)

Usualmente as técnicas de clustering séo aplicadas sobre grande conjuntos
de dados nao supervisionados com objetivo de identificar padrées que possam
descrever algum conhecimento. Desse modo, a tarefa consiste no agrupamento
desses dados, o qual pode ser realizado de diversos modos: probabilistico,
evolutivo, hierarquico entre outros. Para a realizacdo do clustering sao
necessarias algumas atividades, entre elas: 1) Representar os dados (preparar e
transformar os dados através de técnicas para selecdo e construcao de atributos);
2) Determinar a medida de similaridade (determinacdo das métricas de
similaridade que serdo utilizadas para o agrupamento dos dados); 3) Agrupar os
dados (submeter o conjunto de exemplos a algum algoritmo para realizar o
agrupamento dos dados) e 4) Avaliar os resultados obtidos (o grau de significancia
dos resultados obtidos pelo algoritmo sao analisados). No cluster hierarquico
(aprendizado nao supervisionado), o conjunto de dados é composto por exemplos
nao classificados. Assim, esse modo de aprendizado consiste em agrupar uma
colecdo de exemplos nao rotulados segundo alguma medida de similaridade. O
clustering hierarquico constréi hierarquicamente esses agrupamentos em uma
estrutura conhecida como dendograma. Esta técnica permite analisar os cluster

em diferentes niveis, pois cada nivel do dendograma descreve um conjunto
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diferente de agrupamentos. Existem duas abordagens que podem ser derivadas
do clustering hierarquico: aglomerativo e divisivo. Na primeira, inicialmente os
dados séo distribuidos de modo que cada exemplo represente um cluster e entao,
esses clusters sdo, recursivamente, agrupados por meio de alguma medida de
similaridade, até que todos os exemplos pertencam a apenas um cluster. O
clustering divisivo, inicia-se com apenas um agrupamento contendo todos os
dados e entao divide, recursivamente, o cluster mais apropriado até que alcance
algum critério de parada, que freqlentemente é o numero de clusters desejados
(Berkhin 2002).

No processo de clustering, os agrupamentos sdo determinados segundo
uma medida de similaridade que deve ser, cuidadosamente, selecionada de
acordo com as caracteristicas do conjunto do dados, tais como tipo e escala dos
atributos (Martins 2003). Para a formacdo dos agrupamentos devem ser
calculadas as medidas de similaridade intra-cluster e inter-cluster. A primeira
determina a semelhanca entre exemplos pertencentes a um mesmo cluster, ao
passo que as medidas inter-cluster determinam a similaridade entre
agrupamentos. Um das métricas utilizadas para o célculo da similaridade entra-
cluster é a Euclidiana. As métricas de distancia inter-cluster sao usualmente
divididas em duas classes, sendo que a principal diferenca entre elas esta no
modo como os clusters sédo representados (Olson 1995; Dash e Liu 2001; Jain et
al., 1999).

2.8. METODOS MOLECULARES DE IDENTIFICAGCAO E CLASSIFICAGCAO

A classificagdo dos microrganismos com base em informacdes genéticas
tem como vantagem a unificacdo do conceito de espécie, a estabilidade da
classificacdo (que nao fica dependente de modificagbes causadas por poucas
mutagdes) e a obtencdo de bons esquemas de identificagdo (Hagler e Hagler
1991). Além do estudo dos acidos nucléicos, outros critérios tém demonstrado
interesse taxon6mico, sendo os mais importantes, a comparagao entre proteinas

celulares, a composicdao da parede celular, a composicdo de lipidios e as
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caracteristicas topograficas da ultra-estrutura celular visualizadas ao microscopio
eletrénico (Goodfellow e Minnikin 1985).

Informacdes sobre parentesco ou similaridade genética possuem
aplicacoes importantes em diferentes areas da ciéncia, permitindo identificar
linhagens ou populagdes que devem ser mantidas para preservar a maxima
diversidade genética (Thormann e Osborn 1992). Os procedimentos classicos de
caracterizacao de linhagens bacterianas, que sao baseados nas caracteristicas
bioguimicas ou nutricionais, andlise de proteinas totais ou a composicao das
proteinas de membrana, reacdes imunolégicas e do conteldo plasmatico nao
permitem, em geral, distinguir linhagens aparentemente da mesma espécie (Le
Borgeois et al.,, 1993). A classificagéao e identificacdo das bactérias acido lacticas
utilizando-se métodos classicos tem sido tema de muitas revisdes (Hammes e
Vogel 1995; Pot et al,, 1994; Sgorbati et al., 1995; Apajalahti et al., 2003). Em
geral, métodos fenotipicos ndo séo reproduziveis e a diversidade de culturas
(biotipos) destas espécies sado reconhecidas (Ballongue 1993; Hammes e Vogel,
1995; Sgorbati et al., 1995). Acidos nucléicos sdo universais em biologia celular, e
a sequUéncia de bases de nucleotideos das moléculas ndo sao influenciadas pelas
condi¢des de cultivo. Analises dos acidos nucléicos deste modo, provem a base
dos métodos de identificacdo e possuem a vantagem da reprodutibilidade.
Métodos genéticos sdo mais promissores para uma rapida e acurada identificagao
dos lactobacilos e bifidobacteria (Tannock 1999). A diferenciacado de lactobacilos
termofilos por exemplo pode ser realizada por meio de perfil de enzimas da parede
celular em gel de proteina SDS-PAGE (Lortal et al., 1992), porem, diferencas entre
subespécies como lactis e bulgaricus nao sao possiveis de serem estabelecidas
utilizando-se esta técnica eletroforética.

Os métodos que permitem medir a diversidade entre linhagens aparentadas
podem ser baseados na comparagdo da sequéncia dos seus genomas ou da
sequéncia do rRNA ribossomal 16S e a medida da homologia DNA/DNA. Dois
métodos sdo suficientemente rapidos para analisar as numerosas linhagens e
podem revelar as diferencas entre linhagens de uma mesma espécie: a

eletroforese de grandes fragmentos de DNA em campos pulsados (PFGE) e o

43



Randomly Amplified Polymorphic DNA-RAPD (Welsh e Mcclelland 1990; Willians
et al.,, 1990; Tailliez et al., 1996) que serao discutidos nesta reviséo.

2.9. FILOGENIA

A filogenia de muitas bactérias sédo baseadas na comparagdo de moléculas
altamente conservadas que estdo presentes em todos os microrganismos. No
entanto, genes que codificam o RNA ribossémico (rRNA), compreendendo regides
conservadas e variadas nesta molécula, sdo a escolha para os estudos
filogenéticos. A comparacdo das sequéncias do rRNA € considerada a mais
poderosa e a mais acurada técnica para determinacdo do grau de relacao
filogenético dos microrganismos (Woese 1987). Inicialmente, a hibridizacdo DNA-
rRNA ou métodos sequenciando o rRNA foram usados para este propoésito
(Axelsson 1998; Pot et al., 1997). Técnicas de biologia molecular permitiram o
sequenciamento de longas fitas de rRNA, primeiro pelo uso da transcriptase
reversa e segundo pela reacao da polimerase em cadeia (PCR) sequenciando as
moléculas 16S ou 23S rDNA, as quais resultaram em grandes bancos de base das
sequiéncias. Com base nas informacgdes obtidas nas sequéncias 16S/23S rRNA,
arvores filogenéticas ou dendogramas foram criados. Dados do sequenciamento
do 16S rRNA mostram que identificagdes utilizando-se somente propriedades
fenotipicas como morfologia celular e tipo de fermentacao, nao correspondem com
o conhecimento filogenético. Como conseqléncia, certas espécies de bactérias
acido lacticas foram reclassificadas. O desafio para os taxonomistas é a
descoberta de determinados caracteres que correlatem com o agrupamento
baseado filogeneticamente. Este tem sido extremamente importante para a
nomenclatura de espécies sua tipagem e a caracterizagdo de novas culturas
probidticas.

Devido a grande maioria das bactérias acido lacticas serem similares em
seus requerimentos nutricionais e de crescimento, sua identificacdo usando-se
métodos microbioldgicos classicos € geralmente impossivel. Durante os ultimos 20

anos, o uso de sondas moleculares baseadas em sequéncias de rDNA para a

44



identificacdo das bactérias isoladas de seus meios naturais tem sido reportadas
(Tannock 1988). “Primers” (iniciadores) espécie-especificos para PCR que
marcam os sitios das regides espacadoras 16S-23S rRNA sao disponiveis para
um limitado nimero de espécies de Lactobacillus. Métodos moleculares para a
identificacdo de espécies de Bifidobacterium ainda ndo sao disponiveis. Somente
a reassociacdo DNA-DNA provem reais medidas para a identificacdo das espécies
deste género. As bifidobacteria podem ser diferenciadas de bactérias similares
morfologicamente pelo uso de primers para PCR género-especificos ou por
sondas de oligonucleotideos (Tannock 1999).

Marcantes mudangas tém ocorrido na classificagdo bacteriana desde a
aplicacao das tecnologias moleculares. A observagdo das sequéncias do RNA
ribossomal 16S pode ser usada como parametro evolutivo (Woese 1987).
Algumas regides da molécula do rRNA 16S sd@o conservadas inteiramente em
todas as espécies bacterianas enquanto outras regides ndo apresentam este
padrdo o que permite comparar as seguiéncias de bases dos nucleotideos entre
muitas espécies (Collins et al., 1991; Stackebrandt e Rainey 1995; Vandamme et
al., 1996). Do ponto de vista pratico, as sequiéncias do gene 16S rRNA (rDNA)
podem ser usados em identificacdes de muitas espécies bacterianas através de
técnicas que utilizam sondas de oligonucleotideos especificas ou reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (Langendijk et al., 1995; Vandamme et al., 1996;
Wang et al., 1996). Outras regides do genoma também podem ser alvos para os
procedimentos de identificacdo (Gurtler e Stanisich 1996). Estas informacdes
moleculares permitem identificar seguramente espécies de Lactobacillus, mas um
maior desenvolvimento de trabalhos restam ser concluidos no caso de
bifidobactéria (Tannock 1999).

A comparagéo das sequéncias do gene 16S rDNA dos lactobacilos mostra
que as regides V1, V2 e V3 contém informacdes espécie especificas. No entanto,
para uma identificacdo precisa, amplificagdes pelo PCR e sequenciamento de
genes menores (menos de 750 bp) podem ser suficientes, mas o sequenciamento
gendmico total, sdo melhores para o estabelecimento das relacdes filogenéticas.

Os genes rRNA 16S, 23S e 5S s&o arranjados dentro do operon do cromossomo
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bacteriano. Informacdes da seqUéncia de bases nucleotidicas tem sido
determinadas para as regides entre os genes 16S e 23S chamada de regiao
espacadora 16S-23S. Muitas bactérias possuem cépias multiplas do operon rRNA
por genoma e a regido espagadora pode variar de tamanho dentro dos diferentes
operons. Isto relata o nimero e tipo dos genes tRNA (tRNA%Y, tRNA"™, tRNAZ?)
localizados em algumas regides espacgadoras. Primers para PCR que anelam-se a
regiao conservada dos genes 16S e 23S permitem a amplificacdo da regiao
espacadora (Gurtler e Stanisich 1996). Muitas vezes, genes ausentes de tRNA e
genes com presengca de um ou dois tRNA nas regides espagadoras sao
detectados, e estes podem ser purificados em géis de agarose para subsequente
sequenciamento. A seqléncia de nucleotideos da regiao espacadora de muitas
espécies de Lactobacillus tem sido determinadas. Estas seqiéncias mostram que
a regido espacadora € hipervariavel, e espécie especifica. Primers de PCR,
baseados nestas regides, tem sido derivados para a identificacdo dos lactobacilos
de interesse em industria alimentar (Berthier e Ehrlich 1998; Nakagawa et al.,
1994; Tilsala-Timisjarvi e Alatossava 1997). Sondas de oligonucleotideos
baseadas nas andlises de dominio hipervariaveis nas moléculas de acidos
nucléicos tem sido derivadas para o proposito de identificacao (Schleifer et al.,
1995), no entanto, resultados especificos e consistentes sdo muitas vezes dificeis
de serem estabelecidos com estas sondas, como o controle da temperatura e
forca ibnica da solucao de lavagem sao criticos para obtencéo dos resultados.

Testes bioquimicos para identificar membros do género Bifidobacterium sao
atualmente substituidos pelo uso de primers para PCR género-especificos
descritos por Kok et al.,1996 e Kaufman et al,1997. Estes primers amplificam
regides de 523 bp ou 1.35 kbp, respectivamente do gene 16S rRNA. Sondas
especificas para o género, Bif164 e Im3, tem sido analisadas para a enumeracao
da populagdo total de bifidobacteria em fezes e amostras de alimentos,
respectivamente (Kok et al.,1996; Langendijk et al., 1995).

Segundo McCartney et al. 1996, as regides V1, V2 e V3 das sequéncias do
16 rDNA de 24 espécies de bifidobactérias parecem ser 0 melhor caminho para a

diferenciacao das espécies, no entanto, Leblond-Bourget et al. (1996) comparando
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as sequéncias do 16S rDNA de 18 espécies de bifidobacterias, mostrou que a
distancia de similaridade ente elas era de 92 a 99%. Este alto nivel de relacao
marcaram a impossibilidade de diferenciacao entre algumas espécies com base
nas andlises de sequiéncia do 16S rDNA (Frothingham et al., 1993).

Sequéncias (274 a 552 bp), obtidas por amplificacdo por PCR das regides
espacadoras 16S-23S de 18 espécies de bifidobacterias fornecem similares
informacoes filogenéticas quando comparadas com as providas pelo 16S rDNA
(Leblond-Bourget et al., 1996). As seqiéncias da regido espacadora sao mais
variaveis, por isso, 0s pesquisadores sugerem que elas fornecem meios de
distincao entre culturas de bifidobacterias, no entanto, estes espagos ndao contém
informacodes Uteis que possam ser usadas em testes rapidos para a diferenciacao
de espécies.

Alguns relatos encontrados na literatura tém possibilitado a derivagéo de
sondas de oligonucleotideos espécie-especificas para a identificagdo de
bifidobacterias (Yamamoto et al,1992; Mangin et al, 1995; lto et al.,1992).
Contudo, métodos rapidos de identificacdo de espécies de bifidobaterias
permanecem indefinidos. O requerimento de trabalhos na area de reassociacoes
DNA-DNA sao os métodos realmente mais apropriados para a identificacao das
espécies de bifidobaterias (Ballongue 1993; Yaeshima et al., 1996).

Atualmente, a taxonomia bacteriana baseia-se na associacido de
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, uma vez que as fenotipicas podem
apresentar variagdes (Klein et al., 1998). Resultados apresentados por Zavaglia et
al. (2000), demonstraram que espécies identificadas como B. breve por
fermentacdo de acgucares, quando analisadas por técnicas moleculares de PCR,
apresentaram-se como B. infantis ou B. bifidum. Portanto, para confirmag¢ao da
identidade desses isolados, é importante que andlises moleculares como
homologia de DNA ou PCR-RAPD (Polymerase Chain Reaction — Random
Amplified Polymorphic DNA) ou RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) sejam realizadas.

As técnicas moleculares sdo as mais indicadas para discriminagdo entre

espécies e estirpes diferentes dentro de um género bacteriano. A técnica de PFGE
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(Eletroforese em gel em campo pulsado) tem sido utilizada para diferenciar
estirpes, embora nao apresente o mesmo poder discriminatério ao nivel de
espécies. Para o género Bifidobacterium que apresenta elevado contetudo de G +
C (55 a 64%), as enzimas de restricao ricas em AT como Asel, Spel e Xbal, que
clivam o DNA com menor freqiéncia sdao mais indicadas (Roy et al, 1996).
Segundo Tenover et al., (1995), isolados que apresentam perfis genéticos com 4 a
6 fragmentos diferentes, podem ser considerados como estirpes possivelmente
relacionadas. Isolados que apresentam o mesmo numero de fragmentos de DNA
total, podem ser considerados geneticamente indistinguiveis, sugerindo que esses
isolados correspondem a uma mesma estirpe. Isolados que apresentam o mesmo
namero total de fragmentos, mas de tamanhos diferentes, podem ser
considerados estirpes relacionadas. Embora PFGE seja uma técnica genética
laboriosa, apresenta alta sensibilidade e pode ser utilizada na taxonomia polifasica
de bactérias, onde sdo combinados métodos fenotipicos e genotipicos para
diferenciacdo de espécies fenotipicamente muito similares mas, genotipicamente
diferentes (Klein et al., 1998). Além disso, o perfil genético ou “fingerprint” de
bactérias probidticas obtido por PFGE constitui uma ferramenta no estudo da
modulacdo da microbiota por probidticos, uma vez que esta técnica pode
diferenciar os organismos enddgenos da microbiota de organismos exégenos

administrados.

3.0. TIPAGEM MOLECULAR E CARACTERISTICAS DOS METODOS DE
TIPAGEM

Os métodos de tipagem sdo baseados em duas grandes categorias:
Métodos fenotipicos e genotipicos. Os métodos fenotipicos sao aqueles que
caracterizam os produtos da expressao génica para a diferenciacao das culturas.
Propriedades como o perfil bioquimico, tipos de bacteri6fagos, presenca de
antigenos na superficie celular, e perfil de susceptibilidade antimicrobiana sao
exemplos de propriedades fenotipicas que podem ser determinados em

laboratério. Em decorréncia deles envolverem a expressdao do gene, estas
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propriedades podem variar, baseado em mudancas das condigdes de
crescimento, fase de crescimento e mutacées espontaneas. Os métodos
genotipicos sao aqueles que sado baseados na andlise da estrutura genética do
organismo e incluem o polimorfismo do DNA baseado em padrdes de restricao
que clivam o cromossomo por enzimas que cortam o DNA em muitos fragmentos
(mais de 100) — corte freqlente, ou em 10 a 30 fragmentos cortes infreqlentes, e
a presenga ou auséncia de DNA extracromossomal. Métodos genotipicos sao
menos sujeitos a variacdes naturais, apesar disto eles podem ser afetados por
insercdes ou dele¢cées do DNA dentro do cromossomo, e ganhar ou perder DNA
extracromossomal, ou mutacées ao acaso que podem criar ou eliminar sitios
endonucleases de restricao (Tenover et al.,1997).

Muitas técnicas de tipagem molecular podem ser aplicadas para as
bactérias acido lacticas como instrumento para a identificagdo de espécies ou
diferenciacdo das culturas. As maiores vantagens dos meétodos de tipagem
molecular sdo em decorréncia de seu poder discriminatéorio (Klein et al., 1998) e
sua aplicabilidade universal. Culturas finamente relacionadas com aspectos
fenotipicos similares podem ser atualmente discriminadas por estas técnicas.
Métodos de tipagem moleculares aplicadas as bactérias acido lacticas probioticas
incluem o perfil plasmidial, analises de restricao enzimatica (REA), eletroforese em
gel em campo pulsante (PFGE), polimorfismo amplificado ao acaso (RAPD) e a
ribotipagem.

A tipagem molecular é uma caracterizagdo mais detalhada do
microrganismo, que utiliza técnicas de biologia molecular para evidenciar uma
possivel relagdo genética entre culturas de uma mesma espécie. Esta area
adquiriu muita importancia nos ultimos anos, pois 0s resultados obtidos pelas
técnicas de tipagem molecular sdo de grande valia para a identificacdo dos
microrganismos empregados como probioticos.

Inicialmente as técnicas de tipagem se constituiam de métodos que
avaliavam as caracteristicas fenotipicas. Nos ultimos anos, com as facilidades da
manipulacdo do DNA, técnicas de tipagem molecular estdo sendo utilizadas, as

quais permitem produzir perfis genotipicos. Como estes métodos examinam o
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DNA bacteriano, eles se tornaram mais reprodutiveis e discriminatorios que
métodos baseados na andlise de caracteristicas fenotipicas (Olive e Bean 1999;
Ptaller et al., 2001).

Varias técnicas que determinam o padrdo genotipico de diversos
microrganismos estdo sendo utilizadas e todas elas caracterizam-se por
produzirem fragmentos de DNA os quais, quando submetidos a algum processo
eletroforético, produz um padrao (perfil) migratério caracteristico de uma
determinada cultura. Este perfil migratério do DNA bacteriano podera ser
visualizado ap6s o gel da eletroforese ser corado com brometo de etidio, ou
quando o gel é submetido a técnicas de hibridizagao.

O perfil migratério (analise cromossomal) pode ser feito pela restricao
(clivagem) do DNA por endonucleases de restricdo, que sao enzimas que clivam o
DNA em sequéncias especificas. A acdo das endonucleases origina fragmentos
de DNA, os quais sdo separados por eletroforese. A distancia migratéria destes
fragmentos mostra o polimorfismo do DNA (“Restriction Fragment Lenght
Polymorphism - RFLP”), que pode ser especifico para cada cultura. O perfil
migratorio também pode ser produzido pela amplificacdo de determinados sitios
do DNA bacteriano, utilizando-se a técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(“Polimerase Chain Reaction” - PCR) com “primers” (iniciadores) nao-especificos
(aleatorios).

Os RFLPs séo expressos por um perfil de bandas em gel de agarose ou em
membranas e sdo comparados de acordo com a sua similaridade. RFLPs
idénticos ou muito similares indicam culturas com mesmo conteudo genético, ou
seja, culturas idénticas (Pfaller et al., 1992; Sader et al., 1993; Denton et al., 1998;
Pfaller et al., 2001).

Outras técnicas podem utilizar sondas genéticas, que sdo sequéncias de
DNA, fita simples, que reconhecem e se anelam a uma seqiéncia homologa
complementaria de DNA-alvo. As sondas podem ser especificas ou aleatérias e
variam em tamanho podendo ter menos de 20 pares de bases ou mesmo
representar grandes porcées do DNA, com até 1000 pares de bases. A sonda

ressalta o fragmento de DNA gerado pelas enzimas de restricdo, o qual foi
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transferido e imobilizado numa membrana de nylon ou nitrocelulose (método de
“Southern Blotting”). Para o propésito de tipagem, as sondas sao muito Uteis na
interpretacao do complexo RFLP, gerado por enzimas de restricdo de clivagem
frequente (Southern 1975).

3.1. PRINCIPAIS METODOS MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO,
CLASSIFICACAO E GERACAO DE “FINGERPRINTS” UTILIZADOS PARA
BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Esses métodos foram recentemente sumariados por O’Sullivan (1999) e
Klaenhammer e Kullen (1999), que apresentam uma excelente revisdo do estado
da arte e estabelecem as melhores alternativas para a classificacdo e para a
geracao de “fingerprints”.

Para a confirmagdo da identidade e classificagcdo s&o recomendados
métodos capazes de estabelecer relacbes filogenéticas, particularmente a
hibridizacao DNA-DNA, o sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S e o
sequenciamento da regido espacadora ITS (internal transcribed spacer) entre os
genes do operon que codifica o rRNA. Essas técnicas sao utilizadas hoje por
varios laboratérios, porém, exigem uma infra-estrutura ndo disponivel e mesmo
desnecessaria em laboratérios que nao trabalham diretamente com a manutencao
de cole¢des de culturas microbianas. Nesse caso ha varias opgdes de técnicas de
geragdo de “fingerprints”, com diferentes graus de sofisticagdo e capacidade
discriminatoria.

Muitas técnicas de tipagem podem ser aplicadas para as bactérias acido
lacticas como instrumento para a identificacdo de espécie ou diferenciacdo de
culturas. As maiores vantagens dos métodos de tipagem sao em decorréncia de
seu poder discriminatério (Klein et al, 1998) e sua aplicabilidade universal.
Culturas finamente relacionadas com aspectos fenotipicos similares podem ser
atualmente discriminadas por estas técnicas. Métodos de tipagem moleculares
aplicadas as bactérias lacticas probiodticas incluem: Analises de Restricao

Enzimética (REA), Restriction Fragment Lenght Polymorphism Analysis (RFLP),
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Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), Polimerase Chain Reaction (PCR),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), e Ribotipagem.

3.1.1. ANALISE DE RESTRICAO ENZIMATICA (REA)

Esta técnica envolve a digestdo do DNA cromossomal com endonucleases
de restricao. Os fragmentos obtidos sao usualmente separados em gel de agarose
com eletroforese convencional. Isto resulta em padrdes de bandas complexas com
tamanho dos fragmentos entre 1000 a 20.000 pb. A complexidade dos padrdes de
bandas formadas dificulta a visualizac&o e necessita do uso de computadores que
analisam dados multivariados (Charteris et al., 1997). A selecao apropriada de
enzimas de restricdo ou set de enzimas sao importantes para a obtengdo de
padrées reveladores. O REA foi aplicado com sucesso para diferenciacdo entre
culturas de L. acidophilus (Roussel et al., 1993), L. casei e L. rhamnosus (Ahrné e
Molin 1997), e L. reuteri (Ahrné e Molin 1997; Stahl e Molin 1994).

3.1.2. RESTRICTION FRAGMENT LENGHT POLYMORPHISM ANALYSIS
(RFLP)

A analise do polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao é
uma técnica através da qual os organismos podem ser diferenciados pelo perfil de
fragmentos obtidos por acdo de endonucleases de restricdo. A técnica diferencia
as espécies ou culturas dentro de uma espécie comparando variagdes na
seqiéncia do DNA, que resultam em variacao nos sitios de reconhecimento das
enzimas de restricao e variagdo no tamanho e numero de fragmentos obtidos por
acao dessas enzimas. A analise segue basicamente as seguintes etapas (Towner
e Cockayne 1993, O’Sullivan 1999): isolamento do DNA cromossémico, digestao
com enzima(s) de restricdo, PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), coloracéo
com brometo de etidio e fotografia do perfil RFLP.

As endonucleases de restricao cortam o DNA em sitios com seqUéncias

especificas de reconhecimento, cuja posicdo no genoma é caracteristica de cada
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espécie ou cultura dentro de uma mesma espécie. Assim, o nimero e tamanho
dos fragmentos obtidos pela acdo de uma determinada enzima de restricao serve
como uma “impressao digital” do DNA do microrganismo. Para visualizar essa
impressao digital os fragmentos sdao separados por eletroforese em gel de
agarose, que separa os fragmentos com base no tamanho, sob a influéncia de um
campo elétrico unidirecional. O principio da separacdo é que fragmentos de
tamanhos diferentes movem-se com velocidade diferente, de forma que, apds o
tempo de corrida, vao ocupar diferentes posicoes no gel. Podem entdo ser
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta (310nm) e
fotografados (Towner e Cockayne 1993). A eletroforese convencional separa bem
fragmentos com tamanho de até 50Kb, porém, os fragmentos obtidos do genoma
completo das bactérias por acao de enzimas de restricdo geralmente sdo maiores,
exigindo uma técnica especial de eletroforese, a eletroforese de campo pulsado
(PFGE), capaz de separar fragmentos de DNA na faixa de 50Kb a 12Mb. A
eletroforese de campo pulsado diferencia-se da eletroforese convencional apenas
na forma como o campo elétrico é aplicado, utilizando sucessivos campos
elétricos alternados, que forcam as moléculas de DNA a mudar de direcao
continuamente. A separacao € baseada, provavelmente, no fato de as moléculas
maiores mudarem de dire¢cdo mais lentamente do que as menores, resultando na
separacao por retardamento. Apds a corrida os fragmentos sdo corados na sua
posicao final e fotografados (Towner e Cockayne 1993).

Os perfis obtidos por RFLP sao absolutamente caracteristicos de cada
organismo e representa o genoma completo das células, com a vantagem de
detectar alteracOes especificas (delecoes, insercdes, rearranjos) no DNA de uma
determinada cultura ao longo do tempo. E considerada uma das mais
discriminatérias (sendo a mais discriminatéria) das técnicas moleculares
disponiveis até o momento (O’Sullivan 1999), embora apresente algumas
desvantagens. A mais importante é o grande nimero de fragmentos obtido, o que
torna o perfil bastante complexo e dificil de interpretar, particularmente enquanto

nao se dispde de um banco de dados completo para comparacao.
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O numero e a localizacao desses sitios sao Unicos para cada genoma, e
portanto, o perfil dos fragmentos obtidos também é Unico. Esses fragmentos, os
quais podem ser 50 ou mais, formam um perfil de restricdo especifico para um
determinado organismo (Logam 1994). Essa técnica é simples e rapida e requer
pouca quantidade de DNA, podendo ser aplicada no estudo taxondédmico de
Lactobacillus (Manachini et al., 1983; Stahl et al., 1990; 1994).

A técnica possui a vantagem se ser tecnicamente mais facil que outras
técnicas moleculares, e tem boa capacidade de resolugcdo em nivel de género e
espécies, se comparada com homologia DNA-DNA. O problema da técnica de
restricdo de DNA consiste no fato que os dados ndo sao expressos por nuUmeros,
como € a técnica de homologia DNA-DNA. Entretanto, esse problema pode ser
resolvido com o uso de analise matematica para os perfis obtidos (Stahl et al.,
1990).

3.1.3. ELETROFORESE EM GEL EM CAMPO PULSANTE (PFGE)

A modificacdo da analise de restricao do DNA genbémico tornou-se
conhecida como PFGL. Neste tipo de eletroforese envolve-se periodicamente
mudanca de orientagdo do campo elétrico, por isto permite a separacao de
fragmentos de moléculas de alto peso. PFGE permite o uso de endonucleases de
restricdo “com cortes raros” 0os quais geram um pequeno numero de fragmentos,
resultando em padrdes de bandas que sdo facilmente interpretadas. Este tipo de
impressao digital do DNA tipicamente consiste de 5 a 20 grandes e bem definidos
fragmentos com tamanhos de 10 a 800 kb. E um método altamente discriminatério
e reproduzivel e tem sido usado na diferenciacdo de importantes culturas de
bactérias probioticas, como bifidobacteria (Roy et al., 1996), L. casei (Ferrero et
al., 1996) e L. acidophilus (Roussel et al., 1993).

As enzimas (endonucleases) de restricdo podem reconhecer seqiiéncias de
nucleotideos curtas ou longas no cromossoma bacteriano. Aquelas que
reconhecem sequéncias longas produzirdo um numero menor de bandas

(fragmentos do DNA), reduzindo assim a complexidade na analise dos perfis ou
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padroes cromossdmicos. Além disso, a freqiiéncia de clivagem de uma enzima de
restricdo vai depender da composicdo das bases nucleotidicas do DNA
bacteriano, ou seja, enzimas que reconhecem sitios com alto contetdo de guanina
e citosina (G + C) clivam de forma pouco freqliente cromossomas ricos em
adenina e timina (A+T). Assim, algumas enzimas vao ter acdo de clivagem
infrequente (rara) sobre determinado cromossoma bacteriano (Birren e Lai 1993).
No entanto, as enzimas de acao rara geram fragmentos de DNA com alto peso
molecular (> 50 kb), que ndo podem ser separados num sistema convencional de
eletroforese. Para separar estes fragmentos maiores, um sistema de eletroforese
com campos elétricos alternados e um pulso fixo devem ser aplicados (Pfaller et
al., 1992; Birren e Lai 1993). Embora os principios gerais de extracao e preparo de
DNA sejam muito semelhantes para a eletroforese em campo elétrico pulsado,
existem varias formas de alternar a corrente nos sistemas eletroforéticos. Assim, o
modo, o0 percurso € a direcao do campo elétrico que se alterna é diferente
conforme os diferentes sistemas.

Para a realizagdo do PFGE, a bactéria pode ser cultivada em meios solidos
ou liquidos. As colbnias bacterianas sdo misturadas com agarose com ponto de
fusdo baixo e esta mistura é distribuida em pequenos moldes. Como resultado,
obtemos pequenos blocos de agarose (“plugs”), que contém toda célula
bacteriana. Desta forma o DNA bacteriano fica protegido de quebras e
degradacao. Na etapa seguinte, estes blocos de agarose sdao submetidos a lise
celular com enzimas que vao romper a parede e membrana celular, lavagens com
detergentes que eliminarao os residuos das células e por fim, a digestdo com
enzimas de restricdo. Os blocos de agarose com as bactérias digeridas sao
colocados em géis de agarose e submetidos a eletroforese em aparelhos onde a
direcdo da corrente elétrica varia em intervalos pré-determinados. No final da
eletroforese o gel é corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta
(Birren e Lai 1993).

Pfaller et al. (1992) estabeleceram os primeiros critérios para analisar os
resultados do PFGE. De acordo com estes critérios dois isolados seriam definidos

como uma mesma cultura (mesmo tipo) quando apresentavam perfil migratério
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idéntico (mesmo numero de bandas, todas localizadas nas mesmas posi¢des, ou
seja, 100% de similaridade). Isolados com perfis migratérios entre 90% e 100% de
similaridade (1 a 3 bandas de diferenga) seriam considerados similares (subtipos).
Finalmente, isolados com menos de 90% de similaridade (4 ou mais bandas de
diferenca no perfil migratério) seriam considerados diferentes. Tenover et al.
(1995), também determinaram critérios de interpretagcdo para os padrdes de
PFGE:

- Isolados idénticos (mesmo clone): seriam aqueles derivados de uma mesma
cultura ou pertencentes a um mesmo clone, os quais apresentam perfil de
macrorestricao idéntico, com o mesmo numero de bandas, localizadas na mesma
posicao;

- Isolados semelhantes (variantes de um mesmo clone): seriam as amostras que
apresentam um ou dois eventos genéticos diferentes, representados por
diferencas em até seis bandas;

- Isolados nao-relacionados (clones diferentes): amostras que apresentam sete ou
mais bandas discordantes, representando trés ou mais eventos genéticos
diferentes.

O PFGE é uma das técnicas de tipagem molecular mais conhecida e
utilizada universalmente, principalmente pelo alto poder discriminatério e pela
aplicabilidade desta técnica a maioria das espécies bacterianas. No entanto,
alguns autores relataram que a tipabilidade do PFGE pode nao atingir 100%
(Sader et al.,, 1993; Romling et al., 1994; Grundmann et al., 1995; Romling e
Tummler 2000).

3.1.4. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Entre os métodos de biologia molecular, o PCR é o mais antigo na teoria e
0 mais versatil na pratica. Este método foi proposto no inicio da década de 1970
como uma estratégia de reduzir o trabalho envolvido no processo da sintese
quimica dos genes (Kleppe et al., 1971). Estas idéias, no entanto, ndo foram

praticas naquele momento, onde os genes ainda néo tinham sido sequenciados, a
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enzima DNA polimerase termoestavel ainda nao tinha sido descrita, e a sintese de
oligonucleotideos (mais tarde conhecidos como “primers”) estava mais para o
campo da arte do que da ciéncia. A técnica foi colocada em pratica 15 anos mais
tarde e naquele momento foi denominada como reagdo em cadeia da polimerase
— PCR (Mullis et al., 1986).

A PCR é a amplificagdo de uma sequéncia especifica de DNA, que visa a
producdo de milhdes de cépias desta seqiéncia. Uma fita simples do DNA é
utilizada como molde para sintese de novas cadeias complementares sob a acéao
da enzima DNA polimerase, que é capaz de adicionar os nucleotideos presentes
na reacao, complementares a fita molde. A DNA polimerase requer, entretanto, um
ponto inicial ligado a fita molde que servira de apoio para que os nucleotideos
subsequentes sejam adicionados. Este ponto inicial da sintese é fornecido por
uma sequéncia pequena de oligonucleotideos, a qual € denominada de “primer”
(iniciador). Ambas as fitas simples iniciais servem de fita molde para a sintese,
desde que se fornecga primers especificos para cada uma delas. Dessa forma, a
regiao do DNA gendmico a ser sintetizada é definida pelos primers, que se anelam
especificamente as suas seqiéncias complementares na fita molde, delimitando o
fragmento do DNA que se deseja amplificar (Farah 1997).

A PCR é considerada uma metodologia simples, rapida e flexivel e desde a
sua descoberta, um grande numero de variaveis da técnica tem sido descritas,
tornando cada vez mais ampla a aplicabilidade da mesma. Versalovic et al. (1991),
descreveram um método que utiliza a técnica PCR para tipagem molecular,
baseando-se na amplificagcdo de sequiéncias repetitivas (ou elementos repetitivos)
do DNA bacteriano. Este método, conhecido como Rep-PCR possui como alvo
dois grandes grupos de sequéncias do DNA bacteriano: REP (“repetitive
extragenic palindromic”) e ERIC (“enterobacterial repetitive intergenic concensus”).
As sequéncias REP sao descritas em numerosas bactérias e por serem
sequUéncias conservadas, permitem que esta técnica seja utilizada com diferentes
finalidades. A sequéncia ERIC vem sendo muito utilizada para tipagem molecular
e ndao apenas de enterobactérias (Gillings e Holley 1997). Esta ultima € uma

sequiéncia com 126 pares de bases e caracteriza-se por ser altamente conservada
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e localizada nas regides extragénicas do DNA bacteriano (Versalovic et al., 1991;
Olive e Bean 1999).

Para realizacdo do Rep-PCR, o DNA bacteriano pode ser extraido a partir
de colbnias de bactérias e a amplificacdo pode ser realizada utilizando um, dois ou
varios primers. A interpretacdo dos perfis moleculares obtidos nestes métodos &
mais complexa utilizando a sequéncia REP do que utilizando a sequéncia ERIC.
No entanto, ambas possuem um bom poder discriminatério para a maioria das
espécies bacterianas. A técnica é de facil realizacao e pode ser feita em um grupo
pequeno ou grande de amostras bacterianas. Porém, os critérios para
interpretagao dos resultados ainda nao estao bem estabelecidos. Enquanto alguns
autores reconhecem como culturas diferentes as que apresentam apenas uma
banda de diferenca entre os perfis moleculares, outros autores analisam o0s
resultados em “softwares” que desenham dendogramas e calculam o percentual
de similaridade entre as amostras tipadas. Neste caso, sdo aceitos como culturas
idénticas, aquelas que apresentam um perfil de similaridade > 90% (Thompson et
al., 1998; Viedma et al., 1999; D'Agata et al., 2001; Pellegrino et al., 2002).

Alguns estudos demonstraram boa correlagdo entre os resultados obtidos
por este método com os resultados obtidos pelo PFGE (Grundmann et al., 1995;
Liu e Wu 1997; Olive e Bean 1999). Rep-PCR vem sendo adaptado a aparelhos
automatizados, onde os primers sao marcados com fluorescéncia e sao utilizados
para criarem padrées moleculares com as sequéncias REP e ERIC. Este método
gera um padrao molecular consistente, que podera ser armazenado num banco de
dados com imagens digitalizadas. No entanto, assim como o PFGE, o Rep-PCR
precisa ser padronizado para que seja possivel comparar os isolados submetidos

a tipagem nos diferentes laboratérios (Olive e Bean 1999).
3.1.4.1. MULTIPLEX-PCR

E a técnica de PCR na sua forma mais simples, é utilizada para amplificar
regides (sequéncias) especificas de DNA em bilhdes de vezes, usando uma

polimerase termoestavel (usualmente Tag, a DNA polimerase de Thermus
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aquaticus), deoxinucleotideos (dNTP) e dois iniciadores (“primers”), cujas
seqliéncias sao complementares entre si e a seqiéncia alvo (“template”). A
amplificacao é obtida aplicando-se multiplos ciclos de PCR, geralmente 30 a 40 e,
durante cada ciclo, ocorre a seguinte seqUéncia de reagdo: aquecimento a
aproximadamente 94°C, para desnaturar a fita dupla do DNA, resfriamento a
menos de 55°C (condigéo tipica), para que os iniciadores hibridizem com as
sequéncias que Ihes sdao complementares nas fitas simples obtidas,
reaguecimento a 72°C, para que a polimerase sintetize a copia do DNA na regiao
entre os dois iniciadores. A regidao duplicada geralmente é menor do que 5 Kb,
embora atualmente seja possivel amplificar fragmentos maiores. Como cada
fragmento gerado torna-se o alvo do proximo ciclo de PCR, a amplificagcdo €
exponencial e uma simples copia pode ser potencialmente amplificada a 2", onde
“n” é 0 numero de ciclos de PCR. Assim, num PCR tipico de 35 ciclos, podem ser
geradas aproximadamente 3,4 x 10'° cépias da seqiiéncia alvo.

Na técnica de Multiplex PCR é utilizado mais de um conjunto de iniciadores,
diferentes entre si, para permitir a amplificagdo simultdnea de mais de uma
seqUiéncia alvo. Quanto mais regides sao amplificadas, mais confiavel é a técnica,
porém, o estabelecimento das condi¢cdes oOtimas de reacdo nao é uma tarefa
simples e € necessario um conhecimento prévio das sequUéncias a serem
amplificadas. Apdés a amplificacdo os fragmentos obtidos sdo separados por
eletroforese em gel de agarose, gerando um perfil de fragmentos caracteristico
das culturas testadas. Ventura et al. (2001), utilizaram esta técnica para a

identificagcdo das espécies e cultura de B. /actis e bifidobacterias.

3.1.4.2. RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA (RAPD) OU AP-PCR
(ARBITRARY PRIMED POLIMERASE CHAIN REACTION)

E um método rapido e simples que se baseia em PCR. Na reacédo de PCR,
pequenos primers e seqUéncias ao acaso sao usados em condigcbes de
anelamento com baixa estringéncia, o qual resulta em amplificacao de fragmentos
de DNA de tamanhos aleatérios. A reprodutibilidade dos padrées de RAPD, no
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entanto, sdo ocasionalmente fracos e o método necessita ser transcorrido em
condi¢cbes cuidadosamente controladas. Nas situacdes em que se objetiva obter
perfis de fragmentos do genoma de espécies sobre as quais ndo se conhece (ou
se conhece pouco) as sequiéncias alvo a serem amplificadas, essa técnica de
PCR é a mais indicada. Nesse caso é utilizado um Unico iniciador arbitrario
(geralmente com 10-12 bases), para amplificar as sequéncias do DNA com maior
homologia, e as condigdes da reacdao sao modificadas, para permitir o pareamento
do iniciador com regides nao totalmente complementares. Quando o iniciador
hibridiza, total ou parcialmente, duas regides do DNA separadas por poucos
milhares de bases e localizadas em fitas opostas, o intervalo entre essas regides é
amplificado. Quanto maior o numero de fragmentos gerados arbitrariamente, mais
discriminatério é o perfil obtido, com a vantagem de ser uma técnica rapida e
aplicavel a qualgquer organismo. A maior desvantagem € que pequenas variagoes
nas condicées de reacdo podem resultar em variagées no perfil de fragmentos,
comprometendo a reprodutibilidade da técnica.

Os perfis de RAPD tem sido usados com sucesso para distinguir culturas de
Bifidobacterium (Roy et al., 1996) e entre culturas do grupo L. acidophilus (Du
Plessis e Dicks 1995). A técnica multiplex RADP-PCR usando uma combinacao de
2 iniciadores (primer) (10 mer) em reacao Unica possibilitaram a diferenciacao de
culturas de Lactobacillus do TGl de ratos (Daud et al, 1997). Sondas de
oligonucleotideos complementares para o gene rRNA alvo podem ser aplicados na
determinacao in situ de bactéria em populagdes mistas, como exemplo: espécies
de lactobacilos potencialmente probidticos (Pot et al.,1993; Hensiek et al.,, 1992;
Betzl et al, 1990) e bifidobacteria (Frothingham et al, 1993). Sondas de
hibridizagdo especificas para género do 16S rRNA foram também desenvolvidas
para deteccao in situ de bifidobacteria em fezes humana (Langendijk et al., 1995),
e a tipagem cromossdmica (cromotipagem) permitem diferenciacao entre culturas
de L. rhamnosus ribopito A (Zhong et al, 1998). Outras novas técnicas
desenvolvidas para a tipagem molecular, as quais incluem PCR-ribotipagem,
amplified DNA restriction analises (analise de restricdo de DNA amplificado), rep-

PCR e restriction ou amplified fragment length polimorfismo, oferecem alto poder
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discriminatério e sensibilidade para a diferenciacdo e identificacao de
microrganimos probioticos (Holzapfel et al., 2001).

Ward e Timmins (1999), diferenciaram L. casei, L. paracasei e L.
rhamnosus pelo RAPR-PCR, mas os resultados de interpretacdo entre as trés
bandas formadas foram de dificil distincdo. Em decorréncia disto, seus resultados

nao incluiram o L. zeae.

3.1.4.3. TRIPLET RAPD-PCR OU TAP-PCR

Essa técnica objetiva contornar o problema de reprodutibilidade do RAPD-
PCR, introduzindo, intencionalmente, pequenas alteracbes nas condicbes de
reacao, para detectar as seqiéncias do DNA mais susceptiveis de variagao. Para
tanto, sdo realizados trés ensaios em paralelo, cada um utilizando uma
temperatura de hibridizacao diferente (38, 40 e 42°C). Apds a amplificacdo os
fragmentos sdo separados por eletroforese em gel e os trés perfis obtidos sao
comparados. Bandas que estejam presentes em pelo menos dois dos trés perfis
sao consideradas flexiveis o bastante para resistir a pequenas variagdes nas
condicbes de reacdo e podem ser consideradas na analise do perfil de
fragmentos. A técnica € discriminatoria ao nivel de espécie e culturas dentro de
uma mesma espécie, mantendo todas as vantagens do RAPD-PCR, porém,

ampliando o limite de confianca dos perfis obtidos.

3.1.5. RIBOTIPAGEM

A técnica foi descrita por Grimont e Grimont (1986) e tem como principio
avaliar o polimorfismo do DNA bacteriano na regiao onde esta localizado o operon
rrn, composto pelos genes 16S e 23S, que codificam o RNA ribossomal (rRNA)
das bactérias. Estes genes sao altamente conservados nas espécies bacterianas
e permitem assim, que esta técnica seja aplicada com sucesso em varios estudos
para diferenciar culturas bacterianas. Inicialmente, a ribotipagem foi descrita para

ser utilizada com finalidades taxondmicas.
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E uma técnica alternativa que seleciona apenas a porcdo do DNA
responsavel pela codificacdo do RNA ribossémico (rRNA) (Towner e Cockayne
1993, O’Sullivan 1999). O rRNA representa cerca de 80% de todo o RNA existente
nas ceélulas, onde existe em aproximadamente 2.000 copias, com uma vida média
de até 100h (4 a 5 ciclos celulares) (Guimaraes 1987, Mordarski 1985). No DNA
das bactérias, 0s genes responsaveis pela transcricdo dessas moléculas séo
organizados em uma Uunica unidade de transcricdo, que sedimenta em 30S e
contém, além da seqiéncia completa para o rRNA 23S, 16S e 5S, genes para
diversos outros tipos de RNA de baixo peso molecular, que representam o RNA
transportador (tRNA). A ordem dos genes é: promotor, 16S, tRNA, 23S e 5S
(Mordarski 1985, Tannock 1999a) e, separando cada gene, ha sequéncias de
nucleotideos chamadas de regides espacadoras ITS (internal transcribed spacer),
que variam bastante entre as espécies e tém valor na caracterizagéo intragenérica
(O’Sullivan 1999). A sequéncia de nucleotideos das regibes espacadoras de
diversas espécies de Lactobacillus ja foi determinada e apresentou-se
hipervariavel e espécie-especifica (Tannock 1999a). No caso das bifidobactérias,
entretanto, essa regido, embora mais variavel entre as espécies do que a
sequéncia do rRNA 16S, ndo se mostrou muito Util para a diferenciacao.

A ribotipagem segue basicamente a seguinte sequiéncia de analise (Towner
e Cockayne 1993, O’Sullivan 1999): isolamento do DNA cromossémico, digestao
com enzima(s) de restricdo, PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), “Southern
Blot Hibridization” e revelagdo. A técnica de “Southern Blot Hibridization” é a
transferéncia dos fragmentos obtidos pela a agcao das enzimas de restricao do gel
de agarose para um filtro de nylon ou nitrocelulose, onde sao fixados na mesma
posicao, formando uma copia exata (blot) do arranjo original. Apés a fixacdo a
membrana é colocada em contato com uma sonda (“probe”) de rRNA marcado,
para que haja hibridizacdo da sonda com as sequéncias complementares
presentes nos fragmentos oriundos do rDNA (a sonda contém a seqiéncia 16S +
23S do rRNA de uma E. coli - sonda universal). A variedade de fragmentos e
padrdes moleculares gerados por este processo se da pelo fato desta seqiéncia

(16S + 23S) ser altamente conservada nas espécies bacterianas, por estes genes
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aparecerem em diversas copias no DNA cromossomal e por estes espacos
caracterizarem-se de forma heterogénea, diferindo de operon para operon numa
mesma espécie e em diferentes espécies bacterianas (Bingen et al., 1994). A
visualizacao dos fragmentos que hibridizaram depende do tipo de marcador usado
na sonda, podendo ser utilizados marcadores radiativos como o *P (revelagao por
exposicao de um filme de raio X) ou nao radiativos, como a acetilaminafluorona
(AAF), com digoxigenina ou com marcadores enzimaticos (Stull et al., 1988;
Gustaferro e Persing 1992) ou o complexo peroxidase-polietilenoimina (revelacao
por quimioluminescéncia, exposicao de filme de raio X ou filme Polaroid 667)
(Towner e Cockayne 1993).

Outra variavel que a técnica apresenta é a escolha da enzima de restri¢do.
Embora a enzima EcoRI seja a mais utilizada, a sensibilidade maxima do método
pode ndo estar restrita ao uso de apenas uma enzima de restricdo. Se mais de
uma enzima de restricao for utilizada, aumentara o trabalho laboratorial, mas, no
entanto, o poder discriminatério do método, também aumentara (Bingen et al.,
1994).

A técnica da ribotipagem apresenta grandes vantagens quando
comparadas a outros métodos que utilizam sondas genéticas. Sao elas: (1) os
genes que codificam o rRNA s&o altamente conservados, permitindo que uma
Unica sonda genética seja utilizada para todas espécies bacterianas; (2) pelo fato
da maioria das espécies bacterianas possuirem multiplos operons rrn, um numero
razoavel de bandas € obtido com a hibridizacao e (3) todas as bactérias codificam
o rBRNA e portanto, todas possuem o operon rrn. Os padroes de RFLP gerados
pela ribotipagem revelam dois niveis de diversidade genética. Algumas das
bandas geradas e observadas ndo variam e sao especificas para cada espécie,
enquanto que outras sdao bem variaveis dentro de uma mesma e em diferentes
espécies bacterianas. Estes niveis de diversidade genética permitem que a
ribotipagem seja utilizada como ferramenta para estudos taxondmicos e também
epidemioldgicos (Bingen et al., 1994; Struelens et al., 1998).

A ribotipagem vem sendo utilizada para um grande numero de espécies

bacterianas. No entanto, os perfis moleculares obtidos por esta técnica (ribotipos
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ou ribogrupos) podem apresentar caracteristicas relativamente estaveis dentro de
uma mesma espécie e com isto, bactérias nao relacionadas podem demonstrar
padroes moleculares iguais ou semelhantes (Pfaller et al., 1996; Hollis et al.,
1999). Além desta, a ribotipagem apresenta outras desvantagens, incluindo: (1) a
técnica é trabalhosa e demorada, pois véarios procedimentos sdo necessarios; (2)
a ribotipagem nao pode ser utilizada para algumas bactérias, que possuem
apenas um ou dois operons rrn, como por exemplo os géneros Mycobacterium e
Mycoplasma e (3) bandas com baixa definicdo podem dificultar a interpretagéo dos
resultados.

A ribotipagem apresenta algumas vantagens em relacao ao RFLP (analise
do genoma completo) porque o rRNA dos procariotos, embora seja similar em
dimenséo, difere consideravelmente na estrutura primaria (seqiéncia de bases)
(Mordarski 1985, Tannock 1999a), o que permite diferenciar as culturas com base
no perfil de fragmentos obtido; os genes do rRNA aparecem repetidos varias
vezes no cromossomo da maioria das bactérias (no cromossomo de E. coli
aparece repetido 6 vezes) e, ainda assim, representa uma fracdo muito pequena
do genoma (cerca de 0,3 a 0,4% do DNA total) (Mordarski 1985), gerando um
perfil de fragmentos muito menores e complexos e mais facil de ler e interpretar; e
os genes do rRNA sao extremamente conservados e parecem ter evoluido mais
lentamente do que os outros genes do DNA completo, provavelmente em fungéo
do seu envolvimento na manutencao da estrutura e funcdo dos ribossomos. Por
esse motivo, nao € necessario desenvolver sondas especificas para cada tipo de
microrganismo a ser testado, uma sonda de rRNA de E. coli, por exemplo,
disponivel comercialmente ja marcada com marcadores nao radiativos, é capaz de
hibridizar com os fragmentos de restricdo de uma ampla gama de espécies de
bactérias, sendo considerada uma sonda “universal”. O maior cuidado a ser
observado, nesse caso, € o de selecionar enzimas de restricado que resultem no
perfil de fragmentos o mais discriminatério possivel. Rodtong e Tannock (1993),
utilizando a ribotipagem para avaliar a estabilidade genética de varias culturas de
Lactobacillus ao longo do tempo, observaram que € necessario utilizar mais de

uma enzima de restricdo para caracterizar cada cultura. Recomendaram o uso da
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EcoRl e Hindlll para essa finalidade, uma vez que essas enzimas produzem
fragmentos numa faixa de pesos moleculares adequada e apresentam sequéncias
de reconhecimento bastante diferentes. Assim, se houver uma alteracéo genética
que afete o sitio de reconhecimento de uma das enzimas, o ribotipo gerado por
essa enzima detectara a alteracdo, enquanto o ribotipo gerado pela outra ainda
sera capaz de confirmar a identidade da cultura.

Em geral, os padroes de “fingerprint” gerados pela ribotipagem sdo mais
estaveis e mais facilmente interpretados, diferentes daqueles obtidos para a
técnica REA (Charteris et al., 1997). Outras vantagens obtidas por este método é
a alta reprodutibilidade e a possibilidade de se usar sondas universais para todas
as espécies devido a similaridade dos genes ribossémicos (Pot et al., 19983;
Grimont e Grimont 1986). Esta técnica tem sido usada com sucesso nos estudos
de diversidade entre as culturas L. reuteri e L. fermentum isoladas de ileo de ratos
(Ning et al, 1997) e para caracterizar culturas de diferentes espécies de
Lactobacillus (Roussel et al., 1993; Rodtong e Tannock 1993). No entanto, a
ribotipagem mostra alto poder discriminatério a nivel de espécie melhor do que a
nivel de cultura. A escolha de enzimas de restricado apropriadas € importante e
diferentes ribopadroes podem ser obtidos pelo uso de diferentes enzimas de
restricdo. Para a diferenciacédo de culturas de L. sake (Bjorkroth e Korkeala 1996)
encontraram as enzimas de restricdo EcoRl, Hindlll e a Clal como as melhores

enzimas entre outras testadas.

3.1.5.1. RIBOTIPAGEM AUTOMATIZADA

Aproveitando as vantagens e tentando resolver as desvantagens da técnica
de ribotipagem, uma empresa americana (Qualicon, Wilmington, DE, USA)
desenvolveu um sistema de ribotipagem automatizada, chamado Riboprinter®
Microbial Characterization System. Este sistema foi desenvolvido inicialmente para
atender as necessidades da industria de alimentos; porém, nos ultimos anos, tem
sido também constatado a sua importancia na identificacdo e caracterizacao de

bactérias relacionadas as doencas humanas (Bruce 1996; Pfaller et al., 2001). O
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sistema automatizado RiboPrinter juntamente com os seus reagentes pré-
fabricados permite realizar todos os passos da ribotipagem em 8 horas
simultaneamente para 8 identificacées individuais sem intervencdo de um
operador, sendo necessario somente o isolamento e a purificacao da coldnia a ser
identificada.

O processo da ribotipagem automatizada tem inicio a partir do isolamento
bacteriano em meio de cultivo sélido (4gar — incubado overnight). Utilizando-se um
palito de repiqgue, uma amostra da colénia bacteriana é obtida e diluida
(suspendida) em tampao de lise num tubo de microcentrifuga e homogeneizado.
Bactérias Gram positivas sdo preparados a partir de duas diluigdes em 40uL de
tampéao de lise enquanto que as bactérias Gram negativas sao preparadas em
uma unica diluicdo em 700uL de tampéao de lise. Esta diluicdo é transferida para
um carregador de amostras, que possui espaco para testar oito amostras
diferentes. A suspensao celular é aquecida (80°C — 20 minutos) para reduzir a
viabilidade das amostras e inativar as nucleases. Seguindo este tratamento de
calor, duas enzimas liticas sdo adicionadas e posteriormente o carregador de
amostras é colocado no aparelho. No sistema, a célula bacteriana € rompida e o
DNA digerido com enzimas de restricdo (EcoRIl acrescido de um agente lactico).
Apés digestao, os fragmentos sdo separados por eletroforese na posicao
horizontal e no mesmo momento uma membrana de nylon se move na posicao
vertical, encontrando estes fragmentos, que ficardo imobilizados na membrana
(“Southern blotting” modificado) (Bruce 1996; Pfaller et al., 2001).

Na etapa seguinte, ocorre a desnaturacao do DNA e a membrana é entao
lavada e tratada com tampdo, também componente do kit Qualicon para
ribotipagem. Ocorre num proximo momento a hibridizagdo com sonda marcada
por um substrato, que reagira com o conjugado, ocorrendo a revelagdo por
quimiluminescéncia apds aquecimento da membrana.

Um computador acoplado ao sistema riboprinter ira captar a imagem do gel
com uma camara fotografica, analisando os perfis moleculares. Cinco padrbées de
peso molecular sdo colocados junto com as oito amostras bacterianas no gel.

Assim sendo, todos os isolados testados estdo ao lado de um padrao molecular
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que permitira a normalizacao de todas as amostras do gel. Os perfis moleculares
sdo comparados com todos aqueles previamente testados no sistema e
coeficientes de similaridade sao calculados, baseando-se na posicdo e na
intensidade das bandas. Coeficiente de similaridade > 0,93 entre dois perfis
moleculares, indica que os microrganismos pertencem ao mesmo clone e sao
denominados, portanto, com o mesmo ribogrupo. Quando o coeficiente de
similaridade for < 0,93, indica culturas diferentes e um novo ribogrupo sera criado
para a amostra em questao (Bruce 1996).

A ribotipagem realizada no aparelho Riboprinter® Characterization System
(Qualicon) tem sido muito utilizada na industria alimenticia e na medicina humana
e veterinaria. Uma alta tipabilidade e altos poderes discriminatorios estdo sendo
observados por este sistema na caracterizagdo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. A rapidez do processo (8 horas), a automacéao (reduz o trabalho
laboratorial), a facilidade na interpretacdo dos resultados e a possivel
padronizagao inter e intra-laboratorial dos resultados de tipagem molecular, estao
elegendo este sistema como um forte candidato para ocupar a categoria de
métodos de tipagem molecular para criacdo de bancos de dados, muito
importantes também em estudos epidemiolégicos de longa duracao (Struelens et
al., 1998; Hollis et al., 1999; Pfaller et al., 2001).

3.1.5.2. TRABALHOS ENCONTRADOS NA LITERATURA QUE UTILIZARAM A
RIBOTIPAGEM AUTOMATIZADA

Rodtong e Tannock (1993), trabalhando com algumas culturas de L.
delbrueckii delbrueckii e L. delbrueckii bulgaricus em um estudo comparativo com
55 culturas de Lactobacillus utilizaram diferentes técnicas moleculares para a
identificacdo das espécies e entre elas a ribotipagem, fingerprinting M13 DNA e
rep-PCR (Miteva et al. 1992, 1998a, b). Girraffa et al. (1998), também apresentam
para a diferenciacao das espécies a analise de restricao pela amplificagdo do 16S
rDNA com Eco RI. De acordo com Miteva et al. (2001), as enzimas de restricdo

(Eco RI, Hae Ill, Alu I entre outras), diferenciam com sucesso as espécies de L.
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delbrueckii, L. helveticus e L. acidophilus, mas nao separa culturas ou subspécies.
Os pesquisadores comentam ainda que a ribotipagem prové mais informacdes
sobre a distribuicao os operons rrn ao longo do genoma bacteriano.

Tynkkynen et al. (1999), em seu estudo comparatico entre as técnicas de
ribotipagem, RAPD e PFGE para as culturas de L. rhamnosus e L. casei também
utilizaram o sistema Riboprinter. Entre os objetivos do trabalho os pesquisadores
verificaram e compararam a identificacao das culturas pelo teste API 50 CHL e
PCR especifico para a espécie, compararam as analises PFGE, RAPD e a técnica
de ribotipagem para a distingdo das culturas finamente relacionadas. Em seus
resultados de ribotipagem 15 padrdes distintos de fingerprint foram obtidos para as
24 culturas de L. rhamnosus e L. casei estudadas. A tripla banda localizada entre
4.8 e 6.2 kb parece ser um aspecto tipico do padréo fingerprint de L. rhamnosus;
16 das 18 culturas de L. rhamnosus identificadas pelo PCR deram este tipo de
impressao digital.

Sakata et al. (2002), em seus trabalhos de unificacdo de B. infantis e B.
longum estudaram o perfil de fermentacdo dos carboidratos, a hibridizacdo DNA-
DNA, a ribotipagem e o polimorfismo amplificado ao acaso (RAPD-PCR). Os
niveis de hibridizagdo DNA-DNA entre as culturas B. infantis, B. longum e B. suis
usadas no estudo foram de 67-81% em condigcbes 6timas (42°C), e 63-85% em
condi¢des estritas (52°C). Apesar das culturas mostrarem um perfil variado de
fermentacdo de carboidratos, as trés espécies foram divididas em trés tipos,
chamadas de tipo infantis, tipo longum e tipo suis pelo Riboprinter e RAPD-PCR
respectivamente. Com o uso da técnica de ribotipagem, os pesquisadores
demonstraram que as 25 culturas estudadas foram divididas em quatro clusters
contendo trés sub-clusters. Mangin et al. (1995) aplicando a ribotipagem para a
discriminacdo de espécies de Bifidobacterium encontraram que bandas com
tamanhos moleculares similares foram geralmente observadas em culturas
finamente relacionadas. Por esta razdo, cada cluster que produzia bandas

especificas, foram consideradas como grupos distintos com espécies individuais.
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3.2. CLASSIFICACAO DE MICRORGANISMOS COM PROPRIEDADES
PROBIOTICAS E IMPORTANCIA DAS CULTURAS STARTERS

3.2.1. CONCEITO DE PROBIOTICOS

O termo ‘probiédtico’ de origem grega, significa ‘para a vida’, e tem recebido
diferentes definicbes ao longo dos ultimos anos. Tal termo foi inicialmente
proposto por Lilly e Stilwell em 1965 (Lilly e Stilwell 1965) como descritivo de
compostos ou extratos de tecidos capazes de estimular o crescimento microbiano;
posteriormente, Parker em 1974, (Parker 1974) definiu probiético como relativo a
organismos e substancias que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal.
Esta definicdo era, no entanto, pouco satisfatéria uma vez que a palavra
‘substancia’ poderia incluir suplementos tais como os antibiéticos, cuja funcéo é
virtualmente oposta. Entretanto, Fuller em 1989, (Fuller 1989) definiu os
probiéticos como suplemento alimentar microbiano vivo o qual afeta
beneficamente o hospedeiro animal pela melhora de seu balango intestinal.
Havenaar et al.,1992, propuseram para o termo probidtico a seguinte definicao:
uma momo ou cultura mista de microrganismos viaveis o0 que inclui as bactérias
acido lacticas e leveduras na forma de células liofilizadas ou de produtos
fermentados, os quais aplicados aos animais ou humanos, exibem um efeito
benéfico sobre a salude do hospedeiro apds ingestdo, devido a melhoria das
propriedades da microbiota indigena (Gomes e Malcata 1999; Suskovic et al.,
2001). Recentemente, Guarner e Schaafsma 1998, definram como
microrganismos vivos 0s quais ingeridos em certos numeros, exercem efeitos
benéficos ao hospedeiro além da nutricdo basica. Outras definicdes tem sido
propostas por Naidu et al, (1999) e Schrezenmeir e de Vrese (2001), mas
nenhuma delas tem sido aceitas universalmente (Mercenier et al., 2002).

O conceito “probidtico” ndo é novo, a origem de culturas de produtos do
leite foram relatadas no inicio da civilizacdo e mengdes do termo sdo encontradas
na Biblia e nos livros sagrados dos Hindus (Hosono, 1992). No século 20, Elie

Metcnikoff, propds cientificamente os beneficios das bactérias do iogurte,
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postulando, que as bactérias dos produtos fermentados com L. bulgaricus e S.
thermophilus suprimiam fermentacdes do tipo putrefativas, mantiam um equilibrio
entre bactérias patogénicas e nao patogénicas na flora intestinal e o consumo
destes iogurtes tinham um papel na manutencao da saude e na longevidade de
certos grupos étnicos. Esta teoria conhecida como “O Prolongamento da Vida”
(The Prolongation of Life. Optimistic Studies), foi atribuida aos Bulgaros que
ingeriam continuadamente estes iogurtes. Em 1905, Elie Metcnikoff identificou o L.
bulgaricus e com ele desenvolveu um fermento, que passou a ser largamente
adicionado a produtos lacteos nos anos que se seguiram.

Em decorréncia de vérios beneficios a saude, muitos microrganismos tém
sido estudados para serem utilizados como adjuntos dietarios, para melhorarem a
qualidade nutricional e terapéutica dos alimentos. No entanto, alguns
requerimentos sdo necessarios para se alcangar tal propédsito. Na tecnologia
industrial por exemplo, durante a fermentacédo dos produtos, alguns fatores devem
ser observados, como o aparecimento de alguns metabdlitos, incluindo-se os
acidos acético e lactico, os quais ocasionam reducdo do pH e podem afetar a
estabilidade e as propriedades funcionais das bactérias probidticas. Algumas
interferéncias no entanto, podem ser controladas pois sao relativas a fisiologia da
cultura, mas em decorréncia do longo tempo de duracao do processamento e das
condicdes de estocagem dos produtos, estas alteragdes podem provocar
mudangas nas propriedades probioéticas das culturas. Desta forma, em adi¢éo as
propriedades tecnoldgicas, as propriedades funcionais também devem ser
consideradas para as medidas de controle de qualidade dos produtos (Tuomola et
al., 2001). Com relagdo aos microrganismos, varios requerimentos devem ser
observados. Os produtos de mercado que mais comumente contém bactérias
probidticas sdo os produtos lacteos fermentados, embora boa parte das espécies
probidticas cresga pobremente em leite fermentado. Assim, € usual a préatica de
incorporar fermentos tradicionais nos produtos, como Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp bulcaricus (Dave e Shah 1996). As evidéncias
acumuladas até o momento parecem indicar que essas espécies sao raramente

isoladas em fezes humanas e n&o sobrevive bem no trato intestinal (Gilliland 1978,
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Goldin et al., 1992, Hoover 1993). No entanto, varias pesquisas tém demonstrado
seu efeito benéfico sobre a saude e bem estar do organismo (Bogdanov et
al.,1975, Shahani 1976, Bogdanov 1977, Shackelford 1983, Bodana 1990,
Beshkova 1998, Tejada-Simon et al., 1999a, Tejada-Simon 1999 et al., 1999b, Lin
1999, Friedrich 2000, Terahara et al., 2000), havendo ainda controvérsias sobre
considerar ou ndao como probidticos os produtos lacteos fermentados
exclusivamente com L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus. Estes
microrganismos ndo sao habitantes do trato intestinal de humanos e animais mas
sdo normalmente isolados de materiais de plantas verdes e leite, respectivamente.
Estas bactérias ndo sdo altamente resistentes ao &cido e bile. Somente em torno
de 15% sobrevivem a passagem através do estébmago e em torno de 1% reage no
intestino grosso (Pochart et al. 1989) mas nao pode coloniza-lo (Rasic 1987). De
acordo Gilliland e Speck (1977a), bactérias de origem nao intestinal como o L.
delbrueckii ssp. bulgaricus e Lactococcus lactis sao muito sensiveis a bile:
concentracdbes menores que 0,05% séao inibitérias. Por outro lado, bactérias
probidticas sao resistentes a 0,15-0,3% de oxgall (Goldin e Gorbach 1992).
Entretanto, Garvie et al. (1984) e Kanbe (1992), em estudos com cobaias
alimentadas com iogurtes, relataram altera¢des na flora intestinal destes animais
com o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias, os quais afetam o tempo de
transito intestinal e oferecem um significante impacto na absor¢do de nutrientes.
Assim, apesar das desvantagens referentes a sua sobrevivéncia, as bactérias do
iogurte podem exercer efeito benéficos in vivo devido as enzimas intracelulares,
aos receptores antigénicos na superficie celular ou a producao de metabdlitos
durante a fermentacao. Outros fatores que tém sido citados para as bactérias do
iogurte e outras bactérias acido lacticas é a inibicado de bactérias patogénicas in
vitro pela producao de acidos organicos e substancias equivalentes a antibiéticos,

entretanto, estas interacées nao tem sido claramente demonstradas in vivo.
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3.2.2. PRE REQUESITOS QUE DEVEM SER OBSERVADOS PARA QUE O
MICRORGANISMO POSSA SER PROBIOTICO

Muitos microrganismos tém sido estudados para serem utilizados como
adjuntos, para melhorarem a qualidade nutricional e terapéutica dos alimentos. No
entanto, alguns requerimentos sdo necessarios para se alcancar tal proposito.

Nem todas as espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium apresentam as
caracteristicas essenciais requeridas para promover efeitos benéficos sobre a
saude. A classificacao de uma cultura como probidtica envolve uma série de pré-
requisitos que tém sido determinados ao longo dos ultimos 20 anos, relacionados
com a origem, taxonomia, competitividade, funcionalidade e os aspectos
tecnolégicos de producao.

A “International Union of Microbiological Societis” concluem que os
lactobacilos e organismos relacionados n&o apresentam riscos clinicos.
Entretanto, novas preparacdes probidticas que incluem outros microrganismos
como bifidobactéria, enterococos, propionibacteria e culturas de Saccharomyces,
tem sido encontrados, € em decorréncia disto, é importante a verificagdo da
seguridade de novas culturas probitticas (Lee e Salminen 1995). De acordo com
Tannock (1998), a escolha dos microrganismos probiéticos devem ser baseadas
em critérios ecoldgicos, e entre eles é citado a habilidade da cultura ser
metabolicamente ativa no ecossistema intestinal e ser membro permanente da
microflora. Segundo Jones e Thomas (1987), sdo sete os critérios para um
microrganismo ser empregado como probidtico: i) ndo apresentar patogenicidade,
ii) ser Gram-positivo, iii) ser produtor de acido e acido resistente, iv) apresentar
especificidade ao hospedeiro, v) apresentar excrecédo de fator anti-E. coli, vi) ser
resistente a bile e vii) ser viavel/estavel. O desenvolvimento desses critérios
ecoldgicos requer conhecimento dos atributos dos lactobacilos e bifidobactérias o
que possibilita aumentar a sua habilidade e atividade no contetdo intestinal
(Tannock 1998). As culturas probidticas podem ser usadas e ativas somente no
ecossistema humano ou animal se cumprir um grande numero de critérios. Os
critérios para esta selecdo e avaliacdo foram resultados de pesquisas

colaborativas de instituicbes e universidades com a industria de alimentos. A lista
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de propriedades esperadas para as culturas potencialmente probidticas de
bactérias acido lacticas foram compiladas por varios pesquisadores (Klaenhammer
e Kullen 1999; Marteau e Rambaud 1993; Havenaar et al, 1992). Mais de 20
critérios tem sido colocados para esta selecao (Kim 1988; Huis In't Veld e Shortt
1996; Holzapfel et al, 1998; Collins et al, 1998) e uma vez que a cultura &
selecionada, sua caracterizagao deve ser realizada (Havenaar et al. 1992).

Muitos destes critérios sdo baseados em extensas pesquisas com selecao
microbiana, propagacao (viabilidade, capacidade tecnolégica) e seguranga de uso
das bactérias em alimentos (ndo patogénicas, nao toxicas, geralmente estaveis e
habitantes normais das espécies alvo). Contudo, critérios de selecao que debatem
a competitividade e performance ainda sao controversos pois 0S mecanismos
pelos quais os probidticos exercem suas funcgdes “in vivo® ainda nao sao
compreendidos (Klenhammer e Kullen 1999). A aderéncia, habilidade de
colonizagéo, atividade antagonista a microrganismos entéricos patogénicos e perfil
antibiograma sdo também comumentemente determinados (Charteris et al., 1998;
Holzapfel et al., 1998).

O interesse no uso de agentes microbianos vivos objetivando a manutengao
da saude e a prevencgao da doencga ou seu tratamento, explodiu nos ultimos anos.
Muitos destes microrganismos estdo sendo propostos como verdadeiros remédios
para um amplo numero de condigbes gastrointestinais e sistémicas, desde a
doenca diarréica a alergia e a prevencao do cancer. Recentemente, diversos livros
e revisdes foram dedicados a esse tépico (Elmer et al., 1996; Naidu 1999 e
Saavedra 2000).

De acordo com Ziemer e Gibson (1998), varias funcdes tém sido inferidas
aos diferentes microrganismos probibéticos, e varias ja foram avaliadas “in vivo’, na
espécie humana.

Quanto aos critérios dietéticos e terapéuticos culturas probibticas
destinadas ao consumo humano devem ser originarias do trato intestinal humano
(Klaenhammer e Kullen 1999), porque sao altamente compativeis com o ambiente
intestinal e tolerada pelo sistema imunolégico do hospedeiro, uma vez que

persistem nesse ecossistema ao longo do tempo (Tannock 1999b). Segundo Kim
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(1988), as bactérias probioticas por serem habitantes naturais do trato intestinal,
nao provocam disturbios no balanco da flora flora nativa presente.

Quanto ao aspecto taxonémico culturas probidticas devem ser identificadas
e classificadas acuradamente, com base em suas caracteristicas fenotipicas e,
principalmente, genotipicas. Na caracterizagdo genética é importante incluir
andlises filogenéticas em diferentes graus de sofisticacdo, objetivando ndo sé a
correta classificacao, mas também a geracao de “fingerprints” ou impressao digital
da bactéria que permitam a inequivoca recuperacao e identificacdo em alimentos
e também quando introduzidas no sistema gastrointestinal em estudos de
sobrevivéncia, colonizagao e atividade funcional “in vivo” (Klaenhammer e Kullen
1999). Contudo, a literatura referente ao controle da microbiota intestinal com
microrganismos vem sendo estudada sob a 6tica de varios autores, que utilizam
termos como antagonismo bacteriano (Freter 1956), interferéncia bacteriana,
efeito, resisténcia a colonizacdo (Van Der Waaij et al, 1971) e competicao
exclusiva (Lioyd et al., 1977), os quais, em esséncia, diferem do termo probidtico
por ndao se importarem tanto com a identificacdo das linhagens, dando maior
relevancia aos efeitos benéficos gerados pelas mesmas (Fuller 1989).

Para resistir as condicbes do trato gastrointestinal culturas probioticas
devem apresentar tolerancia a bile e atividade de hidrélise de sais biliares, além
de resistir a condigdes acidas e ricas de proteases no estébmago. Adicionalmente,
devem ser capazes de competir com a microbiota normal e resistir aos metabdlitos
produzidos por membros dessa microbiota, incluindo bacteriocinas, acidos
organicos e outros agentes antimicrobianos (Klaenhammer e Kullen 1999).
Bactérias probidticas variam consideravelmente em seus niveis de tolerancia a
bile. O mecanismo da tolerancia e o nivel minimo aceitos para os candidatos a
probiético permanecem desconhecidos segundo Klaenhammer e Kullen (1999). A
maioria das bactérias sado destruidas quando passam pelo estémago humano em
funcéo da presenca do suco gastrico que é um dos nossos melhores mecanismos
de defesa contra microrganismos patogénicos. A motilidade intestinal e o efeito
inibitério dos sais biliares dificultam a colonizacao no intestino delgado (Naidu et

al., 1999). Os microganismos ingeridos sao expostos durante o transito intestinal a
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sucessivos fatores de stress que influenciam na sua sobrevivéncia (Marteau et al.,
1993a; Simon e Gorbach 1987). Os papéis do pH gatrico e peristaltismo
gastrointestinal na prevencao da colonizacao bacteriana no intestino delgado sao
bem estabelecidos (Heatley e Sobola 1993; Simon e Gorbach 1987), entretanto, o
papel da bile ainda é topico de debate (Simon e Gorbach 1987), primeiro por que a
concentragdo de sais biliares no intestino ndo € estatica, mas muda com o tempo
e em diferentes partes do intestino delgado, e ap6s a refeicdo, a concentracao
deste sal nitidamente aumenta no duodeno (15mmol/L) e progressivamente
decresce (5mmol/L). No jejuno, a concentracao € de 10mmol/L e, no ileo é menor
que 4mmol/L devido a ativa absorcao ileal (Northfied e Mccoll 1973). Em segundo
devido a formacao de micelas com os fosfolipideos (encontrados na bile total) e
portanto, tem alta atividade antibacteriana em relagdo a solugdes artificiais do sal
biliar puro (Sung et al., 1993). E finalmente, in vivo, o sucessivo stress pelo acido
gastrico e bile pode ser presumido para exercer um alto efeito antimicrobiano do
que cada um destes parametros sozinhos. A sobrevivéncia de microrganismos
tem sido escassamente quantificada in vivo, exceto para algumas espécies de
bactérias acido lacticas (Berrada et al. 1991; Marteau et al., 1992; Pettersson et al.
1985; Pochart et al. 1992; Robins-Browne et al. 1981) devido a dificuldade na
amostragem do estdbmago humano (geralmente biopsias da mucosa intestinal,
pois as andlises de fezes refletem somente parte da flora do intestino grosso e sao
pobres indicadores da flora do trato gastrointestinal (Savage 1977; Sharpe 1981) e
devido a restricao ética, deste modo alternativas devem ser adotadas in vitro para
se simular tais condicdes e que estas possam ser utilizadas para a verificacdo dos
critérios de selecao relatados. De acordo com Marteau et al. (1997), modelos de
validacao “in vitro” permitem um rapido “screening” das bactérias probidticas.
Muitos estudos investigaram a sobrevivéncia de L. acidophilus e/ou
Bifidobacterium spp. na presenca de acido e sais biliares (Conway et al., 1987;
Berrada et al., 1991; Holcomb et al., 1991; Clark et al., 1993; Clark e Martin 1994;
Lankaputhra e Shah 1995; Marteau et al., 1997; Chou e Weimer 1999), neste
aspecto, a tolerancia ao acido € também importante para os probibticos

sobreviverem no alimento (Lee e Salminen 1995). O veiculo alimentar dominante
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para os probidticos sdo os iogurtes e leites fermentados, ambos apresentam
relativamente baixos valores de pH no meio os quais a bactéria deve sobreviver.
Consequientemente, a tolerancia ao acido é a primeira propriedade que deve ser
analisada para a selecao de culturas probioticas. Simples testes in vitro podem ser
usados para se determinar esta tolerancia para bactérias acido lacticas e culturas
de bifidobactérias propostas como probiéticas nas industrias de alimentos. Desta
forma os resultados obtidos nestes testes podem predizer a habilidade da cultura
em sobreviver em produtos acidos. A validagao in vivo da sobrevivéncia através
do estbmago humano é mais dificil de ser obtida. Determinagbes in vitro
examinando o efeito inibitério dos acidos biliares no crescimento de culturas
probidticas sao também relativamente simples de execug¢do, embora novamente a
extrapolacdo quantitativa da performance in vivo seja dificil. Variagbes intra-
espécies da habilidade de crescimento em presenca de bile sdo freqiientemente
observadas entre culturas potencialmente probidticas e testes in vitro podem ser
usados para a selecdo das melhores culturas (Tuomola et al. 2001).

Estes testes in vitro para a selecao de culturas tolerantes ao acido e bile
podem facilmente ser aplicados para a garantia da qualidade da cultura probiética
durante a fabricacéo, estocagem e “shelf life” do produto. Fatores do meio que
afetam a regulacao génica (em curto periodo de tempo) como fase de crescimento
da cultura e stress conduzindo a produgao de proteinas de shock, e selecédo de
variantes através de subcultura (repicagens em longo periodo de tempo) podem
produzir mudangas na performance da cultura (Lee e Salminen 1995; Lee e Wong
1998).

A habilidade do Lactobacilus acidophilus em sobreviver e reter sua
viabilidade através do trato € uma das principais caracteristicas desejadas para a
atividade probiédtica (Kos et al. 2000). A resisténcia ao transito gastrico humano
tem sido demonstrada in vivo para bactérias acido lacticas probioticas e constitui-
se um importante critério de selecao in vitro para as bactérias probidticas, contudo
métodos satisfatorios in vitro que simulam finamente o transito gastrico in vivo, ndo
tem sido definidos. Neste propdsito a agua destilada acidificada com HCI, caldo e

tampado tem sido usados como substituto do suco gastrico humano fresco

76



(Suskovic et al., 1997; Conway et al., 1987). Conway et al. (1987), demonstraram
gue a bactéria sobrevive melhor em suco gastrico humano do que em tampao com
pH equivalente indicando que os estudos usando tampdes provavelmente
subestimam a sobrevivéncia potencial in vivo.

Outro requisito que o candidato a probidtico deve apresentar € a
funcionalidade. Bactérias probidticas devem ser capazes de exercer um ou mais
efeitos benéficos sobre a saude, como antagonismo contra bactérias patogénicas,
producado de substancias antimicrobianas (bacteriocinas, peréxido de hidrogénio,
acidos organicos), estimulacdo do sistema imunoldgico, atividade antimutagénica
ou anticarcinogénica (Klaenhammer e Kullen 1999). Diferentes culturas podem
exercer diferentes efeitos baseados na capacidade especifica e atividade
enzimatica em uma espécie (Ouwehand et al., 1999; Bernet et al. 1993), porém,
estas capacidades e atividades ndo podem ser transferidas para outras culturas
ou espécies relacionadas.

Quanto aos aspectos tecnoldgicos de producado, a adicdo de bactérias
probidticas aos produtos lacteos exige uma série de cuidados. Entre as
dificuldades pode-se citar a pouca palatabilidade e o longo tempo de fermentacao,
lembrando-se ainda que a tecnologia empregada no processamento deve ser a
mesma empregada para o0s produtos nao probidticos, para nao ocorrer
descaracterizagdo do mesmo e ainda assim, garantir a sua funcionalidade
(Ferreira 2003). A viabilidade das bactérias probiéticas nos iogurtes depende de
fatores intrinsecos e extrinsecos, entre eles, as culturas usadas, as interacdes
entre as espécies presentes, as condigdes culturais, a composi¢cao quimica do
meio de fermentacdo, a producdo de perdxido de hidrogénio devido ao
metabolismo bacteriano, a acidificacao final do produto, teor de sélidos no leite,
disponibilidade dos nutrientes, da concentragdo de &cidos acético e lactico,
temperatura de estocagem e oxigénio dissolvido (especialmente para
bifidobacterias) (Kailasapathy e Rybka 1997; Shah 2000).

Alguns fatores podem ser citados para o direcionamento do processamento
dos produtos probiodticos, entre eles a adequacdo da cultura levando-se em

consideracdo o publico alvo, a funcionalidade esperada relacionada a espécie
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(acao no intestino delgada ou grosso), sobrevivéncia no leite, producao de acido
na taxa esperada (ou carreada na forma concentrada), ndo alteragdo do sabor
caracteristico do produto, resultar em produto com textura adequada, a cultura
devera ser resistente a acidez do produto e as rapidas mudancas de pH apds
ingestao, deve resistir a presenca de bile e de outras secregdes intestinais, o
produto devera ser eficaz no carreamento da cultura, cujos niveis minimos
deverao ser 10°-10° UFC/g ou mL do produto para Lactobacillus ssp e 10’"UFC/g
ou mL do produto para Bifidobacterium ssp (Robinson 1987; Kurmann e Rasic
1991; Dave e Shah 1997; Ferreira 2003). De acordo com Salminen et al. (1993),
Gillland (1989) e Sellars (1991), para o desenvolvimento de qualquer efeito
benéfico nos humanos um consumo diario de 1x10°%1x10° de células sao
necessarios. As bactérias devem ainda apresentar boa taxa de crescimento e
manutencdo de sua viabilidade em altas populagbes durante o processo de
producdo e durante todo o prazo de validade do produto (Robinson 1987;
Anonymous 1992). Esta alta contagem é justificavel, pois uma redu¢ao do niumero
de microrganismos durante a passagem pelo estdbmago e intestino é citado na
literatura. No entanto, estudos tém mostrado baixa viabilidade dos probioéticos nas
preparacoes comerciais (Schioppa et al., 1981; Hull et al, 1984; Anon 1997;
Anonymous 1992; lwana et al.,, 1993; Shah et al.,,1995), contudo, pesquisas tem
sido realizadas neste contexto para se aumentar a viabilidade destes produtos nos
ultimos anos (Dave e Shah 1997). A necessidade de monitorar a sobrevivéncia de
L. acidophilus e bifidobacteria nos produtos fermentados tem sido negligenciada,
com produtos apresentando numero baixo de bactérias viaveis (Anonymous, 1992;
Shah et al.,1995). A Australian Food Standards Code nao especifica 0 numero de
bactérias probidticas em produtos fermentados, contudo, em outras paises esta
padronizagdo tem sido desenvolvida e requerida. No Japdo, os padroes
desenvolvidos pela Association Beverages Bacteria Acid Lactic and Milks
Fermented requerem um minimo de 107 células viaveis por mL presente nos
produtos frescos de leite (Robinson 1987). Por esta razéo, esforgos para selecao
correta de culturas e melhoria na viabilidade sdo comercialmente importantes,

principalmente, para as bactérias bifidas que crescem pouco no leite, produzem
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pouco acido, prolongando o tempo de fermentacao. Alternativas importantes como
0 uso de culturas lacticas bioajustadoras podem ser utilizadas para estes
produtos. Dentre as culturas utilizadas para este fim pode-se citas os Lactococcus
spp. € os Streptococcus/Lactobacillus (Ferreira 2003).

Lankaputhra e Shah 1994 e 1995 e Lankaputhra et al., 1996b, relatam que
os principais fatores que afetam a viabilidade das culturas probidticas durante a
fabricacdo e estocagem do iogurte sdo a acidificacdo, o pH e o per6xido de
hidrogénio. Outros fatores como a temperatura de estocagem, conteludo de
oxigénio, concentracao de acidos lactico e acético, entre outros, também tem sido
citados e varias pesquisas tém reportado os efeitos destes fatores (Gilliland e
Speck 1977; Hull et al., 1984; Martin e Chou 1992; Klaver et al., 1993; Kneifel et
al., 1993; Medina e Jordono 1994; Patidar et al., 1994; Prajapati e Dave 1994;
Samona e Robinson 1994; Rybka e Kailasapathy 1995), contudo, estes
parametros ndao tem sido estudados simultdaneamente (Dave e Shah 1997) o que
retardam e prejudicam ainda mais o avanco tecnoldgico dos iogurtes com estas

culturas.
3.2.3. ALEGAQAO FUNCIONAL

Os aspectos nutricionais e de saude dos alimentos funcionais que
incorporam  bactérias probidticas tem recebido considerada atengcdo e
eventualmente conduzem as numerosas alegacdes destacadas na literatura
(Gomes e Malcata 1999), estas por sua vez foram sumarizadas por Gurr (1987), e
revisadas em detalhes por Gillland 1990, Marteau e Rambaud (1993) e Yaeshima
(1996), contudo muitos destes estudos para alguns aspectos sado variados e
inconsistentes, deste modo as evidéncias ndo sao claras, e as pesquisas devem
entdo buscar dados mais reais utilizando-se metodologias apropriadas e
validagOes estatisticas, com especial énfase na integridade intestinal e modulagéao
imunoldgica. Um elevado numero de pesquisas de colonizagdo e dose-resposta
tem sido publicados (Saxelin et al., 1995). Apesar das inUmeras evidéncias dos

efeitos benéficos das bactérias probibticas, segundo O’Sullivan et al., (1992),
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essas pesquisas precisam de mais suporte cientifico, uma vez que erros podem
ocorrer nos delineamentos experimentais, nas andlises estatisticas, na escolha
inadequada das culturas, além de falhas no controle de qualidade das culturas e
produtos. Segundo Sanders e Huis In’t Veld (1999), os estudos que documentam
os efeitos dos probiéticos em humanos ainda séo limitados, no entanto o uso de
probidticos comerciais continuam pois essencialmente eles ndo causam nenhum
risco a saude e muitos beneficios sdo incontestaveis, como o controle da diarréias
e a melhoria na intolerancia a lactose.

Para exercerem efeitos probidticos as bactérias devem ser capazes de
aderir a superficie da mucosa intestinal. Os mecanismos empregados na adesao
em muitos casos nao estdo bem definidos, mas sabe-se que estdo ligados a
producédo de proteinas, glicoproteinas e carboidratos especificamente para esse
fim ou devido a componentes da prépria membrana celular que ajudariam na
aderéncia. Entretanto, bactérias em transito pelo intestino também podem exercer
efeitos positivos sem a aderéncia propriamente dita, € o caso das bactérias do
iogurte que hidrolisam a lactose presente no produto lacteo e ndao aderem ao
intestino (Naidu et al., 1999).

Em 1999 pesquisas realizadas por Alander e colaboradores (Alander et al.,
1999) com 6,0 x 10'® UFC da cultura L. rhamnosus GG administradas duas vezes
ao dia durante 12 dias, em humanos, verificou-se que a aderéncia na mucosa
intestinal ocorria e persistia por mais de uma semana, apos a interrupcéo da
administracdo oral da cultura. No entanto, as evidéncias cientificas acumuladas
até o momento, ndo demonstram claramente a colonizagdo do intestino pelos
lactobacilos e bifidobacterias administradas oralmente. Neste caso, para que os
beneficios de longo prazo a saude possam ocorrer, faz-se necessario uma
suplementacéao continua das culturas na dieta (Hoove 1993; Charteris et al., 1998;

Kleeman e Klaenhammer 1982; Speck 1978).
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3.2.4. BACTERIOCINAS E ACAO ANTIMICROBIANA

As substancias produzidas durante o processo fermentativo das bactérias
lacticas contribuem nao somente para a conservacao, como também para o
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais e reoldgicas dos produtos (Caplice
e Fitzgerald, 1999). Além dos &cidos organicos (acido lactico e acido acético),
dependendo das condicoes de crescimento, estas bactérias produzem outras
substancias, como o perédxido de hidrogénio, diacetil, etanol, diéxido de carbono,
aldeido e as bacteriocinas, que promovem o fenédmeno da antibiose, inibindo o
desenvolvimento de bactérias deteriorantes e/ou patogénicas em alimentos
(Lindgren e Dodrogosz 1990; De Vuyst e Vandamme 1994a).

Bacteriocinas sédo polipeptideos (simples ou complexos) antimicrobianos
(Rattanachaikunsopon e Phumkhachom, 2000) sintetizados no ribossomo e
secretados pela célula bacteriana (Chin et al., 2001). Seu mecanismo de agao &
através da formacgao de poros na membrana citoplasmatica, o que leva a alteracao
de seu equilibrio osmotico, resultando em morte celular (Cleveland et al., 2001).
Apresentam espectro de atividade amplo ou restrito contra bactérias Gram-
positivas (De Vuyst e Vandamme 1994b), incluindo-se microrganismos
patogénicos importantes, como por exemplo, Listeria monocytogenes, Clostridium
spp. (incluindo C. botulinum), Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Contudo,
nao apresentam atividade contra microrganismos Gram-negativos (Hugas 1998)
nem contra bolores e leveduras (Coventry et al., 1995).

Além disso, essas substancias ndo sao consideradas téxicas para seres
humanos, uma vez que sao produzidas por bactérias naturalmente presentes em
alimentos e sdo degradadas no trato digestivo por enzimas de origem pancreatica
e gastrica (De Vuyst e Vandamme 1994c). Apresentam estabilidade ao tratamento
térmico, sendo que algumas delas permanecem ativas mesmo apds serem
expostas as temperaturas de esterilizagdo (Schillinger 1990). Geralmente sao
estaveis a pH acido e neutro, indicando que essas substancias sdao bem

adaptadas ao ambiente de produgcao (Desmazeaud e Roissart 1997), ndo afetam a
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qualidade sensorial do produto e sado efetivas em baixa concentracdo, por
exemplo, 10mg/kg (Rodgers 2001).

Embora muitas bacteriocinas tenham sido isoladas e caracterizadas nesta
ultima década, somente um numero limitado tem revelado potencial comercial
para efetiva aplicacdo como bio-conservante, sendo a nisina produzida por
Lactococcus lactis subsp. lactis a unica bacteriocina purificada e aprovada para
alimentos em diversos paises, inclusive no Brasil. Ela apresenta atividade
antimicrobiana contra uma grande faixa de microrganismos Gram-positivos,
incluindo as bactérias esporogénicas dos géneros Bacillus e Clostridium (Hurst
1983; Hurst 1981).

Outras bacteriocinas tém sido extensivamente avaliadas e exploradas
comercialmente, como é o caso da pediocina PA-1, disponivel, na forma de um
produto fermentado (Alta™), e usada como um conservante para aumentar a vida
util de produtos carneos prontos para consumo e inibir 0 desenvolvimento de
bactérias patogénicas, principalmente L. monocytogenes. Ja a lacticina 3147, que
€ uma bacteriocina que apresenta atividade em uma maior faixa de pH do que a
nisina, tem expectativa para aplicacao em alimentos nao acidos (Chen e Hoover
2003; Guerra e Castro 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1. lIsolar culturas de lactobacilos e bifidobacterias dos produtos brasileiros

provenientes de diferentes fabricantes utilizando-se meios diferenciais e seletivos;

3.2. Relacionar as principais caracteristicas das culturas nestes meios para o
primeiro passo de identificacao das culturas probioticas;

3.3. Aplicar uma metodologia fenotipica simples e rapida para uma preliminar
caracterizacao e identificacao das bactérias acido lacticas existentes nos produtos

probiéticos brasileiros (com ou sem alegacéao de propriedade funcional);

3.4. lIdentificar as culturas isoladas pela técnica molecular de ribotipagem

utilizando o equipamento Riboprinter;

3.5. Avaliar e verificar se as culturas isoladas possuem requisitos minimos para a

classificagdo como probidtico;
3.6. Verificar e determinar o antagonismo de 10 culturas isoladas contra
Escherichia coli O157:H7 ATCC 11229, Salmonella typhimurium ATCC 14028,

Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Listeria monocytogenes ATCC 7644;

3.7. Verificar se os produtos apresentam rétulos contendo a nomenclatura correta
para as culturas declaradas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOTIPICA DAS CULTURAS

4.1.1. AMOSTRAGEM

No periodo de marco a maio de 2001 foram avaliados 11 tipos de produtos
contendo lactobacilos e/ou bifidobactérias, comercializados no Brasil e coletados
nos pontos de venda da cidade de Campinas (SP), incluindo 3 iogurtes, 7 leites
fermentados e 1 mistura simbidtica em p6. Foram selecionados aqueles produtos
que declaram em rétulo a presenca desses microrganismos, sem levar em
consideragcdo o fato de haver ou ndo alegacdo de propriedade funcional como
probidtico, uma vez que a legislacdo que normaliza o registro de alimentos
funcionais no Brasil ainda era bastante recente e as empresas encontravam-se em
fase de adequacado. Foi também observado se os produtos apresentavam a
discriminacdo das culturas em rétulo e se havia indicacdo da(s) espécie(s)
presente(s). Na Tabela 2.1 estdo descritos os 11 produtos analisados e algumas

culturas declaradas.
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Tabela 2.1. Relagdo dos produtos analisados, seus codigos de identificagéo e
declaracoes das bactérias em rétulo.

Produto Cadigo de Bactérias declaradas e
Identificacao quantidade
Fruty -logurte com polpa de fruta A Fermento lacteo
Neston — Bebida lactea com iogurte, cereal e B Fermentos lacteos
frutas
Sabores — logurte natural C Fermentos lacteos
Batavito - Leite fermentado aromatizado D Lactobacilos vivos / fermento
lacteo
Chamyto -Leite fermentado E Lactobacilos / fermentos lacteos
Parmalat - Leite fermentado F Lactobacilos
Digimon Leite fermentado) G L.acidophilus, L.casei
Yakult - Leite fermentado H L.casei Shirota
LC1 Active — Bebida lactea fermentada | Lactobacilo LC1/ L.casei
Lactofos — Suplemento simbidtico a base de J L.acidophilus (750mi), L.casei
Lactobacillus e frutooligossacarideos (750mi), L.lactis (750mi), B.
bifidum (750mi)
Biofibras - Bebida lactea fermentada com K L.acidophilus, Bifidobacterium

polpa de frutas e fibras

4.1.2. ISOLAMENTO DAS CULTURAS

Os frascos das amostras de iogurtes e leites fermentados foram
higienizados com algodao embebido em alcool 70% e, a seguir agitados para
homogeneizagédo. O produto simbidtico em pd, acondicionado em saches de 69
cada, também foram higienizados e o conteudo foi dissolvido em 54ml de agua
peptonada 0,1% estéril e cuidadosamente homogeneizado.

Para o isolamento dos microrganismos presentes nas amostras foram
realizadas diluicbes decimais e feita a contagem padrdao em placas, utilizando-se
0s seguintes meios de cultura, preparados no laboratério conforme orientacao das

referéncias bibliograficas citadas:
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Bifidobacterium Medium 25 (BIM-25) (Munoa & Pares 1988), incubacéao a
37°C/72h em jarra anaerdbia, utilizando sistema comercial de geracdo de
atmosfera anaerdbica (Anaerobac da Probac do Brasil). Esse meio é considerado
seletivo para bifidobactérias, ndo permitindo o crescimento de lactobacilos,

estreptococos ou lactococos.

Homofermentative Heterofermentative Differential Medium (HHD)
(IDF/ISO/AOAC GROUP E-104, 1995), incubacdo a 37°C/72h em jarra anaerobia,
utilizando sistema comercial de geracdao de atmosfera anaerébica (Anaerobac da
Probac do Brasil). Esse meio ndo € seletivo e permite o crescimento de
lactobacilos, bifidobactérias, estreptococos e lactococos eventualmente presentes.
Entretanto, é diferencial para algumas espécies, permitindo uma triagem inicial
das culturas:

-Colbnias grandes com centro azul e circunferéncia branca — L.acidophilus
-Colbnias azuis — L.delbruecki subsp bulgaricus, S.thermophilus
-Colbnias brancas — bifidobactérias

Modified Bifidus Blood Agar (LA) (IDF/ISO/AOAC GROUP E-104, 1995),
incubacdo a 37°C/72h em jarra anaerdbia, utilizando sistema comercial de
geragao de atmosfera anaerdbica (Anaerobac da Probac do Brasil). Esse meio
nao ¢é seletivo e permite o crescimento de lactobacilos, bifidobactérias,
estreptococos e lactococos. Entretanto, é diferencial para algumas espécies,
permitindo uma triagem inicial das culturas:

-Colbnias planas, grandes e acinzentadas — L.acidophilus
-Colbnias elevadas, cor de chocolate — B.bifidum e B.longum
-Colbnias elevadas, grandes e brancas - L.delbruecki subsp bulgaricus

O sistema de geracdo de anaerobiose utilizado (Anaerobac da Probac)
produz uma atmosfera com teor reduzido de oxigénio e aumentado de gas
carbbnico, ndo necessitando o emprego de catalizador. As jarras anaerdbicas

utilizadas foram das marcas BBL, Permution, Oxoid e Almore.
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A partir das placas utilizadas para a contagem, foram selecionadas aquelas
com numero de coldnias entre 10 e 20, isolando-se todas as coldénias com
morfologia diferente. Estas coldnias receberam um cédigo (tipo e meio de origem)
e todas as caracteristicas das colénias no meio de origem foram registradas.

A partir das culturas ativadas e purificadas, as seguintes caracteristicas
fenotipicas foram inicialmente verificadas, para determinagcdo dos géneros: a)
observacado da morfologia, arranjo e motilidade das células ao microscopio, por
montagens Umidas, b) determinacao da coloracao de Gram e c) teste de catalase.

4.1.3. CULTURAS PADRAO DE COLECAO

No desenvolvimento do trabalho foram utilizadas varias culturas padrao
para comparacao com os isolados de produtos. Essas culturas, descritas no
Tabela 2.2, foram cedidas pela Korean Colection of Type Cultures (KCTC).

Tabela 2.2. Culturas padrao da Korean Colection of Type Cultures (KCTC)

utilizadas no trabalho.

Cédigo Codigo Identidade da colecao Nomenclatura atual

KCTC ATCC*

1047 9649 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii L. delbrueckii subsp. delbrueckii
1058 7830 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis L delbrueckii subsp. lactis
1121 - L casei casei (L bulgaricus)

3074 29599 L casei subsp. tolerans L. paracasei subsp paracasei
3109 393 Lactobacillus casei subsp. casei L casei subsp. casei
3111 4356 Lactobacillus acidophilus L acidophilus

3138 332 Lactobacillus johnsonii L. johnsonii

3139 - L gasseri (L acidophilus)

3141 - L gasseri (L acidophilus) -

3151 - Lactobacillus acidophilus L acidophilus

3165 27216 Lactobacillus casei alactosus L. paracasei subsp paracasei
3216 15703 B adolescentis

3222 27534 B dentium

3223 27919 B pseudocatenulatum

3224 25526 B pseudolongum pseudolongum

3225 25525 B thermophilum

3234 25865 B pseudolongum globosum

3236 27535 B angulatum

3237 7469 Lactobacillus casei rhamnosus L. rhamnosus

3270 15697 B infantis

3229 27533 B. suis
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Continuacao Tabela 2.2

Caodigo Cadigo Identidade da colecao Nomenclatura atual
KCTC ATCC*
3271 25910 B asteroides
3274 27685 B pullorum
3278 27539 B catenulatum
3423 JCM B merycicum
8219
3425 - B ruminantun
3440 - B bifidum
3462 - B. gallicum
3465 27537 B subtile
3467 27538 B minimum
3479 27686 B choerinum
3510 - L paracasei paracasei (L. casei casei)

*American Type Culture Colection

4.1.4. MANUTENCAO DAS CULTURAS
Culturas isoladas dos produtos

Uma alcada de cada colénia foi cultivada por meio de estrias de
esgotamento, em placas de Petri contendo o Agar All Purpose Tween (APT —
Merck 1.10453) ou Agar de Man, Rogosa & Sharpe (MRS — Merck 1.10660). As
placas foram incubadas a 37°C/72h sob anaerobiose e, apds a incubacéo, toda a
massa celular presente nas placas foi recolhida em 20ml de leite desnatado em pé
reconstituido a 15%, utilizado como crioprotetor dos cultivos. Esse material foi
dividido em aliquotas de 1ml em aproximadamente 20 criotubos, congelado e
mantido a -80°C (criopreservadas) até o momento do uso.

Culturas padrao da KCTC

As culturas padréo liofilizadas foram primeiramente hidratadas com caldo
MRS ou APT e, utilizando-se uma pipeta de Pasteur estéril, foi feita a
homogeneizagédo do conteudo. As culturas hidratadas foram inoculadas em tubos
de Agar APT semi-sélido (com 0,05% cisteina-HCI e 0,3% de agar) e também em
placas contendo MRS suplementado com 0,05% de cisteina-HCI. Apés a
incubagao a 37°C/72horas em anaerobiose, toda a massa celular presente nas
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placas foi recolhida em 20ml de leite desnatado em pé reconstituido a 15% e
congeladas da mesma forma descrita para as culturas isoladas dos produtos.

4.1.5. REATIVACAO DAS CULTURAS PARA USO NO TRABALHO

As culturas isoladas dos produtos congeladas em leite 15% (-80°C) foram
reativadas em 10ml de caldo MRS suplementado com 0,05% cisteina-HCI,
incubado a 37°C/72horas em jarras anaerdbias com o sistema Anaerobac. Apos o
crescimento as culturas foram repicadas para placas de Petri contendo MRS (com
0,05% cisteina-HCI) por estrias de esgotamento, para purificagdo. A
suplementacdao do MRS com cisteina foi feita segundo a orientacdo de Arroyo et
al.,, (1994), porque esse aminoécido, além de que servir como fonte de nitrogénio
(Shah 1997), também funciona como agente redutor, levando o potencial redox a
uma condi¢cao mais favoravel as bifidobactérias, anaerdbias estritas.

Para a reativagdo das culturas padrdo de lactobacilos criopreservadas (a

partir do leite a -80°C), foi feita a transferéncia do conteudo total do criotubo (1-
2ml) para 10ml de caldo MRS (com 0,05% cisteina-HCI) e incubado
37°C/48horas em anaerobiose. Foram entdo purificadas por estrias de
esgotamento em placas de Agar MRS (com 0,05% cisteina-HCI), incubadas nas

mesmas condigdes.

Para a reativacdo as culturas de bifidobactérias, a partir do leite a -80°C,
todo conteudo do criotubo foi transferido para 10ml de caldo MRS (com 0,05%
cisteina-HCIl) e incubado 37°C/48horas em anaerobiose. Foram entdo
purificadas por estrias de esgotamento em placas de LA (Modified Bifidus Blood
Agar) ou BL (Blood Glucose Liver Agar) (Arroyo et al., 1994).

4.1.6. TESTE DE ATIVIDADE DA ENZIMA FRUTOSE-6-FOSFATO-
FOSFOCETOLASE (F6PPK)

Para a realizagc&o deste ensaio, foram utilizadas as culturas criopreservadas
diretamente do estoque -80°C. As culturas originarias de colbnias tipicas de
bifidobactérias nos meios seletivos ou diferenciais foram submetidas ao teste de

atividade da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase (FEPPK). Essa enzima é
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especifica do género Bifidobacterium, nao sendo detectada em outros géneros

bacterianos As culturas padrao de bifidobactérias também foram analisadas em

paralelo, como controle positivo do teste e, a cada batelada de analise, um

controle branco n&o inoculado foi ainda utilizado, para a comparagao visual. A

metodologia utilizada é um teste colorimétrico qualitativo, indicada e descrita por

Scardovi (1981) e Chevalier et al. (1990). O procedimento encontra-se sumariado

a seguir:

a)

b)

As culturas foram inoculadas em 20ml de caldo TPY (Caldo Tryptone
Phytone Yeast Extract) e incubadas por 4 dias a 37°C em anaerobiose.
Apds o crescimento foram centrifugadas a 8.250 x g por 10 minutos em
centrifuga (International Equipament Company — Série B20A). O “pellet”
resultante foi lavado duas vezes com Tampao Fosfato Cisteina e
ressuspendido em 2ml do mesmo tampao.

As células foram lisadas por sonicacdo (Sonicador Desruptor de Células
Ultra-Sénico Marca Unique) em banho de gelo (a enzima é termolabil) por
até 15 minutos, com poténcia de 75%.

Apébs o rompimento das células (visualizada em microscépio) e liberagdo da
enzima, 0,25ml de cada um dos seguintes reagentes foi adicionado:
Fluoreto de Sodio (NaF) e Frutose-6-Fosfato (prepadara no momento do
uso). No tubo branco foram adicionados 1,0ml de Tampao Fosfato Cisteina
e 0,25ml do reagente NaF. Os tubos foram incubados por 37°C por 30
minutos.

Apb6s esse periodo, a reacado foi interrompida pela adicdo de 1,5ml do
reagente Hidroxilamina-HCl e os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 10 minutos. ) )

Adicionou-se 1,0ml dos reagentes Acido Tricloroacético e Acido Cloridrico
4N e manteve-se a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Adicionou-se
entdo 1,0ml do reagente Cloreto Férrico 5% e observou-se o
desenvolvimento de cor. A coloracdo vermelho-violeta, desenvolvida
imediatamente ou logo apds até 1minuto de repouso é indicativa de teste
positivo, isto é a cultura isolada possui a enzima. A permanéncia da
coloracdo amarela é indicativa de resultado negativo, auséncia da FEPPK.
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4.1.7. IDENTIFICAGAO OBTIDA POR MEIO DAS GALERIAS DO API 50CHL E
20A DAS CULTURAS

A identificacdo das espécies foi feita através de provas bioquimicas de
fermentacdo de carboidratos, utilizando-se o “kit” APl 50CHL e API 20A
(BioMeriéux). Para a realizacao do teste foi seguido o procedimento fornecido pelo
fabricante sendo que as culturas foram retiradas para o teste dos criotubos a -
80°C. A interpretacao do perfil de fermentacao de carboidratos foi feita através das
chaves de identificagao do préprio sistema APl (APILAB PLUS — Verséao 3.33, Bio-
Merieux). O APl 50 CHL foi utilizado para identificacdo das bactérias laticas
(Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc), através do perfil de
fermentacao de 49 carboidratos. O APl 20A foi utilizado para a identificacao das
bifidobactérias, através de 20 testes para bactérias anaerdbias. As culturas padrao
também foram submetidas aos testes, para comparacao dos resultados.

O Anexo A apresenta a formulagdo e preparacao de todos os reagentes e
meios de cultura utilizados para o isolamento, manutencédo, reativacdo das
culturas isoladas (amostras e padrdao) e o Anexo B apresenta todos os reagentes,
concentracdes e meio utilizado para o teste da F6PPK.

4.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR POR RIBOTIPAGEM DAS CULTURAS

A ribotipagem das culturas foi feita utilizando-se o “RiboPrinter® Microbial
Characterization System” (Qualicon, Wilmington, DE), cedido pela Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O processo é completamente automatizado e
inclui a lise celular, a clivagem do DNA usando a enzima de restricdo EcoRl,
suplementada com um agente lactico, a separacdo das bandas, usando
eletroforese em gel de agarose e o “southern blotting” modificado dos fragmentos,
para hibridizagcdo com sondas genéticas marcadas (Silbert 2004). Todos os
reagentes utilizados no ensaio fazem parte do “kit Eco RIl” para bactérias lacticas e

nao exigem qualquer manipulagao do analista.
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4.2.1. PREPARO DAS CULTURAS PARA O ENSAIO

As culturas em estoque congelado (-80°C) foram reativadas em 20ml de
caldo MRS (suplementado com 0,05% de cloridrato de cisteina) e incubadas sob
anaerobiose a 35°C por 48h (lactobacilos) e 72h (bifidobactérias). Apos a
reativacdo as culturas passaram por trés repiques de isolamento e purificagéo, no
mesmo meio e condi¢do de incubacao.

4.2.2. RIBOTIPAGEM USANDO O EQUIPAMENTO RIBOPRINTER

A partir das placas do ultimo repique, a andlise de ribotipagem foi iniciada
com a coleta de duas a trés colbnias isoladas, submetidas a duas diluicoes, de
acordo com o manual de instrugdo do equipamento. A suspensao foi transferida
para 40uL de solugdo tampéao (“Sample Buffer” — Qualicon, Wilmington, DE, USA)
com um bastdo plastico descartavel, fornecido pelo fabricante. O material foi
homogeneizado com o auxilio de um agitador e, em seguida, 30ul foram
transferidos para um tubo cénico, apropriado para introduzir as amostras no
aparelho.

Na etapa seguinte foi feito o tratamento térmico das amostras, para
inativacdo das nucleases presentes e preparagao das células para a lise. Para a
realizacao deste tratamento, foram realizados ciclos de aquecimento e
resfriamento da amostra, segundo o programa da unidade de tratamento térmico
(“Heat Treatment Station”), que é um equipamento que acompanha o aparelho de
ribotipagem.

Ap6s o tratamento térmico, 5ul dos reagentes de lise A e B (Qualicon,
Wilmington, DE, USA) foram adicionados a cada amostra, para iniciar a ruptura da
membrana das células. Em seguida as amostras foram inseridas no aparelho
RiboPrinter® e processadas.

No aparelho, as seguintes etapas automatizadas foram realizadas:
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1) Preparacao do DNA - extragdo e posterior fragmentacdo com a enzima de
restricdo EcoRI, acrescida de 18uL do agente lactico (componente do Kit),
especifico para a identificacao de bactérias acido lacticas.

2) Separacao e transferéncia - corrida em gel de eletroforese, que separou os
fragmentos por gradiente de peso molecular, seguida da transferéncia destes
fragmentos, que foram imobilizados em uma membrana de nitrocelulose pela

técnica de “southern blotting” modificado.

3 ) Processamento da membrana - os fragmentos do DNA foram expostos a um
tratamento quimico-enzimatico com uma sonda de DNA (derivada do RNA
ribossomal de E. colij e um marcador quimioluminescente, que revelou os

fragmentos hibridizados.

4 ) Deteccao - as imagens das membranas foram capturadas por uma maquina
fotografica, inserida no sistema e transferidas eletronicamente para o computador
acoplado ao aparelho. No computador a imagem de cada gel foi tratada e
comparada com o banco de dados para a identificacdo das cepas. Cinco
marcadores de peso molecular foram distribuidos no gel, permitindo que cada
coluna, representando os dados da amostra, fosse normalizada de acordo com um
marcador padrdo, baseado na posicao e intensidade das bandas (Hollis et al.,
1999).

Coeficientes de similaridade foram calculados pelo sistema de computacao
acoplado ao aparelho, baseando-se na posi¢cdo e no peso relativo das bandas.
Todos os isolados que apresentaram coeficientes de similaridade iguais ou
maiores que 0,93 (93%) foram classificados com o mesmo ribogrupo. Aqueles que
apresentaram coeficientes de similaridade < 0,92, foram considerados isolados

diferentes com padrdes de ribotipagem distintos (Bruce, 1996).
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4.3 AVALIACAO DO CUMPRIMENTO DE PRE-REQUISITOS MINIMOS PARA A
CLASSIFICACAO DAS CULTURAS ISOLADAS COMO PROBIOTICAS

4.3.1. TESTE DE RESISTENCIA AO pH

Foi realizado de acordo com Prasad et al. (1998), para verificar a
sobrevivéncia em pH na faixa de 1,0 a 3,0, por 1 a 3 horas. O procedimento
encontra-se descrito a seguir:

As culturas foram cultivadas em Caldo MRS por 16h sob anaerobiose e a
suspensao obtida foi filtrada em filtro membrana de poro 0,45um, sendo lavadas
uma vez com Tampao Fosfato Salina (PBS). As células recolhidas na membrana
foram suspendidas em PBS e utilizadas como inéculo para o teste de resisténcia
ao pH.

Para tanto, 0,5ml do in6culo foi adicionado a 5ml de PBS e o pH foi
ajustado em 1,0 — 2,0 e 3,0 com HCL, de acordo com Conway et al. (1987). As
culturas foram mantidas a 37°C por 1, 2 e 3h, sendo submetidas a contagem em
placas de MRS apés cada periodo de contato. As placas de MRS foram incubadas

a 37°C/72h sob anaerobiose, para enumeragéo dos sobreviventes.
4.3.1. TESTE DE TOLERANCIA A BILE

As cepas foram submetidas ao teste de tolerancia a bile, nas concentragdes
de 1, 0,6 e 0,2%, realizado de acordo com o procedimento descrito por

Klaenhammer & Kleeman (1981) e Prasad et al. (1998), apresentado a seguir:

Para obtencao do indéculo, as culturas foram cultivadas em caldo MRS a
35°C/24h sob anaerobiose. O caldo foi filtrado em filtro membrana com poro de
0,45um e os filtros foram lavados com PBS (tampéo fosfato salina pH 3,0). O
material suspendido em PBS foi incubado a 37°C por 3 horas e, em seguida,
utilizado como indculo do teste.
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Foram feitas diluicbes decimais e varias diluicbes foram inoculadas por
plaqueamento em gotas no Agar MRS (controle) e Agar MRS suplementado com
0,2, 0,6 e 1,0% de sais biliares (Oxgall). As placas foram incubadas a 35°C/72h e,

apds a incubacao, foi feita a contagem dos sobreviventes.
4.3.3. DETECCAO DA PRODUCAO DE BACTERIOCINAS

A producéao de bacteriocinas foi avaliada pelo método de difusdo em pocos
conforme Tagg e McGiven (1971), descrito por Moreno et al., (1999) e
apresentado a seguir:

Uma sobrecamada de 4,5ml de MRS semi-solido (0,75% de agar),
previamente inoculado com 0,5ml da cultura indicadora ou sensivel, foi depositada
sobre agar MRS contido em placas de Petri. Apds a solidificacao e secagem do
meio, pocos de aproximadamente 5mm foram perfurados. Os sobrenadantes
(extratos de bacteriocinas, 80 a 100ul) foram depositados nos pocos. As placas
foram incubadas por 24 horas a 37°C. A formagéo de zonas de inibicdo (halo) em
torno dos pogos foi considerada indicativa de producao de bacteriocina.

Os extratos de bacteriocinas foram obtidos apdés centrifugacao
(13.000rpm/10min) das culturas em fase exponencial de crescimento. Para
eliminar o efeito da acdo do &acido lactico na cultura indicadora, o pH do
sobrenadante foi ajustado para 6,5-6,8 com NaOH 0,1N. O sobrenadante foi
submetido a um tratamento em banho-maria a 95°C/10min, para eliminagdo de

células viaveis.

4.3.4. TESTE DE ANTAGONISMO CONTRA BACTERIAS PATOGENICAS

A sensibilidade de bactérias patogénicas Gram negativas, Salmonella
typhimurium e E. coli O157:H7 e Gram positivas, S.aureus e L.monocytogenes as
culturas lacticas isoladas dos diferentes produtos probiodticos também foi avaliada,
utilizando-se o método de difusdo em pocos. Neste ensaio, 0 sobrenadante das

culturas produtoras nao foi submetido ao tratamento térmico de 95°C/10min,
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ocasionando o desenvolvimento de células viaveis. Assim. a inibicao se presente,

pode ser decorrente de outros fatores inibitdérios nao bacteriocinogénicos.

As culturas patogénicas utilizadas no estudo foram cedidas pelo Instituto de
Tecnologia de Alimentos — ITAL e sado apresentadas a seguir: E. coli O157:H7
(ATCC 11229), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Listeria monocytogenes (ATCC 7644). Todas as culturas foram
mantidas sob refrigeracdo (4°C), em agar tripticase de soja (TSA) para E. coli
0O157:H7, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes (com suplementacao
de 0,5% de extrato de levedura) e em &gar infusdo cérebro coracao (BHI) para
Staphylococcus aureus.

Para a reativagdo dos microrganismos patogénios o caldo MRS (de Man,
Rogosa Sharpe Broth, Merck), foi utilizado. As culturas foram incubadas a 37°C

por 24 horas, em condi¢des aerdbias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao inicial DAS CULTURAS ISOLADAS

Os resultados da caracterizacao inicial das culturas sobreviventes isoladas
dos produtos e das culturas padrdo encontram-se nas Tabelas 2.3 e 2.4. Todas
foram caracterizadas como Gram positivas, imbveis e catalase negativas,
caracteristicas tipicas das bactérias lacticas e bifidobactérias.

Os cocos foram considerados como Streptococcus, Lactococcus ou
Leuconostoc. Os bastonetes como Lactobacillus ou Bifidobacterium, diferenciados
pelo teste da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase (F6PPK), positivo para
bifidobactérias e negativo para lactobacilos. Nenhuma das culturas com morfologia
em bastonetes, isoladas dos produtos apresentou atividade de FE6PPK, sendo,
portanto, consideradas como Lactobacillus. Dentre as culturas padrao, todas as

bifidobactérias apresentaram teste de F6PPK positivo
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Tabela 2.3. Resultados da caracterizagcdo inicial das culturas isoladas dos

produtos e das culturas padrao KCTC.

Produto/Cultura

Meio de isolamento

Gram e Morfologia das células

Motilidade

Catalase

F6PPK

1. Biofibras 2 — LA Positivo (Cocos/cocobacilos) - - -
2. Biofibras 5 - LA Positivo (Bastonetes pequenos) - - -
3. Biofibras 9 — BIM Positivo (Bastonetes médios) - - -
4. Biofibras 10 — BIM Positivo (Bastonetes curtos) - - -
5. Chamyto 1 —HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
6. Chamyto 2 —HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
7. Digimon 1 —HHD Positivo (Bastonetes) - - -
8. Digimon 2 — HHD Positivo (Bastonetes longos) - - -
9. Digimon 4 - LA Positivo (Bastonetes) - - -
10. Digimon5—LA Positivo (Bastonetes) - - -
11. Digimon 6 — LA Positivo (Bastonetes finos e longos) - - -
12. Digimon 7 — LA Positivo (Cocobacilos) - - -
13. Fruty 1 - HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
14. Fruty 2 - HHD Positivo (Cocos) - - -
15. Lactofos 1 — HHD Positivo (Cocos) - - -
16. Lactofos 2 — HHD Positivo (Bastonetes pequenos) - - -
17. Lactofos 3 — HHD Positivo (Bastonetes médios) - - -
18. Lactofos 4 — BIM Positivo (Bastonetes pequenos) - - -
19. Lactofos 5 - LA Positivo (Bastonetes longos) - - -
20. Lactofos 6—LA Positivo (Bastonetes médios) - - -
21. Lactofos 7 - LA Positivo (Bastonetes pequenos) - - -
22. LC11-HHD Positivo (Bastonetes longos) - - -
23. LC12-HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
24. LC15-HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
25. LC18-LA Positivo (Bastonetes curtos) - - -
26. Batavito 1 —HHD Positivo (Bastonetes) - - -
27. Batavito 2 - HHD Positivo (Bastonetes) - - -
28. Neston 1 —HHD Positivo (Bastonetes) - - -
29. Neston 2 - HHD Positivo (Cocos) - - -
30. Parmalat 1 — HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
31. Parmalat 2 - HHD Positivo (Cocos) - - -
32. Sabores 1 —HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
33. Sabores 2 —HHD Positivo (Bastonetes curtos) - - -
34. Yakult 1 —HHD Positivo (Bastonetes) - - -
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Tabela 2.4. Resultados da caracterizacao inicial das culturas padrao KCTC.

Cultura/Meio de isolamento

Morfologia das células

Motilidade

Catalase F6PPK

3109 L.casei casei (APT)

Bastonetes finos e longos

n

3141 L.gasseri (L.acidophilus)

Bastonetes pequenos

(APT)
3. 3074 L.casei tolerans (LA) Bacilos - - -
4. 3138 L.gasseri Bastonetes longos e finos - - -
5. 3510 L.paracasei paracasei (LA) Bastonetes pequenos - - -
6. 1047 L.delbrueckii delbrueckii Bastonetes pequenos e - - -
(APT) finos
7. 3165L.casei alactosus (APT) Bastonetes pequenos finos - - -
8. 3237 L.casei rhamnosus (APT) Bastonetes longos e finos - - -
9. 3111 L.acidophilus (LA) Cocos e bastonetes - - -
10. 3151 L.acidophilus (APT) Cocos duplos unidos e - - -
bastonetes grandes
. 1121 L.casei casei Bastonetes médios finos - - -
(L.bulgaricus) (APT)
12. 3139 L.gasseri (L.acidophilus) Bastonetes longos e finos - - -
(APT)
13. 1058 L.delbrueckii lactis Bastonetes pequenos finos - - -
(L.leichmannii) (APT)
14. 3223 B.pseudocatenulatum Bastonetes Gordos - - -
15. 3222 B.dentium * - - +
16. 3225 B.thermophilum * - - +
17. 3236 B.angulatum Bastonetes/Cocobacilos - - +
18. 3234 B.pseudolongum Bastonetes pequenos - - +
globosum (BL)
19. 3224 B.pseudolongum Bastonetes e cocobacilos - - +
pseudolongum (BL)
20. 3271 B.asteroides Bastonetes pequenos - - *
21. 3278 B.catenulatum Bastonetes - -
22. 3465 B.subtile (LA e BL) Bacilos pequenos - -
23. 3479 B.choerinum (LA e BL) Bastonetes grandes e - -
gordos e bastonetes
24. 3270 B.infantis Bastonetes - - +
25. 3423 B.merycicum (LA) Bastonetes grandes e - - +
longos
26. 3425 B.ruminantum Cocos - - +
27. 3467 B.minimum Bacilos - - +
28. 3216 B.adolescentis Bastonetes grandes - - +
29. 3440 B.bifidum Bastonetes grandes - - +
30. 3274B.pullorum Cocobacilos - - +
31. 3462 B.gallicum (LA e BL) Bastonetes pequenos - - +

*N&o realizado
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Foram isoladas 53 culturas dos 11 produtos analisados selecionados nos
meios de isolamento pelas caracteristicas morfolégicas das col6nias (tamanho,
forma, cor, borda, brilho e viragem do meio). O Anexo C mostra os produtos, as
culturas isoladas, as principais caracteristicas das culturas nos meios de
isolamento, alguns dados fornecidos nas embalagens (fabricante, data de
fabricacdo e validade), bem como as datas de analise e isolamento das culturas.
O Anexo D mostra algumas morfologias de colénias encontradas nos diferentes
meios de isolamento e no Anexo E as fotos obtidas na coloragdo de Gram das
culturas isoladas.

Das 55 culturas isoladas somente 36 mantiveram-se ativas (65%), enquanto
que 17 (34%) nao cresceram nas repicagens sucessivas de isolamento ou nao
apresentaram crescimento apds o descongelamento. Essa taxa de perda nao foi
considerada incomum, pois Kandler e Weiss (1986), também descreveram perda
de lactobacilos quando submetidos a congelamento ou repicagens.
Recentemente, trabalhando com culturas de Lactobacillus helveticus isoladas do
soro-fermento, Rossi (2001) mencionou que, de 35 culturas, somente 29 (82%)
apresentaram reativacdo apdés o descongelamento e repicagens. Temmerman et
al (2002), identificando 323 bactérias isoladas de 55 produtos probidticos,
coletados em oito paises da Europa, observaram perda de 55 (17%) de isolados
incluindo algumas leveduras.

A utilizagdo das caracteristicas da colénia no meio de isolamento (LA, HHD ou
BIM-25) como critério na selecdo de lactobacilos ou bifidobactérias apresentou
algumas dificuldades, observando-se variagdes na coloracdo, intensidade de
brilho e presenca de pontos centrais, entre outras, com o tempo de incubacgao e
local de crescimento da coldénia nestes meios. Nem todas as culturas isoladas
como sendo de uma ou outra espécie no meio de isolamento foram seguramente
identificadas. Isso foi particularmente verdadeiro para as culturas isoladas como

bifidobactérias no meio BIM-25.

A enumeragao diferencial de bactérias starter do iogurte em meios
convencionais tem sido baseada na morfologia da colénia (Singh et at., 1980;

Matalon e Sandine 1986), mas, devido a diferencas entre as culturas de uma
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mesma espécie, os meios diferenciais ndo conseguem fornecer uma boa
reprodutibilidade, quando testado em diferentes laboratérios. Matalon e Sandine
(1986), incluem nesta categoria o meio diferencial de Lee et al., (1974) e o LB
agar, indicados para a enumeracao de L. bulgaricus em iogurte e que permitiriam
separar S. thermophilus de L. bulgaricus baseado na morfologia da colénia. Nebra
e Blanch (1999), destacam alguns fatores que impedem o uso rotineiro dos meios
para o monitoramento de bifodobacterias usadas como indicadores fecais ou para
enumeragcao em produtos de leite: a composicdo complexa, que incluem
antibiéticos esterilizados por filtracao, varios ingredientes e suplementos; os
longos periodos de incubacao (até 72horas) e os baixos niveis de distingao das

bactérias, especialmente as bifidobacterias.

5.2. IDENTIFICAGCAO DAS CULTURAS ISOLADAS COM O KIT API 50CHL

Os resultados da identificagdo das culturas com o APl 50CHL sao
apresentados na Tabela 2.5, que mostra a espécie identificada, a qualidade da
identificacao e a taxa de significancia (%ID).

Tabela 2.5. Resultados da identificacao das culturas com o API 50CHL.

Cultura Qualidade da Resultado da identificacdao (conforme Taxa %
identificacdo emitido pelo programa)

Biofibras 2 — LA Boa Str. saliv. thermophilus 98,7
Biofibras 3 — LA Muito boa L. buchneri 99,3
Biofibras 5 — LA Baixa Str. saliv. thermophilus 50,2
discriminacao Leuconostoc mesen. cremoris 48,6
Biofibras 7 — HHD Boa Str. saliv. thermophilus 98,7
Biofibras 9 — BIM Boa L. para paracasei 95,9
Biofibras 10 — BIM Muito boa L. para paracasei 99,8
Chamyto 1 — HHD Baixa Leuco. mesen. cremoris 89,0
discriminacao L. delb. bulgaricus 6,7
L. helveticus 4,0

Chamyto 2 — HHD Perfil inaceitavel L. para. paracasei -
Digimon 1 — HHD Muito boa L. para paracasei 99,6
Digimon 2 — HHD Boa Leuco. mesen. cremoris 97,1
L. helveticus 2,8
Digimon 3 — HHD Boa Leuco. mesen. cremoris 98,2
L. helveticus 1,6
Digimon 4 — LA Aceitavel L. para paracasei 98,4

101



Continuacgao Tabela 2.5

Cultura Qualidade da Resultado da identificacao (conforme Taxa %
identificacao emitido pelo programa)
Digimon 5 - LA Boa para o género L. curvatus 80,7
L. plantarum 19,1
Digimon 6 — LA Muito boa Leuco. mesen. cremoris 99,7
L. helveticus 0,1
Digimon 7 — LA Baixa Lactococcus lactis lactis 66,1
discriminacao Lactococcus lactis lactis 18,3
L. brevis 13,3
Digimon 8 — LA Perfil duvidoso Leuco. mesen. cremoris 78,4
L. frutivorans 9,9
L. delb. delb. 9,8
L. delb. bulgaricus 1,6
Fruty 1 —HHD Muito boa para o L. rhamnosus 85,1
género L. para paracasei 14,8
Fruty 2 —HHD Boa Str. saliv. thermoph 98,2
L. delb. delb 0,6
Lactofos 1 — HHD Aceitavel Lactococcus lactis lactis 87,8
Lactofos 2 — HHD Muito boa para o L. rhamnosus 89,9
género L. para paracasei 10,0
Lactofos 3 — HHD Identificacdo nao L. acidophilus 68,8
valida Lactococcus lactis cremoris 8,8
Pediococcus sp 5,7
Lactofos 4 — BIM Muito boa para o L. rhamnosus 77,8
género L. para paracasei 22,1
Lactofos 5 — LA Aceitavel para o L. delb. lactis 45,8
género L. acidophilus 33,9
Lactofos 6 — LA Baixa L. delb. lactis 26,3
discriminacao Lactococcus lactic lactis 25,8
Pediococcus sp 21,0
L. acidophilus 18,8
Lactofos 7 — LA Boa L. rhamnosus 99,1
LC11-HHD Aceitavel para o L. acidophilus 85,6
género L. lactis cremoris 0,1
LC12-HHD Boa Leuco.mesen. cremoris 98,6
Str. saliv. thermoph. 0,8
LC15-HHD Aceitavel Leuconostoc lactis 89,9
L. fermentum 4,7
LC18-LA Perfil inaceitavel L. acidophilus -
Pedio. Damnosus -
Batavito 1 — HHD Boa Str. saliv. thermoph. 98,7
Batavito 2 — HHD Boa para o género L. para paracasei 60,2
L. para paracasei 34,9
Neston 1 —HHD Boa Str. saliv. thermoph. 98,2
L. delb. delb. 0,6
Neston 2 — HHD Muito boa para o L. fructivorans 70,9
género L. delb. bulgaricus 20,1
L. lindneri 6,5
Parmalat 1 — HHD Boa L. para paracasei 99,9
Sabores 1 — HHD Muito boa L. delb. bulgaricus 99,4
Yakult 1 — HHD Aceitavel L. para paracasei 99,1
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Quanto a qualidade de identificacdo das culturas pelo Kit APl 50CHL os
resultados estao apresentados na Tabela 2.6. As culturas foram identificadas em
nivel de espécie, porém, em alguns casos, com baixa discriminagao, perfil

duvidoso ou perfil inaceitavel.

Tabela 2.6 Qualidade referente a escolha taxondmica das culturas analisadas

Qualidade do teste Numero de culturas %
Muito boa identificacado para o género 4 11,11
Muito boa identificacao 5 13,89
Boa identificagdo para o género 2 5,55
Boa identificacao 11 30,55
Identificacao aceitavel para o género 2 5,55
Identificacao aceitavel 4 11,11
Inaceitavel identificacao 2 5,55
Baixa discriminacao 4 11,11
Perfil duvidoso 1 2,78
Identificacdo ndo valida 1 2,78

Tynkkynen et al. (1999), utilizando o mesmo sistema para a identificagcao de
24 culturas de L. rhamnosus e L. casei, também obtive perfis inadequados: para
13 culturas (54%) o nivel de identificagcdo foi bom a excelente; para 11 culturas
(45%) o nivel de identificacdo foi considerado duvidoso ou inaceitavel devido a

reagdes de fermentacao atipicas.

Quanto as identificacbes o0s seguintes géneros foram encontrados:

Lactobacillus, Lactococcos, Leuconostoc, Streptococcus e Pediococcus.

Nos produtos que declaravam a presenga de fermentos lacteos (iogurtes
Fruty, Neston e Sabores) foram isolados os fermentos tradicionais na producgéo de
iogurtes, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus,
bem como uma cultura de Lactobacillus rhamnosus. Em uma das amostras foi
isolada uma cultura de Lactobacillus fructivorans, porém, esse isolado
provavelmente faz parte da microbiota deteriorante do produto.
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Nos produtos que declaravam a presenca de Lactobacillus sp (leites
fermentados Batavito, Chamyto e Parmalat) foi encontrada um tipo de lactobacilo,
L. paracasei subsp. paracasei, anteriormente classificado como L. casei
subsp.pseudoplantarum. Foi também isolada uma cultura de Streptococcus
thermophilus e de Leuconostoc. mesenteroides. cremoris, embora ndo declaradas
nos rétulos dos produtos.

No leite fermentado Digimon, que declara a presenca de L. acidophilus e L.
casei, foram isoladas 8 culturas, 2 identificadas como Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, 1 identificada como Lactobacillus curvatus, 4 identificadas como
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e 1 identificada como Lactococcus
lactis subsp. lactis. Nao foram isoladas culturas de L.acidophilus, sendo provavel
que a populagdo dessa espécie se encontrasse em menor nimero na amostra
analisada ou foram perdidas nos repiques de isolamento ou nas reativagdes a
partir do leite congelado ou ainda ndo foram adicionadas ao produto.

No leite fermentado Yakult, que declara a presenca de L.casei, foi isolada
uma cultura, identificada como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, nome
corrente de L.casei subsp. pseudoplantarum.

Na bebida lactea fermentada LC1, que declara a presenca de L. casei,
foram isoladas 8 culturas, porém, 4 nao cresceram nos repiques subsequentes. As
4 culturas remanescentes nao foram identificadas como L. casei, sendo 2 de L.
acidophilus, 1 de Leuconostoc lactis e 1 de Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris ndo declaradas.

No suplemento simbidtico Lactofés, que declara a presenca de
L.acidophilus, L.casei, Lactococcus lactis e Bifidobacterium bifidum, foram isoladas
7 culturas, 1 identificada como Lactococcus lactis lactis, 1 identificada como
L.acidophilus, 3 identificadas como L.rhamnosus (nome corrente de L.casei
subsp.rhamnosus) e 2 identificadas como Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis.
N&o foi isolado B.bifidum, embora a cultura J-4 tenha sido selecionada no Agar
BIM, considerado seletivo para bifidobactérias. Essa cultura foi identificada como
L.rhamnosus, apresentou um perfil bioquimico considerado muito bom no género

Lactobacillus e ndao apresentou atividade de frutose-6-fosfato fosfocetolase, tipica
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do género Bifidobacterium, demonstrando que o agar BIM permitiu o crescimento
de lactobacilos.

Na bebida lactea fermentada Biofibras, que declara a presenca de
L.acidophilus e Bifidobacterium sp, foram isoladas 10 culturas, 4 perdidas no
primeiro repique. As demais foram identificadas como Streptococcus salivaricus.
thermophilus (3), L. paracasei subsp. paracasei (2) e Lactobacillus buchneri (1).
Nao foram detectadas culturas de L. acidophilus e Bifidobacterium, sendo provavel
que a populacao dessas espécies poderia estar em menor nimero na amostra
analisada ou foram perdidas nos repiques de isolamento ou nas reativagdes a

partir do leite congelado ou ndo foram realmente adicionadas ao produto.

Os resultados obtidos sé@o similares aos relatados em outros estudos.
Schillinger (1999), em seu estudo com isolados de Lactobacillus de vérios
produtos de leite revelou que somente um dos oito iogurtes investigados continha
um representante tipico de L. acidophilus. Por outro lado, na maioria dos produtos
que tinham alegacao de propriedade funcional como probiéticos, os isolados foram
identificados como L. acidophilus. De acordo com o roétulo dos fabricantes, cinco
dos oito iogurtes investigados continham Biogarde® ou Bioghurt® (culturas
constituidas de L. acidophilus e/ou Bifidobacterium bifidum em adicdo a S.
thermophilus) (Tamine et al., 1995). O lactobacilo isolado de dois desses produtos,
no entanto, mostraram caracteristicas fenotipicas do grupo L. casei e foram
claramente identificadas como L. rhamnosus pela técnica molecular de
hibridizagdo DNA-DNA. Obviamente, culturas diferentes de Lactobacillus daquelas
culturas Biogarde® ou Bioghurt® foram usadas na fabricacdo desses dois iogurtes
demonstrando que a rotulagem dos produtos estavam inadequadas. Culturas de
Lactobacillus isoladas de outros trés produtos (rotulados contendo cultura
Biogarde®) se mostraram fenotipicamente muito similares com L. acidophilus,
porém, estudos moleculares de homologia DNA revelaram que as culturas eram
espécies de L. johnsonii. No leite fermentado G que declara a presenca de L.
acidophilus as culturas isoladas apresentaram caracteristicas fenotipicas do grupo

L. casei 0 que leva a concluir que a cultura foi perdida ou ndo foi adicionada
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conforme descrito no rétulo do produto. O L. acidophilus foi encontrado em dois
produtos sendo que somente em um deles sua presenca € mencionada no rétulo.

Gilliland et al. (1985) e Noh et al. (1997) mencionam que uma outra espécie
muito usada para a fabricacdo de iogurtes é o L. casei. Seis de treze produtos
probiéticos continham culturas fenotipicamente classificadas como L. casei. Com
base na homologia DNA a maioria das culturas incluindo L. casei Shirota e L.
casei Actimel foram identificadas como membros da espécie L. paracasei de
acordo com a nomenclatura corrente. O Lactobacillus GG foi chamado de L. casei
em muitas publicagdes (Isolauri et al., 1991; Sarem-Damerdji et al., 1995). A
andlise de homologia DNA mostrou que esta cultura é o L. rhamnosus. O L.
paracasei paracasei foi encontrado em seis produtos (54%). No produto Biofibras
a cultura nao é relatada em rotulo, nos produtos Chamyto, Batavito e Parmalat
somente o0 género é especificado no rétulo, no produto Digimon a nomenclatura
esta ultrapassada, e no produto Yakult a cultura também foi identificada como
relatado por Gilliland et al (1985) e Noh et al. (1997).

Temmerman et al. (2002), citam em seus resultados de isolamento de
bactérias probibticas em diferentes produtos, que somente seis apresentavam
todas as espécies indicadas nos rétulos. Em 19 produtos, a espécie isolada foi
totalmente diferente das mencionadas nos seus rétulos. A espécie mais
freqientemente descrita entre os suplementos alimentares foi o Enterococcus
faecium seguido do L. rhamnosus. Em 6 produtos dos quais o E. faecium foi
encontrado, somente dois declaravam a espéecie em roétulo. L. acidophilus,
declarado em 22 rétulos de suplementos alimentares, foi isolado em apenas dois.
De 13 suplementos alimentares que declaravam bifidobactérias, analisados duas
vezes usando-se dois diferentes meios para o isolamento seletivo (TOS e MCA),
somente 3 apresentaram culturas de bifidobacterias. .Neste estudo, das culturas
isoladas do meio seletivo BIM-25, nenhuma foi confirmada como Bifidobacterium,
indicando que este meio permite o crescimento de outras bactérias laticas nao
devendo ser classificado como meio seletivo. Nas conclusbées relatadas por
Temmerman et al. (2002), temos que de 25 produtos de leite, dois (8%) continham

todas as espécies declaradas, 10 (40%) continham espécies diferentes das
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declaradas e 16 (64%) declaravam mais espécies do que as encontradas. Os
resultados fenotipicos obtidos para os produtos analisados com relacao as
culturas isoladas e informagdes encontradas nos rétulos dos produtos estédo
apresentados na Tabela 2.7 e podem ser comparadas com os resultados de
Temmerman et al. (2002).

Tabela 2.7 Sumario dos resultados encontrados para os produtos analisados, com
base nos relatos fenotipicos obtidos.

Descricao Produto
N® de produtos analisados 11
Células vidveis ativas 36 (65,45%)
Células perdidas ap6s o isolamento ou durante as 19 (34,54%)
repicagens
Roétulos contendo somente a espécie declarada 1 (9,09%) Yakult
Rotulos contendo outras espécies diferentes das 10 (90,91%)

declaradas (incluindo-se as culturas startes S.
thermophilus e L. delb. bulgaricus)

Mais freqiiente espécie declarada L. casei e L. acidophilus
Mais freqliente espécie isolada L. para paracasei (54,54%)
Espécie probidtica encontrada mas n&o alegada em L. rhamnosus
rétulo

5.3 IDENTIFICAGAO DAS CULTURAS PADRAO PELO KIT API 50CHL e API
20A

Os resultados da identificacado das culturas padrao de Lactobacillus com o
Kit APl 50 CHL podem ser visualizados na Tabela 2.8. Os resultados da
identificacdo das bifidobactérias com o Kit APl 20A podem ser visualizados na
Tabela 2.9.

De sete culturas de bifidobactérias submetidas a identificagdo, nenhuma foi
corretamente identificada pelo API 20A em nivel de espécie. Em nivel de género,
2 foram detectadas como Bifidobacterium sp, porém, com baixa discriminacao e
baixa probabilidade (11,4 e 0,3%) e uma, B. adolescentis, foi corretamente

identificada, com muito boa identificagdo, 99,5% de probabilidade para o género.
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Esses dados indicam a quase completa inadequacao das chaves desse “kit” para

bifidobactérias.

Tabela 2.8 Resultados da identificagdo das culturas padrao de Lactobacillus com o

Kit APl 50CHL
Cadigo Identificacao da Qualidade da Resultado da Taxa %
KCTC/ATCC z . T ~ identificacao (conforme
el identificacao .
emitido pelo programa)
3109/393 Lactobacillus casei subsp Perfil inaceitavel L para paracasei -
casei L. rhamnosus
1121 Lactobacillus casei subsp Muito boa L. rhamnosus 99,5
casei
3074/29599 Lactobacillus paracasei Baixa discriminagao L. helveticus 62,0
subsp. paracasei Lc lactis cremoris 37,3
3165/27216 Lactobacillus paracasei Boa identificagao L. para paracasei 98,9
subsp. paracasei
3237/7469 Lactobacillus rhamnosus Muito boa para o género L. rhamnosus 94,2
L. para paracasei 5,7
1047/9649 Lactobacillus delbrueckii Boa identificagéo L. para paracasei 99,4
subsp. delbrueckii
1058/7830 Lactobacillus delbrueckii Aceitavel L. delb. delb 80,0
subsp. lactis L. acidophilus 8,3
3141 Lactobacillus gasseri Perfil duvidoso Str. saliv. thermophilus 98,8
3138/332 Lactobacillus johnsonii Boa para o género L. acidophilus 86,6
L. delb. delb. 11,2
3111/4356 Lactobacillus acidophilus Muito boa para o género L. para paracasei 60,7
L. para paracasei 39,2

Tabela 2.9 Resultados da identificagdo das culturas padrdo de Bifidobacterium
com o Kit API 20A.

Cddigo Identificacao da Qualidade da Resultado da Taxa %
KCTC/ATCC 3 . T ~ identificacao (conforme
el identificacdo .
emitido pelo programa)
3223/27919 B. pseudocatenulatum Perfil duvidoso Clostridium spp 53,1
C. histolyticum 32,6
3234/25865 B. pseudolongum globosum Baixa discriminagao L. fermentum 54,0
Actino. meyeri/odont. 45,5
Bifidobacterium sp 0,3
3224/25526 B. pseudolongum Baixa discriminagao Bifidobacterium sp 80,8
pseudolongum Actinomyces israelii 19,1
3229/27533 B. suis Boa identificagao Eubacterium lentum 94,2
Actinomyces viscosus 3,0
3479/27686 B. choerinum Baixa discriminagao L. fermentum 53,4
Propioni. prop./avid 421
Actino. meyeri/odont. 2,2
3216/15703 B. adolescentis Muito boa identificacéo Bifidobacterium sp 99,5
3462 B. gallicum Baixa discriminacao Actino. naeslundii 87,1
Bifidobacterium sp 11,4
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De 10 culturas de Lactobacillus submetidas a identificagdo com o API
50CHL, 8 (80%) resultados nao coincidiram com a identidade declarada pela
colegao de culturas: Lactobacillus casei subsp. casei ATCC 393 foi identificado
como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ou Lactobacillus rhamnosus (perfil
inaceitavel) Lactobacillus casei subsp. casei KCTC 1121 foi identificado como
Lactobacillus rhamnosus (identificacao muito boa), L paracasei subsp. paracasei
ATCC 29599 foi identificado como Lactobacillus helveticus ou Lactococcus lactis
subsp. cremoris (baixa discriminacao), L delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649
foi identificado como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (boa identificagéo),
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis foi identificado como Lactobacillus
delbrueckii subsp. delbrueckii (identificacao aceitavel), Lactobacillus johnsonii
ATCC 332 foi identificado como lactobacillus acidophilus (identificacdo boa para o
género) e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 foi identificado como Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei (identificagdo muito boa para o género).

Esses dados nado diferem dos obtidos por outros pesquisadores na
literatura. Rossi (2001) relatou que a utilizacdo da galeria API nao permitiu verificar
a espécie de todos os lactobacilos isolados no seu estudo, que foram entao,
classificados somente em nivel de género como Lactobacillus sp, nestas
circunstancias somente trés identificacbes obtiveram resultados considerados
bons e muito bons para o género (KCTC 3138, 3237 e 3111 respectivamente).

Resultados citados por Yeung et al. (2002), revelaram discrepancias na
identificacdo de 26 de 58 espécies de culturas probidticas comerciais com o API
50CHL, principalmente na identificacdo de L. acidophilus e L. casei. Em grande
parte dos casos, a cultura declarada como L. acidophilus foi identificada o L.
crispatus, uma das espécies do grupo L acidophilus. Esse grupo consiste do L.
acidophilus stricto sensu (A1), L. crispatus (A2), L. amylovorus (A3), L. gallinarum
(A4), L. gasseri (B1) e L. johnsonii (B2). Essas espécies sao estreitamente
relacionadas e apresentam similaridade fenotipica muito grande, o que torna a sua
diferenciagao dificil. Kandler e Weiss (1986), descrevem que o L. acidophilus e o
L. gasseri sao encontrados em habitat similares e ndo podem ser distinguidos por

critérios fenotipicos simples. Isso pode explicar porque muitas culturas de L.
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acidophilus comerciais tém sido identificadas como outras espécies de
Lactobacillus. Considerando as identificacoes obtidas neste estudo, as culturas de
L. gasseri (KCTC 3141) e L. acidophilus foram identificadas como S. salivaricus
termophilus e L. paracasei paracasei respectivamente. A cultura L. johnsonii
(KCTC 3138) foi a unica que se enquadrou no grupo acidophilus e foi identificada
como L. acidophilus, mostrando que a identificacao por caracteres fenotipicos néo
deve ser aplicada a este grupo de microrganismo.

Nigatu (2000), relata que o APl 50CHL é um dos procedimentos mais
utilizados para a identificacao fenotipica de espécies de Lactobacillus. Diferentes
estudos (Molin et al., 1993; Johansson et al, 1995b) tem mostrado a
reprodutibilidade e confiabilidade desse “kit” como ferramenta para a taxonomia.
Entretanto em suas conclusbes, menciona que o APl 50 CHL deve ser
complementado com estudos genéticos moleculares, para se obter uma efetiva
identificacdo dos Lactobacillus.

Sakata et al. (2002), em sua revisao bibliografica mencionam que o perfil de
fermentacao de carboidratos é uma importante caracteristica para a distincao de
culturas de B. infantis, B. longum e B. suis. A producado de acido a partir dos
acucares L-arabinose e melezitose foram propostos como critério para definir
estas culturas (Lauer e Kandler 1983; Scardovi 1986). No entanto, nos seus
estudos, este perfil ndo pode distinguir B. infantis de B. longum/B. suis devido as
culturas mostrarem padrdes de fermentagdo da melezitose variados. Em estudos
prévios, culturas que mostraram perfil de fermentacédo diferente daquele obtido
para as culturas tipo, também foram reportados por Bahaka et al. (1993) e
Yaeshima et al. (1992). Apesar de o tempo de isolamento ndo necessariamente
resultar em mudancgas no padrao de fermentacao dos carboidratos, esse pode ser
considerado um fator que dificulta a identificagcao. Neste sentido, os pesquisadores
enfatizam que os métodos moleculares sdo necessarios para as identificacdes.
Conforme apresentado na literatura, os Kits de fermentacdo de carboidratos sao
uteis e devem ser utilizados nos estudos iniciais para uma preliminar
caracterizagao, no entanto, em decorréncia deles envolverem a expressdo de um

gene na cultura microbiana, mudancas no comportamento bacteriano em
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decorréncia de fatores intrinsecos e extrinsecos podem provocar alteragdo da
expressao destes genes, o que causam alteracdo dos perfis de fermentacao
destes carboidratos e os resultados podem se comportar diferentemente para uma
mesma cultura, além de que, ha de se prever que culturas genotipicamente muito
similares podem apresentar perfis idénticos e fornecer resultados de identificagoes
falsos. Neste sentido os estudos moleculares apresentam-se como uma

ferramenta poderosa na identificacdo destes microrganismos.
5.4 ANALISE DE AGRUPAMENTO DAS CULTURAS

O agrupamento (clustering) das culturas analisadas pelo estudo da
fermentacdo dos carboidratos pelo Kit APl 50 CHL, estd apresentada no
dendograma da Figura 1. Este dendograma foi construido a partir da analise de
similaridade baseada na Distancia Euclidiana e no método de Complete Linkage
(UPGMA).
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Figura 1. Dendograma da Andlise Cluster pelo método de Distancia Euclidiana baseado
nos resultados fornecidos pelo AP1 50 CHL
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Neste dendograma observam-se dois maiores grupos designados por 1 e 2.
Esses grupos foram definidos na distancia euclidiana de 140. O Grupo 1 contém
24 culturas e o Grupo 2 contém 12 culturas, sendo que 0 primeiro agrupou as
culturas de L. para paracasei, L. fructivorans, L. delb. bulgaricus e lactis, L.
rhamnosus, Leuconostoc lactis, Lactococcus lactis lactis, L. acidophilus, L.
curvatus e L. buchineri e 0 segundo agrupou todas as culturas de Leuconostoc
mesenteroides cremoris e Streptococcus salivaricus thermophilus. Tanto espécies
heterofermentativas facultativas como homofermentativas obrigatérias foram

agrupadas no primeiro cluster.

5.5 IDENTIFICACAO DAS CULTURAS PELO RIBOPRINTER

Foram analisadas 41 culturas, incluindo 36 isoladas de produtos e 5
culturas padrao. Dessas, a ribotipagem identificou 23 perfis distintos e 2 amostras

nao foram tipaveis pela técnica de ribotipagem automatizada.

5.5.1 RIBOGRUPOS
No Quadro 3.1 encontram-se listados os ribogrupos encontrados e os perfis

das culturas podem ser vistos na Figura 3.1.

Duas culturas o equipamento ndao conseguiu tipar e as demais foram
agrupadas em 8 ribogrupos que se seguem:

o Ribogrupo S1 — 8 culturas, 6 identificadas como Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei e 2 nao identificadas.

o Ribogrupo S2 — 3 culturas, uma identificada como Lactococcus lactis subsp.
lactis e 2 nao identificadas, uma delas a cultura padrao KCTC 3138/ATCC 332
(Lactobacillus johnsonii).

o Ribogrupo S3 — 10 culturas, 8 identificadas como Lactobacillus rhamnosus
(incluindo a cultura padrao KCTC 3237/ATCC 7469 Lactobacillus casei) e 2
como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

o Ribogrupo S4 — 4 culturas, 3 identificadas apenas em nivel de género, como

Lactobacillus sp e uma identificada como Staphylococcus warneri.
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o Ribogrupo S5 — 2 culturas, uma identificada como Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei e uma como Bifidobacterium bifidum (cultura padrao KCTC
3440 Bifidobacterium bifidum).

o Ribogrupo S6 — 2 culturas, ambas identificadas como Enterococcus faecium,
incluindo a cultura padrdao KCTC 3465/ATCC 27537 Bibidobacterium subtile.

o Ribogrupo S7 — 6 culturas, 3 identificadas como Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, 1 como Lactobacillus rhamnosus, 1 como Enterococcus
hirae e 1 ndo identificada.

o Ribogrupo S8 — 4 culturas, 3 identificadas como Streptococcus thermophilus e
1 como Lactobacillus rhamnosus (cultura padrao KCTC 1121 Lactobacillus
casei subsp. casel).

A maioria dos ribogrupos foi encontrada em amostras de mais de um
produto analisado:

a No Ribogrupo S1 — as culturas identificadas como L. paracasei subsp.

paracasei foram encontradas em 4 produtos (Batavito, Chamyto, Parmalat e

Digimon). As nao identificadas foram encontradas em 2 produtos (LC1 e

Biofibras).

a No Ribogrupo S2 — a cultura identificada como Lactococcus lactis subsp.

lactis foi encontrada no Lactofos e a cultura ndo identificada foi encontrada no

Digimon.

a No Ribogrupo S3 — as culturas identificadas como Lactobacillus rhamnosus

foram encontradas em 3 produtos (Sabores, LC1 e Lactofos) e as identificadas

como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei em 2 (Neston e Biofibras).

a No Ribogrupo S4 — as culturas identificadas como Lactobacillus sp foram

encontradas no Lactofos e a identificada como Staphylococcus warneri no Neston.

a No Ribogrupo S5 — a cultura identificada como L. paracasei paracasei foi

encontrada no produto Digimon.

o No Ribogrupo S6 — a cultura identificada como Enterococcus faecium foi

encontrada no produto Parmalat.

o No Ribogrupo S7 — as culturas identificadas como Lactobacillus paracasei

subsp. paracasei foram encontradas em 3 produtos (Sabores, Chamyto e
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Biofibras). A identificada como Lactobacillus rhamnosus em 1 (Fruty) e as outras
duas, Enterococcus hirae e nao identificada em 1 (Digimon).

a No Ribogrupo S8 — as 3 culturas identificadas como Streptococcus
thermophilus foram encontradas em 2 produtos (Fruty e Biofibras).

Varias culturas isoladas de um mesmo produto ou de produtos diferentes
apresentaram perfis similares na ribotipagem, sendo agrupadas em um mesmo
ribogrupo com a mesma identificacdo:

o Batavito 1-2 = L. paracasei subsp. paracasei Ribogrupo S1

o Digimon 1-4 = L. paracasei subsp. paracasei Ribogrupo S1

o LC1-2-5-8 = L. rhamnosus Ribogrupo S3

o Lactofos-2-4-7 = L. rhamnosus Ribogrupo S3

o Lactofos-3-5-6 = Lactobacillus sp Ribogrupo S4

o Biofibras-2-7 = S. thermophilus Ribogrupo 12 (138 S8).

Quadro 3.1. Agrupamento das culturas em ribogrupos pelo sistema de ribotipagem
automatizada Riboprinter,

Ribogrupo Resultado da identificagéo Culturas Similaridade
Cadigo no Cédigo da
Riborinter cultura
S1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei D-1 Batavito-1 0,92
D-2 Batavito-2 0,93
E-1 Chamyto-1 0,92
F-1 Parmalat-1 0,93
G-1 Digimon-1 0,93
G-4 Digimon-4 0,96
Nao identificado I-1 LC1-1 -
K-5 Biofibras-5
S2 Lactococcus lactis subsp. lactis J-1 Lactofos-1 0,92
Nao identificado G-2 Digimon-2 0,63
Nao identificado 3138 KCTC
S3 Lactobacillus rhamnosus C-2 Sabores-2 0,96
|-2 LC1-2 0,94
I-5 LC1-5 0,91
-8 LC1-8 0,93
J-2 Lactofos-2 0,96
J-4 Lactofos-4 0,94
J-7 Lactofos-7 0,92
3237 KCTC 0,85
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei B-1 Neston-1 0,86
K-9 Biofibras-9 0,86
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Continuacéao Quadro 3.1

Ribogrupo Resultado da identificagéo Culturas Similaridade
Cédigo no Cddigo da
Riborinter cultura
S4 Lactobacillus sp J-3 Lactofos-3 0,99
J-5 Lactofos-5 0,89
J-6 Lactofos-6 0,89
Staphylococcus warneri B-2 Neston-2 0,94
S5 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei G-5 Digimon-5 0,91
Bifidobacterium bifidum 3440 KCTC 0,98
S6 Enterococcus faecium F-2 Parmalat-2 0,96
3465 KCTC 0,97
S7 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei C-1 Sabores-1 0,93
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei E-2 Chamyto-2 0,94
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei K-10 Biofibras-10 0,95
Lactobacillus rhamnosus A-1 Fruty-1 0,77
Enterococcus hirae G-7 Digimon-7 0,92
Nao identificado G-6 Digimon-6
S8 Streptococcus thermophilus A-2 Fruty-2 0,93
Streptococcus thermophilus K-2 Biofibras-2 0,92
Streptococcus thermophilus K-7 Biofibras-7 0,87
S8 Lactobacillus rhamnosus 1121 KCTC 0,93
Néo tipado G-3 Digimon-3
Néo tipado G-8 Digimon-8

5.5.2 COMPARACAO ENTRE A IDENTIFICACAO PELO KIT API 50CHL E O
RIBOPRINTER

No Quadro 3.2. encontram-se o0s resultados da identificagdo de cada cultura
usando o API 50CHL e o Riboprinter.

Streptococcus thermophilus — 5 culturas foram identificadas pelo API
50CHL como S. thermophilus (co6digo Riboprinter A2, K2, K7, D1 e B1), com
qualidade da identificacdo considerada boa. Dessas, 3 foram confirmadas pelo

Riboprinter (A2, K2, K7) e 2 n&o confirmadas (D1 e B1), identificadas como L.
paracasei subsp. paracasei.

Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris — 6 culturas foram identificadas

pelo API 50CHL como L. mesenteroides subsp.cremoris (cédigo Riboprinter E1, 12,
G2, G3, G6 e G8), com qualidade da identificacdo variando de muito boa a
duvidosa ou baixa discriminagdo. Duas nao foram confirmadas pelo Riboprinter,
sendo 1 identificada como L. paracasei subsp. paracasei (E1) e 1 como L.
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rhamnosus (12). Duas foram tipadas pelo riboprinter mas nao identificadas pelo
sistema (G2 e G6) e 2 nao se mostraram tipaveis (G3 e G8).
Leuconostoc e Lactococcus lactis — 1 cultura foi identificada pelo API

50CHL como Leuconostoc lactis (codigo Riboprinter 15) e 2 como Lactococcus
lactis subsp. lactis (J1 e G7), com qualidade da identificacao variando de aceitavel
a baixa discriminagdo. Uma foi confirmada pelo Riboprinter (J1) € 2 n&o, sendo
identificadas como L. rhamnosus (15) e Enterococcus hirae (G7).

Lactobacillus delbrueckii — 1 cultura foi identificada pelo APl 50CHL como L.

delbrueckii subsp. bulgaricus (cddigo Riboprinter C1) e 2 como L. delbrueckii
subsp. lactis (J5 e J6), com qualidade da identificagdo considerada muito boa
(C1), aceitavel apenas em nivel de género (J5) ou de baixa discriminacao (J6).
Uma néo foi confirmada pelo Riboprinter, sendo identificada como L. paracasei
subsp. paracasei (C1) e 2 foram identificadas apenas em nivel de género, como
Lactobacillus (J5 e J6).

Lactobacillus acidophilus — 4 culturas foram identificadas pelo APl 50CHL

como L. acidophilus, 2 com qualidade da identificacdo boa ou aceitavel apenas em
nivel de género (cédigo Riboprinter KCTC 3138 e 1) e 2 com perfis considerados
invalidos ou inaceitaveis (J3 e I-8). Uma nao foi confirmada pelo Riboprinter,
sendo identificada como L. rhamnosus (18), 1 foi identificada apenas em nivel de
género, como Lactobacillus (J3) e 2 foram tipadas pelo riboprinter mas néao
identificadas pelo sistema (KCTC 3138 e I1).

Lactobacillus rhamnosus — 6 culturas foram identificadas pelo APl 50CHL
como L. rhamnosus (cddigo Riboprinter KCTC 1121, J7, J4, J2, A1 e KCTC 3237),
com qualidade da identificacdo variando de muito boa (KCTC 1121 e J7) ou muito

boa apenas em nivel de género (J4, J2, A1 e KCTC 3237). Todas foram
confirmadas pelo Riboprinter como L. rhamnosus.

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei — 7 culturas foram identificadas

pelo APl 50CHL como L. paracasei subsp. paracasei (c6digo Riboprinter D2, E2,
F1, G1, G4, K9 e K10), com qualidade da identificacdo variando de muito boa a
inaceitavel. Todas foram confirmadas pelo Riboprinter como L. paracasei subsp.

paracasei.
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Quadro 3.2. Comparacao entre a identificacao pelo APl 50CHL e o riboprinter

Cultura Identificacdo API 50CH % de probabilidade e Identificacéo Riboprinter e
qualidade da identificagao % similaridade

A-2  Fruty-2 S. thermophilus 98,2 bom S. thermophilus 0,93
K-2 Biofibras-2 | S. thermophilus 98,7 bom S. thermophilus 0,92
K-7  Biofibras-7 | S. thermophilus 98,7 bom S. thermophilus 0,87
D-1 Batavito-1 S. thermophilus 98,7 bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,92
B-1 Neston-1 S. thermophilus 98,2 bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,86
E-1 Chamyto-1 | L. mesenteroides sp.cremoris | 89,0  baixa discriminagdo | L.paracasei subsp. paracasei | 0,92
I-2 LC1-2 L. mesenteroides sp.cremoris | 98,6  bom L. rhamnosus 0,94
G-2  Digimon-2 L. mesenteroides sp.cremoris | 97,1  bom Nenhum (L.helveticus 0,63) -

G-6  Digimon-6 L. mesenteroides sp.cremoris | 99,7  muito bom Nenhum -

G-3  Digimon-3 L. mesenteroides sp.cremoris | 98,2  bom Nenhum -

G-8  Digimon-8 L. mesenteroides sp.cremoris | 78,4  duvidoso Nenhum -

J-1 Lactofos-1 Lactococcus lactis sp.lactis 87,8  aceitavel Lactococcus lactis sp.lactis 0,92
G-7  Digimon-7 | Lactococcus lactis sp.lactis | 60,1  baixa discriminagéo | Enterococcus hirae 0,92
I-5 LC1-5 Leuconostoc lactis 89,9 aceitavel L. rhamnosus 0,91
C-1 Sabores-1 L. delbrueckii sp.bulgaricus 99,4  muito bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,93
J-5 Lactofos-5 | L. delbrueckii subsp. lactis 45,8  aceitavel género Lactobacillus sp 0,89
J-6 Lactofos-6 | L. delbrueckii subsp. lactis 26,3 baixa discriminagao | Lactobacillus sp 0,89
3138 KCTC L. acidophilus 86,6 bom género Nenhum -

I-1 LC1-1 L. acidophilus 85,6  aceitavel género Nenhum -

J-3 Lactofos-3 | L. acidophilus 68,8 invalido Lactobacillus sp 0,99
1-8 LC1-8 L. acidophilus ND inaceitavel L. rhamnosus 0,93
J-7 Lactofos-7 | L. rhamnosus 99,1  muito bom L. rhamnosus 0,92
J-4 Lactofos-4 | L. rhamnosus 77,8  muito bom género | L. rhamnosus 0,94
J-2 Lactofos-2 | L. rhamnosus 89,9  muito bom género | L. rhamnosus 0,96
A-1 Fruty-1 L. rhamnosus 85,1 muito bom género | (L. rhamnosus) 0,77
1121 KCTC L. rhamnosus 99,8  muito bom L. rhamnosus 0,93
3237 KCTC L. rhamnosus 94,2  muito bom género | (L. rhamnosus) 0,85
G-1 Digimon-1 L. paracasei sp. paracasei 99,6  muito bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,93
F-1 Parmalat-1 | L. paracasei sp. paracasei 99,9 bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,93
K-9 Biofibras-9 | L. paracasei sp. paracasei 95,9 bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,86
K-10 Biofibra-10 | L. paracasei sp. paracasei 99,8 bom L.paracasei subsp. paracasei | 0,95
G-4  Digimon-4 L. paracasei sp. paracasei 92,6  aceitavel L.paracasei subsp. paracasei | 0,96
D-2  Batavito-2 L. paracasei sp. paracasei 60,2 bom género L.paracasei subsp. paracasei | 0,93
E-2  Chamyto-2 | L. paracasei sp. paracasei ND inaceitavel L.paracasei subsp. paracasei | 0,94
G-5  Digimon-5 L. curvatus 80,7 bom género L.paracasei subsp. paracasei | 0,91
B-2 Neston-2 L. fructivorans 70,9  Muito bom género | Staphylococcus warneri 0,94
3465 KCTC - (Colegao B.subtile) ND Enterococcus faecium 0,97
3440 KCTC - (Colecao B. bifidum) ND Bifidobacterium bifidum 0,98
C-2  Sabores-2 |ND ND L. rhamnosus 0,96
F-2 Parmalat-2 | ND ND Enterococcus faecium 0,96
K-5 Biofibras-5 | -S. saliv. thermophilus 50,2 baixa discriminagéo | Nenhum -
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Assim, no geral temos que, das 41 culturas submetidas a ribotipagem:

2 (4,9%) nao se mostraram tipaveis pelo Riboprinter, ambas identificadas como

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris pelo APl 50CHL.

5 (12,2%) foram tipadas mas néao identificadas pelo Riboprinter, 2 identificadas
como Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e 2 como Lactobacillus

acidophilus pelo APl 50CHL (1 n&o foi submetida a identificacdo pelo AP1 50CHL).

3 (7,3%) foram identificadas apenas até o nivel de género pelo Riboprinter, 2
identificadas como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e 1 como

Lactobacillus acidophilus pelo APl 50CH.

31 (75,6%) foram completamente identificadas pelo Riboprinter, até o nivel de
espécie. Dessas, 4 ndo foram submetidas a identificacdo pelo APl 50CHL,
restando 27 identificadas pelos 2 métodos. Dessas 27, os métodos concordaram
na identificacdo de 17 (63%) e discordaram na identificacdo de 10 (37%). As
culturas com resultados discordantes concentraram-se naquelas identificadas pelo
APl 50CHL como Leuconostoc mesenteroides subsp. (cremoris ou lactis),
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus. As culturas com resultados concordantes concentraram-se
naquelas identificadas como Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei

subsp. paracasei.

Esses resultados mostraram que a ribotipagem automatizada ainda deve
ser melhor estudada, principalmente na analise de culturas de Leuconostoc,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus.
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I i
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&2 Streptococcus thermophilus RIBO1 222-135-5-0 A.A9

KCIC 3448 Bifidobacterium bifidum RIBOL 222-148-5-5 @.A2
KCTC 1121 Lactobacillus rhamnosus RIBOL 222-148-5-8 B.17 L ! ] |
KCIC 323 Staphylococcus capitis pieol 222-1a1-5-1 s | il 1

KCTC 3518 Lactobacillus paracasei ss. paracasei RIBOL 222-141-5-4 18 | |
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FIGURA 3.1. PERFIS DO RIBOPRINTER
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5.6 TESTE DE RESISTENCIA AO pH

Foram analisadas 36 culturas quanto a resisténcia ao pH, cujos resultados
encontram-se na Tabela 4.1. A maioria das culturas apresentou completa perda da
viabilidade apés 1 a 3 hora em pH 1,0 ou 2,0. Em pH 3,0 a taxa de sobrevivéncia
foi maior. Os gréficos 1, 2 e 3 mostram a evolugédo da perda da viabilidade das
culturas nos pHs estudados.

Em pH 1, 25 (69%) das culturas perderam completamente a viabilidade
apds os tempos de exposicao, somente 6 (17%) apresentaram crescimento apés
exposicao de 1 hora e 5 (14%) tiveram condi¢des minimas de crescimento apds
os trés tempos de exposicao.

Em pH 2, 16 (44%) das culturas perderam completamente a viabilidade
apds os tempos de exposicdo, somente 7 (19%) apresentaram crescimento apés
exposicao de 1 hora e 10 (28%) tiveram condi¢des minimas de crescimento apds
os trés tempos de exposicao.

Em pH 3, todas as culturas tiveram crescimento no entanto, na
interpretacdo dos resultados em comparacdo aos obtidos por outros
pesquisadores obtivemos que apesar do crescimento, nenhuma cultura deste
estudo apresentou as condi¢oes ideais para serem classificadas como probidticas,
como relatado por Goldin et al. (1992) que avaliou a resisténcia de Lactobacillus
GG ao pH em suco gastrico ap6s 4 horas em pH 3, a qual ndo apresentou perda
de viabilidade, concluindo que essa cultura pode sobreviver a passagem pelo
estbmago, particularmente se for ingerida com produtos lacteos, que podem elevar
0 pH do estbmago até 3 ou mais. Em outro estudo realizado por Prasad et al.
(1998), que avaliou varias culturas de lactobacilos e bifidobactérias, foram
consideradas como potencialmente probiodticas as culturas que apresentam 80%
de sobrevivéncia (menos de 0,1 reducdes) apds 3 horas de permanéncia em pH 3
ou 1% de bile, o que nao ocorreu com nenhuma cultura estudada. Na avaliagao de
Bernardeau et al. (2001), que testou a resisténcia de culturas de L.acidophilus e
L.rhamnosus em pH 3 por 90 minutos e na presenca de 0,1% de bile (24h), n&o foi
observada reducédo na contagem de viaveis. Segundo o autor esse é o tempo de

permanéncia no estémago, “in vivo”, levando a conclusdo que as culturas sao
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potencialmente probidticas, podendo resistir a passagem pelo estbmago. As
culturas foram isoladas nas fezes nos estudos “in vivo” realizados. De acordo com
Bernardeau et al. (2001), apenas 2 culturas se mostraram potencialmente
probiédticas, a cultura de Lactobacillus rhamnosus isolada do iogurte Fruty (Fruty-1)
e a cultura de Lactobacillus acidophilus isolada da mistura probiética Lactofés
(Lactofos-7).

Tabela 4.1. Resultados do teste de resisténcia ao pH das culturas isoladas

Culturas Contagem (Log UFC/ml)
isoladas Inicial pH 3,0 pH 2,0 pH 1,0
1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h

Fruty-1 8,45 8,53 723 6,89 440 4,36 4,36 3,62 3,62 3,60
Neston-1 8,84 2,00 <2 <2 2,00 <2 <2 7,30 7,15 6,72
Neston-2 7,11 717 6,95 6,41 2,00 2,30 2,30 <2 <2 <2
Sabores-1 8,71 7,20 4,78 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Sabores-2 8,78 7,11 7,04 6,58 <2 3,06 <2 <2 <2 <2
Batavito-1 7,78 3,60 2,84 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Batavito-2 8,25 4,50 4,41 3,76 3,78 4,04 3,65 345 260 2,00
Chamyto-1 9,04 7,20 6,78 6,90 290 2,60 2,30 <2 <2 <2
Chamyto-2 9,45 7,52 3,30 443 2,74 <2 <2 <2 <2 <2

Parmalat-1 8,11 557 458 456 423 4,11 3,90 411 3,52 3,48
Parmalat-2 10,30 550 546 523 532 5,18 4,57 518 4,59 4,67

Digimon-1 9,36 6,23 4,45 3,08 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Digimon-2 10,08 5,76 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Digimon-3 9,32 884 415 423 8,02 2,84 <2 <2 <2 <2
Digimon-4 8,28 715 6,00 549 3,04 295 2,48 2,60 <2 <2
Digimon-5 9,30 784 472 3,50 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Digimon-6 7,95 5,34 2,30 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Digimon-7 11,62 7 552 530 284 <2 <2 <2 <2 <2
Digimon-8 8,20 6,38 6,34 6,32 4,78 445 4,95 415 3,41 3,04
LC1-1 7,84 7,41 3,70 2,00 <2 <2 <2 <2 <2 <2
LC1-2 11,59 8,04 749 7,03 <2 <2 <2 <2 <2 <2
LC1-5 8,49 720 7,15 6,57 <2 <2 <2 <2 <2 <2
LC1-8 9,28 6,70 545 478 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Biofibras-2 7,60 3,15 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Biofibras-3 11,11 8,80 3,48 <2 <2 2,00 <2 <2 <2 <2
Biofibras-5 11,59 823 420 260 3,51 <2 <2 <2 <2 <2
Biofibras-7 8,41 5,00 534 558 <2 2,78 <2 2,00 <2 <2
Biofibras-9 8,29 5,84 465 3,95 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Biofibras-10 9,28 8,04 5,7 5,78 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Lactofos-1 8,78 7,23 6,84 6,98 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Lactofos-2 10,84 739 3,07 358 248 <2 <2 2,62 <2 <2
Lactofos-3 8,76 9,38 8,00 750 4,60 <2 <2 <2 <2 <2
Lactofos-4 10,50 3,5 3,16 248 257 249 <2 2,95 <2 <2
Lactofos-5 8,04 563 523 523 3,00 <2 <2 2,23 <2 <2
Lactofos-6 8,70 746 6,11 5,08 <2 <2 <2 <2 <2 <2

Lactofos-7 8,85 9,08 8,54 3,70 <2 <2 <2 <2 <2 <2
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Grafico 3. Crescimento das cepas no pH 3 em diferentes pos de exposica K com o inéculo
inicial

De acordo com os experimentos de Goderska et al. (2002), o L. rhamnosus
apresenta uma sobrevivéncia de 10° a pH 2 e 3 por 0,5 horas de exposicdo. A
taxa de sobrevivéncia € ausente apds uma hora (pH 2) e nove horas (pH 3), sendo
que em pH 4-6 as culturas sobreviveram por até 30 dias.

A sobrevivéncia do Lactobacillus GG e do Lactobacillus bulgaricus ao suco
gastrico em varias condicoes de pH foram analisados e os resultados de perda da
viabilidade ao suco gastrico ap6s 4 horas a um pH de 3,0-7,0 foram menores
quando comparados a um pH 1,0 para o Lactobacillus GG. Em contraste, o L.
bulgaricus obteve um declinio das contagens de viaveis particularmente
pronunciados ao pH 3,0, onde a perda foi notada a 30 minutos e apds 4 horas de
exposicao 5 log de reducao foram observados. Em pH 3,0 por 1 hora de exposi¢ao
a cultura identificada como L. rhamnosus (Lactofés-4), foi a Unica a apresentar 7
log de reducdo, sendo que a este valor de pH as culturas S. salivarius.
thermophilus (Batavito-1, Biofibras-2 e 5), L. para paracasei (Batavito-2, Digimon-
1, Chamyto-2 e Biofibras-9), Leuconostoc. mesenenteroides. cremoris (Digimon-2,
3 e 6, LC1-2), L. curvatus (Digimon-5), Lactococcus. lactis lactis (Digimon-7), L.
acidophilus (LC1-1 e 8), L. buchineri (Biofibras-3), L. rhamnosus (Lactof6s-2 e 7),
L. delbrueckii. lactis (Lactofés-6) e L. delbrueckii. bulgaricus (Sabores-1) as
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reducdes ficaram acima de 3,0 e chegaram a até >9,11 log. Em pH 2,0 e 1,0 as
reducdes decimais atingiram valores em log acima de 4 para a maioria das
culturas.

Hood e Zottola (1988), tem reportado que o L. acidophilus, apresentou
declinio da contagem a pH 2, mas a pH 4 a contagem de células viadveis néao
decresceu significativamente. Estes resultados foram confirmados por
Lankaputhra e Shah (1995), estudando a sobrevivéncia de nove culturas de
Bifidobacterium spp. em condicdes acidas (pH 1,5-3,0) encontraram que B.
longum e B. pseudolongum apresentaram elevada sobrevivéncia. Neste estudo as
culturas B. adolescentis e B. breve, sobreviveram pobremente a todos os niveis de
pH testados (1,5; 2,0; 2,5 e 3,0). As seis culturas de L. acidophilus estudadas
sobreviveram ao pH 3 ou acima com contagem de viaveis de >10” UFC/g apés 3
horas de incubacdo. Todos os resultados obtidos no estudo de viabilidade das
culturas foram dependentes do pH, do tempo de exposicdo ao acido e das
espécies e culturas usadas. Playne (1993), tem reportado no entanto que o L.
acidophilus nao cresce bem a pH abaixo de 4. Rius et al. (1994), concluiram que o
L. acidophilus possui citoplasma com alta capacidade tamponante (pH 3,72-7,74),
o qual favorece sua resisténcia a mudancas do pH e ganho da estabilidade em
condig¢des acidas. O L. acidophilus € mais tolerante a condiges acidas do que B.
bifidum e o seu crescimento € significativamente retardado abaixo de pH 5
(Costello 1993). No entanto, a tolerancia de Bifidobacterium a condigdes acidas do
estdbmago tem sido cultura especifica (Berrada et al. 1991). Clark et al. (1993) tem
reportado que B. longum mostra melhor sobrevivéncia em condi¢cdes &cidas
quando comparado com B. infantis, B. adolescentis e B. bifidum.

Chou e Weimer (1999), trabalhando com culturas de Lactobacillus
acidophilus ao tratamento acido a pH 3,5 por 90 minutos, obtiveram resultados de
tolerdncia a 37°C para todas as culturas testadas. A cultura ATCC 11975
apresentava crescimento lento a esta condicdo, mas ndo produzia colbénias no
meio MRS acidificado ap6s um periodo de 96 horas, sugerindo que esta cultura
possuia a habilidade de sobreviver por periodos curtos na presenca de acido, mas

nao em periodos longos de exposicdo ao mesmo.
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Avaliando culturas L. acidophilus para uso como probiéticos, Chaves et al.
(1997) encontraram taxas de sobrevivéncia média de 0,53% em meio com &cido
cloridrico (pH 2,0), apdés uma hora de exposicdao. Em pH 3,0 observaram 55,6,
26,1 e 11,7% de sobreviventes ap6s 1, 2 e 3 horas de exposicao,
respectivamente.

Em outro estudo in vitro, a viabilidade de espécies de Bifidobacterium a pH
3 por 180 minutos nao foi modificada, sendo que decresceu lentamente a pH 2, e
foi zero apds 60 minutos a pH 1 (Pochart ef al. 1992).

O efeito do acido na viabilidade de Lactobacillus e Bifidobacterium foram
destacados por Pereira et al. (2002), que obtiveram para o Lactobacillus e S.
thermophillus, os menores indices de sobrevivéncia em relacao a outras culturas
testadas. A sobrevivéncia foi decrescida a 15 minutos ao pH 2, sendo a contagem
total em UFC para o L. casei Shirota, L. brevis, B. infantis e S. bovis
significativamente diminuiram apds 15 minutos em pH 2, chegando de 1,7 para 4,5
ciclos logaritmicos. A viabilidade do L. casei e L. crispatus em pH 2, reduziram 1
ciclo logaritmico apdés 30 minutos, e apés 60 minutos estas culturas mostraram
diminuicdo das contagens de 3 para 4 ciclos. O L. fermentum, delbrueckii e
acidophilus johnsonii foram as culturas classificadas como as mais tolerantes com
100% viabilidade a pH 2 por 2 horas.

Berrada et al. (1991), demonstraram que de duas estirpes comerciais de
Bifidobacterium, somente uma delas apresentou resisténcia ao pH 3,0, mantendo
os niveis iniciais de 10’ UFC/ml apés 90 minutos de incubacdo. Essas estirpes
foram também avaliadas em humanos, verificando-se que a estirpe acido-
resistente sobreviveu melhor do que a né&o resistente. Portanto, a selecao de
estirpes acido-resistentes € um dos importantes pontos a serem avaliados para
culturas probidticas pois estas devem atravessar o estbmago antes de atingirem o
intestino, seu habitat natural. Kolars et al. (1984) e Savaiano et al. (1984)
reportaram que o S. thermophilus e L. delbrueckii ssp. bulgaricus séo resistentes a
acidez géstrica e consequentemente sdo ativos no intestino. Esta resisténcia por
sua vez, ndo tem sido demonstrado para bifidobacterias segundo Rasic e
Kurmann (1983).
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Dunne et al. (2001) comparando diferentes culturas de Lactobacillus e
Bifidobacterium de diferentes fontes a pH de 1,2 e 2,5, obtiveram variacées nas
contagens apds os diferentes tempos de exposicao (0, 5, 30 e 60 minutos), sendo
que a culturas de Bifidobacterium sp apresentaram menor resisténcia do que as
de Lactobacillus, ap6s 5 minutos (pH 1,2) e 30 minutos (pH 2,5), a contagem de
viaveis foi ausente.

Lui et al. (1999), relataram que ap6s 3 horas de incubacdo a um pH 3,0 o
numero de células vidveis foram levemente reduzidas. No entanto, a taxa de
sobrevivéncia da cultura utilizada como controle (LC1 — Nestlé), foi maior quando

comparada com as outras culturas testadas.

Em estudo com Bifidobacterium spp., Hansen et al. (1999), mencionam que
a sobrevivéncia de bifidobacterias no suco gastrico, o qual possui taxa de pH entre
1,5-2,5, tem variado significativamente entre espécies e culturas de mesma
espécie. Em seus resultados, no pH 1,0, a contagem inicial de 10° — 10’ UFC/ml
de todas as culturas analisadas foi rapidamente decrescida a menos que 10
UFC/ml ap6s 30 minutos. A habilidade de sobrevivéncia a pH 2,0 variou
grandemente. Apo6s 2 horas a pH 2,0, a populacdo da cultura mais resistente, B.
lactis Bb- 12, constituiu 5,3% da populacdo correspondente encontrada na
amostra controle a pH 6,0. Populagdes de B. adolescentis e B. breve foram
reduzidas a 3-4 Logio (UFC/ml) enquanto todas as outras culturas exibiram baixa
tolerancia a pH 2,0. De acordo com os autores, a exposi¢ao ao suco gastrico a pH
3,0 foi a menos prejudicial para as culturas estudadas, assim, concluiram que as
culturas B. adolescentis, B. breve, B. infantis, B. lactis e B. longum, ap6s 2 horas,
as taxas relativas de sobrevivéncia da maioria delas foi de 10% de seus
respectivos controles a pH 6,0, indicando alto grau de tolerancia para esses
valores de pH. A concentracao de bile utilizada também interferiu na sobrevivéncia
das culturas, assim, 1,0% de bile foi mais inibitéria do que 0,5%.

Os resultados dos testes de pH para as culturas padrao estdo apresentados
na Tabela 4.2 a seguir:
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Tabela 4.2. Resultados do teste de resisténcia ao pH das culturas padrao
utilizadas no trabalho.

Cultura padrao Contagem (Log UFC/ml)

Inicial pH 3,0 pH 2,0 pH 1,0

1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h  3h

L. delbr. delbr. ATCC 7,70 6,30 6,30 2,30 <2 <2 <2 <2 <2 <2
9649

L. delb.lactis ATCC 7,48 6,78 560 4,90 <2 <2 <2 <2 <2 <2
7830

L. acidophilus ATCC 8,30 7,79 7,28 6,60 <2 <2 <2 <2 <2 <2
4356

L. gasseri ATCC 332 741 578 538 4,48 411 4,04 3,18 <2 <2 <2
L. casei rhamnosus 8,08 7,25 6,60 6,58 <2 <2 <2 <2 <2 <2
ATCC 7469

B. infantis ATCC 15697 7,08 5,90 4,60 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
B. bifidum KCTC 3440 9,84 820 7,15 6,00 <2 <2 <2 <2 <2 <2
L. paracasei paracasei 8,30 6,08 5,83 4,41 <2 <2 <2 <2 <2 <2
(L. casei casei) JCM

8130

Os Graficos 4, 5 e 6 apresentam a evolugdo da perda da viabilidade das

culturas padrao nos pHs estudados e podem ser vistos no Anexo F.

Em pH 1, nenhuma cultura apresentou viabilidade apdés os tempos de
exposicao. Em pH 2, apenas 1 cultura (L. gasseri ATCC 332) apresentou alguma
recuperacao apdés os tempos de exposicdo € em pH 3, todas as culturas
apresentaram uma recuperacao inferior aos limites estabelecidos para serem

classificadas como probitticas

5.7. TESTE DE RESISTENCIA A BILE

Os resultados obtidos no teste de resisténcia a bile encontram-se relatados
nas Tabelas 4.3. e 4.4.
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Tabela 4.3. Resultados dos testes de resisténcia a bile aplicados as culturas
isoladas de produtos.

Culturas isoladas dos produtos Contagem (Log UFC/ml) Redugdes decimais*

Codigo Identificagao (APl 50CH) Sem bile 1% 0,6% 0,2% 1% 0,6% 0,2%
Lactofos 3 Lactobacillus acidophilus 9,18 8,43 8,53 8,41 0,75 0,65 0,77
LC1-1 Lactobacillus acidophilus 7,28 3,00 3,00 3,00 4,28 4,28 4,28
LC1-8 Lactobacillus acidophilus 9,20 8,60 8,63 8,65 0,60 0,57 0,55
Fruty 1 Lactobacillus rhamnosus 9,32 7,51 7,76 7,80 1,81 1,56 1,52
Lactofos 2 Lactobacillus rhamnosus 6,18 3,00 3,00 3,00 3,18 3,18 3,18
Lactofos 4 Lactobacillus rhamnosus 8,49 8,23 8,18 8,15 0,26 0,31 0,34
Lactofos 7 Lactobacillus rhamnosus 9,15 8,28 8,36 8,56 0,87 0,79 0,59
Batavito 2 L.paracasei subsp.paracasei 10,25 8,38 9,20 9,52 1,87 1,05 0,73
Biofibras 9 L.paracasei subsp.paracasei 9,45 8,18 8,36 8,52 1,27 1,09 0,93
Biofibras 10 L.paracasei subsp.paracasei 8,46 8,20 8,15 8,08 0,26 0,31 0,38
Chamyto 2 L.paracasei subsp.paracasei 9,43 8,68 8,76 8,78 0,75 0,67 0,65
Digimon 4 L.paracasei subsp.paracasei 10,46 9,08 9,18 9,23 1,38 1,28 1,23
Parmalat 1 L.paracasei subsp.paracasei 11,38 9,08 9,40 9,54 2,30 1,98 1,84
Lactofos 5 L.delbrueckii subsp. lactis 9,26 6,90 6,95 8,48 2,36 2,31 0,78
Lactofos 6 L.delbrueckii subsp. lactis 11,49 3,00 3,00 10,72 8,49 8,49 0,77
Digimon 5 L.curvatus subsp.curvatus 9,18 8,18 9,15 9,11 1,00 0,03 0,07
Batavito 1 Streptococcus thermophilus 12,34 11,68 11,72 11,78 0,66 0,62 0,56
Biofibras 2 Streptococcus thermophilus 9,20 8,48 8,46 8,48 0,72 0,74 0,72
Biofibras 7 Streptococcus thermophilus 9,57 8,57 8,78 9,28 1,00 0,79 0,29
Fruty 2 Streptococcus thermophilus 12,26 10,75 11,15 11,41 1,51 1,11 0,85
Digimon 7 Lactococcus lactis subsp.lactis 8,51 7,90 7,95 8,23 0,61 0,56 0,28
Lactofos 1 Lactococcus lactis subsp.lactis 9,49 8,60 9,65 8,77 0,89 -0,16 0,72
Chamyto 1 L. mesenteroides subsp.cremoris 12,34 9,61 10,44 10,57 2,73 1,90 1,77
Digimon 1 L. mesenteroides subsp.cremoris 10,40 8,57 9,00 9,26 1,83 1,40 1,14
Digimon 3 L. mesenteroides subsp.cremoris 9,25 8,40 8,62 8,84 0,85 0,63 0,41
Digimon 6 L. mesenteroides subsp.cremoris 6,45 5,60 5,84 5,90 0,85 0,61 0,55
Digimon 8 L. mesenteroides subsp.cremoris 9,54 9,15 9,18 9,15 0,39 0,36 0,39
LC1-2 L. mesenteroides subsp.cremoris 8,52 8,08 8,28 8,26 0,44 0,24 0,26
LC1-5 Leuconostoc lactis 9,08 8,00 8,52 8,78 1,08 0,56 0,30

* (Log UFC/ml sem bile) — (Log UFC/ml na presenca de bile)

De acordo com Prasad et al. (1998), culturas que apresentam taxa de 80%
de sobrevivéncia (redugcao menor do que 0,1 log) na presenca de 1,0% w/v de bile
e pH 3,0 por 3 horas sao resistentes. Em seus resultados, a maioria das culturas
testadas falharam por ndo manter 80% de viabilidade. Segundo esse critério,
nenhuma das 29 culturas isoladas dos produtos também mostraram resisténcia a

bile, assim como nenhuma das 22 culturas padrao de cole¢des analisadas.
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De acordo com Reis et al. (1998), para a selecéo de lactobacilos resistentes
a bile, uma cultura que apresente um crescimento em presenca de 1% de Oxgall,
igual ou superior a 20% daquele obtido no controle, é considerada uma cultura
resistente (reducdo menor do que 0,7 log). Segundo este critério, 7 (24%) das 29
culturas isoladas de produtos mostraram-se resistentes: uma de L.acidophilus
(LC1-8), uma de L.rhamnosus (Lactofos-4), uma de L.paracasei subsp. paracasei
(Biofibras-10), uma de Streptococcus thermophilus (Batavito-1), uma de
Lactococcus lactis subsp. lactis (Digimon-7) e duas de Leuconostoc
mesenteroides subsp cremoris (LC1-2 e Digimon-8).

Das 29 culturas testadas, 15 delas (51%) obtiveram resisténcia considerada
boa pelos critérios de Reis et al. (1998), com 20% de sobrevivéncia no minimo, as
diferentes concentracdes de sais biliares, onde o tratamento mais prejudicial a
recuperacao das culturas foi o que usou a bile a 1,0%, seguido pelo 0,6 € 0,2%
como também apresentado por Klaenhammer e Kleeman (1981), com culturas de
Lactobacillus acidophilus. Em suas conclusdées a reducdo na habilidade de
formacao de colbnias das culturas foi observada quando a concentragcao de bile foi
aumentada de 0,6% para 1,0%.

Sanders et al. (1996), avaliando culturas de L. acidophilus e
Bifidobacterium, concluiram que todas as culturas de lactobacilos e a maior parte
das culturas de bifidobactérias foram resistentes a variadas concentracdes de sais
biliares (1,0 a 3,0%). O resultado apresentado sugere que a bile nao foi
considerada uma barreira critica para o crescimento das culturas estudas, como

também apresentado para as culturas isoladas neste estudo.

A Tabela 4.4 mostra os resultados do teste de resisténcia a bile para 22
culturas padrao (Lactobacillus e Bifidobacterium). Segundo o critério de Reis et al.
(1998), 5 (23%) culturas apresentaram resisténcia: KCTC 1121 (L. casei subsp.
casel), KCTC 3105 (L. plantarum), KCTC 3425 (Bifidobacterium ruminantun),
KCTC 3462 (Bifidobacterium gallicum) e KCTC 3480 (Bifidobacterium cuniculi).
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Tabela 4.4. Resultados dos testes de resisténcia a bile aplicados a culturas padrao
de colecao de culturas.

Culturas padrao Contagem (Log UFC/ml) Reducdes decimais
Codigo IDENTIFICACAO NO CATALOGO Sem bile 1% 0,6% 0,2% 1% 0,6% 0,2%
DE CULTURAS

KCTC 3111 LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS 12,25 3,00 7,57 11,73 9,25 4,68 0,52

KCTC 3138 LACTOBACILLUS GASSERI 12,46 9,23 8,69 11,71 3,23 3,77 0,75
(L.ACIDOPHILUS)

KCTC 3237  L.CASEI SUBSP. RHAMNOSUS 9,28 8,32 8,48 8,48 0,96 0,80 0,80

KCTC 3510 L.PARACASEI SUBSP. 10,08 7,30 8,41 8,60 2,78 1,67 1,48
PARACASEI

KCTC 3109 L CASEI SUBSP.CASEI 11,28 9,41 9,52 10,25 1,87 1,76 1,03

KCTC 1121 L.CASEI SUBSP.CASEI 12,36 11,70 11,76 11,78 0,66 0,60 0,58
(L.BULGARICUS)

KCTC 1047  L.DELBRUECKII SUBSP. 12,15 10,32 10,45 11,49 1,83 1,70 0,66
DELBRUECKII

KCTC 1058  L.DELBRUECKII SUBSP.LACTIS 12,15 9,70 10,40 10,65 2,45 1,75 1,50

KCTC 3105 LACTOBACILLUS PLANTARUM 12,32 11,68 11,80 11,84 0,64 0,52 0,48

KCTC 3440  BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM 10,04 8,56 8,86 9,20 1,48 1,18 0,84

KCTC 3216 BIFIDOBACTERIUM 7,18 3,00 3,00 3,00 4,18 4,18 4,18
ADOLESCENTIS

KCTC 3230 BIFIDOBACTERIUM INDICUM 12,38 11,65 11,63 11,62 0,73 0,75 0,76

KCTC 3425 BIFIDOBACTERIUM 12,50 11,83 11,89 11,86 0,67 0,61 0,64
RUMINANTUN

KCTC 3467 BIFIDOBACTERIUM MINIMUM 12,45 11,41 11,48 11,61 1,04 0,97 0,84

KCTC 3229  BIFIDOBACTERIUM SUIS 9,18 8,18 8,20 8,23 1,00 0,98 0,95

KCTC 3224  B.PSEUDOLONGUM SUBSP 11,00 9,57 10,08 10,23 1,43 0,92 0,77
PSEUDOLONGUM

KCTC 3227  BIFIDOBACTERIUM BOUM 9,11 8,25 8,32 8,53 0,86 0,79 0,58

KCTC 3271 BIFIDOBACTERIUM 9,90 8,52 8,75 8,85 1,38 1,15 1,05
ASTEROIDES

KCTC 3479  BIFIDOBACTERIUM CHOERINUM 10,18 8,11 8,91 9,28 2,07 1,27 0,90

KCTC 3465 BIFIDOBACTERIUM SUBTILE 12,46 11,69 11,81 11,85 0,77 0,65 0,61

KCTC 3462 BIFIDOBACTERIUM GALLICUM 12,43 11,80 11,86 11,86 0,63 0,57 0,57

KCTC 3480 BIFIDOBACTERIUM CUNICULI 12,28 11,68 11,79 11,83 0,60 0,49 0,45

* (Log UFC/ml sem bile) — (Log UFC/ml na presenca de bile)

A cultura padrdao KCTC 3105 (L. plantarum) foi a cultura mais resistente a
concentracao de 1,0% de bile com porcentagem de sobrevivéncia acima de 20%,
sendo que para a concentragdo de 0,2% de bile a recuperacao da contagem ficou
acima de 30%. A concentracdo de 1,0% de sais biliares para as culturas B.

indicum (KCTC 3230), B. ruminantum (KCTC 3425), L. casei subsp. casei (KCTC
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3109), e B. adolescentis (KCTC 3216) foi mais prejudicial para a recuperagao das
culturas. As B. bifidum (KCTC 3440), L. acidophilus (KCTC 3111), B.
pseudolongum subsp. pseudolongum (KCTC 3224), B. boum (KCTC 3227), e B.
cuniculi (KCTC 3480), a concentragao de 0,6% de bile foi a mais prejudicial.

Jacobsen et al. (1999), estudando a atividade de 47 culturas de
Lactobacillus spp. a concentragdo de 0,3% de sais biliares, obtiveram alta
resisténcia com crescimento sendo retardado de 1 para mais de 4 horas para 16
culturas. O restante das culturas testadas ndo cresceram, mas todas as culturas
com excegao de uma sobreviveu a 4 horas em 0,3% oxgall.

A relacao entre origem das culturas e suas habilidades de sobrevivéncia em
condi¢des acidas e altas concentracbes de bile realizadas com culturas de origem
humana e de leite foram relatadas por Prasad et al. (1998) que encontraram taxa
de sobrevivéncia maior para culturas de origem humana em comparagdo com as
de origem do leite. Em adicdo, no género Lactobacillus, foram encontradas
diferencas entre culturas do grupo rhamnosus (as quais foram mais tolerantes ao
acido e bile) em comparacéao ao grupo acidophilus.

Alguns dados observados por pesquisadores diferem em relagdo a
resisténcia de bactérias bifidas a bile. Enquanto resultados “in vitro”, obtidos por
Iorahim e Bezkorovainy (1993) demonstram que B. infantis apresenta maior
resisténcia a bile do que B. breve, B. bifidum e B. longum, Clark e Martin (1994)
observaram que B. longum foi mais resistente a bile do que B. infantis, B.
adolescentis e B. bifidum. Verifica-se, portanto, existir uma grande variacdo na
resisténcia de bifidobactéria a bile, refletindo a possibilidade dessa resisténcia ser
estirpe especifica. Logo, a selecao de culturas resistentes a bile € necessaria para
possibilitar melhor atuacao desses microrganismos como probiéticos, uma vez que
esta é reconhecidamente uma das barreiras fisiologicas presentes no trato

gastrointestinal.

5.8 TESTE DE PRODUCAO DE BACTERIOCINAS
Devido a inexisténcia de uma cultura previamente conhecida como sensivel

a bacteriocina, todas as culturas foram avaliadas umas contra as outras, pelo
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método de difusdo em pocos, para a deteccao de culturas produtoras de
bacteriocinas, bem como para a selecao de culturas sensiveis.

Os resultados do teste de producao de bacteriocinas pelas culturas isoladas
de produtos e pelas culturas padrdo encontram-se apresentados no Quadro 4.5.

Utilizando-se o método de difusdo em pocos dos extratos de bacteriocinas
tratados a 95°C/10min, ndo se observou a formagédo de halos de inibicdo para
todas as culturas isoladas. Este resultado também foi encontrado para as culturas
padrdo analisadas. Neste caso podemos dizer que nenhuma cultura (isoladas e
padrdo) promoveram a inibicdo da cultura utilizada como indicadora, ou seja nao
produziu bacteriocina, ndo podendo ser classificadas como probidticas.

Para a comparacdo dos resultados obtidos varios trabalhos cientificos
foram investigados. Nestes trabalhos, a freqiéncia de culturas produtoras de
bacteriocina foi baixa. Informacdes sobre a producdo de bacteriocinas por
algumas culturas de referéncia sao disponiveis na literatura especializada.
Segundo Salminen et al. (1998a), citado por Holzapfel et al., (2001), Lactobacillus.
casei Shirota e Lactobacillus. acidophilus NFCB 1748 nao apresentam a
caracteristica de producao de bacteriocinas, enquanto o Lactobacillus. johnsonii
LA 1 produz uma bacteriocina e para Lactobacillus. rhamnosus GG ATCC 53103
nao existem ainda dados disponiveis. Messens e De Vuyst (2002) citam os
trabalhos de Chin et al. (2001) que isolaram 150 culturas de bactérias &cido
lacticas somente quatro culturas de Lactobacillus sp. produziram bacteriocinas e
os de Larsen et al. (1993) que analisaram 335 bactérias laticas isoladas de um
produto acido que somente 18 isolados apresentaram atividade antimicrobiana
decorrente da presenca de compostos protéicos, provavelmente bacteriocinas.
Ganzle (1998), trabalhando com 65 culturas de Lactobacillus isolados de uma
massa éacida de trigo, encontrou somente trés culturas que exibiram atividade

antimicrobiana.

132



Quadro 4.5. Resultados do teste de producdo de bacteriocinas pelas culturas
isoladas de produtos, verificando cada uma contra todas as outras.

Cultura Formacao de halo de inibigcdo contra a cultura
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

01. Lactofos 3 - - - - - - R B B R R N
02. LC1-1 - - - - : - - - _ R _ _
03.LC1-8 - - - - : - - - _ R _ _
04. Fruty 1 - - - - - - . - - - B, _
05. Lactofos 2 - - - - - - - - - - - -
06. Lactofos 4 - - - - - - - - - - - -
07. Lactofos 7 - - - - - - - - - - R R
08. Batavito 2 - - - - - - - - - - - R
09. Biofibras 9 - - - - - - - - ; R R _
10. Biofibras 10 - - - - - - - - ; R R _
11. Chamyto 2 - - - - - - - - - - - i
12. Digimon 4 - - - - - - - - - _ i, _

13. Parmalat 1 - - - - - - - B, _ R R _
14. Lactofos 5 - - - - - - - - i, - R R
15. Lactofos 6 - - - - - - - - - - R R
16. Sabores 1 - - - - - - - - i, R - _
17. Digimon 5 - - - - - - - - - - - -
18. Batavito 1 - - - - - - - - ; R R R
19. Biofibras 2 - - - - - - - - i, R R R
20. Biofibras 7 - - - - - - - - - - R R
21. Fruty 2 - - - - - . - - - - _ _
22. Neston 1 - - - - - - - - ; R R R
28. Digimon 7 - - - - - - . - - - - -
24. Lactofos 1 - - - - - - - - _ - R R

25. Chamyto 1 - - - - - - - - - - - i
26. Digimon 1 - - - - - - - - - _ i, _
27. Digimon 3 - - - - - - - - - _ ; -
28. Digimon 6 - - - - - - - - - _ ; -
29. Digimon 8 - - - - - - - - - - - -
30. LC1-2 - - - - - - - - - _ i _
31. Digimon 2 - - - - - - - - - - - -
32.LC1-5 - - - - - - - - - _ i, -
33. KCTC 3111 - - - - - - - - - _ i, _
34. KCTC 3138 - - - - - - . - - _ i, _
35. KCTC 1058 - - - - - - - - - - _ _
36. KCTC 3216 - - - - - - - - - - _ _

* Identificacao das culturas isoladas de produtos (APl 50CH): 1, 2, 3 = L.acidophilus, 4,5.6.7, = L.rhamnosus, 8, 9, 10
11, 12, 13 = L.paracasei subsp.paracasei, 14. 15 = L.delbrueckii subsp. lactis, 16 = Lactobacillus delbrueckii

subsp.bulgaricus, 17 = L.curvatus subsp.curvatus, 18, 19, 20, 21, 22 = Streptococcus thermophilus, 23, 24 = Lactococcus

lactis subsp.lactis, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31= L. mesenteroides subsp.cremoris, 32 = Leuconostoc lactis. Identificacao de

catalogo das culturas padrao: 33 = Lactobacillus acidophilus, 34 = Lactobacillus gasseri (L.acidophilus), 35 = Lactobacillus
delbrueckii subsp.lactis, 36 = Bifidobacterium adolescentis
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5.9 TESTE DE ANTAGONISMO CONTRA BACTERIAS PATOGENICAS

Uma vez que a maioria das bacteriocinas sao resistentes ao aquecimento
presume-se que as culturas avaliadas n&o produziram esses compostos nas
condi¢cdes do experimento anterior (tratamento térmico do sobrenadante). Dessa
forma, procurou-se demonstrar o antagonismo contra algumas espécies de
bactérias patogénicas Gram negativas (E. coli e Salmonella) e Gram positivas (S.
aureus e Listeria). Neste caso, utilizou-se 0 mesmo método de difusdo em pocos,
porém, o sobrenadante ndo foi submetido ao tratamento térmico (95°C/10
minutos).

Os resultados apresentados na Tabela 4.6 mostraram que uma cepa de
L.rhamnosus (Lactofos 2) promoveu a inibigdo de Listeria (halo de 1Tmm) e outra
cepa de L.rhamnosus (Fruty-1) promoveu a inibicao de Listeria (halo de 1Tmm) e S.
aureus (halo de 0,8mm). Nao se observou inibicao das bactérias Gram-negativas
(E. coli e Salmonella). De acordo com Moreno et al. (1999) e Tramer (1966), as
bacteriocinas de bactérias lacticas normalmente ndao apresentam atividade contra

microrganismos Gram-negativos nem contra bolores e leveduras.

Tabela 4.6. Inibicdo de bactérias patogénicas por culturas lacticas isoladas de

produtos brasileiros

Halo de inibicao contra bactérias patogénicas (mm)

Cepa E.coli S.aureus Salmonella  L.monocytogenes
LC1-1 (L. acidophilus)
Lactofos-2 (L. rhamnosus) - - - 1,0*
Fruty-1 (L. rhamnosus) - 0,8* R 1,0*

Biofibras-10 (L. paracasei subsp. paracasei)

Digimon-1 (L. paracasei subsp. paracasei)

Digimon-6 (Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris)
Chamyto-1 (Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris)
Digimon-8 (Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris)
Lactofos-6 (L. delbrueckii subsp. lactis)

*Em mm
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O antagonismo de culturas probiéticas contra bactérias patogénicas foi
amplamente relatado por varios autores. Bernardeau et al. (2001) observaram que
a susceptibilidade das bactérias patogénicas variou em relagdo a espécie
produtora da bacteriocina avaliada. O Lactobacillus acidophilus ndo apresentou
atividade antimicrobiana contra S. aureus como também apresentado neste
estudo para a cultura isolada do produto LC1. As culturas com propriedades
probidticas comprovadas, como Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei
rhamnosus Antibiophilus®, Lactobacillus acidophilus MA27/6R e Lactobacillus
rhamnosus MA27/6B foram mais ativas contra as Gram-negativas E. coli e S.
typhimurium que a Gram-positiva L. monocytogenes. Neste estudo duas culturas
foram mais ativas contra L. monocytogenes (Gram-positiva). Jacobsen et al.
(1999) analisando 47 culturas de Lactobacillus de diferentes origens obtiveram
propriedades antimicrobianas variaveis entre as culturas, sendo que muitas delas
mostraram fraca ou nenhuma inibigdo contra S. aureus e S. typhimurium como
também mostrado neste estudo.

E citado na literatura que as bacteriocinas de bactérias lacticas nao
apresentam atividade contra microrganismos Gram-negativos e nem contra
bolores e leveduras, caracteristica esta evidenciada por outros pesquisadores
(Moreno et al., 1999; Tramer, 1966). Isso se deve a protecdo conferida pela
camada LPS caracteristica das bactérias Gram-negativas (Chen and Hoover,
2003). Contudo, outros agentes antimicrobianos podem inibir esses
microrganismos, conforme observado para E. coli e Salmonella typhimirium por Lui
et al. (1999), que atribuiram esse efeito a acdo do lactato ou algum outro
composto nao conhecido. Portanto, a inibicdo de S. aureus e de Listeria
observada neste estudo pode ser devida a presenca de outro agente inibidor que
nao as bacteriocinas e nem os acidos organicos. Como no método utilizado
células viaveis remanescentes das culturas lacticas e das bactérias patogénicas
se desenvolvem ao mesmo tempo, pode-se aventar a hipétese dessa inibicao ter
sido causada pela competicdo pelo substrato. Resultados apresentados por
Guerra e Bernardo (2001) mostraram que o fator competicdo ocorreu numa maior

freqiéncia entre as culturas lacticas do que a producdo de substancias
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antimicrobianas. De 531 culturas isoladas a partir de queijos, eles verificaram que
208 delas inibiram Listeria, sendo 60,6% decorrente da competicao por nutrientes,
12% pelos &cidos organicos, 17,8% do peréxido de hidrogénio, 6,7% pelos dois
tipos de compostos e 2,9% por substancias filtraveis nao identificadas.

Este trabalho confirma a baixa freqiéncia de producao de bacteriocinas
pelas culturas lacticas isoladas dos produtos probiéticos comercializados no Brasil
com atividade determinada contra culturas relacionadas.

As culturas probiéticas devem apresentar a capacidade de colonizacao do
trato intestinal para a promoc¢ao dos efeitos benéficos desejaveis. Assim, culturas
que apresentam a caracteristica de producdo de compostos antimicrobianos
teriam uma vantagem competitiva sobre os outros microrganismos habitantes do
trato intestinal. Como essa atividade antagbnica deve ser restrita aos
microrganismos patogénicos, a inibicao de bactérias patogénicas atribuida ao fator
competicdo pelo substrato, dentre as quais, L. monocytogenes e S. aureus pelas
duas culturas identificadas como Lb. rhamnosus, previamente isoladas a partir de
iogurte e de um suplemento é muito mais interessante.

Muitos estudos tém sido realizados nesta uUltima década para a procura de
novas bacteriocinas que apresentem um amplo espectro de atividade contra
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes para assegurar a qualidade de
uma variedade de produtos. No caso especifico dos produtos probibticos, parece
ser desejavel que essas bactérias além de apresentarem a caracteristica de
protecao ao produto, apresentem a capacidade de adaptacao e desenvolvimento
no trato intestinal. Assim, a vantagem conferida pela competicdo por substratos
por bactérias benéficas deve ser melhor explorada para esta finalidade.
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6. CONCLUSOES FINAIS

6.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS CULTURAS

Ao contrario de alguns produtos encontrados na Europa mencionado por
Temmerman et al (2002), todos os produtos brasileiros analisados apresentaram
células viaveis, no entanto varias delas nao apresentaram viabilidade apds a

reativacdo e congelamento ndo permitindo suas identificagdes.

Os meios de culturas utilizados para o isolamento das culturas (HHD, LA e
BIM-25) permitiram através da observagdo das coldnias identificar algumas
espécies com muita dificuldade, como se segue:

As colbnias isoladas do meio HHD apresentaram col6nias com coloracao
transparente, branca, verde e azul. Algumas colénias apresentaram um ponto
central verde ou azul com borda branca ou transparente. A viragem do meio
quando presente, foi amarela ou verde. O tamanho das colénias variou de
puntiforme até 5mm (maioria entre 1 a 3mm). De acordo com a referéncia (IDF
306) as colénias de morfologia grande, centro azul e circunferéncia branca
correspondem ao L. acidophilus, neste caso os produtos Chamyto (2HHD),
Digimon (3HHD), Parmalat (1HHD) e Sabores (2HHD) apresentaram colbénias
tipicas. Para o L. delbrueckii subp. bulgaricus e S. thermophilus a referéncia
menciona colénias com coloragao azul, neste caso, somente o produto Digimon
(2HHD) apresentou colbnia tipica. Colénias de bifidobactérias de acordo com o
IDF séo brancas, neste caso somente o produto Fruty (4HHD) apresentou col6nia

tipica, mas esta nao foi recuperada ap6s o seu isolamento.

As coldnias isoladas do meio LA apresentaram coloragdo branca, marron,
cinza e creme. As colénias possuiam bordas branca, cinza e marrom, sendo que a
viragem do meio para o marrom (ou cor chocolate bem caracteristico). Com
relagcdo ao tamanho, forma, elevacao e brilho todas apresentaram variagées. De
acordo com a referéncia (IDF 306) as colénias com morfologia plana,

acinzentadas e grandes sao L. acidophilus, o produto Biofibras (3LA) apresentou
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colénia com esta morfologia. Para as colénias com coloracdo cor de chocolate
com elevacgao, o IDF 306 relata como sendo de B. bifidum e B. longum, neste caso
os produtos Biofibras (2LA, 5LA), Neston (6LA), Lactofés (6LA) e LC1 (3LA, 7LA e
8LA) apresentaram coldnias tipicas, algumas perdidas no isolamento e outras em
decorréncia do seu tamanho (puntiforme) foram relatadas como planas. O L.
delbrueckii subsp. bulgaricus apresentam colénias elevadas, brancas e grandes
segundo a referéncia do IDF. Neste caso nenhum produto apresentou coldnia
tipica. O IDF 306 menciona que o S. thermophilus ndao cresce bem neste meio,
mas quando ocorre, o crescimento as col6nias sdo puntiformes. Os produtos
Neston (6LA), Lactofés (6LA) e LC1 (3LA) apresentaram colbnias que se
enquadram nesta morfologia, porem, somente a colénia do Lactofés 6LA

permaneceu ativa apos o isolamento.

As culturas identificadas como S. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bugaricus ou L. acidophilus nao apresentavam, no meio de isolamento diferencial
(HHD ou LA) as caracteristicas descritas para essas espécies. Esses resultados
indicaram que as caracteristicas das colénias ndo se mostraram um critério

confiavel para distinguir as culturas presentes nas amostras.

As colbnias isoladas do meio Bim-25 apresentaram colorag¢ao vinho (bordé
ou pink) algumas apresentaram uma pequena borda com tom branco ou
transparente. Nao ouve viragem do meio em nenhuma placa de isolamento. De
acordo com Munoa & Pares (1988), coldnias que sao brancas com o diametro que
claramente excedem a 2mm sao Bifidobacterium sp e col6nias pink sao formadas
por cocos, bifidobacteria e bacilos. No caso de colénias brancas nenhum produto
apresentou col6nia tipica e no caso de colbénias pink (vinho/bordd), os produtos
Biofibras (8BIM, 9BIM e 10BIM) e Lactofés (4BIM) apresentaram coldnias tipicas,
mas utilizando-se somente a observacdo morfoldégica ndo podemos relaciona-las
as bifidobactérias como mostrado nos testes de fermentagdo de carboidrados
(API) e teste da enzima F6PPK.
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Nenhuma cultura isolada do BIM-25 foi identificada como Bifidobacterium
(API ou Riboprinter), indicando que, embora esse meio seja relatado como seletivo
para bifidobactérias, outras espécies podem crescer.

Pela identificacao fenotipica a maioria dos produtos analisados demonstrou
incorporar mais de uma cultura latica em sua fabricagdo. A maioria também
demonstrou a presencga de pelo menos uma espécie de Lactobacillus reconhecida
por conter culturas probidticas - L. paracasei subsp. paracasei em 6 produtos, L.
rhamnosus em 2 produtos e L. acidophilus em 2 produtos.

A identificagdo com o APl 50CHL (BioMerieux) agrupou as culturas isoladas

em 12 espécies ou subspécies, sendo encontradas:

1°) Lactobacillus paracasei subsp. paracasei — isolado de 6 produtos,

2°) Streptococcus thermophilus — isolado de 4 produtos,

3°) Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris — isolados de 3 produtos,

4°) Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Lactococcus lactis
subsp.lactis — isolados de 2 produtos cada,

5°) Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, Leuconostoc lactis e Lactobacillus curvatus subsp. curvatus — isolados de 1

produto cada.

A identificagdo do API 50CHL nem sempre coincidiu com a esperada pela
morfologia das culturas. Varias culturas inicialmente caracterizadas como
bastonetes foram identificadas como espécies cuja morfologia é de cocos
(Streptococcus, Lactococcus ou Leuconostoc). Na identificacao pelo Riboprinter, o
resultado obtido para essas culturas discordou do APl mas concordou com a
morfologia da cultura.

Os testes fenotipicos utilizados (Gram. catalase, motilidade, enzima FEPPK

e API) devem ser considerados para as identificacdes preliminares de bactérias

acido lacticas, entretanto, cuidados especiais devem ser levados em
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consideracao, pois como eles sao dependentes da expressao génica, podem

sofrer variagdo em algumas situagdes.
6.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CULTURAS

A ribotipagem com o Riboprinter (Dupont/Qualicon) agrupou as culturas
isoladas em 8 ribogrupos, sendo encontradas as espécies:
1°) Lactobacillus paracasei subsp. paracasei — isolado de 6 produtos,
2°) Lactobacillus rhamnosus — isolado de 4 produtos
3°) Streptococcus thermophilus — isolado de 2 produtos,
4°) Lactobacillus sp, Lactococcus lactis e Enterococcus faecium — isolados de 1

produto cada

Nem todas as culturas submetidas a ribotipagem foram identificadas - de 41
analisadas, o Riboprinter ndo conseguiu gerar o ribotipo de duas e néao

identificou cinco, embora tenha gerado o ribotipo.

A identificagéo do Riboprinter nem sempre concordou com a do APl 50CHL.
De 27 culturas identificadas pelos dois métodos, os resultados concordaram na
identificacdo de 17 (63%) e discordaram na identificacdo de 10 (37%). Os
resultados discordantes concentraram-se naquelas identificadas pelo APl 50CHL
como Leuconostoc (mesenteroides subsp. cremoris ou lactis), Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. As culturas com resultados concordantes concentraram-se naquelas
identificadas como Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei subsp.

paracasei.
De duas culturas padrao de Bifidobacterium tipadas pelo Riboprinter, uma

foi corretamente identificada (Bifidobacterium bifidum KCTC 3440) e uma nao

(Bifidobacterium subtile ATCC 27537, identificada como Enterococcus faecium).
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De sete culturas padrao de Bifidobacterium identificadas pelo APl 20A para
bactérias anaerodbias, apenas uma foi corretamente identificada, ao nivel de
género (Bifidobacterium pseudolongum subsp. peseudolongum ATCC 25526,
identificado como Bifidobacterium sp). Para as demais, a identificagao foi incorreta
mesmo ao nivel de género, demonstrando a quase total inadequagéao das chaves

desse “kit” para as bifidobactérias.

A identificacdo do Riboprinter raramente discordou com a esperada pela
morfologia das culturas, havendo apenas um caso em que iSSO ocorreu - na
identificacdo da cepa padrao de Bifidobacterium subtile ATCC 27537 (bastonete),

identificada como Enterococcus faecium (coco).

6.3 PRE-REQUISITOS MINIMOS E OBSERVACOES DE ROTULAGEM DOS
PRODUTOS BRASILEIROS

Embora as culturas deste experimento apresentem baixa resisténcia nos
pHs 1 e 2, deve-se considerar que em determinadas condicées o pH gastrico pode
ser menor e a resisténcia pode ser diminuida. Porém, considerando-se que o
veiculo carreador de organismos probiodticos geralmente é o leite desnatado ou
iogurtes, que ajudam a aumentar o pH gastrico, a resisténcia pode ser aumentada
devido & influéncia de substancias protetoras presentes nesses produtos. E
importante ressaltar ainda que a perda de viabilidade das culturas nao é restrita
somente aos produtos brasileiros mas em varios outros produtos comercializados

em todo o mundo.

Quando a sensibilidade a bile (Oxgall), as culturas apresentaram-se mais
resistentes podendo ser consideradas sob esse aspecto, potencialmente
probidticas. A cultura padrao KCTC 3105 - L. plantarum foi entre todas as culturas
padrao analisadas a mais resistente aos tratamentos com sais biliares (mais que
20% de recuperacdo), podendo exercer agao probidtica em relagdo a sua

sobrevivéncia nestas condicbes de tratamento. Comparando-se este resultado
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com os obtidos para as 15 melhores culturas isoladas dos produtos analisados os
quais apresentaram as melhores respostas podemos concluir que estas culturas
podem ser consideradas probidticas, apresentado mais que 20 a 30% de

recuperacao.

Nenhuma cultura (produto e padrédo) produziu bacteriocinas, ndo podendo
ser classificadas como probidticas. Com relacdo ao antagonismo contra bactérias
patogénicas somente uma cultura (L. rhamnosus) foi capaz de exercer efeito

inibitorio.

Quanto a adequacgéao de roétulos e nomenclaturas das culturas temos: a)
nem todas as espécies declaradas nos rétulos foram encontradas nos produtos,
particularmente L. acidophilus e Bifidobacterium bifidum; b) varias espécies nao
declaradas em rétulo foram encontradas nos produtos, incluindo-se Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc lactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis e L. delbrueckii subsp. lactis (identificacdo do API
50CHL); e ¢) a nomenclatura das espécies em rotulo estava ultrapassada em
varios produtos, particularmente Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e

Lactobacillus rhamnosus, declarados como Lactobacillus casei.
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ANEXO A -

FORMULACAO E PREPARACAO DE TODOS OS REAGENTES E
MEIOS DE CULTURAS UTILIZADOS PARA O ISOLAMENTO,
MANUTENGCAO E REATIVACAO DAS CULTURAS ISOLADAS DOS

PRODUTOS E CULTURAS PADRAO

MRS SUPLEMENTADO COM 0,05% CISTEINA-HCL

COMPOSICAO QUANTIDADE
Peptone 10,09
Extrato de carne 8,09
Extrato de levedura 4,09
Glucose 20,0g
Sorbitano monooleato 1,09
Fosfato dipotassio (K;HPO,) 2,09
Acetate de sodio 3 H,O 5,09
Citrate de amonia 2,09
Sulfato de magnésio 7 H,O 0,29
Sulfato de manganés 4 H.O 0,05¢g

Agua destilada

1 litro

Dissolver os ingredientes, ajustar o pH 6,2 e esterilizar a 121°C/15minutos. Para a

preparacao do agar, adicionar 15g de agar para cada litro de caldo. Adiciona-se

0,05¢ de cisteina-HCI para para 100ml| do meio.
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MEIO APT E APT SEMI SOLIDO SUPLEMENTADO COM 0,05% DE CISTEINA-

HCI
COMPOSICAO QUANTIDADE

Tripticase (ou triptona ou peptone) 10,09

Extrato de levedura 7,59
Dextrose 10,09

Fosfato dipotassio (Ko:HPQO,) 5,09

Cloreto de sédio 5,09

Citrate de sédio 5,0g
Carbonato de sodio 1,259
Tiamina 0,001g

Tween 80 0,89

Sulfato de magnésio 0,89
Cloreto de manganés 0,14g
Sulfato ferroso 0,04¢g

Agua destilada

1 litro

Dissolver os ingredientes, ajustar o pH para 6,7 e esterilizar a 121°C por 15

minutos. Para a preparacdo do agar, adicionar 15g de agar para cada litro de

caldo. Para o APT semi sélido 0,3g de agar devem ser adicionados ao meio e em

seguida o frasco deve ser aquecido até dissolver todo o agar. Distribuir em tubos

de ensaio com o meio ainda quente e levar a esterilizacdo conforme mencionado

acima. Adiciona-se 0,05g de cisteina-HCI para para 100ml do meio.
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MEIO LA (MODIFIED BIFIDUS BLOOD AGAR)

COMPOSICAO DA BASE QUANTIDADE
Solucédo A (nutrientes) 250ml
Solucao B (agar 12,5%) 250m|
Solucao C (sulfato de magnésio 1%) 20m|
Solucédo D (sulfato de manganés 1%) 5ml
Tween 80 (aquecido a 60°C) 1ml
Agua destilada quente Completar para 1 litro

pH final 6,8 a 25°C e esterilizar a 121°C por 30 minutos

| Suplemento (sangue de carneiro desfibrilado) | 50ml para 1 litro de base |

Misturar os 250ml da solugdo A com os 250ml da Solugcdo B (4gar). Adicionar os
20ml da solugao C, os 5ml da solucdo D e 1ml de Tween 80 aquecido a 60°C.
Completar o volume de mistura para 1 litro de agua destilada quente, e aquecer
até a fusao do agar. Resfriar, ajustar o pH em 7,2 e esterilizar a 121°C por 30
minutos. Resfriar e verificar o pH, que deve ser 6,8 a 25°C. Fundir novamente,

resfriar a 45-50°C, adicionar o sangue de carneiro e plaquear imediatamente.

Solucao A

Peptona 10,09
Extrato de carne 5,09
Extrato de levedura 5,09
Glicose 10,09
Lactose 10,09
Acetato de sédio 5,09
Citrato de sédio 3,09
Agua destilada quente 250ml
Solucao B

Agar 20g
Agua destilada quente 250ml
Solucéo C

Sulfato de magnésio heptahidratado 1,09
Agua destilada 100ml
Solucéo D

Sulfato de manganés tetrahidratado 1,09
Agua destilada 100ml
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Sangue de Carneiro desfibrilado: manter a bolsa em geladeira e antes do uso,
manter a temperatura ambiente por 3 horas, movimentando a bolsa
periodicamente. Limpar o local da bolsa por onde sera retirado o sangue com
alcool 70% e, em seguida, com alcool iodado. Retirar o0 sangue com uma seringa
estéril, agulha 25 x 7. ApoGs a retirada do sangue, limpar o local da picada com
alcool 70% e em seguida com alcool iodado. Recolocar a bolsa na geladeira e

manter refrigerado por 1 a 2 meses.

BL AGAR (BLOOD GLUCOSE LIVER AGAR)

COMPOSICAO QUANTIDADE

Agar 15,09

L-cysteine hydrochloride 0,59

Glucose 10,09

Lab-lemco 3,09

Liver extract solution 150,0m|

Phytone (BBL) 3,09

Proteose peptone n? 3 (Difco) 10,09

Solution A 10,0ml

Solution B 5,0ml

Starch Soluble 0,59

Tween 80 1,09

Trypticase 5,09

Agua destilada 814,0ml

Yeast extract 5,09
pH 7,2

Solution A

Potassium dihydrogen orthophosphafe (KH.PO,) 25,09
Dipotassium hydrogen orthophosphate (KoHPO,) 25,09
Em 250ml de agua destilada

Solution B

Ferrous sulphate (FeSO4. 7H,0) 0,59
Magnesium sulphate (mgSQO, . 7H,0) 10,09
Manganous sulphate (MnSQO, . 4H,0) 0,337¢g
Sodium chloride (NaCl) 0,59
Em 250ml de agua destilada
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Solution Liver Extract

60°C., boiled for 10 min and filtered.

10g of liver powder are extracted with 170ml of distilated water for 1 hour at 50-

All constituents of the culture medium, except L-cysteine are dissolved in water,
with the pH adjusted to 7.2, and sterilized at 120°C for 10 min. After cooling to

50°C, cysteine as a 5% sterile solution is added.

HHD (HOMOFERMENTATIVE HETEROFERMENTATIVE DIFFERENTIAL

MEDIUM

Frutose 1,09
Fosfato potassio dihidratado 1,09
Peptona tripticase 4,09
Phytone petone 0,69
Casimino acids 1,29
Extrato de levedura 0,49
Tween 80 0,49
Agar (pesar em separado dos demais ingredientes, 8,09
quando for fazer mais de 400ml de meio)

Agua destilada 400ml

Homogeneizar e ajustar o pH para 6,8-7,0. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Resfriar 0 meio a 45-48°C e adicionar para cada 400ml de meio 8,0ml da solugéo

bromocresol green e distribuir nas placas.

Solugdo de bromocresol green: pesar 0,1g de bromocresol green em 30ml de

hidréxido de soido 0,01N. Filtrar a solucao utilizando papel de filiro quantitativo

para a filtracao rapida.

Solucdo de hidréxido de soido 0,01N: pesar 0,04g de NaCl em 100ml de agua

destilada.

TAMPAO FOSFATO SALINA (PBS)

Cloreto de sédio (NaCl) 8,09
Cloreto de potassio (KCI) 0,29
Fosfato dissddico (Na,HPO,) 1,159
Fosfato monopotassico (KHoPQO,) 0,29

Agua destilada

1 litro

Pesar todos os reagentes e homogeneizar, ajustar o pH para 7,3 e esterilizar a

115°C por 10 minutos ou filtrar a solucdo em membrana 0,2u.
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BIFIDOBACTERIUM MEDIUM 25 (BIM-25)

Base

Reinforced Clostridial Agar (RCA BBL 11564) 51g
Agua 974ml
Suplementos esterilizados por filtracao

Acido nalidixico (5ml da solucdo aquosa 0,4%) 0,02¢g
Sulfato de polimixina B (1ml da solucdo aquosa 0,85%) 0,0085¢g
Sulfato de kanamicina (10ml da solucdo aquosa 0,5%) 0,059
Acido iodoacético (5ml da solucédo aquosa 0,5%) 0,025¢g

Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (5ml da solucdo aquosa 0,5%) 0,025¢g

Preparacdo: Esterilizar o agar RCA a 121°C/15min e resfriar a 45-50°C.
Assépticamente, adicionar os suplementos previamente esterilizados por filtragao.
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ANEXO B -

FORMULACAO E PREPARACAO DE TODOS OS REAGENTES,
CONCENTRACOES E MEIO DE CULTURA UTILIZADOS PARA O
TESTE DE F6PPK

CALDO TYP (TRYPTONE PHYTONE YEAST EXTRACT)

COMPOSICAO QUANTIDADE
Trypticase 10,09
Phytone 5,09
Extrato de levedura 2,59
Glucose 5,0g
Tween 80 1,0ml
Cisteina-HCI 0,59
KoHPO, 2,09
MgCl, . 6H,0 0,59
ZnSO4 . 7H20 0,259
CaCl, 0,159
FeCl; 0,039
Agua destilada 1000ml

Homogeneizar e ajustar o pH para 6,5, pipetar para um tubo 20,0ml do caldo e esterilizar a
1212C por 15 minutos.

REAGENTES REQUERIDOS PARA A ANALISE:

-Tampéao Fosfato 0,05M pH 6,5 suplementado com 500mg/L de Cloridrato de
Cisteina (Cisteina-HCI)

Preparo: Pesar 6,89 de KH,PO,4 e acrescentar 0,59 de cisteina-HCI, diluir para
1000ml em baldo volumétrico e ajustar o pH.

-Solucéo de fluoreto de sddio (NaF) 6mg/ml mais iodoacetato de sodio 10mg/ml
Preparo: Pesar 0,06g/10ml de NaF. Pesar 0,1g/10ml de iodoacetato de sddio.

Diluir em 10ml em baldo volumétrico.
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- Solucdo aquosa de frutose-6-fosfato (80mg/ml)
Preparo: Pesar 0,16g do reagente e diluir em 2ml de 4gua pepetonada.

Obs.: A solucao deve ser preparada na hora da analise

- Solugdo aquosa de cloridrato de hidroxilamina 139mg/ml
Preparo: Pesar 13,99/ para100ml de agua destilada

- Solucdo aquosa de acido tricloroacético (TCA) 15% (p/v)
Preparo: Pesar 15g/100ml

- Solugao de acido cloridrico 4N
Preparo: Tomar o volume de 60,50ml de &cido e diluir para 1000ml de &agua

destilada.
- Solugéo de cloreto férrico (FeCl; . 6H-0) 5% (p/v) em HCI 0,1M

Preparo: Primeiramente deve-se preparar o HCI 0,01M com cuidado, tomando-se
1,51ml para 1000ml. Pesa-se 5g de cloreto férrico e dilui-se em 100ml do acido.
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ANEXO -C

QUADRO RELACIONANDO TODAS AS CULTURAS ISOLADAS,
SUAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, MEIOS DE CULTIVO
UTILIZADOS NO ISOLAMENTO E CARACTERISTICAS DO
PRODUTO FORNECIDO PELO FABRICANTE.

Quadro de relacao de todas as culturas isoladas e seus fabircantes

Produto Fabricante Fabricacédo | Validade Data Data
analise Isolamento
Batavito — Leite | Batavo — Batavia S.A. Usina de | 11/05/01 | 10/06/01 | 28/05/01 05/06/01
fermentado Beneficiamento
aromatizado
Tipo e Meio Descricao da Coldnia
isolamento
1—-HHD 1mm, circular perfeita, verde com pequena borda branca, plana, sem brilho e
sem viragem
2-HHD 1mm, circular perfeita, pequeno centro verde com borda branca, umbonate,
brilhante e viragem amarelo
3 — HHD* 1,5mm, circular estriada, transparente com ponto central, plana, sem brilho e
sem viragem
Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento

Yakult — leite Yakult SA Industria e Comércio | 09/05/01 | 09/06/01 | 07/06/01 11/06/01

fermentado
Tipo e Meio Descricao da Colonia
isolamento
1 —-HHD 1 a 1,5mm, circular perfeita, centro verde pequeno com borda branca, brilhante,

elevada, com viragem amarelo

* Sem crescimento apds o primeiro repique de isolamento

** Sem reativagao a partir do leite congelado

*** Todas as andlises foram feitas na data de validade do produto
Obs. Cepas em cinza foram perdidas

214



Continuacgéao do quadro

Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
Biofibras — bebida | Batavo — Batavia AS Usina de | 09/04/01% | 24/05/01a | 24/05/01a | 29/05/01
lactea fermentada 23/04/01b | 07/06/01b | 25/05/01b

com polpa de
frutas e fibras

Beneficiamento (Carambei —
PR)

Tipo e Meio Descricao da Colonia
isolamento
1-LAa* 2mm, circular imperfeita, branca/ levemente marrom estriada, elevada, sem
brilho e viragem marrom (chocolate)
2 - LA® 1mm, circular perfeita, marrom, elevada, sem brilho e viragem marrom
3-LA® 4mm, circular perfeita, cinza, leitosa, plana, sem brilho e viragem marrom
4 — LAb* 2mm, circular perfeita, marrom escura, plana, brilhante e viragem marrom
5-LA* 1mm, circular perfeita, marrom claro, levemente elevada, brilhante e viragem
marrom
6 — HHDa** 3 a 4mm, circular imperfeita, transparente, plana, sem brilho e viragem para o
amarelo
7 — HHD?# 1 a 3mm, circular perfeita, centro verde grande borda transparente, plana,
brilhante e viragem para o amarelo
8 — BIMa* 1mm, circular perfeita, vinho (bordo), elevada, brilhante e sem viragem
9 - BIM? 3mm, circular perfeita, vinho (bordo) com borda transparente, elevada, brilhante
e sem viragem
10 - BIM® 4mm, circular perfeita, centro vinho borda branca, elevada, brilhante e sem
viragem
Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
Chamyto — Leite Nestlé Brasil Ltda 14/04/01 | 14/05/01 | 15/05/01 18/05/01
fermentado
Tipo e Meio Descricao da Colonia
isolamento
1—-HHD Puntiforeme a 1mm, borda irregular, plana, transparente, fosca, sem viragem
2—HHD 1 a 3mm, circular perfeita com borda regular, plana, centro azul com borda

branca, brilhante e sem viragem

215




Continuagao do quadro

Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
Digimon — leite SA Fabrica de Produtos 03/05/01 | 03/06/01 | 22/05/01 25/05/01

fermentado Alimenticios Vigor (Sao Paulo —
SP)
Tipo e Meio Descricao da Colonia
isolamento
1 —-HHD 1mm, plana, circular perfeita, centro verde pequeno com borda branca, sem
brilho e sem viragem
2-HHD 1mm, azul estriada irregular, plana, brilhante e sem viragem
3 -HHD 2mm, centro azul borda branca estriada, irregular, plana, sem brilho e sem
viragem
4—-LA 2 a 3mm, centro marrom e borda branca, circular regular, elevada, com brilho e
viragem chocolate
5-LA 3mm, centro marrom e borda cinza, circular regular, elevada, com brilho e
viragem chocolate
6 —LA 4mm, centro marrom borda cinza escura estriada, circular irregular, sem brilho
e sem viragem
7—-LA 1 a 2mm, centro marrom escuro e borda marrom claro, regular, plana, sem
brilho e sem viragem
8—-LA 2mm, marrom, circular regular, plana, sem brilho, sem viragem
Produto Fabricante Fabricacao | Validade Data Data
analise Isolamento
Fruty — logurte Paulista — Cooperativa Central | 30/03/01 | 14/05/01 | 15/05/01 05/06/01

com polpa de fruta | de Laticinios do Estado de Sao

Paulo
Tipo e Meio Descricao da Coldnia
isolamento
1-HHD 2 a 2,5mm, circular perfeita com borda regular, centro verde grande com borda
branca, umbonate, sem brilho e viragem para amarelo
2-HHD 1 a 2,5mm, circular perfeita com borda regular, umbonate, centro verde grande
com borda branca, sem viragem e sem brilho
3 — HHD* 1mm, circular estriada, verde com ponto central, plana, sem brilho e sem
viragem
4 —-HHD* 1mm, circular perfeita, branca, ligeiramente elevada, brilhante, sem viragem
5 — HHD* 1mm, circular estriada, plana, transparente, sem brilho e sem viragem
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Continuacgao do quadro

Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
Neston — Bebida Nestlé Brasil Ltda 03/05/01 | 07/06/01 | 24/05/01 29/05/01
lactea com iogurte, 07/06/01?2 -
cereal e frutas

simbidtico a base
de Lactobacillus e

Tipo e Meio Descricao da Colénia
isolamento
1 —-HHD 2,0mm, circular perfeita, centro verde grande e pequena borda branca, sem
brilho, umbonate e viragem amarela
2-HHD 1mm, circular irregular estriada, transparente, plana, sem brilho e sem viragem
3 - LAa* 1mm, circular, cor creme com halo branco, gomosa, brilhante e sem viragem
4 — LAa* 1,5mm, circular imperfeita, centro marrom grande com borda branca, gomosa e
com viragem chocolate
5 - LAa* 1mm, circular, marrom, plana, sem brilho e sem viragem
6 — LAa* Puntiforme, marrom, sem brilho e sem viragem
Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
Lactofds — Braskap Industria e Comércio | Nov/00 | Nov/01 | 18/05/01 22/05/01
Suplemento SA - Comercializado por

Nutramed

FOS
Tipo e Meio Descricao da Coldnia
isolamento
1—-HHD 2mm, verde com pequena borda transparente, com brilho, circular perfeita,
plana, viragem amarelo
2—-HHD 3mm, centro verde com borda branca, sem brilho, circular perfeita, plana,
viragem amarelo
3 -HHD 2 a 4mm, centro verde com borda transparente estriada, sem brilho, plana e
sem viragem
4 —BIM 2 a 3mm, centro bordd com borda branca, com brilho, circular perfeita, plana,
sem viragem
5-LA 2mm, centro marrom com borda branca, com brilho, circular perfeita, com
elevagao e viragem chocolate
6—LA Puntiforme, marrom, sem brilho, sem elevacao e sem viragem
7—-LA 3mm, centro marrom borda cinza claro, sem brilho, circular perfeita, elevada e

sem viragem
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Continuacgéao do quadro

Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
Parmalat F — leite | Parmalat Brasil S.A. Industria | 02/05/01 | 02/06/01 | 01/06/01 06/06/01
fermentado de Alimentos
Tipo e Meio Descricao da Colénia
isolamento
1 —HHD 1mm, circular perfeita, centro azul puntiforme, borda branca, umbonate,

brilhante e viragem amarelo

2-HHD 2,5mm, ligeiramente elevada, circular estriada irregular, branca, brilhante e sem
viragem
Produto Fabricante Fabricacdo | Validade Data Data
analise Isolamento
LC 1 Active — Nestlé Brasil Ltda (Araras-SP) |04/05/01%| 03/06/01%|22/05/01% | 05/06/01
Bebida lctea 01/05/01° | 31/05/01° | 31/05/01°
fermentada
Tipo e Meio Descricao da Colénia
isolamento
1 —HHD? 1mm, plana, transparente, borda circular estriada imperfeita, sem brilho e sem
viragem
2 — HHD? 1mm, plana, transparente com ponto central mais denso, circular perfeita com

borda regular, sem brilho e sem viragem

3 - LAa* Puntiforme, ligeiramente elevada, marrom, brilhante e sem viragem
4 — LAa* 3 a 5mm, plana, borda imperfeita estriada, sem brilho, marrom e sem viragem
5 — HHD" 1imm, plana, circular perfeita, centro verde pequeno com borda branca,

brilhante com viragem amarela

6 — HHDb* 3 a 5mm, plana, circular estriada irregular, centro verde com borda

transparente, sem brilho e com viragem amarela

7 — LAb* 1mm, ligeiramente elevada, circular perfeita, marrom escura, com brilho e sem
viragem

8 —LA° 1mm, plana, circular perfeita, marrom claro, com brilho e sem viragem

9 — LAb* 2 a 3 mm, plana, circular estriada imperfeita, sem brilho com viragem marrom

* Sem crescimento apds o primeiro repique de isolamento
** Sem reativacéo a partir do leite congelado
*** Todas as andlises foram feitas na data de validade do produto

Obs. Cepas em cinza foram perdidas
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ANEXO -D
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ey - - 1 HHD [ ‘acts | L. bulgaricus 2 HAD T buigaricus
TE bR asLADgenics

Produto : Lactofos Produto : Lactofos
Meio: LA 4a Meio : LA
HHD L. acidophilus 3 LA L. acidophilus R s 10
L Ao )

fogurte : Digimon, Vigor I logurte : Digimon, Vigor
Meio : HHD Meio : LA
Diluigdo usada : 10 ' 5 Diluigao usada : 10 '

logurte : LC1, Nestlé ] logurte : LC1, Nestié
Meio : LA Meio : HHD
Diluigao usada : 10 * 6 Diluig#o usada : 10 *

FIGURA 1. Fotos mostrando estrias e as unidades formadoras de colénias (UFC) de
algumas culturas nos diferentes meios utilizados para o isolamento. (1) Lactococcus
lactis, (2) L delbrueckii bulgaricus, (3) L. acidophilus, (4) Colénias formadas dos produtos
Lactofés (a e b); (5) Digimon e (6) LC1.
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ANEXO E - COLORACAO DE GRAM OBTIDOS PARA AS
CULTURAS ISOLADAS DOS PRODUTOS
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Batavito — tipo 1 — HHD

l Batavito — tipo 2 - HHD
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PR ol T " ) G/ S - =
/ Chamyto —tipo 1 —HHD [ LC1-tipo 2 —HHD

.
{l I

Neston — tipo 2 — HHD

b ( Neston—tipo1-HHD [
: o ¥ s '.'_1‘, N

224



225



Parmalat — tipo 2 — HHD

Sabores —tipo 1 — HHD Sabores —tipo 2 - HHD
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