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MAZO, J.Z. Isolamento, caracterizacado e viabilidade tecnolégica de
bifidobactérias de origem humana com atividade potencialmente probiética.
2009. 129p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos). Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianépolis-SC.

RESUMO

Probidticos sdo suplementos alimentares microbianos vivos que, quando ingeridos,
apresentam efeitos benéficos para o hospedeiro, promovendo o equilibrio
microbiano intestinal. Sdo comercializados de diferentes formas, sendo que a mais
popular e acessivel no Brasil sdo os leites fermentados. A selegcao de cepas
baseadas em atitudes tecnoldgicas € um aspecto critico do desenvolvimento de um
alimento funcional probidtico. As bactérias probidticas devem exibir resisténcia aos
processos tecnoldgicos usados na preparagao do veiculo. O presente trabalho teve
por objetivo verificar a viabilidade tecnoldgica de bifidobactérias probidticas de
origem fecal humana, a fim de auxiliar na escolha do veiculo para a aplicagao destas
bactérias. As bifidobactérias foram isoladas de fezes de recém-nascidos,
identificadas por meio de PCR e ARDRA e caracterizadas quanto a sua atividade
probidtica, onde mostraram-se resistentes ao suco gastrico e a bile. Posteriormente
foram testadas frente aos ingredientes (leite de vaca, extrato de soja e soro de
queijo), na presencga das bactérias do iogurte e de aditivos alimentares permitidos
pela legislagdo vigente, verificando desta forma, o seu potencial para o uso na
industria de laticinios. As bifidobactérias isoladas apresentaram resisténcia a valores
baixos de pH, mantendo-se viaveis e dentro dos padrdes aceitaveis (10° UFC/mL),
bem como apresentaram crescimento ao serem expostas ao oxigénio, indicando
serem aerotolerantes. Entre os aditivos pesquisados, foram observadas pequena
atividade inibitéria do crescimento somente quando avaliadas na presenca de NaCl
e dos conservantes nisina, lisozima e sorbato de potassio, com diminuicdo da
viabilidade das cepas isoladas, porém estatisticamente, ndo houve diferenca
significativa entre o controle e as amostras avaliadas na presencga dos aditivos.

Palavras-chave: probidticos, bifidobactérias, aditivos



MAZO, J.Z. Isolation, characterization and technological viability of
bifidobacteria of human activity with potentially probiotic. 2009. 129p. Thesis
(Doctor in Food Science). Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis-SC.

ABSTRACT

Probiotics are live microbial food supplements which when ingested, have beneficial
effects for the host by stimulating the intestinal microbial balance. Are marketed in
different ways, and the most popular and accessible in Brazil are the fermented milk.
The selection of strains based on technology attitudes is a critical aspect of
developing a probiotic functional food. The probiotic bacteria should exhibit
resistance to technological processes used in the preparation of the vehicle. This
study aimed to verify the technological feasibility of bifidobacteria probiotic of human
fecal origin, to assist in the choice of vehicle for the application of these bacteria. The
bifidobacteria were isolated from feces of newborn babies, identified by PCR and
ARDRA and characterized its activity in probiotics, which were resistant to gastric
juice and bile. Were subsequently tested against the ingredients (cow's milk, soymilk
and cheese whey) in the presence of bacteria in yogurt and food additives permitted
by law, verifying thus the potential for use in the dairy industry. The bifidobacteria
isolated showed resistance to low pH values, remaining viable and within acceptable
standards (10° CFU / mL), and showed growth when exposed to oxygen, indicating
they are aerotolerance. Among the additives studied, were some of the growth
inhibitory activity only when measured in the presence of NaCl of preservatives nisin,
lysozyme and potassium sorbate, with decreased viability of the strains.

Key-words: bifidobacteria, probiotic, additives
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1 INTRODUGAO

A preocupacdo com a saude ja faz parte do nosso cotidiano, estando
constantemente na midia e no comportamento das pessoas, que procuram adotar
habitos e ter uma alimentacdo saudavel. Com isso, a procura por produtos
probidticos tende a aumentar, em funcdo da contribuicdo para o equilibrio da
microbiota intestinal, do reforgo as defesas naturais do organismo, e beneficios a
saude, impulsionando pesquisas por novas cepas e alimentos funcionais

diversificados.

No Brasil, existem poucos dados a respeito da microbiota intestinal de recém
nascidos e poucos relatos do isolamento de bifidobactérias que possam ser
utilizadas como adjunto dietético com atividade probidética. Teshima (2001), propds
que novas pesquisas fossem realizadas no sentido de se obter maiores informacdes
sobre a microbiota intestinal da populacido nativa, para que os produtos funcionais
de natureza probidtica a serem desenvolvidos sejam compativeis com essa

composicgao.

Atualmente, sabe-se que as propriedades probidticas estdo ligadas nao as
especies bacterianas propriamente ditas, mas a certas cepas dentro das espécies,

sendo necessaria uma selec¢ao cuidadosa das cepas.

A utilizacdo de bactérias bifidas nos alimentos constitui um problema, dadas
as caracteristicas anaerobicas do género e a sensibilidade a ambientes acidos,
constituindo um desafio para o desenvolvimento de produtos nos quais
Bifidobacterium deva permanecer viavel durante a vida de prateleira (FERREIRA,
1996). O efeito dos aditivos alimentares no crescimento de iniciadores acido-laticos e
bactérias probidticas vem sendo muito pouco estudado e maiores informagdes sao
necessarias para sua aplicabilidade (VINDEROLA et al., 2002).

A adicdo de bactérias probidticas aos produtos lacteos exige uma série de

cuidados. Entre as dificuldades podem ser citadas a pouca palatabilidade inferida
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pelas bactérias probiéticas e o longo tempo de fermentacéo. E importante lembrar
que os produtos lacteos probidticos devem ser produzidos com as mesmas
tecnologias empregadas no processamento dos produtos néo probidticos (para nao

descaracteriza-los), e ainda assim, garantir a sua funcionalidade (FERREIRA, 1996).

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar a viabilidade de
utilizagcédo tecnoldgica de bifidobactérias potencialmente probidticas de origem fecal
humana. Os objetivos especificos foram: isolar as cepas de bifidobactérias das
amostras de fezes de recém-nascidos; comprovar, por meio de técnicas
moleculares, o género das cepas de bifidobactérias isoladas; testar, in vitro, as
cepas isoladas quanto a atividade potencialmente probiética; analisar as cepas
isoladas pelo perfil de fermentacdo de carboidratos e caracterizar as cepas
probidticas quanto as propriedades tecnoldgicas: acidez, presenga de oxigénio,

ingredientes e aditivos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Microbiota do trato gastrointestinal humano

A comunidade microbiana que habita o trato gastrointestinal humano se
caracteriza por uma populagdo altamente densa, com ampla diversidade e
interagdes complexas (TAPIA, 2002). Ela representa um ecossistema contendo
cerca de 100 trilhdes de bactérias e composta por mais de 400 diferentes espécies
(CUMMINGS; MACFARLANE, 1991).

O trato gastrointestinal € considerado um tubo anatémico especializado,
dividido em varias regides e se estende desde a boca até o anus. O estbmago e a
porcao proximal do intestino delgado contém um numero menor de micro-
organismos (10° a 10° bactérias/g), devido ao pH baixo e ao fluxo rapido. Na regido
do ileo ha diversidade microbiana e um nimero consideravel de bactérias (10%g), ja
que parte do intestino € uma zona de transicdo até o intestino grosso. O cdlon
possui cerca de 10" a 10" bactérias/g, pelo seu baixo potencial redox e elevada

concentragao de acidos graxos de cadeia curta (TAPIA, 2002).

Segundo Mackie, Sghir e Gaskins (1999), a distribuicdo das bactérias
enddgenas no trato gastrointestinal ocorre em fungao das condigdes de cada regiao
do trato, como disponibilidade de nutrientes, pH, potencial redox, fatores quimicos e

fisicos (Tabela 1).

Durante a etapa fetal o intestino se encontra estéril, ocorrendo a colonizagao
no momento do parto, pela exposi¢gao aos micro-organismos de origem materna ou
do meio externo onde nasce. A colonizagdo bacteriana do neonato é influenciada
pela idade gestacional, tipo de parto e constituintes da dieta (BALLABRIGA, 2001).
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Tabela 1 Distribuicdo e composi¢cdo da microbiota intestinal humana

Sitio Composigao UFC/mL ou g pH Potencial Oxi-
de conteudo redox (mV)
Estdbmago Lactobacillus
Leveduras 0-10° <3,0 +150
Streptococcus
Duodeno-jejuno Similar ao 10%-10* 6,0-7,0 -50
estdmago

Jejuno-ileo Bacteroides
Bifidobacterium
Enterobacteriaceae 10°-107 6,0-7,0 -50 a -150
Fusobacterium
Lactobacillus
Streptococcus

fleo-Ceco Bacteroides
Bifidobacterium
Clostridium
Enterobacteriaceae 10°-108 7,0-7,5 -150 a -200
Fusobacterium
Lactobacillus
Streptococcus

Coélon Bacteroides
Bifidobacterium
Clostridium
Enterobacteriaceae
Eubacterium
Fusobacterium
Peptococcus 10'%-10" 7,0-7,5 -200 a -250
Peptostreptococcus
Proteus
Pseudomonas
Ruminococcus
Staphylococcus
Streptococcus
Veillonella

Fonte: Teshima (2001)

Criancas nascidas de parto normal sdo mais suscetiveis a colonizagcédo pela
microbiota materna, devido a contaminagdo pelo canal vaginal, enquanto que
criangas nascidas por operagao cesariana sao mais suscetiveis a colonizagéo por
bactérias do ambiente hospitalar (BEZIRTZOGLOU, 1997). Segundo Mitsuoka
(1989) citado por Teshima (2001), criangas nascidas no mesmo hospital apresentam
as mesmas cepas de bifidobactérias, que diferem das cepas de criancas nascidas

em hospitais diversos, sendo que a contaminacdo pode ocorrer pelas maos das
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enfermeiras, dos médicos, pelos utensilios utilizados e demais aspectos do ambiente

hospitalar.

O tipo de alimentacdo € um fator predominante na colonizagdo e composicao
da microbiota de recém nascidos (BEZIRTZOGLOU, 1997), sendo que as criangas
amamentadas possuem predominancia de bifidobactérias em relagdo as
alimentadas com formulados. Essa predominancia deve-se a presenca de fatores
bifidogénicos no leite materno, como os oligossacarideos e glicoproteinas. O
conteudo de oligossacarideos no leite materno demonstra variagdes individuais
(condi¢cbes genéticas) e temporais (fase de lactagdo) (COPPA, 1993), o que pode
contribuir para retardar a colonizagdo por bifidobactérias em algumas criangas, ou
seja, a colonizagdo de outros géneros bacterianos pode sobrepor o numero de
bifidobactérias na microbiota intestinal nos primeiros meses de vida (WOLIN et al.,
1998).

Mitsuoka (1982), citado por Teshima (2001) verificou a predominancia de B.
breve e B. infantis na microbiota de recém nascidos. Bezirtzoglou (1997), verificou a
predominancia de B. bifidum em recém nascidos mantidos exclusivamente com leite

materno.

Embora varias teorias tentem explicar a predominancia na colonizagao de
alguns grupos bacterianos, entre os quais bactérias dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium no recém nascido, ainda permanecem sem explicagcdo de como o
intestino de recém natos seleciona um numero limitado de espécies bacterianas a
partir da grande diversidade oferecida (TESHIMA, 2001).

Vitaminas e proteinas sao sintetizadas por algumas bactérias intestinais e sao
parcialmente absorvidas e utilizadas pelo hospedeiro. As bactérias endogenas
protegem o hospedeiro contra infeccbes por patdogenos exodgenos, inibindo o
crescimento desses micro-organismos pela produgdo de acidos organicos,

particularmente acidos graxos de cadeia curta e pela producédo de bacteriocinas. As
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bactérias benéficas, como bifodobactérias, inibem a proliferagdo de bactérias

nocivas e agem como protetoras do intestino grosso (FERREIRA, 1996).

Bifidobacterium sp domina a microbiota dos recém nascidos, porém sua
propor¢cdo numérica diminui com o avango da idade, acabando por estabilizar no
terceiro lugar da lista dos géneros mais abundantes, depois dos géneros
Bacteroides e Eubacterium (FINEGOLD et al., 1983 citados por GOMES; MALCATA,
2002).

2.2 Género Bifidobacterium sp

Bifidobactérias foram isoladas e descritas pela primeira vez por Tissier, em
1899, sendo denominada de Bacillus bifidus communis. O género Bifidobacterium sp
foi proposto originalmente por Orla-Jensen, em 1924, mas somente em 1986 foi
aceito e reconhecido como um género independente, na oitava edicdo do Manual
Bergey’s (TESHIMA, 2001).

As bifidobactérias sédo caracterizadas, em geral, como micro-organismos
Gram-positivos, ndo formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase-
negativos e anaeroébios, podendo apresentar formas variadas que incluem bacilos

curtos e curvados a bacilos bifurcados (HOLT et al., 1994).

Segundo Scardovi (1986), as bactérias bifidas crescem a uma temperatura
otima de 37°C a 41°C, mas nao crescem em temperaturas abaixo de 25-28°C e
acima de 43°-45°C. O pH 6timo de crescimento é de 6,0 a 7,0 e ndo ocorre

crescimento abaixo de 4,5 a 5,0 ou acima de 8,0 a 8,5.

Devido a sua capacidade metabdlica estado incluidas na familia das bactérias
acido laticas, mas sao filogeneticamente distintas. O género Bifidobacterium inclui as
espécies de Gardnerella e Bifidobacterium e pertencem a familia Actinomycetaceae
(KLIJN; MERCENIER; ARIGONI, 2005).
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As bifidobactérias diferem das bactérias lacticas homo e heterofermentativas,
pois a glicose é fermentada pela via frutose-6-fosfato, produzindo acido acético e
acido lactico na forma L(+), na proporgdo molar de 3:2, respectivamente, e 5 moles
de ATP, a partir de 2 moles de dglicose. A presenca de frutose-6-fosfato-
fosfocetolase (F6PPK) distingue o género de outros do grupo. Esta enzima quebra a
frutose-6-fosfato em acetil-fosfato e eritrose-4-fosfato, sendo o unico género
bacteriano de origem intestinal que possui essa via fermentativa conhecida como
“via bifida” (MODLER; McKELLAR; YAGUCHI, 1990).

O perfil de fermentacdo de carboidratos constitui uma caracteristica
importante para auxiliar na identificacdo das espécies de bifidobactérias. Todas as
espécies fermentam glicose, galactose, frutose e lactose, com excegdo de
Bifidobacterium gallicum que n&o utiliza lactose (BIAVATI et al., 1992, citado por
TESHIMA, 2001).

Mais de 30 espécies ja foram identificadas, sendo 11 isoladas de humanos
(Tabela 2) (WARD; RQOY, 2005). Tem-se como adi¢des recentes Bifidobacterium
denticolens, B. inopinatum, isoladas de caries dentarias, e B. psychraerophilum, de
origem intestinal de suinos. Com exce¢ao das espécies isoladas de caries dentarias,
esgotos e insetos, a maioria das espécies sao isoladas do trato gastrointestinal de
mamiferos (KLIJN; MERCENIER; ARIGONI, 2005).

Tabela 2 Espécies de bifidobactérias isoladas de humanos e espécies usadas em
produtos comerciais

Espécies isoladas de humanos Espécies usadas em produtos comerciais
B. adolescentis B. animalis®
B. angulatum B. bifidum
B.bifidum B. breve
B. breve B. infantis®
B. catenulatum B. lactis®
B. dentium B. longum?®
B. gallicum
B. infantis®
B. longum?
B. pseudocatenulatum
B. sacardovi

@ Unificagdo de B. infantis e B. suis como B. longum (ROY; WARD; CHAMPAGNE, 1996)
b Reclassificagdo de B. animalis como B. animalis subsp. animalis e B. lactis como B. animalis subsp. lactis
(MASCO et al., 2004, citado por WARD; ROY, 2005)



21

2.2.1 Isolamento e Identificagao de Bifidobacterium

O isolamento de bifidobactérias despertou o interesse de pesquisadores de
varias areas, voltados para o conhecimento da microbiota intestinal humana e de
animais, como indicador de contaminacédo fecal, sua presenga em esgotos e na
cavidade oral, bem como em produtos alimenticios probidticos, principalmente os

lacteos.

Para detectar bifidobactérias diversos métodos podem ser empregados, tais
como contagem em placas, técnicas moleculares (baseadas em DNA ou rRNA),

fluorescentes ou imunoldgicas, bem como os métodos enzimaticos.

Os métodos classicos, incluindo isolamento, identificacdo e enumeragao de
bifidobactérias sdo, em geral, trabalhosos e consomem tempo. Além disso, a
identificacdo baseada em caracteristicas fenotipicas nem sempre fornece resultados
claros e confiaveis, bem como nao permitem a diferenciacéo entre as espécies de B.
longum e B. infantis (ROY; WARD; CHAMPAGNE, 1996).

A identificacdo do género Bifidobacterium é convenientemente alcangada pela
deteccao da atividade da enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase; mas como
Gardnerella vaginalis também expressa esta enzima, sdo necessarios critérios

adicionais para distinguir entre estas espécies (MULLIE et al., 2003).

2.2.1.1 Técnicas de plaqueamento

O método de contagem em placas ainda € o mais utilizado para o isolamento
das bifidobactérias. Portanto, o meio de cultura utilizado deve promover o
crescimento seletivo das bifidobactérias, enquanto outros micro-organismos devem
ser suprimidos (HARTEMINK et al., 1996).

A utilizacdo de meios nao seletivos e ricos nutricionalmente como MRS (De

Man, Rogosa and Sharp) e TPY (Trypticase Phytone Yeast) para isolamento de
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bifidobactérias, pode dificultar sua identificacdo, uma vez que varias espécies podem
crescer nesses meios (BIAVATI et al., 1992, citado por TESHIMA, 2001).

Teraguchi et al (1978), citados por Laroia e Martin (1991), formularam um
meio para enumeracado de bifidobactérias em produtos lacteos, os quais contém
misturas de bifidobactérias, lactobacilos e estreptococos. Este meio chamado NPNL
(Neomycin-paromomycin-nalidixic acid-lithium chloride) apresenta agar BL (Blood-
glucose-liver) com sulfato de neomicina, sulfato de paromomicina, acido nalidixico e
cloreto de litio. Muitos autores o consideram como meio de referéncia, pelo bom
crescimento das bifidobactérias e possivel inibigao de cocos Gram positivos e Gram
negativos, porém a seletividade deste meio tem como base o uso de antibidticos, e
na microbiota intestinal de recém natos existe uma grande variagao intraespecifica
da resisténcia de bifidobactérias a antibidticos (LIM; HUH; BAEK., 1993;
CHARTERIS et al., 1998).

Mufoa e Pares (1988), desenvolveram um meio para isolamento e
enumeracado de bifidobactérias em meios aquaticos naturais, para monitorar a
qualidade bacteriologica da agua. Bifidobacterium lodoacetate Medium 25 (BIM-25)
tem sua seletividade baseada na presenca de iodoacetato e dos antibidticos acido
nalidixico, sulfato de polimixina B e sulfato de kanamicina. Nenhuma bactéria Gram
negativa cresceu neste meio, sendo que as bifidobactérias testadas cresceram bem,
com excecado de B. adolescentis, mostrando ser um bom meio para analises do

género Bifidobacterium sp. como indicador de contaminacéo fecal.

Beerens (1990), verificou que muitos meios seletivos para bifidobactérias
vinham sendo descritos, porém a maioria apresentava antibidticos na composigao,
mas nenhum era satisfatério para todas as espécies. Desta forma, desenvolveu um
meio (Beerens’ Medium) combinando o baixo pH (5,0) e acido propiénico. Este meio
mostrou-se eletivo e seletivo para todas as espécies de bifidobactérias, com

aumento de crescimento, exceto B. coryneforme.
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Lithium Chloride-Sodium Propionate Agar (Agar LP) é um meio simples e
seguro para isolamento seletivo e enumeragdo de bifidobactérias de leites
fermentados, segundo seus autores Lapierre, Undeland e Cox (1992), que apresenta
cloreto de litio e propionato de sodio para inibir o crescimento de outras bactérias
acido lacticas. Com excegdo de uma cepa de B. longum, todas as demais

bifidobactérias foram capazes de crescer neste meio.

Um meio Blood-glucose-liver Agar (Agar BL-OG) contendo Oxgall e
gentamicina foi formulado para enumeracao seletiva de bifidobactérias em produtos
lacteos fermentados com lactobacilos e estreptococos. A recuperacdo das cepas
bifidas testadas foi em torno de 90%, exceto para uma cepa de B. longum, e todas
as demais bactérias acido lacticas presentes foram inibidas (LIM; HUH; BAEK,
1995).

O meio “Bif’ foi desenvolvido por Pacher e Kneifel (1996) para a detecgao e
enumeracado de bifidobactérias em produtos lacteos fermentados. A seletividade
deste meio foi baseada na adicdo de soro de leite humano e dos antibidticos acido
nalidixico, sulfato de paromomicina, aztreonam e netilmicina. Este meio foi utilizado
para contagem em placas de diferentes produtos lacteos, apresentando um grande

espectro de bifidobactérias, podendo ser usado em analises de rotina.

Hartemink et al. (1996), desenvolveram um novo meio para a deteccgao
seletiva de bifidobactérias, o qual chamaram de Raffinose-Bifidobacterium Medium
(RB). Foram utilizados rafinose como fonte de carboidratos, purpura de bromocresol
como indicador de pH, propionato de sodio e cloreto de litio para estimular o
crescimento e caseina como fonte de proteina. Todas as bifidobactérias de origem
humana e de produtos lacteos cresceram bem neste meio, exceto algumas cepas de

Bifidobacterium longum que nao fermentam rafinose.

Bifidobacterium Medium (BFM), um meio livre de antibidticos foi estabelecido
por Nebra e Blanch (1999) para a enumeracéao de bifidobactérias no meio ambiente

ou em alimentos. A principal fonte de carbono utilizada foi lactulose, enquanto que
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riboflavina e tiamina foram adicionadas como promotoras do crescimento. Acido
propidnico, cloreto de litio e azul de metileno inibiram outras espécies bacterianas

relacionadas, e o baixo pH inibiu o desenvolvimento de Enterobacteriaceae.

Vinderola e Reinheimer (1999) propuseram metodologias para a enumeragao
de bactérias probiodticas (bifidobactérias e Lactobacillus acidophilus) na presenga das
bactérias do iogurte. Para a contagem de bifidobactérias utilizaram dois meios
modificados: o BL-MRS, inicialmente proposto por Lim, Huh e Baek (1995), e o meio
LP-MRS, sugerido por Lapierre, Undeland e Cox (1992), com substituicdo do agar
base por agar MRS (De Man, Rogosa and Sharp).

Rada e Petr (2002), compararam os meios MTPY (Trypticase Phytone Yeast
Mupirocin Medium) e MTPYC (Trypticase Phytone Yeast Mupirocin Medium Colistin),
por eles desenvolvidos para enumerar bifidobactérias de amostras instestinais e
fecais. Os compostos seletivos utilizados foram o antibiético mupirocina em ambos
0s meios, € no meio MTPYC ainda sao utilizados acido acético glacial e outro
antibiético, a colistina (polimixina E). Agar MTPY mostrou-se seletivo para todas as
amostras testadas, com excecdo das fezes de suinos. Agar MTPYC apresentou

100% de seletividade para bifidobactérias.

Metodologia de plagueamento seletivo para enumeracao de culturas mistas
presentes no leite fermentado foi sugerida por Tabasco et al. (2007). Os meios
utilizados foram livres de antibiéticos, sendo que a enumeragao de Bifidobacterium

lactis foi obtida pelo meio MRS-rafinose contendo 0,05% de cloreto de litio.

Outros meios seletivos e nao seletivos foram descritos para a enumeracéao de

bifidobactérias, como os mostrados na Tabela 3.



25

Tabela 3 Meios usados para o isolamento e a enumeracao de bifidobactérias

Meio de Cultura

Base da Seletividade

Usos

Referéncia

AL Agar

AMC Agar

BBM Agar
BiBI Agar
BS Agar
CB Agar

GL Agar
LCL Agar
MPN Agar

MRS-LP Agar

RCM
(modificado)
RCM + corante

Rogosa

Rogosa
Modificado

Rogosa-N
TCPY Agar

TCPY Agar
Modificado

TCPY Agar
Modificado

TOS Agar

TOS Agar
Modificado

TPYd Agar

Lactose, acetilglicosamina

Acido nalidixico, polimixina B,
sulfato de kanamicina, acido
iodoacético, TTC, cloreto de

litio, propionato

Acido nalidixico, rifampicina,

rafinose

Anilina azul, sangue

Cloreto de litio, neomicina,

paromomicina, propionato
Azul da China

Galactose, cloreto de litio
Lactose, infusdo de figado
Lactose, acido nalidixico

Propionato, cloreto de litio
pH baixo

Azul de metileno
pH baixo

Neomicina, propionato
paromomicina, cloreto de
litio

pH baixo, acido nalidixico
Suco de tomate

Suco de tomate , azida

Suco de tomate, acido
sorbico
TOS

TOS, acido nalidixico,
neomicina, paromomicina

Dicloxacilina

Fezes

B. longum

Fezes

fezes, produtos
farmacéuticos

Fezes

Fezes

produtos lacteos
fezes

fezes

produtos lacteos
produtos lacteos

produtos lacteos

produtos lacteos,
fezes

produtos lacteos

fezes
fezes

fezes
fezes
fezes, produtos

lacteos

produtos lacteos

produtos lacteos

Yazawa, Nakajima
e Tamura (1984)

Arroyo, Cotton e
Martin (1995)

Cole e Fuller (1989)
Rasic (1990)
Rasic (1990)

Mevissen-Verhage
et al. (1987)

Iwana et al. (1993)
Rasic (1990)

Tanaka e Mutai
(1980)

Gomes et al. (1995)
Rasic (1990)

Rasic (1990)
Rasic (1990)

Rasic (1990)

Rasic (1990)
Rasic (1990)
Rasic (1990)

Rasic (1990)

Sonoike, Mada e
Mutai (1986)

Wijsman,
Hereijgers e De
Groote (1989)
Sozzi et al. (1990)
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Continuagao da Tabela 3

TTC Agar TTC contaminacgéao fecal Gyllenberg e
Niemela (1957)
VF Agar Cloreto de litio, propionato, produtos lacteos Calicchia et al.
Modificado neomicina, lauril sulfato de (1993)
sédio
YN-6 Lactose, acido nalixico, Fezes, esgotos Resnick e Levin
neomicina, verde de (1981)
bromocresol

Fonte: modificado de Hartemink et al. (1996)

2.2.1.2 Técnicas Moleculares

Os primeiros métodos de identificacdo molecular desenvolvidos foram
hibridizacdo DNA-DNA, analise da sequéncia de 16S rDNA, hibridizacdo com sonda
especifica e RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Baseados na
composi¢ao em acidos nucléicos, normalmente sdo usados em associagao com a

identificagdo microbiolégica convencional (WARD; ROY, 2005).

A hibridizacdo DNA-DNA utiliza membranas filtrantes para a fixagao do DNA e
radioisotopos para a detecgcao (CROCIANI et al., 1996), ou microplacas e fotobiotina
(SATOKARI et al., 2001; YAESHIMA et al., 1996) para verificar a homologia entre as
cepas isoladas e a cepa padréo. Se a porcentagem de homologia for maior que 70%
entre as isoladas e a padréao, e o critério fenotipico corresponder ao resultado, estas
cepas podem ser agrupadas na mesma espécie (HERREMAN; ASSELIN; NOVEL,
1994, citados por WARD; ROY, 2005). B. longum e B. infantis apresentam
similaridade préoxima a 70% (HERREMAN; ASSELIN; NOVEL, 1994, citados por
WARD; ROY, 2005) e em B. animalis e B. lactis € maior que 80% (MATSUKI;
WATANABE; TANAKA, 2003).

Para a hibridizagdo com uma sonda especifica, o acido nucléico é fixado em
um suporte sdlido, nitrocelulose ou membrana de nylon, por dot blot ou hibridizagao
da colénia (ITO; OHNO; TANAKA, 1992; KAUFMANN et. al.,1997). A sonda pode
ser um simples oligonucleotideo ou fragmento de DNA clonado e caracterizado,

marcado com biotina ou digoxigenina para produzir uma reagao colorimétrica
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(KAUFMANN et al.,1997) ou radiomarcado (ITO; OHNO; TANAKA, 1992). Com as
sondas radiomarcadas a quantidade de hibridos formados é determinada por

autoradiografia.

O gene 16S rRNA é considerado universalmente como presente em todas as
bactérias e mostra um alto grau de preservacdo da sequéncia. A verificacdo da
homologia por este gene demonstra alguns resultados interessantes para analises
filogenéticas do género Bifidobacterium (FROTHINGHAM; DUNCAN; WILSON,
1993, citados por WARD; RQOY, 2005). As similaridades sao muito altas em algumas
espécies, como B. catenulatum e B. pseudocatenulatum (similaridade de 99,5%), B.
longum e B. infantis (similaridade 99,1%), B. lactis e B. animalis (similaridade de
99%) (MEILE et al., 1997; MIYAKE et al., 1998). Recentemente, a unificagdo de B.
infantis, B. longum e B. suis dividiu-as em trés biotipos e a separagéo de B. lactis de
B. animalis em niveis de subespécies foram propostas (VENTURA; ZINK, 2002;
MASCO et al., 2004, citados por WARD; RQOY, 2005; SAKATA et al., 2002, citados
por WARD; ROY, 2005).

Fluorescence in-situ hybridization (FISH) utilizando uma lamina de
microscopio também ¢é usada para detectar e determinar a populacdo de
Bifidobacterium spp. em diferentes amostras (LANGENDIJK et al., 1995). Algumas
sondas género especificas e espécie-especificas para B. adolescentis, B.
pseudocatenulatum, B. bifidum, B. breve, B. animalis e B. longum foram propostas
(CHARTERIS et al., 1997; ITO; OHNO; TANAKA, 1992; YAMAMOTO; MOROTOMI;
TANAKA, 1992).

Ribotyping ou Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) utilizada na
identificacdo de polimorfismos que determinam a alteragdo do padrao de clivagem
obtido a partir de uma determinada regido do DNA, onde a sonda € a propria regiao
potencialmente polimérfica, contendo 16S ou 23S ou ambos 16S e 23S DNA
complementar. Antes da hibridizagdo o DNA é digerido com BamHI, EcoRV, Pvull ou
Narl (MANGIN et al., 1994) e transferido em uma membrana por Southern blot. Este

método possibilitou a diferenciagdo entre as espécies de B. adolescentis, B.
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animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis e B. longum (McCARTNEY; TANNOCK,
1995).

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) é frequentemente usada para
caracterizar bactérias probioticas. Com esta técnica, o genoma inteiro extraido de
um cultivo bacteriano é usado para gerar o perfil de DNA apdés a amplificacdo da
PCR com iniciadores ao acaso (VINCENT et al.,, 1998). Estes iniciadores sao
frequentemente dez nucleotideos e somente um é usado em cada reacdo. Os
diferentes tamanhos dos amplicons foram visualizados em luz UV apés eletroforese
em gel de agarose corada com brometo de etidio. Os perfis da RAPD podem ser
combinados e analisados com software apropriado. Vincent et al. (1998) usaram
grupos de iniciadores OPA-02, OPA-18, OPL-07, OPL-16 E OPM-05 em diferentes
grupos de B. breve, B. adolescentis, B. bifidum e B. animalis. Cepas de B. infantis
foram agrupadas em um subgrupo de B. longum. Os resultados similares foram
obtidos por Sakata et al. (2002) citado por Ward e Roy (2005), com B. infantis, B.
longum e B. suis. A comparacgéao de perfis da RAPD podem também ser usadas para
recuperar uma cepa especifica em amostras diferentes. As variacbes entre as
espécies e as cepas podem ser identificadas com o numero e o tamanho dos
fragmentos de DNA. As vezes a reprodutibilidade desta técnica é baixa e s&o
necessarias a utilizacdo de condi¢cdes de controle e manuseio meticulosos (WARD;
ROY, 2005).

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) € baseada no fenbmeno
descontinuo de dissociagao, possibilitando a resolugcdo de fragmentos do DNA com
a substituicdo de um unico nucleotideo. As principais dificuldades com a DGGE sao
para escolher o tempo de corrida adequado e as condi¢gdes do gel para realizar uma
otima separagao. A amplificagdo PCR das regides V2-V3 do 16S rDNA ou fragmento
de DNA transaldolase seguido por DGGE permitiu a separagao de B. animalis, B.
lactis, B. bifidum, B. infantis, B. longum, B. adolescentis, B. pseudocatenulatum e B.
breve (FASOLI et al.,, 2003; REQUENA et al., 2002). Este método € popular na

avaliacdo da composicdo bacteriana em amostras fecais (ROY; SIROIS, 2000;
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SATOKARI et al., 2001) e pode ser um método interessante e rapido para a triagem

das bifidobactérias componentes de produtos probidticos (FASOLI et al., 2003).

Boa reprodutibilidade e eficiente diferenciacdo entre as cepas de
Bifidobacterium ¢é observada no método de eletroforese Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE). Comparada a outras técnicas moleculares, a PFGE requer
mais tempo e a extracdo do DNA genémico em agarose. Esta extragdo permite ter o
DNA intacto antes da digestdo. Poucas enzimas de restricdo podem ser
selecionadas para obter um perfil de DNA contendo de 10 a 20 fragmentos.
Mudangas periddicas na orientagdo do campo elétrico durante migragdo de 18h a
24h permite a separagao de grandes fragmentos de DNA. Xbal, Spel, Dral e Asel
sdo quatro enzimas que geram padrdes seletivos para as cepas de Bifidobacterium
(BOURGET; SIMONET; DECARIS, 1993; O’RIORDAN; FITZGERALD, 1997;
PRASAD et al.,, 1998; ROY; WARD; CHAMPAGNE, 1996). Perfis PFGE foram
obtidos com algumas cepas comerciais (ROY; WARD; CHAMPAGNE, 1996) e cepas
padrées de B. animalis, B, infantis, B. longum, B. bifidum, B. adolescentis, B.
angulatum, B. cateculatum, B. pseudocatenulatum, B. lactis e B. breve (BOURGET;
SIMONET; DECARIS, 1993; O’'RIORDAN; FITZGERALD, 1997; PRASAD et al.,
1998; ROY; WARD; CHAMPAGNE, 1996). Estes perfis sdo geralmente diferentes
entre as diversas cepas. Contudo, B. animalis ATCC 25527 e ATCC 27674
apresentam o mesmo molde apds a digestdo com Xbal e Spel (ROY; WARD;
CHAMPAGNE, 1996), e da mesma forma as cepas de B. animalis ATCC 27536 e B.
lactis DSM 10140. A maioria das cepas de Bifidobacterium isoladas de preparagdes
comerciais européias nado puderam ser distintas de B. animalis ATCC 27536,
previamente isolado de fezes de galinha (ROY; WARD; CHAMPAGNE, 1996). PFGE
pode também ser usada para estimar o tamanho do genoma. Algumas grandes
variagbes foram observadas em tamanhos de genomas de algumas cepas
pertencentes a mesma espécie. Por exemplo, com B. bifidum o tamanho estimado
apos a digestdo com Xbal foram entre 1,6 e 2,2 Mb (ROY; WARD; CHAMPAGNE,
1996). O tamanho estimado do genoma de Bifidobacterium ficou entre 1.1 e 2.2 Mb
(BOURGET; SIMONET; DECARIS, 1993; O'RIORDAN; FITZGERALD, 1997; ROY;
WARD; CHAMPAGNE, 1996).
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A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma técnica de operagao rapida,
exata, sensivel e facil. Permite a amplificagéo in vitro de segmentos de DNA, usando
dois iniciadores (primers) que hibridizam com as fitas opostas, em regiées que
flanqueiam o segmento a ser amplificado. A especificidade desta técnica esta
diretamente associada com a selegdo dos iniciadores e a temperatura de
anelamento deles. A amplificacdo de DNA de bifidobactérias pode ser feita
diretamente de uma colénia ou uma amostra fecal, sem necessidade de cultivo
prévio (KULLEN et al., 1997; MULLIE et al., 2003). Uma vantagem desta técnica na
deteccao de Bifidobacterium é que nao requer condicbes anaerdbicas, como o
método de cultivo classico (MATSUKI; WATANABE; TANAKA, 2003). Alguns pares
de inciadores baseados em 16S rDNA foram selecionados para a detecgdo do
género Bifidobacterium e para as principais espécies humanas (B. bifidum, B. breve,
B. infantis, B. longum, B. adolescentis, B. angulatum, grupo B. catenulatum, B.
dentium e B. gallicum) (MATSUKI et al., 1998; MATSUKI et al, 1999; ROY; WARD;
CHAMPAGNE, 1996; SILVI et al., 2003; WANG; CAO; CERNIGLIA, 1996) e cepas
usadas em produtos comerciais (B. lactis e B. animalis) (PRASAD et al., 1998;
VENTURA; RENIERO; ZINK, 2001). Kok et al (1996), visando detectar cepas de
bifidobactérias e identifica-las, desenvolveram trés tipos de iniciadores, sendo eles
iniciadores gerais Bif16S3, Bif16S4 e Bif23S1; iniciadores especificos para género
Bifidobacterium Bif 164 e Bif 662 e iniciadores especificos para as cepas LW420A,
LW420C e LW420D. Brigidi et al (2003), utilizaram a técnica da PCR para identificar
e enumerar cepas de Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium infantis Y1 e
Bifidobacterium breve Y8 em amostras fecais apds a administracdo de uma
preparagao farmacéutica (VSL-3) ou iogurte, sendo que a amplificagdo do DNA foi

obtida por meio de iniciadores especificos para cepas, InfY-BV.L/R e BreY-BV.L/R.

Multiplex PCR é similar a PCR convencional. Muitos pares de iniciadores sao
usados na mesma reagcdo e a0 mesmo tempo, para a detecgdo de muitos géneros
bacterianos ou de diferentes espécies. Outras vantagens desta técnica sdo a
reducado do numero de reagdes da PCR e a redugao do tempo gasto. Neste método
algumas recomendacdes sao importantes: 1) a temperatura do anelamento dos

inciadores deve ser a mesma para todos os pares; 2) os inciadores usados nao
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podem gerar nenhuma reagado cruzada; 3) tamanhos diferentes dos produtos da
PCR sao necessarios para possibilitar a distincdo entre as diferentes espécies ou
bactérias e 4) esta técnica precisa de uma grande quantidade de Taq polimerase
(MATSUKI; WATANABE; TANAKA, 2003). Diferentes PCR multiplex tém sido
designados para detecgao simultanea de: 1) B. bifidum, B. breve, B. infantis, B.
longum e B. adolescentis (DONG; CHENG; JIAN, 2000); 2) B. bifidum. B. breve e B.
infantis; 3) B. angulatum, B. cateculatum, B. pseudocatenulatum, B. dentium e B.

longum e 4) B. adolescentis, B. scardovii e B. gallicum (MULLIE et al., 2003).

Sequéncias de genes especificos podem ser usadas para identificacdo e
caracterizagcdo de Bifidobacterium. Alguns genes diferentes de 16S rRNA sé&o
usados para a diferenciagéo de bifidobactérias. Estes genes sédo: gene da L-lactato
desidrogenase (/dh), gene recA, gene da proteina de choque térmico 60 (HSPG0),
gene da piruvato quinase (PK) (KULLEN; BRADY; O’SULLIVAN, 1997; ROY;
SIROIS, 2000; VAUGIEN; PREVOTS; ROQUES, 2002). Antes do sequenciamento,
uma parte do gene é selecionada e amplificada por PCR. O produto da PCR é
sequenciado, analisado e comparado com as outras sequéncias. Com uma pequena
regiao dos genes recA (231 pb) e Idh (312 pb) é possivel distinguir entre as
principais espécies de origem humana B. bifidum, B. infantis, B. longum, B.
adolescentis, B. breve e B. animalis (KULLEN, BRADY e O’'SULLIVAN, 1997; ROY;
SIROIS, 2000). Também, a analise da regidao do gene Idh mostrou que a seqiéncia
de nucleotideos de B. lactis DSM 10140 e B. animalis ATCC 27536 foram idénticas,
porém diferentes entre B. lactis DSM 10140 e B. animalis ATCC 25527 (ROY;
SIROIS, 2000). O gene parcial da piruvato quinase (300 pb) possibilitou diferenciar
B. infantis e B. longum e também B. animalis de B. lactis (VAUGIEN; PREVOTS;
ROQUES, 2002). Finalmente, andlises de seqléncias parciais do gene hsp60 (538
pb) é muito efetiva para diferenciacdo entre todas as espécies humanas de
Bifidobacterium. A similaridade é de 93% entre B. catenulatum e B.
pseudocatenulatum, 98% entre B. longum, B. infantis e B. suis e 98% entre B.
animalis e B. lactis (JIAN; ZHU; DONG, 2001). O gene hsp60 é uma poderosa
ferramenta para estudo filogenético de espécies de Bifidobacterium, melhor que o
gene 16S rRNA (WARD; ROY, 2005).
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PCR em tempo real para o gene da transaldolase foi usado para detectar e
enumerar bifidobactérias em amostras fecais (ROY; SIROIS, 2000). A comparagéo
de contagens de bifidobactérias obtidas por cultivo e a PCR em tempo real mostrou
uma boa correlagdo (MATSUKI; WATANABE; TANAKA, 2003; REQUENA et al.,
2002). Esta técnica pode ser usada para detectar diferentes espécies de
Bifidobacterium com algumas sondas baseadas no gene hsp60 e pode também ser
usada em PCR multiplex para a detecgao de algumas espécies de Bifidobacterium

presentes simultaneamente no mesmo produto.

Uma PCR competitiva foi desenvolvida para estimar a quantidade de
bifidobactérias em amostras fecais humanas usando dois primers género-
especificos, Bif164f e Bif662r. A PCR-TTGE realizada com os mesmos primers
também permitiu descrever as espécies de bifidobactérias presentes nas amostras
fecais. A PCRc permitiu uma rapida, altamente especifica e reprodutivel
quantificacdo do género Bifidobacterium. A TTGE permitiu a identificacdo de B.
longum em dez das onze amostras analisadas e B. adolescentis e B. bifidum em
cinco dessas onze amostras. Assim, PCRc e PCR-TTGE podem ser associadas
para melhor caracterizar bifidobactéria em amostras fecais humanas (MANGIN et al.,
2006).

Tabasco et al. (2007) adotaram meios seletivos sem a adigdo de antibiéticos
para isolar as bactérias de uma cultura mista presente em leite fermentado, formada
por Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
acidophilus, L. paracasei subsp. paracasei e Bifidobacterium lactis. As cepas foram
identificadas pelas analises de PCR espécie-especifica e DGGE, sendo

demonstrado que nao ha necessidade de isolamento prévio para a sua identificagao.

Youn, Seo e Ji (2008) avaliaram 37 (trinta e sete) primers de PCR
previamente relatados para amplificar as regides 16S DNAr, 23S DNAr ou
sequéncias de DNA repetitiva de varias espécies de Bifidobacterium e verificaram
que somente 10 (dez) dos primers mostraram especificidade para identificacdo de B.
adolescentis, B. angulatum, B. pseudocatenulatum, B. breve, B. bifidum, B. longum,

B. longum biovar infantis e B. dentium.
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A técnica ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) baseia-se
na selecdo das enzimas de restrigcdo, visando uma clara distingdo entre o padréo e a
maior quantidade de espécies. Andlises e comparacbes de mais de um perfil de
restricdo podem ser necessarios para a diferenciagdo de espécies muito proximas.
Um primeiro estudo por Roy e Sirois (2000) demonstrou diferengas entre B. animalis,
B. longum, B. infantis, B. breve, B. bifidum e B. adolescentis apds uma amplificagéo
da regido de 914 pb do gene 16S rRNA e restricdo com BamHI, Sau3A1 e Taql. O
padrao de restricido de cepas de B. lactis foi idéntico as cepas de B. animalis. B.
longum apresentou-se muito proximo a B. infantis, mas a diferenca entre estas
espécies foi obtida com a enzima de restricdo Sau3A1. Alguns resultados similares
foram obtidos por Ventura, Reniero e Zink (2001) apds a restricdo do gene 16S
rRNA com BamHI| e Sau3Al. Contudo, esta equipe demonstrou a possibilidade de
diferenciar também B. catenulatum e B. pseudocatenulatum com estes padroes.
Ventura et al. (2001), em outro trabalho utilizando ARDRA (duas endonucleases de
restricdo: Sau3Al e BamHI) demonstraram a detecgdo espécie-especifica de B.
adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. coryneforme, B.
cunivuli, B. dentium, B. infantis, B. lactis, B. longum, B. suis, B. magnum, B.
pseudolongum, B. pseudocatenulatum e B. pullorum presentes em diferentes meios
micro-ecolégicos. Outro estudo por Venema e Maathuis (2003) mostrou a
comparagao entre todas as espécies de Bifidobacterium encontradas no trato
digestivo humano, incluindo B. lactis e B. animalis, sendo feita com uma combinagéao
de seis padrdes de restricdo de um fragmento do gene 16S ribossémico de 511 a
525 pb com as seguintes enzimas Taql, Sau3Al, Rsal, Alul, Sau96l e Ncil. O sistema
ARDRA é uma ferramenta de identificagdo molecular boa e reprodutivel para
espécies de Bifidobacterium humanas. Com este método a diferenciagcdo entre B.
infantis e B. longum ou entre B. catenulatum e B. pseudocatenulatum é possivel
(ROY; SIROIS, 2000; VENEMA; MAATHUIS, 2003; VENTURA; RENIERO; ZINK,
2001). Enzima Ncil foi usada para fazer a distincdo entre B. animalis e B. lactis
(VENEMA; MAATHUIS, 2003). Resultados similares foram obtidos por Krizova;
Spanova; Rittich (2006).
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2.3 Probioticos

Os primeiros estudos cientificos sobre probidticos datam do comego do
século XX, como o trabalho de Metchnikoff, do Instituto Pasteur, que postulou que os
probidticos produziam efeitos benéficos no hospedeiro, porque antagonizavam

bactérias perniciosas no intestino (FULLER, 1989).

O termo “probidtico”, de origem grega, significa “para a vida”. A definigao
mais utilizada foi atribuida por Fuller (1989), sendo “suplemento alimentar
microbiano vivo, que afeta de forma benéfica seu receptor, através da melhoria do

balango microbiano intestinal”.

Os probidticos sao classificados como alimentos funcionais, e segundo a RDC
N° 02, de 07 de janeiro de 2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2002), sédo definidos como “micro-organismos vivos capazes de melhorar o

equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo”.

Nos Ultimos anos, estudos sobre probidticos se expandiram
significativamente, cada um apresentando uma variedade de beneficios. As listas de
caracteristicas funcionais e de beneficios sdo comuns a diversos probiéticos, porém
as bactérias produtoras de acido lactico sdo as mais pesquisadas, particularmente
Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus (ROLFE, 2000).

Segundo McDonough; Hitchins; Wong (1982), produtos probiéticos devem
conter cerca de 10° organismos vidveis por mililitro e deve-se ingerir 100mL/dia, no

minimo duas vezes por semana, para obter o efeito desejavel.

Entre os beneficios creditados aos produtos de laticinios probiéticos, citados
por Sgarbieri e Pacheco (1999) incluem-se: promog¢ao do crescimento, em estudos
com ratos e aves; producao de vitaminas (riboflavina, niacina, tiamina, vitamina B6,
vitamina B12, acido félico); aumento na absor¢ao de minerais; aumento da resposta

imune, pela elevagao na producao de imunoglobulina A; diminui¢gdo da populagao de
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patdgenos, através da producdo de acido acético e acido lactico e de bacteriocinas;
reducdo da intolerancia a lactose; supressdo de enzimas microbianas
potencialmente prejudiciais, associadas com o céancer de colon, em animais;
estabilizacdo da microbiota intestinal, especialmente apds severos estresses
intestinais ou uso de antibidticos; alivio da constipacdo; reducdo do colesterol

sanguineo e efeito antimutagénico .

2.3.1 Bifidobactérias Probiéticas

O género Bifidobacterium, juntamente com os Lactobacillus, destacam-se
como as principais culturas probidticas, sendo assim usadas como aditivos em
diversos produtos. Entre os beneficios a saude atribuidos as bifidobactérias citam-se
a melhoria da digestibilidade, elevagado do valor nutritivo, maior utilizagao da lactose,
acao antagbnica contra agentes patogénicos entéricos, colonizagdo do intestino,
acao anticarcinogénica, agao hipocolesterolémica, modulagéo imunitaria e inibicao
de infecgdes intestinais (VINDEROLA et al., 2000).

O aumento do valor nutritivo e terapéutico trazido pelas bifidobactérias gerou
interesse no sentido de incorporagcdo das mesmas em determinados alimentos,
sendo que os veiculos existentes integram trés grandes grupos: alimentos infantis,
leites fermentados e outros produtos lacteos e preparagdes farmacéuticas (RASIC;
KURMANN, 1983 citados por GOMES; MALCATA, 2002). Destes, o grupo que
registra maior desenvolvimento € o de laticinios, sendo os produtos mais comuns 0s
leites fermentados (MEDINA; JORDANO, 1994) e os iogurtes (RYBKA;
KAILASAPATHY, 1995, citados por VINDEROLA et al. 2000), além de sorvetes
(HELMAT; McMAHON, 1992, citados por VINDEROLA et al. 2000) e alguns tipos de
queijos (DINAKAR; MISTRY, 1994; BLANCHETTE; ROY, 1995; GOMES;
MALCATA, 1998; VINDEROLA et al., 2000).

As bifidobactérias, para uso como um agente probidtico (FULLER, 1989)
devem seguir critérios de selegcdao, como possuir boa tolerancia ao acido, aos

metabdlitos toxicos (ex. fenol) e sais biliares (para assegurar a manutengao de um
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numero elevado de células viaveis durante o armazenamento e passagem pelo trato
gastrointestinal), possuir atividade antimicrobiana e serem capazes de gerar um
produto final com sabor e textura aceitaveis e com populacdo minima de 10°
UFC/mL (RASIC; KURMANN, 1983 citados por GOMES; MALCATA, 2002).

A selecdo de cepas resistentes ao acido e aos sais biliares € importante na
avaliagcdo do potencial de bifidobactérias para utilizacdo como probidtico, uma vez
que a bactéria probidtica necessita atravessar o estdbmago antes de atingir o
intestino, seu habitat natural (TESHIMA, 2001).

2.3.1.1 Resisténcia a bile

Sintetizados no figado a partir do colesterol, os acidos biliares séo liberados
da vesicula biliar para o duodeno na sua forma conjugada (cerca de 500 a 700
mL/dia). No jejuno, a concentragdo de acidos biliares é cerca de 10 mM/L e no ileo a
concentragao diminui para cerca de 4 mM/L devido a sua absorc¢ao ativa (MARTEAU
et al., 1997). No cdlon, em particular, os acidos biliares sofrem intensa modificagao
quimica (desconjugacao, desidroxilagdo, desidrogenacdo e desglucuronizagao),
principalmente por agao de bactérias, e tanto os acidos biliares conjugados como os
desconjugados exibem atividade antibacteriana, sendo que as formas
desconjugadas sdo mais inibitérias sobre algumas espécies bacterianas (DUNNE et
al.,1999).

O estresse das bactérias na presencga dos sais biliares no trato gastroitestinal
€ mais complexo do que nas condigdes in vitro, pois a concentragdao da bile ndo é
estatica ao longo do trato gastrointestinal e o tempo de residéncia da digesta varia
em cada segmento (MARTEAU et al., 1997).

Algumas cepas de bifidobactérias possuem capacidade de desconjugar os
sais biliares, sendo que os acidos colico, taurocélico e glicocdélico possuem um efeito
inibitério de 70 a 80% sobre o crescimento de algumas cepas de bifidobactérias
(IBRAHIM; BEZKOROVAINY, 1993).
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Thorton (1996), citado por Dunne et al. (1999) avaliou a resisténcia de novos
isolados humanos de Bifidobacterium a bile bovina, suina e humana, verificando que
esses isolados sdo menos resistentes a bile bovina e suina do que a humana. Em
humanos os sais biliares se encontram em forma de micelas com fosfolipideos e
possuem menor atividade antibacteriana do que as solugcbes de sais biliares de
origem animal (MARTEAU et al., 1997).

Dados observados por pesquisadores diferem em relagcdo a resisténcia de
bactérias bifidas a bile. Enquanto resultados in vitro obtidos por Ibrahim e
Bezkorovainy (1993) demonstraram que Bifidobacterium infantis apresenta maior
resisténcia a bile do que B. breve, B. bifidum e B. longum. Clark; Martin (1994)
observaram que B. longum foi mais resistente a bile do que B. infantis, B.
adolescentis e B. bifidum. Verifica-se, portanto, que existe uma grande variagado na
resisténcia de bifidobactérias a bile, havendo a possibilidade dessa resisténcia ser

especifica para cada cepa.

2.3.1.2 Resisténcia ao suco gastrico

O estdmago humano secreta acido cloridrico para realizar a digestdo dos
alimentos, fazendo com que o pH do meio seja inferior a 3,0. Para sobreviver nas
condigdes in vivo, as cepas probidticas devem ser capazes de tolerar pH baixo,

passando intactas pela parte superior do trato gastrointestinal.

Em Teshima (2001), as culturas de Bifidobacterium isoladas apresentaram
elevada resisténcia ao suco gastrico em pH 2,0, mas considera-se que, em

determinadas condigdes, o pH gastrico pode ser menor e a resisténcia diminuida.

Porém, considerando-se que o veiculo carreador de organismos probiodticos
geralmente € o leite desnatado ou iogurte, que ajudam a aumentar o pH gastrico, a
resisténcia pode ser aumentada devido a influéncia de substancias protetoras
presentes nesses produtos (CLARK; COTTON; MARTIN, 1993).
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Utilizando um modelo dinamico de simulagdo das condicdes fisioldégicas do
trato gastrointestinal, Marteau et al. (1997) demonstraram que B. bifidum apresenta
67% de sobrevivéncia apos a passagem pelo compartimento gastrico (180 minutos).
A resisténcia dessa mesma cepa, avaliada em humanos, ndo apresentou diferenca

significativa das condigdes in vitro.

A caracteristica espécie-especifica ou cepa-especifica é evidenciada por
varios autores. Clark; Cotton; Martin (1993) demonstraram que B. infantis possui
maior resisténcia ao pH 2,0 do que B. adolescentis, B. longum e B. bifidum,
enquanto que Lankaputhra; Shah (1995) verificaram que B. longum apresentou
maior resisténcia ao suco gastrico do que B. bifidum, B. breve, B. infantis e B.

adolescentis.

Resultados obtidos por Berrada et al. (1991), com duas cepas comerciais de
Bifidobacterium demonstraram que apenas uma cepa possuia resisténcia ao pH 3,0,
mantendo niveis iniciais de 10 UFC/mL apds 90 minutos de incubacdo. Essas
cepas foram também avaliadas em humanos, verificando-se que a cepa acido

resistente sobreviveu melhor do que a nao resistente.

2.3.1.3 Perfil de hidrofobicidade

Uma caracteristica desejada para um probidtico € a capacidade de aderéncia
a mucosa intestinal, permitindo a sua permanéncia e atuagdo no ecossistema
digestivo, excluindo ou reduzindo a aderéncia de enteropatégenos (BARBOSA et al.,
2005).

A aderéncia das bactérias a mucosa intestinal, sejam patogénicas ou néao,
envolve a participacao de adesinas bacterianas, dos componentes da parede celular
e de receptores da mucosa intestinal. A interagao entre esses elementos promove a
fixagdo da bactéria a mucosa, o que impede a sua eliminacao pelo peristaltismo

intestinal e pelas correntes de fluidos que tendem a leva-las para o exterior do
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organismo. A capacidade de aderir as células derivadas da mucosa intestinal ou a
prépria mucosa, ja foi demonstrada para cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium
utilizadas como probidticas (TRABULSI; SAMPAIO, 2000).

Segundo Pelletier (1997), numerosos estudos fisico-quimicos de superficies
celulares microbianas tém demonstrado relagdes entre cargas superficiais,
hidrofobicidade e a composicao elementar da superficie celular. Ele indicou que, a
presenga de glicoproteinas na superficie celular, resulta em alta hidrofobicidade
como no caso de B. lactis Bb12, e que a baixa hidrofobicidade esta associada a
presencga de polissacarideos como no caso do B. longum Bb46. Demonstrou que a
cepa Bb12 é forte doadora e fraca receptora de elétrons e supds que esta cepa
possui maior probabilidade de adesdo ao epitélio intestinal, ja que este possui um
perfil superficial lipidico mais acentuado, sendo assim mais indicada como

probidtica, quando comparada a B. longum Bb46.

2.3.1.4 Atividade antimicrobiana

Varios mecanismos sao sugeridos para a agao inibitéria de bifidobactérias
contra patdégenos Gram negativos, incluindo o decréscimo do pH local pela produgao
de acidos organicos, a agao inibidora de moléculas ndo dissociadas dos acidos
organicos, a competicdo por nutrientes, a competicdo por sitios de adesédo, a
estimulagado da imunidade do intestino, e a produgédo de substancias antibacterianas
especificas (FULLER, 1989; DE VUYST et al.,, 2004, citados por MAKRAS; DE
VUYST, 2006).

Touré et al. (2003), verificaram a atividade antimicrobiana de seis isolados de
bifidobactérias codificados como RBL 67, RBL68, RBL69, RBL70, RBL85 e RBLS86,
mostrando serem mais ativas contra Listeria monocytogenes que as cepas usadas

como padroes.

Makras; De Vuyst (2006), analisaram cepas de bifidobactérias quanto a

producdo de substancias antimicrobianas ativas contra bactérias Gram negativas,
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como Salmonella enterica ser. typhimurium SL1344 e Escherichia coli C1845, e
constataram que houve inibicdo pela producdo de acido acético e lactico, que

provocou a diminui¢do do pH intracelular, conduzindo a morte do patégeno.

A producdo de bacteriocinas por cepas de bifidobactérias € pouco
documentada. Porém, duas bacteriocinas, bifidina e bifidocina B, produzidas por
Bifidobacterium bifidum, foram relatadas. Bifidocina B €& a unica bacteriocina
produzida por bifidobactérias que foi purificada, caracterizada e constatada como
responsavel pela inibicdo do crescimento de espécies de Listeria, Enterococcus,
Bacillus, Lactobacillus e Pediococcus (YILDIRIM; JOHNSON, 1998; YILDIRIM et al.,
1999).

2.3.2 Aspectos tecnolégicos das cepas probiodticas

A selecdo de cepas baseadas em atitudes tecnolégicas € um aspecto critico
do desenvolvimento de um alimento funcional probidtico. As bactérias probidticas
devem exibir resisténcia aos processos tecnoldgicos usados na preparagao do
veiculo (MORI et al., 1997).

As bactérias probidticas podem ser adicionadas basicamente de trés modos:
1) como componente da cultura starter, onde o micro-organismo probidtico devera
crescer nos parametros de tempo e temperatura, nas condi¢gdes de processamento e
estocagem praticadas, atingindo ou mantendo populacdes acima de 10° UFC/g,
necessarias para sua funcionalidade; 2) adicdo de cultura concentrada junto com a
cultura starter no inicio do processamento, onde n&o se espera o crescimento da
bactéria probidtica, mas que o produto seja carreador, sendo que os parametros de
processamento e manutencdo devem ser avaliados para que os numeros do micro-
organismo probiotico sejam mantidos até o momento do consumo e suficientes para
inferir a funcionalidade; 3) adicao de uma cultura concentrada apds a fermentagao e
antes do envase, onde espera-se que o produto seja carreador e que a viabilidade
dos micro-organismos probidticos nao seja comprometida durante a vida de
prateleira do produto (FERREIRA, 2003).
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Muitas bifidobactérias adicionadas aos produtos lacteos podem n&o exercer a
atividade probidtica, pois seu crescimento pode ser inibido apds exposicdo ao acido
durante ou apos a fermentagdo, ao oxigénio durante a distribuicdo e estocagem
refrigerada, e/ou ao acido estomacal humano apds ingestdo (MAUS; INGHAM,
2003).

Deste modo, o sucesso dos alimentos contendo bifidobactérias dependera da
viabilidade no produto durante toda a vida util, bem como da sua resisténcia as

condicdes do sistema gastrointestinal superior (SUN; GRIFFITHS, 2000).

Combinagdes de diferentes cepas bacterianas pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium sao utilizadas tradicionalmente em
produtos lacteos fermentados, sendo selecionadas com base em critérios médicos,
cientificos e tecnoldgicos (COLLINS; THORTON; SULLIVAN, 1998). Estas culturas
devem tolerar o processo de fabricagdo ao qual serdo submetidas e manter a
viabilidade durante a estocagem, o que dependera de fatores como pH, presenca de

aditivos e ocorréncia de inibidores microbianos (CHARTERIS et al., 1998).

Quando a adigao do probidtico ocorre apds a fermentagao, as interagbes com
os componentes alimentares podem ser minimas, pois a atividade metabdlica é
reduzida drasticamente a temperatura de refrigeracdo. Entretanto, se o tempo de
estocagem for longo, podem ocorrer pequenas interagdes mensuraveis (HELLER,
2001).

2.3.2.1 Tolerancia a acidez

Na producgao de leites fermentados, o pH final ideal € de aproximadamente
4,7. Este pH deve ser alcangcado em, no maximo, 24 h para garantir a seguranca
microbioldgica do produto durante a estocagem e para evitar que o pH decresga a
valores muito baixos durante o armazenamento. As bactérias probidticas tém baixa
capacidade de acidificagdo, sendo utilizadas em associagdo com culturas
bioajustadoras (HELLER, 2001).
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Apesar do pH n&o ser o unico fator envolvido no crescimento das bactérias
probidticas, é limitante na manufatura de produtos alimentares, tendo em vista a
dificuldade de desenvolvimento de Bifidobacterium spp. em pHs inferiores a 4,5
(SCARDOVI, 1986).

2.3.2.2 Presenga de oxigénio

Um dos aspectos tecnoldgicos a ser considerado na selegdo de probidticos é
a viabilidade dos micro-organismos durante o processamento (MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002), e entre os fatores significantes que afetam a viabilidade
das bifidobactérias esta o oxigénio. A toxicidade ao oxigénio € um problema
importante quando bifidobactérias sao cultivadas para aplicacbes industriais.
Contudo, algumas cepas sao consideradas moderadamente aerotolerantes, sendo
que elas sobrevivem na presencga de ar (DE VRIES; STOUTHAMER, 1969; MEILE et
al., 1997; BEERENS; GAVINI; NEUT, 2000; TALWALKAR et al., 2001).

Bifidobactérias sao consideradas como altamente susceptiveis ao oxigénio,
embora esta tolerancia dependa da espécie (SHIMAMURA et al., 1992). O oxigénio
pode afetar estes organismos pela sua toxicidade as células e pela produgédo de
peroxido de hidrogénio. Meile et al. (1997) demonstraram que B. animalis subsp.

lactis, isolada de leites fermentados, apresentou boa tolerancia ao oxigénio.

Beerens, Gavini e Neut (2000), verificaram o efeito da exposi¢cao ao ar de 84
cepas de bifidobactérias isoladas de alimentos. As espécies de origem animal (B.
thermophilum, B. pseudolongum subsp. pseudolongum, B. pseudolongum subsp.
globosum) mostraram-se mais resistentes ao oxigénio do que aquelas de origem
humana, porém todas as bifidobactérias examinadas foram suficientemente

aerotolerantes.

Gonzalez et al. (2004), realizaram estudo para determinar o efeito do oxigénio
no crescimento de Bifidobacterium infantis e os principais produtos formados

(lactato, acetato e formato). A inoculacdo no meio com CO,, seguida da
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incorporagao gradual de oxigénio com baixo fluxo de ar, resultou ndo somente na
aerotolerdncia da cepa, mas também em aumento da produgdo de lactato.
Sugeriram a aplicagdo das condi¢cdes de fermentacdo por eles utilizadas para a
fabricagdo de preparados probidticos a fim de neutralizar os efeitos do oxigénio na
producdo de biomassa pelo B. infantis; e que as alteracbes na concentragao dos
metabdlitos finais observadas nas fermentacdes aeradas abriram a possibilidade de

balancear as razdes acetato: lactato com propédsitos sensoriais.

2.3.2.3 Presencga de ingredientes e aditivos alimentares

Os aditivos alimentares sao indispensaveis na fabricacdo de bebidas e outros
derivados lacteos. Eles tornam-se parte do alimento, a fim de estabelecer
caracteristicas sensoriais proprias e definidas, assim como o sabor, a aparéncia, a
consisténcia e a vida util (NAKAZAWA; HOSONO, 1992; GILLILAND, 1998, citados
por VINDEROLA et al., 2002).

Vinderola et al. (2002) verificaram a influéncia de aditivos utilizados em
produtos lacteos fermentados no crescimento dos iniciadores acido-laticos e das
bactérias probidticas, constatando que adogantes, compostos aromaticos,
natamicina, agentes flavorizantes e o flavorizante corante de péssego néo
influenciaram no crescimento das cepas nas concentragdes utilizadas pela industria.
O efeito de outras substancias, especialmente agentes flavorizantes corantes, foi

dependente da espécie bacteriana.

2.3.2.3.1 Ingredientes

A industria de laticinios tem mostrado grande interesse em desenvolver novos
produtos lacteos fermentados por micro-organismos probidticos. A matéria-prima
mais utilizada era o leite de vaca, porém, cada vez mais o mercado abre-se para o
desenvolvimento de novos produtos, em particular, a base de soro de leite e extrato
hidrossoluvel de soja (TORTELLI, 2002).
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2.3.2.3.1.1 Leite de vaca

O leite é definido como a secregao de pH neutro (6,5 a 6,7), da glandula
mamaria de mamiferos. Ele é uma emulsdo de gorduras em agua, estabilizada por
uma dispersao coloidal de proteinas em uma solucdo de sais, vitaminas, peptideos,
lactose, oligossacarideos, caseinas e outras proteinas. O leite contém, também,
enzimas, anticorpos, horménios, pigmentos (carotenos, xantofilas, riboflavina),
células (epiteliais, leucdcitos, bactérias e leveduras), didéxido de carbono, oxigénio e
nitrogénio. Por isso, do ponto de vista fisico, o leite constitui um sistema complexo
(RIEL, 1991).

A gordura do leite € uma mistura de ftriglicerideos, que contém mais de 17
acidos graxos, vitaminas (A, D, E, K) associadas, fosfolipideos (cefalina e lecitina),
em combinagado com o alcool glicerol. O acido graxo mais abundante € o oleico, que
juntamente com o linoleico e acidos graxos de cadeia mais curta (butirico e caproico)
s&o responsaveis pelo ponto de fusdo relativamente baixo da gordura do leite. E um
dos componentes do leite que sofre maior variacao, pois sua concentracdo depende
de fatores como a alimentacdo, periodo de lactagao, estacdo do ano e raca do
animal. O tamanho dos glébulos pode variar de 0,1 a 14 uym (média de 2 a 5 uym)
(TRONCO, 1996). O leite de vaca contém, em média, 35 g de gordurallitro (RIEL,
1991).

As proteinas do leite sdo genericamente divididas em dois grupos: caseinas
(80%) e proteinas do soro (20%). As caseinas formam particulas coloidais (micelas),
compostas por diversas fracbes desta proteina, entre elas a, B e k-caseina,
enquanto que as proteinas do soro encontram-se dissolvidas na fase aquosa do leite
(SPREER, 1991). Na caseina, a principal forca de estabilidade é dada pelas cargas
elétricas dos seus aminoacidos formadores, mas pode ser coagulada pela agao de
acidos, coalho ou alcool. As proteinas do soro, por sua vez, permanecem em
solugdo frente a acdo de acidos ou coalho porque nestas, a principal forca
estabilizadora é a agua de hidratagdo, porém, na presenga de calor ou alcool estas

proteinas coagulam devido a acao desidratante destes agentes (TRONCO, 1996).
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O acucar do leite, a lactose, encontra-se totalmente dissolvido na sua fase
aquosa. E um dissacarideo composto por glicose e galactose. A importancia da
lactose em tecnologia € muito grande, podendo servir como substrato dos processos
fermentativos e também para desencadear certas reagdes desejaveis (ex.
escurecimento). Seu poder adogante € baixo, o que favorece a palatabilidade no
preparo de leites concentrados (TRONCO, 1996).

Os minerais representam ao redor de 0,6% a 0,8% do peso do leite. No leite
de vaca, os sais predominantes s&o o potassio (150 mg/ 100 mL), o calcio (120
mg/100 mL) e o fésforo (100 mg/100 mL) (PAGLIARINI et al., 1993). Aos minerais
podem ser atribuidas uma série de valiosas contribuicbes. O calcio € o elemento
fundamental no processo de coagulagdo. Os citratos sdo os substratos de
fermentacdo de bactérias heterofermentativas. A grande maioria responde pelo
processo de termoestabilidade do leite, enquanto que ferro e cobre sao

catalisadores de reagdes de oxidagao (TRONCO, 1996).

O leite é uma boa fonte de vitaminas, mas a quantidade das lipossoluveis (A,
D e E) depende do teor de gordura (MEDRANO; HERNANDEZ, 1994). A vitamina
com maior expressao no leite integral é o retinol ou vitamina A, cujo teor por litro
varia de 700 Ul a 1600 Ul, dependendo da estagcdao do ano e da racdo animal
(DRACZ; BRANDAO, 1994). As vitaminas podem ser alteradas ou destruidas por
diversos processos como: tratamentos térmicos inadequados, oxidagdes e agao da
luz. As vitaminas A, procarotenos, C, E e tocoferdis exercem atividade antioxidante
que protege a gordura do leite (TRONCO, 1996).

As enzimas do leite sdo substancias altamente especificas, as quais
dependem do pH e a da temperatura para desencadear sua agao. Algumas enzimas
importantes sao as lipases, peroxidases, catalases, fosfatases. De interesse
industrial estdo a fosfatase alcalina e a peroxidase, utilizadas amplamente no

controle do grau de aquecimento de leites processados (TRONCO, 1996).
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No Brasil, o leite préprio para o consumo é encontrado disponivel no
mercado, principalmente, nas formas em po6 ou liquida pasteurizada e longa vida. O
leite em pd é obtido por desidratagdo do leite de vaca integral, desnatado ou
parcialmente desnatado e apto para a alimentacdo humana mediante processos
tecnologicamente adequados (BRASIL, 1997). O leite pasteurizado é o produto
submetido ao tratamento térmico de 72°C a 75°C, durante 15 a 20 segundos,
seguindo-se de resfriamento imediato até temperatura igual ou inferior a 4°C
(BRASIL, 2002). Entende-se por leite longa vida ou UAT (ultra alta temperatura —
UHT) o leite homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma
temperatura entre 130°C e 150°C, mediante processo térmico de fluxo continuo,
imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e envasado sob
condi¢des assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL,
1996).

Ferreira (2003), ressalta que, de um modo geral, as bactérias bifidas nao
crescem muito bem no leite; produzem pouco acido, prolongando o tempo de
fermentacgdo, e para iniciar o crescimento, exigem um meio com baixo potencial de
oxi-reducao, além de fatores de crescimento. A taxa de produgao de acido é critica
para a qualidade e vida de prateleira do produto lacteo fermentado, dai a
importancia desses produtos atingirem pH 4,6 num periodo maximo de 24 horas, 0

que geralmente n&o € possivel com as culturas laticas probidticas.

2.3.2.3.1.2 Extrato ou "Leite” de Soja

A Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA/MS, a RDC N° 91, de 18 de
outubro de 2000, aprovou o Regulamento Técnico para Fixagdo de ldentidade e
Qualidade de Alimentos com Soja e define o extrato de soja como o produto obtido a
partir da emulsdo aquosa resultante da hidratacdo dos gréaos de soja,
convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico adequado,
adicionado ou nao de ingredientes opcionais permitidos, podendo ser submetido a
desidratacéao, total ou parcial (BRASIL, 2000).
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O extrato de soja tem sido usado para a producédo de produtos semelhantes
ao iogurte (BUONO et al.,, 1990; CHENG et al., 1990), porém propriedades
organolépticas deficientes foram responsaveis pela baixa aceitagdo pelo
consumidor, quando comparado aos derivados de leite de vaca. A principal objegéo
destes derivados do extrato de soja foi seu sabor/odor a “grdo”, devido a presenca
dos desagradaveis off-flavor de n-hexanal e pentanal, os quais estdo naturalmente
presentes em extrato de soja como produtos da quebra dos &acidos graxos
insaturados (MATOBA et al., 1985). Murti et al. (1993), relataram a habilidade de

Bifidobacterium spp. reduzir o off-flavor de n-hexanal.

Extrato de soja é rico em proteinas de alta qualidade, ndo contém colesterol,
nem lactose e somente pequenas quantidades de acidos graxos saturados, e pode

ser fornecido para pessoas que sao lactase-deficientes (SCALABRINI et al., 1998).

O Extrato de soja é um bom meio para o crescimento de bifidobactérias
porgue contém sacarose, rafinose e estaquiose, acucares que sao fermentados pela
maioria das cepas pertencentes a este género. A rafinose e a estaquiose séo
indigeriveis pelos mamiferos e podem causar flatuléncia em humanos
(DESJARDINS et al., 1990).

Shimakawa et al. (2003), avaliaram os efeitos probiéticos de extrato de soja
fermentado com Bifidobacterium breve. A bactéria bifida foi capaz de crescer no
extrato de soja (10° UFC/mL), sem a presenca de aditivos. Durante o
armazenamento (10°C por 20 dias) do extrato de soja fermentado ndo houve
alteracao na contagem de células viaveis, bem como foi verificado um aumento no
numero total de bifidobactérias nas fezes dos individuos que consumiram o produto
probidtico, indicando que o extrato de soja fermentado com cepa de B. breve poderia

ser um novo tipo de alimento probidtico.

As bifidobactérias parecem promissoras culturas iniciadoras para a producao

de produtos fermentados a base de extrato de soja com bom sabor e que
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contenham quantidades reduzidas de fatores antinutricionais (SCALABRINI et al.,
1998).

2.3.2.3.1.3 Soro de Queijo ou de Leite

O soro lacteo pode ser definido como a fracdo aquosa do leite que é separada
da caseina durante a produgdo de queijos, correspondendo a cerca de 90% do
volume do leite, levando consigo 50 a 55% dos sdlidos totais do mesmo (FURTADO;
LOURENCO NETO, 1994).

A composicado do soro varia com a qualidade do leite, o tipo de queijo de
origem, o tratamento térmico, o manuseio, entre outros fatores (VILELA et al., 2001).
O soro pode ser classificado em soro doce, quando é obtido a partir da acido de uma
enzima proteolitica, cujo pH aproximado € 6,4, e soro acido, quando é resultante da
coagulagao do leite por acdo de um acido e aquecimento (85°C a 90°C), com pH
aproximado de 4,5 (ORDONEZ et al., 2005).

O soro contétm a maioria dos minerais e vitaminas hidrossoluveis,
principalmente do complexo B. As proteinas presentes no soro, representadas pela
B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, soroalbumina bovina e imunoglobulina, sao
consideradas de grande importancia nutricional, devido aos tipos de aminoacidos
presentes (SINHA et al., 2007), além disso, apresentam propriedades funcionais de
grande interesse para a industria de alimentos, como a solubilidade em ampla faixa
de pH, a alta capacidade de retencdo de agua e as propriedades emulsificantes
(CHATTERTON et al., 2006). Cerca de 70% da lactose esta presente no soro, a qual
constitui fonte de energia consideravel para os micro-organismos e, portanto, é
possivel utiliza-lo como substrato de fermentagdes a fim de obter diversos produtos
de aplicacao industrial (SPREER, 1991).

A utilizagdo do soro na industria alimenticia vem sendo estudada por diversos
autores, e cada vez mais tem-se utilizado essa matéria prima na elaboragdo de

novos produtos, seja como simples substituto da agua ou como ingrediente de



49

funcionalidade reoldgica ou nutricional. Esses novos produtos passaram a fazer
parte da dieta da populacdo, incluindo os idosos e principalmente as criangas
(TEIXEIRA; FONSECA; MENEZES, 2007).

Para Pien, citado por Almeida; Bonassi; Roga (2001), bebidas lacteas a base
de soro sdo de grande valor dietético, de facil digestdo, leves e agradaveis para
serem consumidas. Para os laticinios, conversdo do soro liquido em bebidas,
fermentadas ou ndo, € uma das mais atrativas opc¢des, para a utilizagdo do soro para
consumo humano, devido a simplicidade do processo, utilizagdo de equipamentos
de beneficiamento do leite, além das excelentes propriedades funcionais das
proteinas do soro (ALMEIDA; BONASSI; ROCA, 2001).

Castro (2007) analisou o emprego de diferentes propor¢des de soro de queijo
e oligofrutose no desenvolvimento de bebida lactea funcional, desenvolvida com a
cultura mista formada por Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium Bb-12, constatando que as
variaveis proporgdes de soro e concentragao de oligofrutose, nos niveis estudados,
nao apresentaram influéncia no tempo de fermentagdo, acidez e contagem de
células viaveis probidticas sugerindo que o uso de soro liquido na produgdo de
bebidas lacteas fermentadas probidticas pode melhorar o seu aproveitamento e

consumo na nutricdo humana.

Cunha et al (2008), avaliaram a composic¢ao fisico-quimica, a contagem de
células viaveis de bactérias probidticas e a reologia de bebida lactea fermentada
elaborada com 70% de leite e 30% de soro de queijo e leite fermentado elaborado
com 100% de leite, armazenadas a 5 + 1°C. Antes e apds o periodo de fermentacéo
nao foram observadas diferengas entre a contagem de células viaveis probidticas
nas amostras 1 (leite e soro) e 2 (somente leite). A manutencdo da contagem de
células viaveis probioticas no produto fermentado nao foi influenciada pelo uso da
cultura mista adicionada (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus
acidophilus LA-5 e Bifidobacterium Bb-12), demonstrando que a incorporacdo do

soro de queijo pode gerar beneficios através da obtencao de produtos probidticos.
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2.3.2.3.1.4 Bactérias do iogurte

Entende-se por iogurte, yogur ou yoghurt o leite fermentado cuja fermentacéo
se realiza com os cultivos protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais se podem
acompanhar, de forma complementar, outras bactérias acido laticas que, por sua
atividade, contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final
(BRASIL, 2007).

A atividade proteolitica dos bacilos promove a liberagdo de pequenos
peptideos e aminoacidos, especialmente valina, que favorecem o crescimento dos
cocos. Similarmente, o desenvolvimento dos cocos estimula o crescimento dos
bacilos devido a produgdo de &cido férmico, gas carbbdnico e a redugdo da

quantidade de oxigénio disponivel no meio (SHAH, 2001).

Recentemente, os iogurtes tém sido reformulados para incluir linhagens vivas
de Lactobacillus acidophilus e espécies de Bifidobacterium, além dos organismos da
cultura tradicional de iogurte S. thermophilus e L. bulgaricus. Assim, o bioiorgurte € o
iogurte que contém micro-organismos probidticos vivos que proporcionam o aumento

dos efeitos benéficos a saude do hospedeiro (SHAH, 2001).

Diversos fatores afetam o crescimento e a viabilidade das bactérias
probidticas no produto. Entre eles, pode-se destacar o acido e peroxido de
hidrogénio produzidos pelas bactérias do iogurte, o pH, 0 aumento da acidez durante
0 armazenamento, a temperatura de armazenamento, a presenga de conservantes e
de outros micro-organismos, a concentracdo de oxigénio contida no produto e a
permeabilidade do oxigénio através da embalagem e a disponibilidade de fatores de
crescimento (DAVE; SHAH, 1998).

Do ponto de vista econbmico, ndo é viavel fermentar o leite usando apenas
micro-organismos probidticos devido ao maior tempo de fermentagao requerido para

reduzir o pH do leite para 4,6 e também ao sabor desagradavel provocado por
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algumas linhagens de bactérias probioticas. Atualmente, os micro-organismos da
cultura tradicional do iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus) sdo empregados em
combinacdo com as bactérias probidticas para reduzir o tempo de fermentacdo e

melhorar o sabor, corpo e textura do produto final (DAVE; SHAH, 1997).

2.3.2.3.2 Aditivos Alimentares

No Brasil, a legislagdo define aditivo alimentar sendo qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo
de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a
fabricagao, processamento, preparagao, tratamento, embalagem, acondicionamento,
armazenagem, transporte ou manipulagdo de um alimento. Ao agregar-se podera
resultar em que o préprio aditivo ou seus derivados se convertam em um
componente de tal alimento. Esta definicdo n&o inclui os contaminantes ou
substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter ou melhorar

suas propriedades nutricionais (BRASIL, 1997b).

A FAO/WHO define aditivo de alimento como uma substéncia n&o nutritiva
adicionada intencionalmente ao alimento, geralmente em quantidades pequenas
para melhorar a aparéncia, sabor, textura e propriedades de armazenamento (WHO,
1955).

Dois fatores geralmente sédo levados em consideragao na elaboragao de uma
lista de aditivos legalmente permitidos. O primeiro diz respeito a necessidade de sua
utilizacdo e o segundo se refere a sua inocuidade em relacdo a saude publica.
De um modo geral, os aditivos devem ser utilizados preferivelmente como um meio
suplementar nos processos industriais de alimentos e ndo com o objetivo de

substitui-los.

O uso dos aditivos deve ser limitado a alimentos especificos, em condi¢coes

especificas e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado. A lista de aditivos
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alimentares constante da legislagdo vigente esta sujeito a atualizacdo de acordo

com o avango dos conhecimentos técnicos e cientificos (BRASIL, 1997b)

Os aditivos alimentares estdo classificados de acordo com a funcdo que
possuem no alimento, seguindo a Portaria n° 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de
1997, sendo as fungdes classificadas (BRASIL, 1997b).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/MS) declara que a
legislagdo brasileira sobre aditivos alimentares € positiva e estabelece que um
aditivo somente pode ser utilizado pela industria alimenticia quando estiver
explicitamente definido em legislagao especifica, com as respectivas fungdes, limites

e categorias de alimentos permitidas (BRASIL, 2008).

De acordo com a Instrucdo Normativa (IN) MAPA N° 46, de 23/10/2007
(BRASIL, 2007), a qual adota o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Leites Fermentados, ndo se admite o uso de aditivos na elaboracdo de leites
fermentados para os quais se tenham utilizado exclusivamente ingredientes lacteos.
Excetua-se desta proibicdo a classe “desnatados”, na qual se admite o uso de
aditivos espessantes/estabilizantes. Nos leites fermentados com adicbes
(adicionados de ingredientes opcionais nao lacteos, antes, durante ou depois da
fermentagcdo, até um maximo de 30% m/m,) admite-se o uso de todos os aditivos
que se encontram na referida IN, nas concentragcbes maximas indicadas no produto
final. No caso particular do agregado de polpa de fruta ou preparado de fruta, ambos
de uso industrial, admitir-se-a, além disso, a presenga de acido sérbico e seus sais
de sddio, potassio e calcio em uma concentragdao maxima de 300mg/kg (expressos

em acido sorbico) no produto final.

Para a elaboragao de queijos poderao ser utilizados os aditivos relacionados
na Portaria MAPA N° 146, de 07/03/1996 (Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Queijos), indicando a classe do queijo para a qual ou as quais estdo
autorizadas (BRASIL, 1996). A utilizagao de outros aditivos podera estar autorizada

nos padroes individuais de certas variedades particulares de queijos.
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A Instrucdo Normativa MAPA N° 16, de 23/08/2005, a qual aprova o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas Lacteas, autoriza na
elaboracdo de bebida lactea o uso de aditivos das categorias de acidulante,
aromatizante, regulador de acidez, corante, espessante, estabilizante, emulsificante
e conservante descritos na Tabela 2 do item 5 da referida instrucdo normativa
(BRASIL, 2005).

2.4 Prebioéticos e simbioéticos

Cepas probidticas, assim como lactobacilos e bifidobactérias, para exercerem
um efeito benéfico na saude do hospedeiro, precisam ser metabolicamente ativas no

local desejado do intestino, necessitando de carboidratos como fonte de energia.

A oferta de carboidratos fermentesciveis € um fator importante e limitante do
crescimento de bactérias no cdélon, contudo, algumas conseguem transformar e
utilizar os substratos disponiveis. Os acgucares simples e dissacarideos sao
absorvidos eficientemente no intestino delgado e ndo chegam ao intestino grosso.
Porém, carboidratos mais complexos (ex. frutooligossacarideos - FOS) ndo sao
digeridos por humanos e passam através do intestino delgado, ficando disponiveis
para a microbiota colonizadora do célon (COLLINS; THORTON; SULLIVAN, 1998).

Essas substancias sdo chamadas prebidticos e sao definidas como
ingredientes alimentares nao digeriveis os quais afetam beneficamente o hospedeiro
por estimular seletivamente o crescimento e/ou a ativagdo de um ou de um numero
limitado de bactérias promotoras da saude no trato intestinal, melhorando o balango
intestinal do hospedeiro (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Para um ingrediente alimentar ser considerado prebidtico, ndo deve ser
hidrolisado nem absorvido na parte superior do trato gastrointestinal, deve promover
seletivamente o crescimento e/ou estimular a atividade metabdlica de bactérias

promotoras de saude e ndao o de outras bactérias, alterando a microbiota
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colonizadora em favor de uma composi¢cao mais saudavel (GIBSON; ROBERFROID,
1995).

A ingestdo destas substancias prebidticas com uma cepa probidtica resulta
num efeito simbidtico, os quais favorecem o aumento do crescimento das cepas no
intestino. O aspecto mais interessante dos prebidticos € que eles possibilitam o
crescimento de bifidobactérias e outras bactérias Gram positivas, mas nao sao
utilizados pela maioria das bactérias Gram negativas presentes no colon (COLLINS;
THORTON; SULLIVAN, 1998).

FOS nao podem ser usados pelas bactérias putrefativas, assim como
Clostridium  perfringens, Clostridium difficile e Escherichia coli. Criancas
amamentadas apresentam contagens mais elevadas de bifidobactérias no trato
intestinal do que em bebés alimentados com formulados devido a presenca de
frutooligossacarideos no leite humano. A incorporacéo de lactulose em niveis de 0,5-
1,0% nas féormulas alimentares estimularam bifidobactérias na mesma proporgao
observada em bebés n&do amamentados (0,5% de lactulose ndo apresenta efeito
laxativo) (NAGENDRA et al., 1995). Os produtos do metabolismo de FOS, acidos
graxos de cadeia curta, reduzem o pH intestinal, os quais exercem um papel
essencial no controle dos niveis populacionais do intestino pela supressao do
crescimento de bactérias putrefativas e patogéncias (MITSUOKA, 1984, citado por
COLLINS; THORNTON; SULLIVAN, 1998).

2.5 Beneficios dos probioéticos, prebiéticos e simbiéticos a saude

2.5.1 Aumento da biodisponibilidade de minerais

Estudos tém evidenciado a aparente influéncia da microbiota intestinal no
aumento da biodisponibilidade de minerais, principalmente calcio e magnésio.
Aumento na absor¢do do calcio no intestino grosso devido ao consumo de
frutooligossacarideos (OHTA et al., 1995; WOLF; FIRKINS; ZHANG, 1998) e inulina
(LEVRAT et al., 1994) foram demonstrados.
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Igarashi et al. (1994), citados por Teshima (2001), estudaram o efeito de
Bifidobacterium longum e lactulose na resisténcia 0ssea de ratas ovariectomizadas,
simulando um modelo de osteoporose e verificaram que além do aumento do
numero de bifidobactérias nas fezes, a resisténcia do fémur também foi aumentada,
sugerindo que a administragdo do simbidtico pode promover o aumento da absorgéo

de calcio.

2.5.2 Resisténcia aos patégenos

A microbiota intestinal contribui na protegdo do hospedeiro contra patégenos
exégenos, prevenindo o estabelecimento desses micro-organismos no trato
gastrointestinal. Este efeito é conhecido como “resisténcia a colonizacao”, “exclusao
competitiva” ou “efeito barreira” (FULLER, 1999, citado por TESHIMA, 2001).

Disturbios na microbiota normal, principalmente apdés o tratamento com
antibidticos ou radioterapia, podem deixar o hospedeiro vulneravel a colonizacao por
patégenos exdgenos, bem como ao aumento do numero desses organismos
enddgenos, pois esses tratamentos provocam a eliminagao ou diminuigdo de certos
grupos bacterianos benéficos, favorecendo a proliferagdo dos patdégenos em

potencial (MITSUOKA, 1990).

A ingestao de células viaveis de bifidobactérias e o estimulo do crescimento
de bactérias bifidas enddgenas auxiliam no restabelecimento da microbiota
intestinal, reduzindo assim a oportunidade de colonizacdo dos organismos
patogénicos, principalmente pela produgdo de acidos organicos, e consequente
diminuicdo do pH. Resultados in vivo e in vitro demonstraram o antagonismo de
bifidobactérias ao crescimento de enteropatdgenos como Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Campylobacter jejuni (GOMES; MALCATA, 1999).
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2.5.3 Redugao de compostos cancerigenos

Koo; Rao (1991) estudaram o efeito da ingestdo de bifidobactérias e FOS
sobre a formagao de tumor de cdélon induzido quimicamente em camundongos. Os
animais tratados com a dieta simbidtica apresentaram menor incidéncia de
alteragdes tumorais no intestino, maior contagem fecal de bifidobactérias e menor
pH intraluminal. Os resultados foram significativos e indicaram haver um efeito

anticarcinogénico pelas bactérias bifidas.

Numeros elevados de tumores no figado foram desenvolvidos em
camundongos associados com a presengca de Escherichia coli, Enterococcus
faecalis e Clostridium paraputrificum. Entretanto, a proliferacdo de tumores diminui
consideravelmente na presenca de Bifidobacterium longum, sendo sugerido que
bifidobactérias removem a fonte de pr6 carcinogénicos ou as bactérias putrefativas,
que possuem enzimas que participam na conversao de compostos carcinogénicos
ou pré carcinogénicos (MITSUOKA, 1990). Além disso, a diminuicdo do pH pode
reduzir a biodisponibilidade de aminas tdxicas, protegendo o célon contra
carcinogénese (GALLAHER et al., 1996).

2.5.4 Efeito hipocolesterolémico

A ingestdao de FOS e inulina demonstrou efeitos na redugéo dos niveis de
triacilglicerol sérico em ratos e humanos (CANZI et al., 1995, citados por TESHIMA,
2001; FIORDALISO et al., 1995). Um mecanismo proposto para o efeito
hipolipidémico de prebidticos esta relacionado com a produgao de propionato, que
inibe a sintese de colesterol hepatico (CHEN et al. 1984, citados por TESHIMA,
2001).

A capacidade da microbiota intestinal em desconjugar acidos biliares pode
também influenciar o nivel de colesterol. Os acidos biliares desconjugados absorvem
baixa quantidade de lipideos do trato gastrointestinal quando comparado com acidos
conjugados, aumentando a excregdo do colesterol na forma de coprostanol (KIM;

SHIN, 1998). Além disso, algumas bactérias lacticas possuem atividade de hidrolisar
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sais biliares. Os acidos biliares desconjugados sdo menos soluveis em pH mais
baixo (pH menor que 6,0) e precipitam, induzindo a uma co-precipitacdo do
colesterol, que com &cidos biliares desconjugados pode tornar os acidos biliares
indisponiveis para reabsorgédo no figado, sendo eliminado nas fezes, e desta forma,
mais colesterol é requerido para sintese de novos sais biliares no figado, diminuindo
assim o nivel de colesterol sérico (TAHRI; CROCIANI; SCHNEIDER, 1995).

Bifidobactérias sdo micro-organismos benéficos e existe um interesse na
manutengdo da predominédncia desse género na microbiota intestinal. Essas
bactérias estdo sendo amplamente utilizadas como probidticos e sao alvos para
substancias prebidticas, principalmente devido a dificuldade de alteracdo da
microbiota colbnica por meio da introdu¢do de micro-organismos exogenos
(TESHIMA, 2001).



3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Biotecnologia Alimentar
(BIOTEC), do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC, apds aprovacdo pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos (Parecer n° 209/2006).

3.1 Micro-organismos

As cepas padrbes de Bifidobacterium utilizadas como controle positivo neste
estudo foram derivadas da colecdo de culturas American Type Culture Collection
(ATCC), sendo elas: Bifidobacterium longum ATCC 15707, Bifidobacterium breve
ATCC 15700 e Bifidobacterium bifidum ATCC 29521, e foram gentilmente doadas
pelo Prof. Dr. Jacques Robert Nicoli, da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG — Brasil). As mesmas foram mantidas em Agar MRS (De Man, Rogosa and
Sharp Agar - Merck) sob refrigeracédo. Para uso, as cepas padrbes foram ativadas
em Caldo MRS (De Man, Rogosa and Sharp Broth - Merck) adicionado de 0,05% de
cloridrato de L(+)cisteina (Vetec) e incubadas em estufa bacterioldgica (DelLeo),
utilizando-se jarras de anaerobiose (Permution), com geradores de diéxido de
carbono (AnaeroGen — Oxoid) a 37°C por 24-48h.

A cepa de Lactobacillus plantarum ATCC 8014, pertencente ao laboratério de
Biotecnologia Alimentar (BIOTEC/CAL) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC - Brasil), foi utilizada como controle negativo na identificagdo do género das

bactérias isoladas e cultivada em caldo MRS, em aerobiose, a 37°C por 24-48h.

3.2 Isolamento das Bifidobactérias

Amostras de fezes de trés criangas de até 04 meses de idade, nascidas em
Florianépolis, SC, Brasil, com dieta restrita ao leite materno e sem uso de
antibiéticos, foram coletadas a partir das fraldas, utilizando a técnica de swab. As
amostras foram diluidas em &agua peptonada e plagueadas por plate. O

plaqueamento foi realizado em dois meios: Agar RB (Raffinose Bifidobacterium
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Agar), segundo Hartemink et al. (1996) (Tabela 4) e Agar LP-MRS (Lithium chloride-
sodium propionate, De Man, Rogosa and Sharp Agar), conforme Vinderola;
Reinheimer (1999) (Tabela 5). As placas foram incubadas em anaerobiose a 37°C,
por 72 horas. As colbnias selecionadas foram transferidas para caldo MRS e
cultivadas a 37°C por 24-48 horas em anaerobiose, com posterior isolamento por
esgotamento do inéculo em superficie de Agar MRS, e incubadas em anaerobiose a
37°C por 48 horas. As colbnias isoladas foram submetidas a coloracédo de Gram e

teste de catalase.

Tabela 4 Composigdo do meio de cultivo agar RB:

Componentes g/L
Agar bacteriolégico 18,0
D(+)rafinose 7,5
Caseinato de sodio 5,0
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de litio 3,0
Propionato de sodio 15,0
L-cisteina.HCI 0,5
Tioglicolato de sédio 0,5
Solugéo de purpura de bromocresol 1% 15,0
Solugao de sais* 40,0

Fonte: Hartemink et al. (1996)
*Solugao de sais (g/L): MgS0O. 0,2; CaCl, 0,2; K;HPO, 1,0; KH,PO,4 1,0; NaHCO; 10,0; NaCl 2,0
pH final ajustado para 6,7 £ 0,1 com NaOH ou HCI 4N

Tabela 5 Composigao do meio de cultivo agar LP :

Componentes % wiv
Agar MRS 100,0
Cloreto de litio 0,2
Propionato de sodio 0,3

Fonte: Vinderola; Reinheimer (1999)

3.3 Determinagao da enzima Frutose-6-fosfato-fosfocetolase (F6PPK)

Os isolados Gram-positivos e catalase negativos foram submetidos ao teste
da enzima F6PPK, utilizando-se como controle positivo Bifidobacterium longum
ATCC 15707 e como controle negativo Lactobacillus plantarum ATCC 8014, de
acordo com a metodologia modificada por Orban; Patterson (2000), visto que a

presencga dessa enzima caracteriza o género Bifidobacterium.
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Culturas em 10 mL de caldo RCM (Reinforced Clostridial Medium Broth -
Oxoid), incubadas overnight, a 37°C, foram centrifugadas a 10.000 x g, a 4°C, por 15
minutos, e posteriormente lavadas duas vezes com tampao fosfato (mistura 1:1 (v/v)
de KHyPO,4 0,05M e cisteina.HCI 500 mg/L, com pH ajustado para 6,5 com NaOH
recentemente preparado) e ressuspensas em 1,0 mL do mesmo tampao. As células
lavadas sofreram um pré-tratamento, onde ficaram incubadas em 0,4 mL de CTAB
(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide - solugdo estoque de 450 pg/mL), por 5
minutos, para rompimento da parede celular. Apds pré tratamento, foram
adicionados 0,25 mL da solugcédo contendo fluoreto de sodio (NaF, 3 mg/mL) e
iodoacetato de sédio (C2H2INaO2, 5 mg/mL) em agua, e 0,25 mL de frutose-6-fosfato
de sdodio (CsH11Na09P.2H,0, 80mg/mL em agua), misturadas e incubadas a 37°C
por 30 minutos. A seguir, foi adicionado 1,5 mL de hidroxilamina.HCI (13g/100mL),
misturada e deixada a temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionou-se 1,0 mL
de acido tricloroacético (TCA, 15%, w/v), 1,0 mL de &cido cloridrico (HCI 4N) e 1,0
mL de cloreto férrico (FeCl.6H,0, 5% w/v em HCI 0,1N), os quais foram misturados e
verificada a formagao de cor. O aparecimento de cor violeta indica a presenca de
atividade da enzima F6PPK e a manutencdo de cor amarela indica resultado

negativo.

3.4 Identificagao molecular das bifidobactérias isoladas

3.4.1 Extracao do DNA

Para a extragcdao do DNA foram retirados 1,0 mL de cada cultivo em caldo
MRS (36 horas a 37°C) das cepas isoladas, das cepas padrdes de bifidobactérias
(Bifidobacterium longum ATCC 15707, Bifidobacterium breve ATCC 15700 e
Bifidobacterium bifidum ATCC 29521 - controles positivos) e da cepa de
Lactobacillus plantarum (controle negativo) e centrifugados a 13.000 g for 2 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes com agua destilada
deionizada para remover os inibidores da PCR. O DNA foi isolado usando o kit de
purificacdo Wizard Genomic DNA (Promega) com adi¢cdo de lisozima (10mg/mL),

como recomendado para bactérias Gram positivas (DELCENSERIE et al., 2005).
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3.42 PCR (Polymerase Chain Reaction) especifica para o género

Bifidobacterium sp

As reagdes da PCR foram efetuadas com um volume final de 25 pL, contendo
2 uL de DNA, 1,5 mM de MgCly, 0,2 uM de cada primer (IDT), 200 uM de cada dNTP
e 1,25 U de Taqg DNA polymerase (Promega) em 1 x tampao PCR. Os pares de
primers utilizados nas amplificagdes para identificacdo do género Bifidobacterium
foram Bif164/Bif662 (KOK et al., 1996) and PbiR2/PbiF1 (ROY; SIROIS, 2000),
sendo que para a identificacdo do Lactobacillus plantarum, utilizado como controle
negativo, utilizou-se o par de primer Lpl/16F (BERTHIER; EHRLICH, 1998). As
amplificagdes foram realizadas no Minicycler™ (MJ Research, Ind. Watertown, MA)
ou um Mastercycler® gradient 5331 (Eppendorf AG, Hamburg). As condi¢gdes da

PCR estao listadas na Tabela 6.

Tabela 6 Condigdes da PCR

Pares Desnaturacao Numero Desnaturagdo Anelamento Extensdo Extensao

de Inicial de Final
primers ciclos
Bif164 95°C 30 95°C 55°C 72°C 72°C
Bif662 5 min 1 min 1 min 2 min 5 min
PbiR2 95°C 35 95°C 50°C 72°C 72°C
PbiF1 5 min 1 min 1 min 2 min 5 min
16 96°C 40 95°C 55°C 72°C 72°C
Lpl 3 min 30 s 1 min 30 s 5 min

Fontes: Kok et al.(1996); Roy; Sirois (2000); Berthier; Ehrlich (1998)

3.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR (10 pL da reagao mais 2 uL do tampao de carga) foram
separados por eletroforese a 400 mA e 80 v por 50 min em gel de agarose 2,5%, 40
mL de tamp&o TBE 1x e corados com 2 uL de brometo de etidio. Para a visualizagao
das bandas foi utilizado um transiluminador UV e as imagens foram fotografadas

com camera digital (Canon Poweshot A70).
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3.4.4 Analise da restrigao do DNA amplificado

Os produtos da PCR (amplicons) obtidos pelo uso dos primers Bif164/Bif662
(523 pb) e PbiR2/PbiF1 (914pb) foram utilizados para andlise da restricdo com as
enzimas BamH|, Sau3Al, Taql, Sau96l e Alul (Promega), segundo Krizova; Spanova;
Rittich (2006). A reacdo de restricdo apresentou 10U de cada enzima, 2 uL do
tampéo correspondente e 10 pL do produto da PCR, com volume final de 20 uL. A
digestdo ocorreu durante 3 horas a 37°C ou 65°C, de acordo com a recomendagao
do fabricante da enzima. Os produtos da restricdo foram separados em gel de

agarose 2,5%, tampéo TBE 1x e corados com brometo de etidio.

3.5 Verificagao das caracteristicas probiéticas

3.5.1 Preparo dos In6culos

Os in6culos foram preparados seguindo a metodologia de Teshima (2001),
com algumas modificagées. As cepas identificadas como sendo pertencentes ao
género Bifidobacterium foram reativadas em 10 mL de caldo MRS. As culturas foram
centrifugadas a 2.750 x g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
descartados e os concentrados de células ressuspensos em 5,0 mL de tampao
fosfato estéril (pH 7,2) para lavagem das células. Este procedimento foi repetido
mais duas vezes, e por fim, aos concentrados acrescentou-se 10,0 mL de caldo
MRS para a padronizagao do inéculo. Foram realizadas contagens de células viaveis
visando obter um inéculo com aproximadamente 10° UFC/mL para posterior uso nos

testes de resisténcia a bile e ao suco gastrico.
3.5.2 Resisténcia a bile

A determinacao da resisténcia a bile das bifidobactérias isoladas foi realizada
em ftriplicata, seguindo a técnica descrita por Lin; Savaiano; Harlander (1991), com
alteracdes. Apods reativagao, 1,0 mL das culturas foram inoculadas em 10,0 mL caldo
MRS adicionado de 0,3% de bile (Oxgall - Difco) e incubadas por 6 horas a 37°C, em
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anaerobiose. Apos este periodo, foi determinada a contagem de células viaveis.
Paralelamente foi determinada a contagem de um cultivo controle, inoculado e

incubado sob as mesmas condi¢des, porém isento de bile.
3.5.3 Resisténcia ao suco gastrico

As culturas isoladas (1,0 mL) foram inoculadas em 10,0 mL de suco gastrico
artificial. O mesmo foi formulado segundo Newmann; Ferreira (1995), apresentando
0s seguintes componentes: 2,0 g de cloreto de sddio, 3,2 g de pepsina, 7,0 mL de
acido cloridrico concentrado e 1000 mL de agua destilada, com pH final igual a 2,0,
e esterilizado a frio em membranas Millipore de 0,45 um de didmetro. As amostras
de suco gastrico inoculadas foram mantidas a 37°C, em anaerobiose, e a contagem
de células viaveis foi realizada em agar MRS apoés passados 90 e 180 minutos de

incubacédo. A experimentacgao foi repetida trés vezes.
3.6 Perfil de fermentagao dos carboidratos

O perfil de fermentacao de agucares das cepas isoladas foi realizado em kit
APl CH 50 (BioMerieux), conforme indicagdo do fabricante. Os resultados foram
analisados de acordo com Mitsuoka; Kaneucki (1977), Scardovi (1986) e Sgorbati;
Biavati; Palenzona (1995).

3.7 Caracteristicas Tecnoldgicas das Bifidobactérias Isoladas

3.7.1 Tolerancia a acidez

De acordo com Miobeli; Gutierrez; Maddox (1998), foi preparado um meio
contendo triptona (10 g L), agua peptonada (5 g L"), extrato de levedura (5 g L™),
Tween 80 (0,5 g L™ g L"), NaCl (4,5 g L), KCI (g L™), MgCl,.6H,0 (0,15 g L™,
KH.PO, (0,4 g L"), NH4CI (1,0 g L"), L-cisteina.HCI (1,2 g L™") e glicose (50 g L™). O
pH foi ajustado com HCI ou NaOH para o valor de 4,5 (x 0,2). O meio foi distribuido
em tubos de ensaio (10 mL) e autoclavado a 121°C por 15 minutos. Apds

resfriamento, foram inoculados com 1,0 mL da cultura de cada bifidobactéria isolada
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(18, 117 e 120), com concentragdes de aproximadamente 10° UFC/mL, incubados em
anaerobiose, a 37°C, por 24 horas. As analises foram realizadas em triplicata. A

viabilidade das bifidobactérias foi verificada por contagem em agar LP-MRS.
3.7.2 Exposigao ao oxigénio

O método adotado para verificar a resisténcia das bifidobactérias isoladas ao
oxigénio foi o realizado de acordo com Beerens; Gavini; Neut (2000), com
modificagdes. Placas de Petri contendo 20 mL de Agar Columbia (Merck) foram
preparadas e inoculadas com 1,0 mL das culturas isoladas de 24 horas em caldo
MRS contendo entre 10° a 10° células/mL (em triplicata). Apds a inversao, 0,5 mL de
agua destilada estéril foi adicionada na tampa de cada placa. As placas foram
divididas em dois grupos, sendo que o primeiro foi colocado em jarra de anaerobiose
com sistema gerador de gas apropriado e incubado a 37°C por 72 horas. O segundo
grupo foi colocado na estufa sem restricbes de ar e mantido a 20°C. Apéds 4 dias, as
placas foram incubadas anaerobicamente a 37°C por 72 horas. Posteriormente,
foram realizadas contagens das colbnias obtidas de cada diluigho em ambos os
grupos. Contagens préximas entre os grupos demonstrou resisténcia a exposi¢ao ao

ar.
3.7.3 Influéncia de ingredientes e aditivos alimentares
3.7.3.1 Viabilidade de crescimento em leite

O leite desnatado e esterilizado foi adquirido no mercado local. Foram
preparados tubos de ensaio contendo 10,0 mL do leite desnatado e esterilizado,
adicionado de 1,0 mL de cada bifidobactéria isolada (16, 117 e 120 em concentragdes
com aproximadamente 10° UFC/mL). As amostras foram devidamente etiquetadas e
mantidas em estufas a 37°C, em anaerobiose, por 24 horas. As analises foram feitas
em ftriplicata e a viabilidade celular foi verificada por contagem em meio agar LP-
MRS.
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3.7.3.2 Viabilidade de crescimento em extrato de soja

A viabilidade de crescimento das bifidobactérias isoladas (16, 117 e 120) em
extrato de soja foi verificada segundo Fuchs et al. (2005), com adaptagdes. O extrato
de soja em pd, adquirido no comércio local, foi homogeneizado com agua destilada,
na concentragdo de 10% (m/v), em liquidificador, durante 5 minutos. O
homogeneizado foi distribuido em tubos de ensaio (10,0 mL) e autoclavados a
121°C por 15 minutos. Apds o resfriamento até a temperatura de 37°C, o inéculo de
10% (contendo aproximadamente 10° UFC/mL) de cada cultura das bifidobactérias
foi adicionado aos tubos de ensaio e incubados em anaerobiose a 37°C por 24
horas, em triplicata. A contagem de células viaveis das bifidobactérias foi realizada
em agar LP-MRS.

3.7.3.3 Viabilidade de crescimento em soro de queijo

3.7.3.3.1 Obtenc¢ao do soro de queijo

O leite (1000 mL) foi submetido a uma coagulagédo enzimatica pela adi¢ao do
coalho (Chr. Hansen) na proporg¢ao de 0,9 mL/L de leite e adigdo de uma solugao de
cloreto de calcio 40% (0,4 mL/L de leite), com incubagéo a 37°C durante 40 minutos.
Ap0s este periodo, foi realizada a quebra da coalhada e o dessoramento da mesma,
obtendo-se o soro de queijo (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994). O soro sofreu
pasteurizagao lenta (63°C por 30 minutos), seguida de resfriamento a 10°C, e foi

mantido sob refrigeracao (4°C).
3.7.3.3.2 Adicao das bifidobactérias ao soro

As bifidobactérias isoladas (16, 117 e 120) foram ativadas em caldo MRS
suplementado com 0,05% de cisteina.HCI. Baseando-se em Oliveira et al. (2001),
apos a ativacdo, 1,0 mL de cada cepa (concentragdo aproximada de 10° UFC/mL)

foi incorporada em tubos contendo 10,0 mL de soro de queijo. Os frascos foram
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incubados a 37°C, em anaerobiose, por 24 horas. A contagem das bifidobactérias foi

realizada em meio agar LP-MRS.
3.7.3.4 Viabilidade de crescimento junto as bactérias do iogurte

16, 117 e 120, as bifidobactérias isoladas, foram previamente ativadas em caldo
MRS suplementado com 0,05% de cisteina.HCI, a 37°C, por 24 horas, em
anaerobiose. Cultura do iogurte RICH (L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
thermophilus) foi ativada conforme indicagdo do fabricante (Christian Hansen,
Valinhos-SP). Apds a ativagdo, em tubos de ensaio contendo 10,0 mL de caldo
MRS, foram inoculadas 1,0 mL da bifidobactéria isolada mais 1,0 mL da cultura do
iogurte, nas concentracdes de aproximadamente 10° UFC/mL. Os tubos foram
incubados a 37°C, em anaerobiose, por 24 horas. O experimento foi realizado em

triplicata e a contagem das bifidobactérias foi realizada em meio agar LP-MRS.
3.7.3.5 Influéncia dos aditivos

Para verificar a influéncia dos aditivos identificados na Tabela 7 no
crescimento das cepas isoladas, foi utilizada a metodologia descrita por Vinderola et
al. (2002). Os aditivos foram recebidos por doagdo de diferentes empresas
brasileiras ou filiadas no Brasil. Foram retiradas aliquotas de 1,0 mL de uma cultura
cultivada em caldo MRS (concentragdo aproximada de 10° UFC/mL), por 24 horas, a
37°C e inoculadas em tubos contendo 10,0 mL de caldo MRS mais o aditivo. As
concentragbes dos aditivos para os testes foram determinadas dentro do permitido
pela legislacao brasileira para leites fermentados, bebidas lacteas e queijos. Para a
interpretacdo dos resultados ndo se adotou o procedimento proposto pelos autores,
visto que usaram como parametro de analise somente as absorbancias (dados que
nao foram divulgados), sem correlacionar com o crescimento microbiano em cada
meio testado. Desta forma, apds a incubacédo das amostras a 37°C, por 24 horas,
para verificar a viabilidade celular nos meios com os aditivos foram realizadas as

contagens das bifidobactérias em agar LP-MRS. Paralelamente, foram realizadas



contagens nos meios controles (sem adigdo do aditivo).

realizada em triplicata.

Tabela 7. Aditivos alimentares testados

Aditivos Concentragoes
Sal:
NaCl 1%; 2%
Acucares:
Sacarose 8%; 12%
Lactose 8%; 12%
Adocantes:

Acesulfame 0,035 g/100g
Aspartame 0,075 g/100g
Ciclamato 0,13 g/100g

Sacarina 0,03 g/100g
Corantes naturais:
Carmin 100 mg/kg
Vermelho Ponceau 50 mg/kg
Cdrcuma 80 mg/kg
Flavorizantes:
Péssego 0,5%*
Morango
Baunilha
Polpas:
Péssego 5%
Morango 5%
Espessantes/estabilizantes:
Goma xantana 5 g/kg

Goma guar 5 g/kg

Amido de milho 1%
Amido de milho modificado 1%
Conservantes:

Nisina 12,5 mg/kg
Lisozima 25 mg/L de leite

Sorbato de potassio

1000 mg/kg

*De acordo com as recomendagdes do fabricante

3.7.3.6 Analise Estatistica
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A experimentacao foi

Os dados foram avaliados através da analise de varidancia (ANOVA) para
determinar diferengas entre as médias ao nivel de significancia de 5% (p<0,05),
utilizando o programa STATISTICA Versao 6.0.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento das Bifidobactérias

De cada amostra de fezes, foram isoladas cerca de 30 (trinta) colénias de
ambos os meios agar RB (Raffinose Bifidobacterium Agar) e agar LP-MRS (Lithium

Chloride-Sodium Propionate, De Man, Rogosa and Sharp Agar).

Esses meios foram selecionados apds a realizacdo de testes com outros
meios: meio BFM (NEBRA; BLANCH, 1999), meio Beerens (BEERENS, 1990) e
meio BL-OG (LIM; HUH; BAEK, 1995), que se mostraram mais onerosos,

trabalhosos e de dificil visualizagao da coldnia.

Os meios agar RB e agar LP-MRS, segundo seus autores, foram
praticamente seletivos para o isolamento de bifidobactérias, sendo que no meio RB
ndo houve o crescimento de espécies nao bifidas (exceto uma cepa de
actinomicetos) (HARTEMINK et al., 1996), e no meio LP-MRS houve inibicado do
crescimento de lactobacilos e da maioria dos estreptococos e lactococos
(LAPIERRE; UNDELAND; COX, 1992).

Meios contendo antibidticos na composicao nido foram adotados devido ao
custo elevado e demora no preparo, assim como o meio NPNL (TERAGUCHI et al.,
citados por LAROIA; MARTIN, 1991), normalmente usado como referéncia. Além
disso, Teshima (2001) verificou que o meio NPNL permitiu o crescimento de outros
géneros bacterianos, apesar de ser considerado seletivo para o isolamento de
bifidobactérias (LAROIA.; MARTIN, 1991; HARTEMINK et al., 1996). Ainda, na
microbiota intestinal de recém nascidos existe uma grande variagao intraespecifica
da resisténcia de bifidobactérias a antibiéticos (LIM; HUH; BAEK, 1993; CHARTERIS
et al., 1998), permitindo assim somente o isolamento no meio NPNL das cepas

resistentes a esses antibioticos.

O agar RB além de propiciar o crescimento diferenciado de bifidobactérias,
restringe o crescimento de micro-organismos incapazes de fermentar rafinose. Entre

as espécies de bifidobactérias de origem humana, apenas uma cepa de
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Bifidobacterium longum nao apresentou crescimento tipico neste meio, uma vez que
a grande maioria das estirpes dessa espécie nao fermenta a rafinose (HARTEMINK
et al., 1996). Porém, no meio agar LP-MRS, adotado por Vinderola; Reinheimer
(1999), nado foi constatado em sua composigdo nenhum fator inibitério de

crescimento dessa espécie.

Do meio agar RB foram selecionadas colénias amarelas, com halo opaco de
precipitacdo e de tamanho maior que 3 mm de didmetro, de acordo com a descri¢cao
de Hartemink et al. (1996). No meio agar LP-MRS, selecionou-se colénias pequenas,
redondas e de coloragdo creme (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

As colbnias isoladas foram submetidas a coloragdo de Gram e teste da
catalase, onde 72 (setenta e duas) apresentaram-se como bacilos Gram-positivos e
catalase negativos, correspondendo as caracteristicas das bifidobactérias descritas
por Scardovi (1986).

4.2 Determinagao da presengca da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase
(F6PPK)

Os 72 bacilos Gram-positivos e catalase-negativos foram submetidos ao teste
para determinar a presencga da enzima F6PPK, visto que outros géneros, os quais
também podem ser isolados de fezes de lactentes, como Eubacterium, Lactobacillus,
Actinomyces ou Propionibacterium, podem apresentar as mesmas caracteristicas,
porém o género Bifidobacterium € o unico de origem intestinal que possui a enzima
F6PPK (MODLER; McKELLAR; YAGUCHI, 1990).

O teste nao molecular mais confiavel para identificagao de bifidobactérias é o
da atividade da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase, sendo descrito por Scardovi;
Trovatelli (1965), citados por Orban; Patterson (2000), onde o rompimento das
células é feito por sonicagao a fim de liberar os extratos celulares para o ensaio, € as
culturas sao identificadas como sendo do género Bifidobacterium pela formagcao de
cor violeta. Porém, o teste realizado foi o sugerido por Orban; Patterson (2000), onde
o sonicador foi substituido pelo composto quimico CTAB, para o rompimento da

parede celular, 0 que consumiu menor tempo de analise.
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Dos 72 bacilos analisados, apenas 30 apresentaram reagao positiva para a
presenga da enzima F6PPK, indicando que estes pertenciam ao género

Bifidobacterium.

4.3 Identificacao molecular das bifidobactérias

O DNA das 30 cepas isoladas e das cepas ATCC B. bifidum, B. breve, B.
longum e L. plantarum foi extraido em triplicata, e foram submetidas a PCR género
especifica. Trés das trinta cepas isoladas e trés cepas padrdes de Bifidobacterium
apresentaram fragmentos de 523 pb esperados com o uso do par de primers
Bif164/Bif662 e fragmentos de 914 pb esperados para o par de primers PbiF1/PbiR2,
confirmando que estas trés novas cepas isoladas (16, 117 e 120) pertenciam ao
género Bifidobacterium. Os produtos da PCR nao foram observados para a cepa de

L. plantarum ATCC 8014, usada como controle negativo (Figura 1A).

Nenhum produto da PCR foi observado pelas cepas isoladas e pelas cepas
padroes de Bifidobacterium submetidas a PCR usando o primer 16/Lpl espécie-

especifico para L. plantarum (dados n&o apresentados).

A digestdo dos produtos da PCR amplificados usando o par de primers
Bif164/Bif662 pela enzima Alul foi realizada e foi possivel observar o mesmo perfil
para todas as amostras isoladas e cepas padrdes (Figura 1C). Esta enzima néo foi
util para a diferenciacao entre espécies especificas. O amplicon da cepa padrao de
B. bifidum nao foi digerido quando a enzima BamHI foi usada para a digestdo dos
produtos da PCR obtidos com os primers Bif164/Bif662 and PbiF1/PbiR2, estando
de acordo com os resultados obtidos por Krizova; Spanova; Rittich (2006) e é util
para diferenciar B. bifidum de outras duas cepas padroes ATCC. A digestao dos dois
novos isolados 117 e 120 diferiram de B. bifidum e foram similares a B. longum e B.

breve (Figura 1C).
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523bp

Figura 1A. PCR para identificagdo do género Bifidobacterium usando primers Bif164/Bif662.
1: ladder 1Kb; 2: agua; 3: B. longum ATCC 15707; 4: isolado B1*; 5: B. bifidum ATCC
29521; 6: B. breve ATCC 15700; 7: isolado 16; 8: isolado B3*; 9: isolado B1*; 10: B. bifidum
ATCC 29521; 11: B. breve ATCC 15700; 12: B. longum ATCC15707; 13: B. bifidum ATCC
29521; 14: isolado 117, 15: L. plantarum .

*Cepas isoladas na Universidade Federal de Minas Gerais: B1= B. animalis subsp. lactis e
B3= B. adolescentis

914 bp

523 b

Figura 1B. PCR para identificacdo do género Bifidobacterium usando primers Bif164/Bif662
(2-6) e primers PbiF1/PbiR2 (8-12).1: ladder 1 Kb; 2: agua; 3: B. longum ATCC 15707; 4: B.
bifidum ATCC 29521; 5: B. breve ATCC 15700; 6: isolado 120; 7: gap; 8: ladder 1Kb; 9:
agua; 10: B. longum ATCC15707; 11: B. bifidum ATCC 29521; 12: B.breve ATCC 15700; 13:
isolado 120.
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450 bp

Figura 1C. ARDRA Alul apés amplificagdo com Bif164/Bif662 (1-5): 1: ladder 50 pb; 2: B.
longum ATCC15707; 3: B. bifidum ATCC 29521; 4: B. breve ATCC 15700; 5: isolado 120.
ARDRA Alul apo6s amplificagdo com PbiF1/PbiR2 (6-10): 6: B. longum ATCC 15707; 7: B.
bifidum ATCC 29521; 8: B. breve ATCC 15700; 9-10: isolado 120. ARDRA BamHI apés
amplificacao com Bif164/Bif662 (11-16): 11: ladder 50 pb; 12: B. longum ATCC 15707; 13: B.
bifidum ATCC 29521; 14: B. breve ATCC 15700; 15: isolado 120, 16: isolado 117; ARDRA
BamHI apés amplificagdo com PbiF1/PbiR2 (17-20): 17: B. longum ATCC 15707; 18: B.
bifidum ATCC 29521; 19: B. breve ATCC 15700; 20: isolado 120.

500 by

Figura 1D:. ARDRA BamHI apds amplificagdo com Bif164/Bif662. 1: ladder 50 pb; 2: isolado
B1*; 3: B. longum ATCC 15707; 4: isolado B3* ; 5: B. bifidum ATCC 29521; 6: B. breve

ATCC 15700; 7: isolado 16; 8: isolado 117.
*Cepas isoladas na Universidade Federal de Minas Gerais: B1= B. animalis subsp. lactis e
B3= B. adolescentis

Um método baseado na PCR foi desenvolvido por Venema; Maathuis (2003)
para a identificagdo de isolados de Bifidobacterium a nivel de espécie. Usando dois

primers especificos para Bifidobacterium direcionados para o gene 16S ribossdmico
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(Bif164 e Bif662), produto da PCR foi obtido de 12 diferentes espécies bifidas

isoladas do trato gastrointestinal humano.

Ventura et al. (2001), utilizaram a técnica do ARDRA, com duas enzimas de
restricdo (Sau3Al e BamHIl) para a identificacdo de bifidobactérias isoladas de

diferentes meios.

Krizova; Spanova; Rittich (2006), identificaram dezesseis cepas como sendo
do género Bifidobacterium por meio de PCR com dois diferentes pares de primers,
PBiF1/PbiR2 e Bif164/Bif662. Para a identificacdo das espécies usaram a técnica da
ARDRA, com seis diferentes enzimas de restricdo: BamHI, Sau3Al, Taql, Sau961,
Alul e Ncil.

4.4 Verificagao das caracteristicas probiéticas

4.4.1 Resisténcia a bile

As 30 cepas que demonstraram atividade para a enzima F6PPK foram
submetidas ao teste com Oxgall para verificar sua resisténcia a esta barreira

fisiologica, onde foi verificado que todas podiam ser consideradas resistentes.

Segundo Reis et al. (1998), na selecédo de lactobacilos resistentes a bile, é
considerada resistente uma cultura que apresenta um crescimento na presenga de

Oxgall, igual ou superior a 20% do crescimento obtido no controle.

O crescimento dos isolados, que por meio de técnicas moleculares foram
confirmados pertencerem ao género Bifidobacterium, no meio controle (MRS) e na
presenca de bile (MRS adicionado de 0,3% de Oxgall) foi verificado pela contagem

nos tempos zero e 6 horas apds incubacao (Anexo 1 - Tabela 9 e Figura 2).

Os trés isolados de bifidobactérias (16, 117 e 120) apresentaram contagem
inicial (tempo zero) de 2,1 x 102 UFC/mL, 1,9 x 108 UFC/mL e 1,7 x 108 UFC/mL e
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contagem final (apds 6 horas) de 2,7 x 10 UFC/mL, 2,2 x 108 UFC/mL e 1,9 x 108

UFC/mL, respectivamente.

Os resultados demonstraram que o crescimento das bifidobactérias isoladas
na presengca de bile foi levemente superior ao do meio controle (sem bile),
atendendo ao proposto por Reis et al. (1998) e indicando que essas bifidobactérias

atendem a este requisito para ser um micro-organismo probidtico.

Vernazza; Gibson; Rastall (2006), verificaram que B. lactis Bb12 e B. infantis
20088 cresceram em meio contendo bile como demonstrado pela alta contagem em
UFC/mL, apesar da medida de absorbancia nao ter refletido tal resultado. Isto pode
ser explicado por Zavaglia et al. (2002) que encontrou que culturas expostas a bile,

tem a membrana celular alterada, causando autoagregacéo e efeito de floculagao.

4.4.2 Resisténcia ao suco gastrico

As 30 cepas que demonstraram atividade para a enzima F6PPK também
foram submetidas ao teste de resisténcia ao suco gastrico, a fim de verificar sua
capacidade de resistir ao pH baixo do estdmago, alcangando o intestino de forma

viavel, sendo constatado que todas as cepas testadas resistiram ao pH 2,0.

As cepas isoladas 16, |17 e 120 de bifidobactérias mantiveram-se viaveis apoés
serem submetidas ao meio gastrico simulado (pH 2,0), durante 90 e 180 min,
demonstrando serem capazes de ultrapassarem mais essa barreira biolégica. As
médias das contagens em UFC/mL encontram-se no Anexo 1 - Tabela 10 e na

Figura 2.
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Bifidobacterium spp., em UFC/mL
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Presenca de bile e suco gastrico - tempo (h)

Figura 2 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, I-17 e [-20) na presenga da
bile 0,3% (6 h) e na presenga do suco gastrico simulado (1,5h e 3h).

A avaliagdo da tolerancia ao acido estomacal € um dos critérios gerais
aplicados durante a selegao de cepas potencialmente probidticas para garantir sua
viabilidade e funcionalidade (FAO/WHO, 2002, citado por SANZ, 2007).

Sistemas in vitro tém sido preferencialmente usados em um primeiro passo
para avaliagado de novas cepas probiodticas, incluindo incubag¢des controladas em
sucos gastricos reais ou simulados (pH 2,0 a 4,0; 70 a 180 minutos) (CHARTERIS et
al., 1998a).

Bifidobactérias tem mostrado ser altamente sensiveis a valores baixos de pH,
embora a tolerancia ao acido varie grandemente dependendo das espécies e das
cepas. A maioria das cepas das espécies B. bifidum, B. animalis, B. infantis, B. breve
e B. adolescentis avaliada por Charteris et al. (1998a) ndo mostraram resisténcia

especifica as condigdes do suco gastrico simulado (pH 2,0 por 90 minutos).

Takahashi et al. (2004), relataram que a tolerancia ao suco gastrico artificial &
cepa-dependente e que a maioria das cepas estudadas exibiram razdo de

sobrevivéncia menor que 1%, com excegao de uma cepa de B. longum que mostrou
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uma razao de sobrevivéncia de 25% apods incubagdo a pH 3,0 por 2 horas.
Matsumoto; Ohishi; Benno (2004) indicaram que células das cepas das espécies B.
longum, B. adolescentis e B. pseudocatenulatum decresceram apdés 1 hora de
incubacdo a pH 3,0. A unica excecao foi uma cepa de B. animalis subsp. lactis que
sobreviveu a exposicao a pH 3,0-5,0 por 3 horas; contudo, a viabilidade da cepa a

pH 2,0 comecgou a decrescer apds 1 hora.

Mainville; Arcand; Farnworth (2005), indicaram que a resisténcia ao acido das
cepas de B. animalis foi notavelmente maior do que de B. infantis e B. longum.
Segundo Matto et al. (2006), cepas de B. animalis subsp. lactis apresentaram boa
sobrevivéncia a faixa de valores de pH de 2,0-3,0, enquanto que cepas de B.

adolescentis, B. bifidum, B. breve e B. longum exibiram fraca sobrevivéncia.

A resisténcia ao acido de cepas de Bifidobacterium isoladas de fezes de
adultos e de bebés foram estudadas por Collado et al. (2006), constatando que
somente 40-50% foram intrinsicamente resistentes as condi¢des de suco gastrico
simulado e mantiveram niveis de 10° UFC/mL apds 90 minutos de incubagdo a pH
2,0.

Estudos recentes verificaram que as bifidobactérias foram mais sensiveis ao
pH 2,0 quando o meio foi acidificado exclusivamente com HCI, do que quando foi
acidificado com a combinacdo de pepsina e HCI, os quais simulam melhor a
composig¢ao do suco gastrico. Estes resultados indicam que a pepsina pode proteger
as células de bifidobactérias durante a exposi¢ao ao pH baixo por decréscimo da
hiperpolarizagdo das células, sugerindo estar associado com a atividade H*-ATPase
(MATTO et al., 2006).

As bifidobactérias isoladas de bebés parecem ser mais adaptadas as
condic¢des do trato gastrointestinal do que aquelas isoladas de adultos. B. breve e B.
adolescentis foram espécies de origem infantil e adulta, respectivamente, que
mostraram elevada habilidade para se adaptar ao pH acido (COLLADO; SANZ,
2006).
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O teste para verificar o perfil de fermentacédo de carboidratos das trés cepas

de bifidobactérias isoladas, foi realizado com intuito de verificar o comportamento

das cepas isoladas frente a possiveis carboidratos que possam estar presentes nos

meios de cultura e/ou nos alimentos. O resultado esta apresentado na Tabela 8.

As trés cepas isoladas apresentaram perfil de fermentacdo dos carboidratos

muito aproximadas, sendo que todas fermentaram ribose, galactose, glicose, frutose,

manose, manitol, sorbitol, esculina, salicina, maltose, lactose, melibiose, sacarose,

rafinose e turanose.

Tabela 8 Perfil de fermentacido de carboidratos das cepas de Bifidobacterium
isoladas ap6s 72h de incubagao, em Kit APl CHL.:

Isolados

Carboidratos

I-17

1- Glicerol

2- Eritritol

3- D-Arabinose

4- | -Arabinose

5- Ribose

+s

6- D-Xilose

7- L-Xilose

8- Adonitol

9- B-Metil-Xilosideo

10- Galactose

11- D-Glicose

12- D-Frutose

13- D-Manose

14- L-Sorbose

15- Ramnose

16- Dulcitol

17- Inositol

18- Manitol

19- Sorbitol

20- a-Metil D-Manosideo

21- a-Metil D-Glicosideo

22- N-Acetil-Glicosamina

23- Amidalina

24- Arbutina

25- Esculina

26- Salicina
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27- Celobiose

28- Maltose

29- Lactose

30- Melibiose

+ 4|+ ||+
+ 4|+ +]

31- Sacarose

32- Trealose - - -

33- Inulina - - -

34- Melezitose -

+ |1

35- D-Rafinose + +

36- Amido - -

+

37- Glicogénio - +

38- Xilitol - - -

39- B-Gentibiose - - -

40- D-Turanose + + +

41- L-Lixose - - -

42- D-Tagatose - - -

43- D-Fucose - - -

44- L-Fucose + - -

45- D-Arabitol - - -

46- L-Arabitol - - -

47- Gluconato - - -

48- 2-Ceto-Gluconato - - -

49- 5-Ceto-Gluconato - - -

+: reagao positiva; -: reacao negativa; (+): reagao fracamente positiva; +s: reagao lentamente positiva

Estudos sobre utilizagdo de carboidratos por bifidobactérias mostraram que
cepas individuais tém preferéncia por substratos especificos (DEGNAN;
MACFARLANE, 1991), onde oito diferentes espécies foram cultivadas em varias
misturas de arabinose, manose, galactose, glicose e xilose. Bifidobacterium bifidum
utilizou os carboidratos na seguinte ordem: glicose > galactose > manose, com
inibicdo da captagdo da pentose. Bifidobacterium longum utilizou glicose e xilose,
enquanto que a assimilagdo de galactose foi reprimida. Em Bifidobacterium
catenulatum, a glicose reprimiu a captagao da galactose. Glicose e galactose foram
assimiladas simultaneamente por Bifidobacterium adolescentis, com a utilizacao de
manose e arabinose sendo reprimidas. Glicose e galactose também foram os
substratos preferidos por Bifidobacterium infantis e Bifidobacterium angulatum,
considerando que a sequéncia de captagcao de agucar onde galactose > glicose >
xilose foi observada para Bifidobacterium pseudolongum. Inversamente, glicose e
arabinose foram utilizadas por Bifidobacterium breve, enquanto a captacdo de

manose foi reprimida.
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Hopkins; Cummings; Macfarlane (1998), compararam o crescimento de varias
cepas de bifidobactérias sobre uma gama de substratos oligossacarideos. Os
resultados mostraram que, como com a utilizacdo dos monossacarideos, existem
diferengas entre as espécies nas suas capacidades para utilizar essas substancias.
GOS e oligofrutose demonstraram ser melhor fonte de crescimento para a bactéria
teste, enquanto que pirodextrinas e xilo-oligossacarideos foram substratos fracos
para as cepas testadas. O crescimento demonstrou ser melhor na presenca de

oligossacarideos em comparagao com seus componentes monossacarideos.

O leite materno contém mais de 130 tipos de oligossacarideos, compostos por
cinco monossacarideos residuais (acido sialico, N-acetilglicosamina, fucose, glicose
e galactose), em cadeias de 3 a 11 unidades (KOLETZKO et al., 1998). A
capacidade de degradar estes oligossacarideos, considerados fatores bifidogénicos,

possibilita uma maior colonizagao do trato intestinal por bifidobactérias.

Experimentos realizados por Mlobeli; Gutierrez; Maddox (1998) analisaram a
fisiologia e cinética de crescimento de Bifidobacterium bifidum na presengca de
diferentes agucares (glicose, lactose, celobiose, lactulose, maltose e rafinose).
Glicose e maltose foram os acucares preferidos por B. bifidum em termos de razao
de crescimento e producdo de biomassa, enquanto que na presenca da lactose
houve menor produgcdo de biomassa, apesar da elevada razdo de crescimento
inicial. Com rafinose no meio, B. bifidum demonstrou crescimento relativamente

rapido, mas com celobiose e lactulose obteve crescimento fraco.

Martinez-Villaluenga; Gomes (2007), analisaram o comportamento das cepas
de B. lactis Bb12, B. longum Bb46, B. bifidum C-1, B. bifidum C-2, B. lactis C-3 e B.
breve C-4 tendo como fonte de carbono no meio MRS oligossacarideos da familia da
rafinose (RFOs) em diferentes concentragdes (0,1%, 0,5%, 1,0% e 2,0% p/v) e
contendo purpura de bromocresol como indicador da producdo de acido. B. lactis
Bb12 e B. longum Bb46 foram as mais ativas na presenca dos oligossacarideos,
mudando a cor do meio em concentragbes maiores ou iguais a 0,1% de RFOs apos

8 horas de incubacdo; entretanto, B. lactis C-3 requereu mais que 2,0% do
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carboidrato para produzir efeito similar. B. bifidum C-1 e B. bifidum C-2 néo

fermentaram RFOs.

Considerando ainda, que o perfil de fermentacdo de carboidratos permite a
identificacdo fenotipica das espécies bacterianas, as trés cepas isoladas poderiam
ser caracterizadas como pertencentes a espécie Bifidobacterium breve, de acordo
com Mitsuoka; Kaneuchi (1977), Scardovi (1986) e Sgorbati; Biavati; Palenzona
(1995). Iwata; Morishita (1989), analisaram a fermentagdo de cinco cepas de B.
breve, em comparacgao com B. breve ATCC 15700, destacando que diferengas de

resultados podem ser devido a diferengas na origem dos B. breve isolados.

Mitsuoka; Kaneucki (1977), verificaram que as bifidobactérias mais
predominantes na microbiota de criancas foram as espécies B. bifidum tipo b, B.
infantis subsp. infantis, B. breve subsp. breve, B. breve subsp. parvulorum e B.
longum subsp. longum tipo b. Em estudo posterior, Mitsuoka (1982) citado por
Mitsuoka (1990) confirmou a predominancia de B. breve e B. infantis na microbiota

de recém nascidos.

Em outra pesquisa, Bezirtzoglou (1997), constatou que B. bifidum foi a
espécie mais frequentemente isolada de recém nascidos alimentados

exclusivamente com leite materno.

Teshima (2001), isolou bifidobactérias de fezes de recém nascidos e
identificou-as fenotipica e genotipicamente, concluindo que os catorze isolados

pertenciam a espécie B. breve.

4.6 Caracteristicas tecnolégicas das bifidobactérias

4.6.1 Tolerancia a acidez

O experimento foi realizado em um meio formulado, nutricionalmente
complexo, visando simular as condi¢gdes encontradas nos alimentos e/ou nos

possiveis meios industriais utilizados para a produgcéo comercial de bifidobactérias.
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O pH adotado (4,5 + 0,2) para verificar a resisténcia das bifidobactérias
isoladas no meio acido foi escolhido por se tratar do pH comumente encontrado em

produtos lacteos fermentados.

As bifidobactérias isoladas do trato intestinal de bebés, 16, 117 e 120
demonstraram resisténcia ao pH 4,5. As isoladas 16 e 117 ndo apresentaram reducao
no numero de células viaveis ao final das 24 horas de incubacdo. Porém, 120
apresentou redugéo de 3,1 x 102 UFC/mL para 3,5 x 10’ UFC/mL (Anexo 1 — Tabela 11
e Figura 3).

Milobeli; Gutierrez; Maddox (1998), a fim de investigar a fisiologia e a cinética
de crescimento de Bifidobacterium bifidum, desenvolveram um meio complexo, com
variacao dos acucares utilizados como fonte de carbono e com pH controlado,
observando que n&o houve crescimento microbiano em pH 3,5, porém o crescimento

foi normal na variacdo de pH de 4,1 a 6,6.

A capacidade das cepas probidticas para sobreviverem durante a estocagem
de produtos derivados do leite foi avaliada por Takahashi et al. (2004), pela
viabilidade em leite desnatado acidificado ajustado a valores de pH tipicos de leites
fermentados (pH 3,8-4,36) e em temperaturas de refrigeracdo, sendo verificada a
sobrevivéncia das cepas das espécies de B. bifidum, B. infantis, B. breve e B.
adolescentis em leite fermentado (pH 4,6) por duas semanas. Somente uma cepa de
B. longum exibiu elevada razdo de sobrevivéncia. Tal estudo demonstrou que B.

animalis subsp. lactis possui elevada habilidade para sobreviver em leite acidificado.

Entre as bifidobactérias de origem humana, B. breve apresenta sobrevivéncia
ao pH acido ligeiramente superior as cepas das espécies B. adolescentis, B. longum
biotipo infantis e B. bifidum. A alta habilidade para sobreviver em condi¢des acidas e
de estresse oxidativo das cepas das espécies B. animalis explica seu uso

predominante em produtos probiéticos fermentados (GUEIMONDE et al., 2004).
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4.6.2 Exposicao ao oxigénio

Os trés isolados de bifidobactérias apresentaram crescimento ao serem
expostos ao oxigénio, demonstrando serem aerotolerantes. 16 e 117 apresentaram
reducao de 2,8 x 10'° UFC/mL (anaerobiose/72 horas) para 1,3 x 10° UFC/mL e 9,3 x
108 UFC/mL (aerobiose/4 dias, seguido de anaerobiose/72 horas), respectivamente,
enquanto que 120 apresentou redugdo de 9,3 x 10° UFC/mL para 4,3 x 10® UFC/mL
(Anexo 1 — Tabela 12 e Grafico 2).

Shimamura et al. (1992), mostraram que B. infantis, B. breve, B. longum e B.
adolescentis sao habeis para consumir oxigénio pela presenga nestas cepas das
enzimas NADH oxidase, NADH peroxidase e a baixa atividade de superoxidase
dismutase, as quais minimizam a toxicidade dos compostos ativados pelo oxigénio.
Esta habilidade esta ligada a um deslocamento no metabolismo dos carboidratos
destes micro-organismos em resposta ao oxigénio (CONDON, 1987, citado por
GONZALEZ et al., 2004).

Em seu estudo, Talwalkar; Kailasapathy (2003), encontraram uma mudanca
na resposta metabdlica de quatro espécies de Bifidobacterium spp. (B. infantis, B.
lactis, B. pseudolongum e B. longum.) em diferentes meios com oxigénio, assim
como a razao lactato:acetato das bactérias bifidas decresceu com o aumento da
porcentagem de oxigénio. O decréscimo na produgao de lactato ndo confere com os
resultados encontrados por Gonzélez et al. (2004), porém uma comparagao dos
dados é dificil porque tanto as cepas das bifidobactérias utilizadas nos estudos,
quanto os meios e as condigcdes de aeragao foram diferentes. Concluiram que a
aerotolerancia difere para cada cepa de bifidobactéria, sendo necessario testar a

resisténcia ao oxigénio dos micro-organismos probiodticos a serem utilizados.

Gonzalez et al. (2004) determinaram o efeito do oxigénio no crescimento de
B. infantis em fermentacdo aerada e a formacado de subprodutos como acetato,
lactato e formato. Os resultados indicaram que B. infantis € habil para crescer na
presengca de até 80% D.O. (oxigénio dissolvido relativo a saturagdo com ar),

mostrando uma alta aerotolerancia nas condigdes usadas no trabalho. A
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fermentacgéo foi iniciada sem oxigénio, que foi sendo gradualmente incorporado ao
meio, sugerindo que a célula bacteriana necessita de um periodo de adaptacédo. O
declinio da % D.O. durante a fase exponencial do crescimento confirmou a
assimilacdo de oxigénio pela bactéria. Seus resultados mostraram que
concentragbes de acetato foram ligeiramente afetadas pelo oxigénio, exceto a 0,1
vvm (volume de ar, por volume de meio liquido por minuto), deste modo, a
capacidade metabdlica de B. infantis parece ser afetada por fluxo de ar maior que
0,06 vvm. Rendimentos de lactato aumentaram significativamente, de 21,1% em
condi¢gdes sem oxigénio para 56,2% na presenga de ar. Piruvato formato liase, a
enzima envolvida na sintese de formato, foi relatada por Sawers; Bock (1988) ser
muito sensivel ao oxigénio; em acordo, somente tragcos de formato foram produzidos
na presenca de ar. Esta alteragcao nas proporcdes dos produtos finais na presenca
de oxigénio indicam uma mudanga no metabolismo dos carboidratos, e seriam
benéficas do ponto de vista tecnoldgico, onde as caracteristicas organolépticas

melhorariam com aumento da proporg¢ao de lactato e o desaparecimento do formato.

Shimamura et al. (1992), relataram a NADH oxidase como a enzima mais
envolvida no consumo de oxigénio por B. infantis, sendo que a atividade da enzima
superéxido dismutase desempenha um papel menor na redugdo de oxigénio por

este micro-organismo.
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Figura 3 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, I-17, 1-20) na presencga de
acido (24h) e em anaerobiose (72h), aerobiose (96h) e aerobiose (96h) seguida de
anaerobiose (72h).

4.6.3 Influéncia de ingredientes e aditivos alimentares

4.6.3.1 Viabilidade de crescimento em leite

As concentragdes de células das bifidobactérias isoladas (16, 117 e 120) se
mantiveram estaveis durante a exposi¢cao ao leite, ndo havendo variagao de ciclos

Log durante o periodo de incubagao (Anexo 1 — Tabela 13 e Figura 4).

Células liofilizadas de B. infantis foram reidratadas e adicionadas a um leite
comercialmente pasteurizado de baixa gordura refrigerado (2,0 x 10° UFC/mL) por
Collins; Hall (1984) para simular um produto similar ao leite acidéfilo ndo fermentado
comercialmente disponivel. Contagem de placas foram determinadas por 7 dias, e
nenhum decréscimo do numero de bifidobactérias foi detectado. Uma amostra com
leite em pd desnatado a 10% foi refrigerada por 15 semanas, e a contagem de
placas apos esse periodo constatou 50% da contagem inicial. A estabilidade de B.

infantis durante o processo de liofilizagcdo e estocagem do leite desnatado
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pasteurizado refrigerado, possivelmente € devido a baixa atividade metabdlica
destas bactérias a 20°C ou abaixo, podendo ser B. infantis um excelente candidato

para adjunto da dieta.

Desjardins; Roy; Goulet (1990), avaliaram a atividade fermentadora de oito
espécies de bifidobactérias para determinar seu uso potencial em produtos lacteos
fermentados. Leite em po6 reconstituido com 12% de sdlidos foi inoculado com as
diferentes espécies e incubado em anaerobiose a 37°C por 8 horas. Bifidobacterium
bifidum 15696 apresentou maior razao de crescimento especifico em relagdo as
demais bifidobactérias, enquanto que B. adolescentis, B. bifidum 11863 e B.
angulatum mostraram crescimento fraco. As bifidobactérias que cresceram mais
rapidamente no leite eram as originadas de criangas, enquanto que as de
crescimento lento eram de individuos adultos, sugerindo uma relagéo entre o meio e

condigdes nutricionais da origem intestinal e sua habilidade de crescimento no leite.

A adig¢ao do concentrado celular de B. longum resultou num produto com uma
concentracdo celular de 10° UFC/mL. Durante o periodo avaliado, entre 28 e 30 dias
de armazenamento, a contagem de B. longum alcangou a 10’ UFC/mL. Esta
concentragdo do micro-organismo esta dentro da faixa preconizada para o alimento
manter sua funcionalidade, pois um produto para ser usado como adjunto dietético

deve conter pelo menos 10° UFC/mL na hora do consumo (RAMOS et al., 2003) .

Cunha et al. (2008), avaliaram a composicao fisico-quimica, a contagem de
células viaveis de bactérias probidticas e as medidas reoldgicas de bebida lactea
fermentada elaborada com 70% de leite e 30% de soro de queijo (amostra 1) e leite
fermentado elaborado com 100% de leite (amostra 2), armazenadas a 5 £ 1°C e
observaram que a contagem de células viaveis probidticas ndo apresentaram

diferencas antes e apdés o periodo de fermentacdo das amostras 1 e 2.

Segundo Martin-Diana et al. (2003) é recomendado que a quantidade de
micro-organismos inoculados seja no minimo, a mesma desejada no produto final,

devido ao baixo desenvolvimento das bifidobactérias no leite.
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4.6.3.2 Viabilidade de crescimento em extrato de soja

As bifidobactérias isoladas (16, 117 e 120) apresentaram boas taxas de
crescimento no meio com extrato de soja. Partindo-se das contagens iniciais de 2,5 x
10® UFC/mL, 2,3 x 10® UFC/mL e 2,3 x 10%UFC/mL, obteve-se as seguintes
contagens finais 3,3 x 10'° UFC/mL, 2,9 x 10"°UFC/mL e 4,4 x 10°UFC/mL para 16,

117 e 120, respectivamente (Anexo 1 — Tabela 14 e Figura 4).

Shimakawa et al. (2003), adicionaram ao extrato de soja, cepa de
Bifidobacterium breve Yakult, a fim de produzir uma bebida fermentada, a qual
apresentava pH menor que 4,8 e contagem de células viaveis de 4,0 x 10° UFC/mL
até a fase estacionaria. Foi verificado que B. breve se manteve estavel durante o
periodo de estocagem (2 semanas), bem como apds sua administracdo, houve
recuperagdo nas fezes em concentragdo maior que 10° UFC/mL. A boa recuperagao
nas fezes indicou que as bactérias sobreviveram ao acido e a bile presentes no trato
gastrointestinal. Foi observado que a proteina da soja minimizou a inibicdo do
crescimento da cepa B. breve Yakult no meio contendo bile. As proteinas da soja
tem o potencial de vincular acidos biliares e agrega-los firmemente (SUGANO et al.,
1990), e podem proteger as bactérias vivas destes acidos. Para exercer o maximo
efeito probidtico das bifidobactérias, € importante que o numero de bactérias vivas
no alimento e nas fezes apds a ingestdo do mesmo seja elevado. Preenchendo
ambas as condic¢des, ha indicagdes que o extrato de soja fermentado com B. breve

Yakult pode ser um excelente veiculo para bifidobactérias viaveis.

O comportamento de Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus,
isolados ou em combinacao, foram estudados por Wang; Yu; Chou (2002), durante a
fermentacdo e estocagem do extrato de soja. Tal bebida permitiu o crescimento
simultaneo de bifidobactéria e L. acidophilus ou S. thermophilus, mas tanto B.
infantis quanto B. longum, apresentaram efeito deletério no crescimento de L.
bulgaricus. O extrato de soja fermentado apresentou decréscimo no pH de 6,13 a

4,19 e aumento da acidez de 0,09% para 0,25%, apds 48 horas de fermentagdo com
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varias combinagdes de bifidobactérias e bactérias acido laticas, bem como
decréscimo no numero de células viaveis de bifidobactérias durante estocagem a
25°C.

Wang; Yu; Chou (2002), verificaram que B. infantis e B. longum apresentaram
bom crescimento quando ambos foram inoculados simultaneamente com bactérias
acido laticas (BAL) no extrato de soja. O numero final de bifidobactérias varia com as
diferentes cepas de Bifidobacterium e bactérias acido laticas usadas como cultura
iniciadora. Contudo, B. infantis em cultura pura ndo mostrou nenhum crescimento
significativo durante as primeiras 8 horas de cultivo; quando BAL foram incluidas na
cultura starter a populagdo aumentou aproximadamente 1 log UFC mL ' durante as
primeiras 8 horas. O numero final de B. infantis na cultura mista com L. bulgaricus foi
signifcativamente maior, entretanto em cultura mista com outra BAL, os numeros
foram significativamente menores que os numeros em cultura pura apds a incubagao
a 48 horas. O crescimento de B. longum na cultura mista com BAL foi similar ao

crescimento de B. infantis.
4.6.3.3 Viabilidade de crescimento em soro de queijo

As isoladas 16, 117 e 120 mantiveram seu crescimento estavel na presenca de
soro de queijo, apresentando contagens de células viaveis apos 24 horas, para 16 de
8,9 x 10® UFC/mL, para 117 de 7,5 x 10® UFC/mL e para 120 de 6,5 x 10® UFC/mL
(Anexo 1 — Tabela 15 e Figura 4).

Madureira et al. (2006), estudaram a viabilidade das cepas probioticas
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus brevis apos a incorporagdo em um queijo processado a partir de soro
de leite. Apds a inoculagao, os queijos experimentais foram incubados a 7°C durante
28 dias. Os resultados mostraram que todas as cepas estudadas foram capazes de

manter (ou mesmo aumentar) o numero de células viaveis inicial.
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As taxas de acidificacdo de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB),
Lactobacillus acidophilus (La), Lactobacillus rhamnosus (Lr), e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (BL), em co-cultura com Streptococcus thermophilus (St.)
foram estudadas por Almeida; Tamine; Oliveira (2008) em soro de queijo (Minas
Frescal). O tempo de fermentagdo para atingir pH 4,5 foi maior quando a co-cultura
St-Lr foi utilizada, enquanto que a fermentagdo com a St-Lb teve o menor tempo
gquando comparado com as outras combinag¢des de culturas. Todos os produtos
apresentaram evolugao da acidez durante o periodo de armazenamento, onde os

valores mais baixos observados foram com o emprego da combinagao St-BL.

Almeida; Tamine; Oliveira (2009), procuraram estudar os efeitos das
diferentes combinagbes de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb),
Lactobacillus acidophilus (La), Lactobacillus rhamnosus (Lr) e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (Bl), em co-cultura com Streptococcus thermophilus (St) sobre
a taxa de desenvolvimento de &cido na mistura de soro e leite, bem como o efeito do
nivel de sodlidos totais das diferentes bases sobre o perfil de acidificagcao e potencial
de promocao da saude. Todos os produtos tiveram uma pequena producao
de acido, durante o periodo de armazenamento, e valores menores foram
observados quando a co-cultura St-Bl foi empregada. As culturas Lb, Bl e St

apresentaram maiores contagens em pH 4,5.

4.6.3.4 Viabilidade de crescimento frente as bactérias do iogurte

As bifidobactérias isoladas nao foram inibidas pela presenga das bactérias do
iogurte em caldo MRS. As amostras 16, 117 e 120 apresentaram aumento no nimero
de células viaveis apdés 24 horas de incubacdo, sendo as respectivas contagens
inicial e final, de 2,5 x 10® UFC/mL, 2,3 x 108 UFC/mL e 2,0 x 108 UFC/mL para 3,3 x
10°UFC/mL, 2,9 x 10°UFC/mL e 2,7 x 10° UFC/mL (Anexo 1 — Tabela 16 e Figura 4).

Murti et al. (1993), relataram que a presencga de bifidobactérias estimularam o
crescimento das bactérias do iogurte durante as 16 horas de fermentagcao do extrato

de soja.
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Wang; Yu; Chou (2002), em seu estudo, verificaram que o efeito do
crescimento de bifidobactérias na presenca das bactérias do iogurte foram espécie-
especificos. Uma redugéo significativa no numero de S. thermophilus ocorreu no
extrato de soja fermentado quando no tempo de fermentagdo foi extendido de 32
horas para 40 horas. Apesar das culturas puras de L. bulgaricus crescerem em
extrato de soja, nenhum L. bulgaricus foi recuperado apés 8h de fermentacdo do
leite de soja originalmente inoculado simultaneamente com ambas B. longum e B.
infantis. Bifidobactérias tem um efeito deletério em L. bulgaricus em leite de soja.
Pode-se concluir que a fermentagcdo do leite de soja com culturas mistas das

bifidobactérias testadas e L. bulgaricus nao é apropriada.

Além de competir por nutrientes com as bifidobactérias, a morte de L.
bulgaricus pode ser atribuida também a producdo de acido acético pelas
bifidobactérias (SAMONA; ROBINSON; MARAKIS, 1996).

O emprego de S. thermophilus segundo Lin et al. (2006) diminuiu o teor de

oxigénio no meio, contribuindo para a estabilidade e manuteng¢ao das bifidobactérias

Além da quantidade inoculada, a viabilidade de bactérias probidticas em
iogurtes pode também ser dependente da cultura utilizada, da interagao entre outras
especies presentes, da presenga de oxigénio dissolvido e do tipo de matéria prima
empregada (MARAGKOUDAKIS et al., 2006; SHAH, 2000).
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Figura 4 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, I-17, 1-20) na presengca de
leite (24h), extrato de soja (24h), soro de leite (24h) e bactérias do iogurte (24h).

4.6.3.5 Influéncia dos aditivos

As trés cepas isoladas de bifidobactérias (16, 117 e 120) foram analisadas
frente a presenca de sal, acucares, adocantes, corantes naturais, flavorizantes,
polpas, espessantes/estabilizantes e conservantes, observando-se se houve
crescimento normal das bifidobactérias isoladas, se a concentragdo das mesmas se

manteve estavel ou se houve inibigdo do crescimento na presenca do aditivo.
4.6.3.5.1 Sal

Na presenca de 1% e 2% de cloreto de sdédio (NaCl) as bifidobactérias
isoladas apresentaram reducdo de crescimento, sendo que 16 reduziu de 2,3 x 10™
UFC/mL (ap6s 24 horas de incubacdo em meio controle, sem NaCl) para 3,6 x 10°
UFC/mL (1% NaCl) e 0,5 x 108 UFC/mL (2% NaCl); 117 diminui de 2,4 x 10" UFC/mL
para 2,7 x 10° UFC/mL (1%) e 0,06 x 108 UFC/mL (2%) e 120 de 2,1 x 10"° UFC/mL
para 2,9 x 10° UFC/mL (1%) e 4,6 x 10" UFC/mL (2%) (Anexo 1 — Tabela 17 e Figura
5).
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NaCl € amplamente usado na industria com agente conservante, para conferir
caracteristicas sensoriais e para satisfazer as necessidades humanas diarias. Ainda,
NaCl é importante para controlar a maturagcédo de queijos (REINHEIMER et al., 1997,
citados por VINDEROLA et al., 2002). Porém, o conteudo de sal dos produtos
lacteos fermentados pode comprometer a viabilidade celular das culturas probidticas
(GOMES; TEIXEIRA; MALCATA, 1998).

Na pesquisa realizada por Vinderola et al. (2002), as bactérias acido laticas
foram mais sensiveis ao sal (NaCl), que as bactérias probidticas. Entre as
probidticas, as cepas de bifidobactérias foram mais sensiveis ao sal que as cepas de
L. acidophilus, onde B. longum A1 e A7 foram inibidas na presenga de 2% de NaCl.
Porém, NaCl ndo afetou o crescimento das demais cepas de Bifidobacterium
testadas.
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0%-0h 0%-24h 1%-0h 1%-24h  2%-Oh 2%-24h

Concentracdo de NaCl - tempo (h)

Figura 5 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, 1-17 e 1-20) na presenca de
NaCl (0, 1 e 2%), a 24 h.

4.6.3.5.2 Agucares

As bifidobactérias isoladas 16, 117 e 120 ndo apresentaram alteragdes
significativas na sua capacidade de crescimento na presencga dos agucares sacarose

e lactose (8% e 12%), conforme Tabelas 18 e 19 do Anexo 1 e Figura 6.
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Wang; You; Chou (2002), analisando bebidas fermentadas a base de extrato
de soja, verificaram poucas alteragdes nos valores de pH, com ou sem adi¢ao de
sacarose, armazenadas a 5°C. Contudo, grandes redugbes de valores de pH
ocorreram quando as bebidas foram armazenadas a 25°C, com maior redugédo nas
bebidas suplementadas com sacarose. Isto pode ser atribuido a maior atividade
metabdlica de ambos Lactobacillus acidophilus e bifidobactérias a 25°C do que a
5°C. A adicao de sacarose nas bebidas aumentou a razdo de declinio dos numeros
de ambos. As redugdes nos numeros foram maiores para bifidobactérias que para as
bactérias acido laticas. O numero de B. infantis e B. longum declinou mais
rapidamente a 25°C em bebidas suplementadas com sacarose contendo

Streptoccus thermophilus, do que nas que continham L. acidophilus.

Buttermilk probidtico com diversas opgdes de sabores e versao dietética foi
desenvolvido por Antunes et al. (2007), onde foram utilizadas as culturas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis e uma mistura de linhagens composta por
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris. Constataram que o tipo de agente adogante (sacarose ou sucralose) nao
interferiu na viabilidade da B. animalis, sendo que as médias das contagens de
bifidobactérias para ambos agentes foram muito semelhantes (8,04 e 8,09 log1o

UFC.mL™", respectivamente).

Vinderola et al. (2002), provaram que as bactérias probidticas sdo menos
sensiveis para a presenga de agucares que as bactérias acido laticas iniciadoras.
Bifidobacterium longum A1 e A7 foram inibidas na presenca de 15% e 20% de
sacarose, € na concentracdo de 15% de lactose. B. bifidum A1, A7 e BL, assim
como Bifidobacterium sp. A2 e B. bifidum A12 e BBI tiveram seu crescimento inibido
na presenga de 20% de lactose. B. bifidum Bb12 apresentou crescimento normal

frente as concentragdes de sacarose ou lactose testadas.

Concentragdes minimas de lactose necessarias para o crescimento e

metabolismo fermentativo das bifidobactérias B. lactis Bb12, B. longum Bb46, B.
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bifidum C-1, B. bifidum C-2, B. lactis C-3 e B. breve C-4 foram analisadas em caldo
MRS, com lactose como fonte de carbono nas concentracdes de 0,1%, 0,5%, 1,0% e
2,0% (p/v) e purpura de bromocresol como indicador de producdo de acido. Nos
meios contendo concentragdes iguais ou maiores que 0,5% de lactose, B. lactis
Bb12 e B. longum Bb46 se mostratam mais ativas, mudando completamente a cor
do meio apos 8 horas de incubagédo. B. lactis C-3 necessitou de suprimento igual ou
superior a 2% de lactose para produzir efeito similar. B. bifidum C-1 ndo fermentou
lactose nas concentragbes testadas, indicando baixa atividade da [(-galactosidase.
Entretanto, B. bifidum C-2 fermentou a lactose em concentragdes iguais ou maiores

que 0,5% apds 8 horas de incubacéo.
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Figura 6 Resisténcia das bifidobactérias isoladas 1-6, 1-17 e |-20 na presencga dos
acucares sacarose (8%, 12%) e lactose (8%, 12%) a 24h.

4.6.3.5.3 Adocgantes

Na presencga dos adocantes testados, acesulfame, aspartame, ciclamato e
sacarina, as bifidobactérias isoladas 16, 117 e 120 mantiveram suas contagens na
presenga destes aditivos muito proximas da contagem no meio controle (sem a
adicdo dos adogantes), como pode ser constatado nas Tabelas 20, 21, 22 e 23 do

Anexo 1 e Figura 7, demonstrando que estes nao afetam seu crescimento.
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Samona; Robinson (1993), trabalhando com aspartame nas concentra¢des de
0,04 e 0,08% nao detectou nenhuma influéncia durante o crescimento de
bifidobactéria no leite.

Vinderola et al. (2002), mostraram que acesulfame e aspartame, nas
concentragbes normalmente usadas em bebidas lacteas fermentadas (0,03%) nao
inibiram as culturas laticas iniciadoras e as bactérias probidticas. Concentracdo mais
elevada de aspartame testada (0,12%) foi inibitéria somente para trés cepas de

bactérias acido laticas e uma cepa probidtica.
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Figura 7 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, I-17 e 1-20) na presenca dos
adogantes acesulfame, aspartame, ciclamato e sacarina a 24h.

4.6.3.5.4 Corantes naturais

Os corantes (carmin, vermelho ponceau, curcuma) acrescentados nos meios
com as bifidobactérias isoladas 16, 17 e 120 ndo afetaram o seu crescimento, cujas
constagens inicial e final, foram préximas tanto para o meio controle (sem a adigao

do corante), quanto para os testes (Anexo 1 - Tabelas 24, 25 e 26 e Figura 8).
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Os corantes naturais para leites fermentados (carmin, curcuma/bixina e
bixina) n&o afetaram o crescimento das bactérias probidticas avaliadas por Vinderola

et al. (2002), entre elas, espécies de Bifidobacterium.

Antunes et al. (2007) observaram que a adigdo de aromas e corantes ao
buttermilk podem interferir nas populagdes das culturas durante o armazenamento
do produto, apesar que o numero de células viaveis de B. animalis subsp. lactis,
utilizado na elaboragéo do produto, atendeu a legislacdo em todas as amostras. No
inicio do armazenamento, a adicdo de edulcorante, corantes e aromatizantes nao
influenciou na populagdo microbiana obtida. Ao término da estocagem, as amostras
de todos os sabores adicionadas de sacarose, quando comparadas ao sabor
natural, tenderam a apresentar populagdes de bifidobactérias estatisticamente mais
baixas. Por outro lado, os sabores abacaxi com menta, graviola e cupuacgu dietéticos
(com sucralose) apresentaram populagdes maiores que as amostras dos mesmos

sabores adicionadas de sacarose.
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Figura 8 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, 1-17 e 1-20) na presenca dos
corantes carmin, vermelho ponceau e curcuma a 24h.
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4.6.3.5.5 Flavorizantes

Os flavorizantes de péssego, morango e baunilha ndo influenciaram o
crescimento das trés bifidobactérias isoladas (16, 117 e 120), as quais obtiveram a
mesma proporgédo de aumento do numero de células viaveis no meio controle (sem

os flavorizantes) e nos meios testes (Anexo 1 — Tabelas 27, 28 e 29 e Figura 9).

Vinderola et al. (2002), verificaram que uma mistura comercial de flavorizante
e corante de morango na concentragdo de 0,8% impediu o crescimento de
Bifidobacterium bifidum ATCC 35914 e retardou o crescimento de B. bifidum Bb12 e
das cepas de B. longum A1, A7 e BL. A presenca de adogantes e aromatizantes,
adicionados nas concentragdes empregadas industrialmente, n&o influenciaram no

desenvolvimento das culturas.
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Figura 9 Resisténcia das bifidobactérias isoladas na presenca dos flavorizantes de
péssego, morango e baunilha a 24h.

4.6.3.5.6 Polpas

A adicao das polpas das frutas péssego e morango nao influenciaram o
crescimento das bifidobatérias testadas 16, 117 e 120, de acordo com as Tabelas 30 e

31 do Anexo 1 e Figura 10.
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Considerando que os produtos lacteos fermentados tém uma elevada
qualidade nutricional, a industria lactea esta continuamente experimentando com a
producédo de diferentes tipos de iogurtes, incluindo iogurtes adicionados de frutas
(CON et al., 1996). Contudo, os dados que existem sdo insuficientes em relagdo ao
efeito que as frutas podem ter na sobrevivéncia da microbiota destes produtos
(VENIZELOU et al., 2000, citados por VINDEROLA et al., 2002).
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Figura 10 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, I-17 e I-20) na presencga das
polpas de morando e péssego a 24h.

4.6.3.5.7 Espessantes/Estabilizantes

O crescimento das bifidobactérias isoladas foi analisado na presenca de
goma xantana, goma guar, amido e amido modificado, € ndo foram observados
decréscimos significativos nas contagens das cepas 16, 117 e 120 apds a exposicao a
estes espessantes/ estabilizantes, como apresentado pelas Tabelas 32, 33, 34 e 35

do Anexo 1 e Figura 11.

Os hidrocol6ides neutros tais como o amido, a goma guar, a goma xantana e

a pectina, sao agentes estabilizantes, cuja fungao principal & proporcionar uma maior
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retengcdo de agua no sistema, aumentando a viscosidade e melhorando o corpo e a

textura, uma vez que atuam também como espessantes.

Vinte e nove espécies de bifidobactérias de origem humana e animal foram
testadas por Crociani et al. (1996) quanto a sua habilidade para fermentar
carboidratos complexos, visto que a maioria destes compostos ndo sdo degradados
ou absorvidos pelo estdbmago ou intestino delgado, chegando ao célon intactos,
onde podem ser usados como fonte de carbono e energia para as bactérias ali
residentes. Entre as oito espécies isoladas de fezes de criancas, verificaram que
amilose e amilopectina (componentes do amido) foram degradadas por cepas de B.
bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium, B. globosum e B. pseudocatenulatum;
enquanto que goma guar foi degradada somente por cepas de B. dentium,

mostrando que a capacidade para degradar os carboidratos é cepa-especifica.

Degnan; Macfarlane (1994), verificaram que Bifidobacterium pseudolongum
NCFB degrada amido, porém nao foi detectada atividade da enzima amilase,
sugerindo que adotou uma estratégia para utilizar os produtos gerados na quebra do
amido por outras bactérias e pela amilase pancreatica residual no célon, bem como
sua habilidade para utilizar o amido depende da sua capacidade para produzir uma

ou duas a-glicosidases.
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Figura 11 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, 1-17 e I-20) na presenc¢a dos

estabilizantes/espessantes goma xantana, goma guar, amido e amido modificado a
24h.

4.6.3.5.8 Conservantes

Na presenca dos trés conservantes testados (nisina, lisozima e sorbato de
potassio) houve redugcdo da viabilidade celular das trés cepas isoladas de
bifidobactérias (Anexo 1 — Tabelas 36, 37 e 38 e Figura 12).

Partindo-se de uma contagem de células viaveis da bifidobactéria isolada 16
de 1,5 x 108 UFC/mL, apds 24 horas de exposicdo aos conservantes, obteve-se
redugdo do numero de células na presenga de nisina para 2,7 x 10° UFC/mL, na
presenca de lisozima para 2,3 x 10’ UFC/mL e na presenca de sorbato de potassio
para 2,9 x 10’ UFC/mL.

17 ao ser testada em meio contendo nisina, lisozima e sorbato de potassio,
apos 24 horas de incubacdo, apresentou redugdo no crescimento de 1,7 x 10°
UFC/mL para 2,9 x 10° UFC/mL, 2,4 x 10" UFC/mL e 2,9 x 10" UFC/mL,

respectivamente.
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A bifidobactéria isolada 120 também manifestou diminui¢do do crescimento na
presencga de nisina, lisozima e sorbato de potassio. Tendo como contagem inicial 1,3
x 108 UFC/mL, apds as 24 horas de exposicdo aos aditivos, as contagens finais
foram 2,8 x 10 UFC/mL, 2,4 x 10" UFC/mL e 2,7 x 10’ UFC/mL, respectivamente.

A nisina é uma bacteriocina produzida por certas linhagens de Lactococcus
lactis subsp. lactis, que apresenta uma atividade bactericida contra um amplo
espectro de bactérias Gram positivas, incluindo as esporogénicas dos géneros
Bacillus e Clostridium (MORENO; VIALTA; LERAYER, 2008). E permitida em muitos
paises para a conservagdo de queijos processados e outros produtos lacteos
(RUSSEL; HUGO; AYLIFFE, 1991, citados por VINDEROLA et al., 2002). No Brasil,
foi aprovada para ser utilizada em todos os tipos de queijos, inclusive os

processados, numa dose maxima de 12,5 mg/kg de produto.

Vinderola et al. (2002), em seu estudo, verificaram que todas as cepas de
Lactobacillus acidophilus e Streptococcus thermophilus foram resistentes a nisina (2
ppm); enquanto que das espécies de bifidobactérias, somente B. longum B7 e B.

bifidum A12 conseguiram crescer em meio que teve nisina adicionada.

Rada; Dlabal (1998), analisaram a suscetibilidade de cepas de bifidobactérias
para o conservante nisina (1 mg mL™") utilizando o método de difusdo em orificios
(well diffusion). Constataram que a sensibilidade das bifidobactérias foi variavel,
mas cepas resistentes puderam ser selecionadas. Todas as cepas de bifidobactérias
analisadas foram sensiveis a presenca de nisina com zonas de inibicado de 3 a 18
mm. Bifidobacterium bifidum ATCC 29521 foi a cepa mais suscetivel (zona de
inibicdo de 18 mm), enquanto que cepas de B. longum isoladas de fezes de criangas
apresentaram a menor zona de clareamento (3 mm), demonstrando que, em geral,
as cepas isoladas das amostras fecais foram mais resistentes que as cepas de

colecdes de culturas.

Lisozima é uma enzima extraida da clara de ovo, cuja atividade catalitica esta

relacionada a hidrélise da ligacao glicosidica B presentes no principal constituinte da
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parede celular de bactérias, atuando diretamente em bactérias Gram positivas
(DUARTE et al., 2002). E um conservante atrativo porque inibe a deterioracéo de
alimentos e bactérias as quais sdo nocivas para a saude humana (SPAHR; URL,
1994, citados por VINDEROLA et al., 2002), mas ndo afetam significativamente o
crescimento de lactobacilos e estreptococos termofilicos, em niveis de até 25 ppm
(LODI et al., 1983, citados por VINDEROLA et al., 2002). Lisozima pode ser usada
em queijos probidticos duros e semiduros, mas para isso, € importante conhecer a
resisténcia das culturas probioticas. Vinderola et al. (2002) ndo observaram nenhum
efeito da lisozima sobre as bactérias probidticas e bactérias acido laticas iniciadoras,
contudo a selegao da cepa a ser usada é obrigatdria se niveis iguais ou superiores a

50 ppm de lisozima forem utilizados.

Gagnon et al. (2004) isolaram bifidobactérias de recém nascidos de uma
semana e testaram sua resisténcia na presenca de lisozima. Todos os isolados
toleraram a concentragdo de 300 ug/mL de lisozima, mas somente duas cepas
padrdes B. breve ATCC 15700 e B. infantis ATCC 15697 conseguiram sobreviver.
Verificaram que o género Bifidobacterium parece ser mais resistente a lisozima que

outras bactérias Gram positivas.

Muitos produtos alimenticios aprensentam sorbato de potassio como
conservante. Este tem como fungdo inibir o crescimento de diversos
microorganismos, entre os quais, leveduras, mofos e bactérias. No entanto, néo
desempenham efeitos sobre os micro-organismos responsaveis pela produgao do
acido latico, sendo entdo antimicrobianos ideais na produgao de leites fermentados
em geral. Leites fermentados com agregado de polpa de frutas, estdo mais
suscetiveis a deterioragdo quando comparados aos leites fermentados
exclusivamente lacteos e isso justificaria o uso do sorbato de potassio em sua
formulagcao (LABCONSS, 2008).

Nos Estados Unidos os leites fermentados com polpa de frutas néao
apresentam na sua formulacdo quaisquer substancias antimicrobianas. Porém, o

nao uso de um conservante em um leite fermentado com agregado de polpa de
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fruta, promoveria uma deterioragdo mais rapida. Sabe-se que ha especulacdes e
projetos em andamento sobre o emprego destes antimicrobianos nestes produtos.
Atualmente, a legislagdo brasileira permite o uso destas substéncias nos leites
fermentados com agregados de polpas de frutas, entretanto na literatura n&o se
encontram respostas no que diz respeito sobre a real necessidade do emprego de
conservantes nestes produtos e se os mesmos nao afetariam a quantidade de

bactérias necessarias para realizagao do efeito probiotico (LABCONSS, 2008).
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Figura 12 Resisténcia das bifidobactérias isoladas (I-6, I-17 e |-20) na presenga dos

conservantes nisina, lisozima e sorbato de potassio.

A tolerancia de bactérias iniciadoras e probidticas aos aditivos lacteos deve
ser um critério de seleg¢ao a fim de alcangar a melhor combinagao de cepas para
otimizar seu crescimento e viabilidade celular durante o processo industrial e a
estocagem do produto (VINDEROLA et al., 2002).



5 CONCLUSAO

Foram isoladas de fezes de recém nascidos culturas bacterianas, das quais
trés (16, 117 e 120) identificou-se por meio de PCR e ARDRA como sendo do género
Bifidobacterium. As trés novas bifidobactérias resistiram a presenca do suco gastrico

e bile, demonstrando possuir atividade probidtica.

Pelo perfil de fermentacdo dos carboidratos, as trés cepas isoladas
apresentaram-se muito semelhantes, sendo que todas fermentaram ribose,
galactose, glicose, frutose, manose, manitol, sorbitol, esculina, salicina, maltose,
lactose, melibiose, sacarose, rafinose e turanose, sugerindo pela identificagdo

fenotipica, pertencerem a espécie Bifidobacterium breve.

As bifidobactérias isoladas |16 e 117 apresentaram resisténcia a valores baixos
de pH, mantendo-se viaveis e dentro dos padrdes aceitaveis (10° UFC/mL). As trés
bifidobactérias isoladas apresentaram crescimento ao serem expostas ao oxigénio,

indicando ser aerotolerantes.

As concentragdes de células das bifidobactérias isoladas se mantiveram
estaveis tendo como meios base leite e soro de queijo, e apresentaram bom
crescimento na presencga do extrato de soja. As bifidobactérias isoladas ndo foram

inibidas pela presenca das bactérias do iogurte.

Entre os aditivos pesquisados, foram observadas atividade inibitéria do
crescimento somente quando avaliadas na presenca de NaCl e dos conservantes,
com diminuigdo da viabilidade das cepas isoladas, porém, estatisticamente, nao
houve diferenca significativa entre os meios controles e os meios testes com

aditivos.

Estudos adicionais para a identificacdo precisa e determinagdo das
caracteristicas toxicolégicas sdo necessarios para o0 uso das cepas de

bifidobactérias isoladas na produg¢ao de alimentos funcionais probidticos.
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Anexo 1- Tabelas dos resultados das analises
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TABELAS DOS RESULTADOS

Resisténcia a bile:

Tabela 9. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em caldo MRS (meio controle) e em caldo
MRS adicionado de 0,3% de bile (Oxgall — meio teste), em tempo zero e apds 6
horas de incubacao, em UFC/mL.:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis Tempo (horas) /Células viaveis
bifidobactérias (UFC/mL) no meio controle (UFC/mL) no meio teste Bile
isoladas (Oxgall)

Oh 6 h Oh 6h
-6 2,1x10° 2,7x10° 2,1x10° 2,7 x 10°
[-17 1,9 x 108 2,2x 108 1,9 x 108 2,2x 108
[-20 1,7 x 108 2,0 x 108 1,7 x 108 2,0x 10®

Resisténcia ao suco gastrico:

Tabela 10. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em suco gastrico artificial, em tempo zero
e apos 90 e 180 minutos de incubacéo, em UFC/mL:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis (UFC/mL)
bifidobactérias
isoladas

0 90 180
-6 2,1x 10° 2,1x 10° 2,0x 108
-17 1,9 x 108 1,7 x 108 1,6 x 108
I-20 1,7 x 108 1,7 x 108 1,5 x 108

Tolerancia a acidez:

Tabela 11. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em meio acido formulado a pH 4,5 (1+0,2),
em tempo zero e apds 24 horas de incubagao, em UFC/mL:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis (UFC/mL)
bifidobactérias
isoladas

0 24
-6 3,2x 10° 1,1 x 10°
[-17 3,2x 108 1,9 x 108
[-20 3,1x 108 3,5x 107
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Exposicao ao oxigénio:

Tabela 12. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana apos incubacdo em anaerobiose ou em aerobiose
seguida de anaerobiose, em tempo zero, apds 72 horas e apdés 96 horas mais 72
horas de incubacao, em UFC/mL.:

Cepas de Condigbes de incubagao/ Tempo (horas)
bifidobactérias
isoladas

Anaerobiose/ | Anaerobiose/ Aerobiose/ Aerobiose/ | Aerobiose/96 e

0 72 0 96 anaerobiose/72

-6 32x10° 2,7x 107 3,2x10° 3,8x 10° 1,3x 10°
1-17 3,1x10° 2,8x 10" 3,1x10° 3,7x10° 9,3x 10°
1-20 3,0x 10° 9,3x 10’ 3,0x 10° 3,6 x 10° 4,3x10°

Crescimento em leite:

Tabela 13. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em leite, em tempo zero e apds 24 horas

de incubacgao, em UFC/mL.:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis (UFC/mL)
bifidobactérias
isoladas

0 24
-6 2,5x 10° 5,3 x 10°
-17 2,3x 108 4.8 x 108
1-20 2,3x 108 4.1x10°8

Crescimento em extrato de soja:

Tabela 14. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em extrato de soja, em tempo zero e apos

24 horas de incubacao, em UFC/mL:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis (UFC/mL)
bifidobactérias
isoladas

0 24
-6 2,5x 10° 3,3x 10"
[-17 2,3x 108 2,9x 10"
[-20 2,3x 108 4.4 x10°
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Crescimento em soro de queijo:

Tabela 15. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em soro de queijo, em tempo zero e apés
24 horas de incubacdo, em UFC/mL.:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis (UFC/mL)
bifidobactérias
isoladas

0 24
-6 2,5x 10° 8,9 x 10°
-17 2,3x108 7,5x108
[-20 2,3x108 6,5 x 108

Crescimento junto as bactérias do iogurte:

Tabela 16. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas de
amostras de origem humana e inoculadas em caldo MRS adicionado de 1% da
cultura do iogurte, em tempo zero e apos 24 horas de incubagao, em UFC/mL.:

Cepas de Tempo (horas) /Células viaveis (UFC/mL)
bifidobactérias
isoladas

0 24
I-6 2,5x 10° 3,3 x 10°
[-17 2,3x10° 2,9 x 10°
I-20 2,3 x 10° 2,7 x 10°

Crescimento na presencga de sal (NaCl):

Tabela 17. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adicdo de NaCl (controle) e em caldo MRS
adicionado de 1% e 2% de NaCl (testes), em tempo zero e apdés 24 horas de
incubacao, em UFC/mL.:

Controle Testes

Concentragao Sem sal 1% 2%
de sal

Tempo 0 24 0 24 0 24

(horas)
16 1,8x 10° 2,3x 10" [ 1,8x10° 3,6 x 10° 1,8 x 10° 0,5x 10°
17 1,6 x 10° 2,4x 10" | 1,6x10° 2,7 x 10° 1,6 x 10° 0,6 x 10°
120 1,7 x 10° 2,1x 10" | 1,7x10° 2,9x 10° 1,7 x 10° 4,6x 10"




123

Crescimento na presenca de sacarose:

Tabela 18. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢c&o de sacarose (controle) e em caldo MRS
adicionado de 8% e 12% de sacarose (testes), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacéo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao Sem sacarose 8 % 12 %
de sacarose
Tempo (horas) 0 24 0 24 0 24
16 1,8x 10° 23x10™ [1,8x10° 39x10™ |[1,8x10° 3,3x10™
117 1,6 x 10° 24x10" | 1,6x10° 41x10" |1,6x10° 3,8x10"
120 1,7 x 10° 2,1x10" | 1,7x10° 39x10" |1,7x10° 3,6x 10"

Crescimento na presencga de lactose:

Tabela 19. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adigao de lactose (controle) e em caldo MRS
adicionado de 8% e 12% de lactose (testes), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacdo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao Sem lactose 8 % 12 %
de lactose

Tempo 0 24 0 24 0 24

(horas)
16 1,8x 10° 2,3x10™ [1,8x10° 33x10™ [1,8x10° 3,2x 10™
17 1,6 x 10° 2,4x10" |1,6x10° 3.8x10" |1,6x10° 3,4x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x10" |1,7x10° 3,3x10" |1,7x10° 3,1x 10"

Crescimento na presenca de acesulfame

Tabela 20. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adicdo de acesulfame (controle) e em caldo
MRS adicionado de 0,035g/100g de acesulfame (teste), em tempo zero e apds 24
horas de incubagao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracéao de Sem acesulfame 0,035g/100g
acesulfame
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,8 x 10° 2,3x 10" 1,8 x 10° 2,2x 10"
17 1,6 x 10° 2,4x 10" 1,6 x 10° 2,2x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x 10" 1,7 x 10° 2,1x 10"
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Crescimento na presenca de aspartame:

Tabela 21. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adicdo de aspartame (controle) e em caldo
MRS adicionado de 0,075g/100g de aspartame (teste), em tempo zero e apods 24

horas de incubacao, em UFC/mL.:

Controle

Testes

Concentracao de
aspartame

Sem aspartame

0,0759/100g

Tempo (horas) 0 24 0 24

16 1,8 x 10° 2,3x 10™ 1,8 x 10° 22x10™
117 1,6 x 10° 2,4x 10" 1,6 x 10° 2,4x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x 10" 1,7 x 10° 2,0x 10"

Crescimento na presencga de ciclamato:

Tabela 22. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢éo de ciclamato (controle) e em caldo MRS
adicionado de 0,13g/100g de ciclamato (teste), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacdo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracéao de Sem ciclamato 0,13g/100g
ciclamato
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,8 x 10° 2,3x 10" 1,8x 10° 2,3x 10"
117 1,6 x 10° 2,4x10" 1,6 x 10° 2,1x10"
120 1,7 x 10° 2,1x10" 1,7 x 10° 1,9x 10"

Crescimento na presenga de sacarina:

Tabela 23. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adigcédo de sacarina (controle) e em caldo MRS
adicionado de 0,03g/100g de sacarina (teste), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacao, em UFC/mL:

Controle Testes
Concentracao de Sem sacarina 0,03g/100g
sacarina
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,8 x 10° 2,3x 10" 1,8x 10° 2,4x 10"
17 1,6 x 10° 2,4x 10" 1,6 x 10° 2,3x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x 10" 1,7 x 10° 1,9x 10"
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Crescimento na presenca de carmin:

Tabela 24. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢cdo de carmin (controle) e em caldo MRS
adicionado de 100 mg/kg de carmin (teste), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacéo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem carmin 100 mg/kg
carmin
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,8x 10° 2,3x 107 1,8x 10° 1,9x 10™
17 1,6 x 10° 2,4x 10" 1,6 x 10° 2,1x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x10" 1,7 x 10° 1,7x 10"

Crescimento na presenga de vermelho ponceau:

Tabela 25. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢cdo de vermelho ponceau (controle) e em
caldo MRS adicionado de 50 mg/kg de vermelho ponceau (teste), em tempo zero e
apos 24 horas de incubacao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem vermelho ponceau 50 mg/kg
vermelho ponceau
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,8 x 10° 2,3x10" 1,8 x 10° 1,9x 10"
117 1,6 x 10° 2,4x10" 1,6 x 10° 1,9x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x 10" 1,7 x 10° 1,8x 10"

Crescimento na presencga de curcuma:

Tabela 26. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adigado de curcuma (controle) e em caldo MRS
adicionado de 80 mg/kg de curcuma (teste), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacao, em UFC/mL:

Controle Testes
Concentracao de Sem curcuma 80 mg/kg
curcuma
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,8 x 10° 2,3x 10" 1,8x 10° 2,2x 10"
17 1,6 x 10° 2,4x 10" 1,6 x 10° 1,9x 10"
120 1,7 x 10° 2,1x 10" 1,7 x 10° 1,8x 10"
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Crescimento na presenca de flavorizante de péssego:

Tabela 27. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adigdo de flavorizante de péssego (controle) e
em caldo MRS adicionado de 0,5% de flavorizante de péssego (teste), em tempo
zero e apos 24 horas de incubacéo, em UFC/mL:

Controle Testes

Concentracédo de | Sem flavorizante de péssego 0,5%

flavorizante de

péssego

Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 2,1x10™
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,9x 10"
120 1,3x 10° 2,1x 10" 1,3x 10° 2,1x 10"

Crescimento na presencga de flavorizante de morango:

Tabela 28. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adigéo de flavorizante de morango (controle) e
em caldo MRS adicionado de 0,5% de flavorizante de morango (teste), em tempo
zero e apos 24 horas de incubacédo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem flavorizante de 0,5%
flavorizante de morango morango
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 2,1x 10"
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 2,1x 10"
120 1,3 x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 2,0x 10"

Crescimento na presencga de flavorizante de baunilha:

Tabela 29. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢cao de flavorizante de baunilha (controle) e
em caldo MRS adicionado de 0,5% de flavorizante de baunilha (teste), em tempo
zero e apos 24 horas de incubacgao, em UFC/mL:

Controle Testes
Concentracao de Sem flavorizante de baunilha 0,5%
flavorizante de baunilha
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 2,1x 10"
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,8x 10"
120 1,3x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 1,8x 10"
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Crescimento na presenca de polpa de péssego:

Tabela 30. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢céo de polpa de péssego (controle) e em
caldo MRS adicionado de 5% de polpa de péssego (teste), em tempo zero e apos 24
horas de incubacao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracéo de Sem polpa de péssego 5%
polpa de péssego
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 22x 10" 1,5x 10° 1,8x 10™
17 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,4x 10"
120 1,3x 10° 2,1x 10" 1,3x 10° 1,1x 10"

Crescimento na presencga de polpa de morango:

Tabela 31. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢ado de polpa de morango (controle) e em
caldo MRS adicionado de 5% de polpa de morango (teste), em tempo zero e apos
24 horas de incubacao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem polpa de morango 5%
polpa de morango
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 1,3x 10"
117 1,7x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,8x 10"
120 1,3x 10° 2,1x 10" 1,3x 10° 1,4x 10"

Crescimento na presenga de goma xantana:

Tabela 32. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adicdo de goma xantana (controle) e em caldo
MRS adicionado de 5 g/kg de goma xantana (teste), em tempo zero e apds 24 horas
de incubacgao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracéao de Sem goma xantana 5 g/kg
goma xantana
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 1,9x 10"
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,8x 10"
120 1,3x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 1,9x 10"
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Crescimento na presenga de goma guar:

Tabela 33. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adicdo de goma guar (controle) e em caldo
MRS adicionado de 5 g/kg de goma guar (teste), em tempo zero e apos 24 horas de
incubacéo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem goma guar 5 g/kg
goma guar
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x10™ 1,5x 10° 1,6 x 10™
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7x 10° 1,8x 10"
120 1,3x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 1,9x 10"

Crescimento na presenga de amido:

Tabela 34. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢do de amido (controle) e em caldo MRS
adicionado de 1% de amido (teste), em tempo zero e apds 24 horas de incubagao,
em UFC/mL:

Controle Testes
Concentracao de Sem amido 1%
amido
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 1,6 x 10"
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,7x 10"
120 1,3 x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 1,4x 10"

Crescimento na presenga de amido de milho modificado:

Tabela 35. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adigao de amido modificado (controle) e em
caldo MRS adicionado de 1% de amido modificado (teste), em tempo zero e apds 24
horas de incubagao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem amido modificado 1%
amido modificado
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 1,7x 10"
17 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 1,7x 10"
120 1,3x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 1,6 x 10"
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Crescimento na presencga de nisina:

Tabela 36. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢do de nisina (controle) e em caldo MRS
adicionado de 12,5 mg/kg de nisina (teste), em tempo zero e apds 24 horas de
incubacéo, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem nisina 12,5 mg/kg
nisina
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x10™ 1,5x 10° 2,7x10°
117 1,7x10° 2,0x 10" 1,7x10° 2,9x10°
120 1,3x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 2,8x 10°

Crescimento na presencga de lisozima:

Tabela 37. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adig¢ao de lisozima (controle) e em caldo MRS
adicionado de 25 mg/L de leite de lisozima (teste), em tempo zero e apds 24 horas

de incubacao, em UFC/mL

Controle Testes
Concentracéao de Sem lisozima 25 mg/L leite
lisozima
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 2,3x 10"
17 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 2,4 x 10’
120 1,3x 10° 2,1x 10" 1,3x 10° 2,4 x 10’

Crescimento na presenca de sorbato de potassio:

Tabela 38. Médias das contagens de células viaveis das bifidobactérias isoladas
apos inoculadas em caldo MRS sem adi¢ao de sorbato de potassio (controle) e em
caldo MRS adicionado de 1000 mg/kg de sorbato de potassio (teste), em tempo zero
e apo6s 24 horas de incubagao, em UFC/mL.:

Controle Testes
Concentracao de Sem sorbato de sédio 1000 mg/kg
sorbato de sodio
Tempo (horas) 0 24 0 24
16 1,5x 10° 2,2x 10" 1,5x 10° 2,9x 10’
117 1,7 x 10° 2,0x 10" 1,7 x 10° 2,9x 10’
120 1,3x 10° 2,1x10" 1,3x 10° 2,7 x 10’




