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RESUMO

Os efeitos benéficos que as bactérias probibdticas proporcionam a saude
humana dependem de sua quantidade e atividade biolégica no intestino
humano. Esse trabalho objetivou estabelecer as melhores condigbes
laboratoriais para o cultivo e enumeragao diferencial de cinco culturas de
bactérias, sendo trés probidticas (Bifidobacterium animalis Bb12, Lactobacillus
acidophilus 1.a05, Lactobacillus casei Lc01) e duas laticas ndo probibticas
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus). O
trabalho objetivou também avaliar a capacidade de duas linhagens de bactérias
probidticas de Lactobacillus casei (Shirota e Lc01) sobreviverem ao transito
pelo trato gastrintestinal humano (TGI), empregando modelos simulados in vitro.
Foram testados vinte e um meios de cultura diferentes, semeados em superficie
e em profundidade, e incubados a 37°C e a 42°C, em condigdes de aerobiose e
anaerobiose. Para a avaliagdo da resisténcia ao TGl, empregou-se modelos
simulados constituidos de solugdo de NaCl estéril (0,5% p/v) contendo pepsina
(3g/L), com pH 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 (suco gastrico) e solugdo de NaCl estéril
(0,5% pl/v) contendo pancreatina (1g/L) e bile (10g/L), com pH 8,0 (suco
entérico). As culturas foram expostas ao suco gastrico por até 120min, e em
seguida ao suco entérico por até 240min. Os resultados indicaram que a
suplementagdo do agar MRS com diferentes compostos e 0 uso de
combinagdes apropriadas de forma de semeadura e condi¢gdes de incubagéo
permitem tornar o 4gar MRS um meio seletivo e diferencial para as diferentes

espeécies testadas. Em fungdo dos resultados da avaliagdo dos meios de



XV

cultura, selecionou-se o agar MRS pH 5,4 com semeadura em profundidade e
incubacao a 37°C em aerobiose para avaliar a resisténcia de L. casei (Shirota e
LcO1) ao TGI. Os resultados revelaram que, ap6s a exposi¢géo por 30min ao
suco gastrico com pH 1,5 e 2,0, as duas linhagens de L. casei ndo eram mais
cultivaveis. Em pH 2,5, houve reducado de 4 ciclos log apds 2h e, em pH 3,0,
ndo houve modificacdo no nimero de células viaveis. A transferéncia para o
suco entérico resultou na reversao parcial da injuria causada pelo suco gastrico
extremamente acido. Além disso, foi demonstrado que o leite pode proteger as

bactérias do estresse decorrente da passagem pelo TGl.

Palavras-chave: probibticos, bactérias laticas, Bifidobacterium, Lactobacillus,

Streptococcus, trato gastrintestinal.
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ABSTRACT

The beneficial effects of probiotic bacteria to the human health depend on their
quantity and biological activity in the human gut. This study aimed to establish
the best laboratorial conditions for the differential cultivation and enumeration of
five bacterial cultures, including three probiotic (Bifidobacterium animalis Bb12,
Lactobacillus acidophilus La05 and Lactobacillus casei LcO1) and two non-
probiotic (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus
thermophilus) strains. In addition, this study also aimed to evaluate the capability
of two probiotic strains (Lactobacillus casei Shirota and Lc01) to survive the
transit through the human gastrointestinal tract, using in vitro simulated models.
Twenty one different culture media were tested. They were inoculated using
pour-plating and spread-plating techniques. Plates were incubated at 37°C and
42°C, under aerobiosis and anaerobiosis. Resistance to the gastrointestinal tract
was tested using simulated models, constituted by 0.5% saline containing
pepsin (3g/L) at pH 1.5, 2.0, 2.5 and 3.0 (gastric juice) and by 0.5% saline
containing pancreatin (1g/L) and bile (10g/L) at pH 8.0 (enteric juice). The
cultures were exposed to gastric juice (up to 120min) and then to enteric juice
(up to 240min). Results indicated that supplementation of MRS agar with certain
compounds and use of appropriate combinations of plating procedures and
incubation conditions can turn MRS agar a selective and differential medium for
the tested species. The combination MRS agar at pH 5,4, pour-plating and
incubation at 37°C under aerobiosis was selected for evaluation of resistance of

the L. casei (Shirota e LcO1) to the gastrointestinal tract. Results indicated that
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both cultures became non-culturable after 30min exposure to the gastric juice at
pH 1.5 and 2.0. After 2h at pH 2.5, a 4 log reduction was observed. At pH 3.0,
no change in the number of viable cells was detected. The subsequent transfer
to the enteric juice caused a partial reversion in injury induced by the acid pH. In
addition, it was observed that milk can protect the probiotic bacteria from the

stress caused by the transit through the gastrointestinal tract.

Key words: probiotics, lactic acid bacteria, Bifidobacterium, Lactobacillus,

Streptococcus, gastrointestinal tract.



1. INTRODUGAO

Atualmente existe uma grande preocupacao por parte da populagdo em
consumir alimentos mais saudaveis, que, além de fornecerem o0s nutrientes
necessarios, tragam beneficios a saude. Esses alimentos recebem atualmente
a denominagao de alimentos funcionais. Os alimentos probiéticos fazem parte
desta categoria de produtos, pois estdo associados a saude e ao bem estar das
pessoas (MONTALTO ef al., 2002; VINDEROLA e REINHEIMER, 2003;
MARTIN et al., 2005; SARTOR, 2005; SULLIVAN et al., 2005).

O consumo de alimentos probidticos tem aumentado muito nos dltimos
anos em diversos paises da Europa, nos E.U.A. e também no Brasil. Na
Europa, a diversidade de alimentos probidticos é bem grande, incluindo leites,
iogurtes, bebidas lacteas e queijos (DALY et al., 1998; SANDERS, 1999;
CHOW, 2002; VINDEROLA e REINHEIMER, 2003; COEURET et al., 2004 a e
b; DRAGO et al., 2004). No Brasil, este mercado iniciou-se com leites
fermentados e iogurtes, mas atualmente ha outros novos alimentos probidticos
em estudo, como queijos, sobremesas lacteas, leite de soja, entre outros
(BEHRENS et al., 2004).

Alimentos probiéticos s&o alimentos que contém microrganismos
probiéticos vivos, que podem ser aqueles responsaveis pela fermentagdo do
produto, ou que simplesmente s&o adicionados, nao influenciando suas
caracteristicas sensoriais. As bactérias probidticas mais freqlientemente

utilizadas em alimentos s&o Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casel,
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Lactobacillus rhamnosus GG e Bifidobacterium sp. (BORRIELO et al., 2003;
FERNANDEZ et al., 2003; VINDEROLA e REINHEIMER, 2003).

Um dos pré-requisitos para o efeito benéfico dos probidticos na saude
humana & que esses microrganismos sobrevivam aos mecanismos de defesa
naturais do trato gastrintestinal, como o pH acido do estdmago, as enzimas
gastricas e do intestino delgado e o movimento peristaltico (MARTEAU et al.,
1997; FERNANDEZ et al., 2003; NORIEGA ef al., 2004; TOMAS et al., 2004;
ZARATE et al., 2004).

A capacidade de sobrevivéncié dos microrganismos probiéticos nos
alimentos e sob condigdes de estresse impostas pelo trato gastrintestinal ainda
é pouco estudada. Para que esses estudos possam ser desenvolvidos, também
é necessario aprofundar os conhecimentos sobre a eficiéncia de metodologias
para cultivo e enumeracgao dessas bactérias probidticas na presenga de outras

bactérias presentes no alimento em estudo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. 1. Alimentos funcionais probiéticos

Ha muito tempo sabe-se que determinados tipos de alimentos
apresentam alguns efeitos benéficos especiais sobre a saide humana e
também em animais. Apesar disso, o estudo desses alimentos, atualmente
denominados alimentos funcionais e de seus componentes responsaveis por
esses efeitos, tornou-se intenso apenas nos ultimos anos.

Hoje se consideram alimentos funcionais aqueles que, além de
fornecerem a nutrigdo basica, melhoram a salde através mecanismos nao
existentes na nutrigdo convencional. Deve-se salientar que esse efeito
restringe-se a promog¢ao da saude e ndo a cura de doencas (SANDERS, 1999;
MONTALTO et al., 2002; VINDEROLA e REINHEIMER, 2003; MARTIN et al.,
2005; SATOR, 2005; SULLIVAN e NORD, 2005; SULLIVAN et al., 2005).

Nos ultimos anos, o estudo de alimentos funcionais concentrou-se
principalmente nos alimentos probiodticos, devido ao seu evidente efeito
benéfico sobre a microbiota intestinal, e conseqlentemente, sobre o
funcionamento do trato gastrintestinal humano (SALMINEN et al, 1998;
ZIEMER e GIBSON, 1998; ROBERFROID, 2000; SAARELA et al., 2000;
MARTEAU et al, 2001; CHOW, 2002; NUTRITION AND HEALTH
COLLECTION, 2003). Como conseqléncia, observa-se um aumento constante

no desenvolvimento de novos produtos lacteos fermentados.
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No Brasil, a legislagdo referente aos alimentos funcionais é relativamente
recente (BRASIL, 1999 a, b, c¢, d). A Comissdo Tecnocientifica de
Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos, instituida junto a
Camara Técnica de Alimentos, recomendou que um alimento funcional
probidtico deve apresentar uma concentracdo minima de 10° Unidades
Formadoras de Colbnias de cultura probiotica por grama de produto (UFC/g)
durante o seu prazo de validade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2005). Assim, para que um novo produto seja considerado
probidtico, € necesséario garantir que essa concentragdo de microrganismos
viaveis esteja presente ao longo de toda sua vida-de-prateleira.

Diversas industrias de alimentos desenvolveram e licenciaram suas
proprias bactérias probioticas. Como exemplos podemos citar Lactobacillus
Jjohnsonii, da Nestlé, Lactobacillus rhamnosus GG da Batavia e Lactobacillus
casei Shirota da Yakult (DALY et al., 1998).

Em 1998, DALY et al. estimaram que cerca de 13% do total de iogurtes
vendidos na Europa continham culturas probidticas e que este mercado era da
ordem de 889 milhdes de doblares. Na época, o mercado francés era
considerado o maior, atingindo cerca de 219 milhdes de dolares (STANTON et
al., 2001).

Levantamento feito por SHAH em 2000 indicou cerca de 70 produtos
lacteos diferentes contendo culturas probiéticas no mercado mundial. Somente
no Japao havia pelo menos 53 tipos de produtos lacteos. Entre esses produtos,
predominavam os leites fermentados, manteiga, iogurte, queijos, leite em po e

sobremesas.
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Em relacdo Brasil, os alimentos probidticos sdo principalmente leites
fermentados, iogurtes e sobremesas lacteas (Tabela 1). Sabe-se que em 2000,
o consumo estimado de alimentos probidticos foi da ordem de 120 mil ton/ano
(FOOD INGREDIENTS, 2000), sendo esse consumo crescente devido aos

recentes langamentos de novos alimentos contendo culturas probioéticas.
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Tabela 1. Principais produtos alimenticios contendo bactérias probitticas

comercializados no Brasil em 2004.

Categoria do Produto  Produto Produtor Bactérias
Leite Fermentado Yakult Yakult Lactobacillus casei Shirota
Chamyto Nestlé Lactobacillus johnsonii
LC1 Active Nestlé Lactobacillus acidophilus
Leite Fermentado Parmalat Lactobacillus casei
Parmalat Bifidobacterium animalis
Lactobacillus acidophilus
Vigor Club Vigor Lactobacillus casei
Leite Fermentado Paulista Lactobacillus casei
Paulista
Batavito Batavo Lactobacillus casei
Leite Fermentado Batavito maga Batavo Lactobacillus casei
Aromatizado tutti-frutt
Chamyto morango  Nestlé Lactobacillus johnsonii
maracuja
tutti-frutti
tangerina
LC1 Active Nestlé Lactobacillus acidophilus
morango
Vigor Club abacaxi  Vigor Lactobacillus casei
macéa
logurte Biofibras Batavo Bifidobacterium animalis
Lactobacillus acidophilus
Sobremesa lactea Sofyl Yakult Lactobacillus casei Shirota
Activia Danone Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium animalis
Leite em pd Nam Nestlé Streptococcus thermophilus

Bifidobacterium animalis
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Muitos microrganismos probiéticos ndo se multiplicam bem no leite e ndo
sobrevivem bem no produto final, além de freqlentemente conferirem ao
produto um sabor diferente do leite fermentado tradicional (OLIVEIRA et al.,
2002). Novas tecnologias vém sendo desenvolvidas para o processamento de
laticinios contendo microrganismos probiéticos que possam contornar esses
inconvenientes, controlando variaveis como tamanho do indculo, condi¢cdes de
incubagdo, interacdo entre 0s microrganismos presentes no produto,
sobrevivéncia das culturas durante o armazenamento, bem como atendimento
da legislagdo vigente. Somente com essas informagOes sera possivel a
obtencdo de produtos lacteos probidticos com boas propriedades sensoriais e
concentragdo adequada de bactérias viaveis. O uso combinado de culturas
“starter” comerciais e culturas probitticas pode ser conveniente, mas sua
compatibilidade deve ser verificada (SVENSSON, 1999).

Embora muitas pesquisas tenham sido realizadas com diferentes
alimentos contendo culturas laticas, principalmente com leites fermentados e
iogurtes, esses produtos nem sempre sdo probidticos, pois podem n&o ser
adequados para que o namero de células viaveis das culturas probidticas se
mantenha suficientemente elevado (GARDINER et al., 1999 a e b). Além disso,
outros alimentos podem apresentar potencial para a adigdo dessas culturas,
como o sorvete de iogurte (DAVIDSON et al., 2000), produtos nutritivos em pd
(INGHAM, 1999), leite de soja (SHIMAKAWA et al., 2003; WANG et al., 2003;
BEHRENS et al., 2004), e queijos (DINAKAR e MISTRY, 1994; BLANCHETTE

et al., 1996; GOBBETT! et al., 1997; ROY et al., 1997; GOMES e MALCATA,
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1998; STANTON et al., 1998; GARDINER et al., 1999 a e b; VINDEROLA et al.,
2000).

A avaliacdo de diferentes tipos de queijo mostram que podem ser
apropriados para veicular culturas probidticas de Lactobacillus sp. e de
Bifidobacterium sp., destacando-se os queijos Cheddar (DINAKAR e MISTRY,
1994; GARDINER et al., 1999 a), Gouda (GOMES e MALCATA, 1998), Cottage
(BLANCHETTE et al.,, 1996), Crescenza (GOBBETTI et al., 1997) e fresco

(ROY et al., 1997; VINDEROLA et al., 2000).

2. 2. Culturas probiéticas

Culturas probidticas sao definidas como microrganismos viaveis
(bactérias laticas e outras bactérias ou leveduras), usados na forma de células
desidratadas ou n&o, que, quando ingeridas em nimero suficiente, apresentam
efeito benéfico para a saiude do hospedeiro (FULLER, 1989; GUARNER e
SCHAAFSMA, 1998; GOMES e MALCATA, 1999). O conceito “probidtico” foi
desenvolvido no inicio do século XX pelo cientista russo Elie Metchnikoff
(prémio Nobel), que atribuiu a vida saudavel e longa de camponeses bulgaros
ao consumo de produtos lacteos fermentados. Ele acreditava que os bacilos
fermentadores (Lactobacillus) ingeridos com esses produtos influenciavam
positivamente a microbiota do intestino, diminuindo suas atividades téxicas
(SANDERS, 1999).

Segundo FULLER (1989) e NAIDU e CLEMENS (2000), as culturas

probidticas agem beneficamente no organismo porque causam a diminui¢do do
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numero de células viaveis de microrganismos patogénicos, pela produgao de
compostos com atividade antimicrobiana, da competigdo por nutrientes e sitios
de adesdo e da influéncia no metabolismo microbiano através do aumento ou
da diminuicdo da atividade enzimatica. Além disso, as culturas probidticas
atuam estimulando a imunidade do hospedeiro, com aumento dos niveis de
anticorpos e da atividade dos macro6fagos. Diversos autores vém descrevendo
inUmeros outros possiveis efeitos benéficos de culturas probidticas sobre a
saude do hospedeiro, como controle das infec¢des intestinais, estimulo da
mobilidade intestinal com consequiente alivio da constipacao intestinal, melhor
absorcao de determinados nutrientes, melhor utilizacdo de lactose e alivio dos
sintomas de intolerancia a esse acgucar, diminuicdo dos niveis de colesterol,
atividade anticarcinogénica, além da exclusdo competitiva e da producédo de
compostos antimicrobianos (KIM e GILLILAND, 1983; FULLER, 1989;
GILLILAND, 1989; GOMES e MALCATA, 1999; LEE et al., 1999; TEJADA-
SIMON et al., 1999; NAIDU e CLEMENS, 2000; SAARELA et al., 2000;
SREEKUMAR e HOSONO, 2000; ISOLAURI, 2001; CHOW, 2002; REID e
BURTON, 2002; COEURET et al, 2004 b; MARTEAU et al., 2004;
VANDERHOOF e YOUNG, 2004; REID, 2005; SULLIVAN e NORD, 2005).
Segundo GOMES e MALCATA (1999), os resultados desses estudos sdo
bastante variaveis, chegando a ser contraditérios em alguns casos, concluindo-
se que algumas propriedades benéficas atribuidas as culturas probidticas
necessitam de estudos mais controlados para serem definitivamente

estabelecidas.
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A escassez de estudos cientificos clinicos conclusivos induziu a criagao,
em 1996, do projeto PROBDEMO - “Demonstration of the Nutricional
Functionality of Probiotic Foods”, envolvendo universidades, centros de
pesquisa e industrias de toda a Europa. A principal meta era demonstrar a
influéncia dos probi6ticos sobre a microbiota intestinal e a saiude humana,
empregando-se estudos clinicos pilotos controlados. O alvo era tanto individuos
saudaveis quanto aqueles com problemas de salde, para os quais o tratamento
com probioticos apresentava um bom potencial tanto profilatico quanto
terapéutico. Os resultados desse projeto comprovaram que alguns probidticos
podem influenciar a composi¢cao da microbiota intestinal e modular o sistema
imunolégico do hospedeiro, resultando em efeitos benéficos mensuraveis sobre
a sua saude. O emprego de probidticos selecionados mostrou-se bastante
promissor no controle de doengas intestinais inflamatoérias e de infecgbes em
criangas e idosos (MATTILA-SANDHOLM, 1999; MATTILA-SANDHOLM et al.,
1999).

Segundo LEE et al. (1999), a maioria das culturas empregadas como
probibticos € comensal do intestino humano. Dentre esses microrganismos, 0s
dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium s&o reconhecidos como seguros e,
sdo classificados pelo FDA (Food and Drug Administration — E.U.A.) como
GRAS (“Generally Recognized As Safe”), podendo ser empregados em
alimentos.

Entre os microrganismos probioticos, os mais importantes pertencem aos
géneros Bifidobacterium (B. animalis, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. longum e

B. thermophilum) e Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L.
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johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius) (LEE et al., 1999).
Culturas probioticas comerciais podem ser constituidas por um Udnico
microrganismo ou uma mistura de varios microrganismos, sendo Lactobacillus
sp. € Bifidobacterium sp. os mais usados (SAARELA ef al., 2000; ACHARYA e
SHAH, 2002).

Para que um microrganismo possa ser considerado um probiético, ele
deve ser um componente normal da microbiota humana, ndo ser patogénico,
ndo estar associado a doengas e ser seguro para o uso em humanos. Além de
estimular a resposta imune, espera-se que um microrganismo probiotico tenha
atividade antimicrobiana contra patdgenos, como Helicobacter pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Clostridium difficile (DRAGO et al.,
1997; GANZLE et al., 1999; GOMES e MALCATA, 1999; SAARELA et al., 2000;
DUNNE et al., 2001; NUTRITION AND HEALTH COLLECTION, 2003).

Segundo REID (1999), microrganismos probiéticos devem apresentar
ainda outras propriedades importantes, tais como: ser capazes de aderir as
células da mucosa intestinal; inibir ou reduzir a adesdo de microrganismos
patogénicos a mucosa intestinal; sobreviver e multiplicar no trato gastrintestinal;
ndo ser invasivos, carcinogénicos ou patogénicos e manter um equilibrio com a
microbiota normal.

O efeito benéfico das culturas probiéticas para o hospedeiro é
dependente da concentragdo das células metabolicamente ativas que chegam
ao intestino. Para que esse efeito benéfico possa ocorrer é necessario que as
culturas probidticas estejam presentes nos alimentos em concentragdo superior

a 10° -10" UFC por grama de produto ingerido (FULLER, 1989; LEE e
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SALMINEN, 1995; DALY e DAVIS, 1998; SAARELA et al., 2000; SHAH, 2000).
Verifica-se, no entanto, que o atendimento desse requisito nem sempre é
observado nos alimentos ditos probiéticos porque a concentragdo de células
tende a diminuir com a estocagem, independente do controle da temperatura.

Diversos fatores podem afetar a viabilidade dos microrganismos
probidticos em produtos lacteos fermentados, entre os quais se destacam: a
linhagem empregada, a interacao entre as espécies presentes, as condi¢cbes de
cultivo, a produgao de peroxido de hidrogénio, a acidez final do produto, a
concentragdo de acido latico e acético, e a presenga de fatores protetores do
leite (GILLILIAND e SPECK, 1977; KLAVER et al, 1993; SAMONA e
ROBINSON, 1994; RYBKA e KAILASAPATHY, 1995; LANKAPUTHRA e SHAH,
1996; SHAH e LANKAPUTHRA, 1997; SHAH, 2000; VINDEROLA ef al., 2000;
NUTRITION AND HEALTH COLLECTION, 2001).

Em uma pesquisa realizada por FANTAZZINI et al. (2000), observou-se
uma grande variagdo na contagem dos microrganismos probidticos em
amostras de leite fermentado pertencentes a quatro marcas diferentes
adquiridos no comércio de S&o Paulo ainda dentro do prazo de validade. As
contagens de bactérias laticas nas amostras estudadas variaram de 5,7 log
UFC/mL até 8,4 log UFC/mL, ou seja, uma variagdo de até 2,7 log UFC/mL.
TRINDADE (2001) também demonstrou que estocagem a 7°C causava uma
drastica reducao na contagem de Bifidobacterium lactis em iogurte com pH 4,2,

apos 28 dias.
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2. 2. 1. Enumeracgao de bactérias probioéticas

Qualquer estudo sobre viabilidade de bactérias probidticas é dependente
do uso de metodologia laboratorial adequada para sua enumeragao. A literatura
indica que n&o ha unanimidade quanto ao melhor procedimento experimental
para enumeragdo das diferentes linhagens de bactérias probioticas.
Tradicionalmente, a contagem de bactérias laticas é realizada em agar MRS,
incubado a 30°C por 48h em anaerobiose, mas esse meio nem sempre € o
mais adequado para todas as espécies (PAYNE et al., 1999; VINDEROLA e
REINHEIMER, 1999 e 2000; ROY, 2001).

Para enumerar culturas laticas presentes em alimentos, o meio de
cultura, a temperatura, o tempo e a atmosfera de incubagcdo devem ser
especialmente ajustados para obtengdo de colbnias caracteristicas
(VINDEROLA e REINHEIMER, 2000). A escolha do meio de cultura para
enumeracgao de bactérias probidticas em produtos lacteos depende de certas
caracteristicas dessas bactérias, como tolerancia ao oxigénio, necessidades
nutricionais e susceptibilidade a antibiéticos, bem como do tipo de produto a ser
analisado e da microbiota presente (IDF, 1995; CHARTERIS et al., 1998 a). Em
produtos que contenham apenas uma espécie de cultura latica ou probibtica, a
deteccdo pode ser simples, mas quando existem combinagbes de géneros e
espécies, podem ocorrer complicagdes, pois em um mesmo meio de cultura
podem crescer diferentes bactérias laticas (IDF, 1995).

Em produtos lacteos contendo mistura de bactérias probidticas, como é o

caso de alguns leites fermentados comerciais, existe a necessidade de
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emprego de meios seletivos e diferenciais, que permitem ndo apenas a
contagem, mas também a diferenciacdo das diferentes espécies probibticas
presentes nesses produtos (DAVE e SHAH, 1996).

Para enumeragdo de bactérias probidticas em produtos contendo
também Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus utiliza-se meios contendo sais biliares, que inibem o crescimento
dos microrganismos nao adaptados ao ambiente intestinal. VINDEROLA e
REINHEIMER (1999) verificaram que bifidobactérias, L. casei e L. acidophilus
cresciam bem agar MRS contendo 1% de oxgall, enquanto a adi¢édo de cloreto
de litio ou propionato de soédio inibiu o crescimento de L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus, sem interferir no crescimento
de bifidobactérias e L. casel.

A adigdo de antibioticos também pode tornar o meio de cultura seletivo
para determinada espécie. INGHAM (1999) observou que em &gar contendo
dicloxacilina houve crescimento de bifidobactérias e de Lactobacillus reuteri e
inibicdo de L. acidophilus. Segundo LIM et al. (1995), a adi¢gdo de gentamicina
permite o desenvolvimento de bifidobactérias, inibe parcialmente o crescimento
de algumas linhagens de L. acidophilus e L. casei e inibe completamente o
crescimento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus, podendo
assim ser utilizado como um meio seletivo para bifidobactérias.

A presenca de uma unica fonte de carbono no meio de cultura, que seja
fermentavel apenas pela bactéria probidtica em estudo, também tem sido
utilizada para evitar o crescimento da microbiota acompanhante. VINDEROLA e

REINHEIMER (1999) verificaram que a substituicdo da glicose do dgar MRS por
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trealose inibia o crescimento de bactérias laticas e bifidobactérias que né&o
possuem a capacidade de assimilar este carboidrato. Os autores ainda
observaram que a substituicdo da glicose do agar MRS por maltose inibia o
crescimento das bactérias do iogurte L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
thermophilus, enquanto o crescimento de L. acidophilus e Bifidobacterium sp.
nao era afetado.

A adi¢do de cisteina ao agar MRS foi recomendada por SHAH (2000)
para o cultivo de bifidobactérias, devido a diminuicdo do potencial de oxido-
reducdo e criagdo de uma condicdo de microaerofilia, favorecendo o
crescimento desse microrganismo.

Em produtos contendo culturas probioticas juntamente com as bactérias
laticas observou-se que, além da agao dos componentes presentes no meio, a
elevacdo da temperatura de incubagéo para 42°C também inibe o crescimento
das bactérias mesofilas, cuja temperatura maxima de multiplicagcdo é de 40°C
(IDF, 1995).

Para o isolamento de Lactobacillus em produtos contendo também
bifidobactérias, a incubacéo deve feita em aerobiose, 0 que evita crescimento
de bifidobactérias, que sdo anaerodbias estritas (IDF, 1995).

Segundo IDF (1995), o agar MRS, utilizado para cultivo de bactérias
laticas, entre elas L. acidophilus e L. casei, como cultura pura ou em
combinagdo com L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus ou
bifidobactérias, nao permite a distingao entre essas bactérias, pois 0 meio néo é
seletivo. Ja os agares Maltose-MRS, Trealose-MRS e LC podem ser utilizados

para cultivo de L. acidophilus e L. casei, como cultura pura ou em combinacao
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com S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e bifidobactérias, pois L.
acidophilus e L. casei sdo capazes de fermentar maltose e trealose, enquanto
as demais nao sdo. Nesses meios, L. acidophilus e L. casei podem ser
diferenciadas entre si pelo tamanho de suas colénias (PEDERSEN, 1993; IDF,
1995; SHAH, 2000). Segundo SHAH (2000), o agar LC permite apenas o
crescimento de L. casei.

Além da composicdo do meio de cultura a ser utilizado, o crescimento
das diferentes culturas probidticas depende de outros fatores, como
temperatura e atmosfera de incubagao, e forma de semeadura. Segundo ROY
(2001), a técnica de semeadura em profundidade é mais eficiente que a de
semeadura em superficie para o cultivo de bifidobactérias porque esses

microrganismos requererem condigdes de anaerobiose para seu crescimento.

2. 3. Trato gastrintestinal humano

O trato gastrintestinal humano € um tubo que se estende da boca até o
anus, medindo cerca de 9 metros no adulto. A cavidade bucal e o eséfago
medem, juntos, 40cm e esta porcao esta situada acima do diafragma e do
estdmago. O restante do trato gastrintestinal, o estbmago, intestino delgado e

intestino grosso se concentram no abddémen (Figura 1).
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Figura 1. Aparelho digestivo (www.drgate.com.brl.../ digestivo/digestivo.htm)

O estdbmago € um érgao musculoso, dividido em fundo, antro e corpo, e
tem um volume interno de 30mL em recém-nascidos e 1,2-1,4L em adultos. A
ligacao entre o eséfago e o estdmago é feita pela valvula cardia, e a ligagao
entre o estdmago e o duodeno é feita pela valvula pilérica (MITSUOKA, 1978;
GUYTON e HALL, 2002; MERCIER et al., 2002; VANDAMME et al., 2002)

A mucosa gastrica €& coberta por muitas glandulas gastricas,
responsaveis pela secregcdo de enzimas e acido cloridrico. As glandulas
gastricas sao divididas em mucosas, oxinticas e piléricas (GUYTON e HALL,

2002).
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As células mucosas presentes nas glandulas mucosas sao responsaveis
pela produgdo de um muco viscoso e insoluvel, responsavel pela lubrificagao,
protegendo a parede do estdbmago da secregao proteolitica e acida.

As glandulas oxinticas (Figura 2) sdo formadas por células cervicais
mucosas, pépticas e oxinticas, também chamadas de parietais, e séo
responsaveis pela secrecao de acido, enzimas e muco. Quando estimuladas, as
células parietais secretam uma solugdo acida com 160mM de HCI
(concentracdo até 3 milhdes de vezes superior a do sangue) com valor de pH
em torno de 0,8. As células pépticas e mucosas secretam o pepsinogénio, que
€ ativado pelo acido cloridrico, formando a pepsina. A pepsina € mais ativa em
pH acido (1,8 a 3,5), e em valores de pH acima de 5,0, tem baixa atividade
proteolitica. As ceélulas mucosas das glandulas oxinticas sao responsaveis pela
secregao de muco. Além da secrecdo de pepsina pelas glandulas oxinticas,
ocorre a secrecao de outras enzimas como lipase gastrica, amilase gastrica,
gelatinase, e fator intrinseco, responsavel pela absor¢cédo da vitamina B12

(GUYTON e HALL, 2002).
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Figura 2. Glandula oxintica (www. rede-nonio.min-edu.pt).

As glandulas piléricas sdo formadas por células mucosas, G e pépticas,
responsaveis pela secregdo de muco, gastrina (que estimula a produgéao de
HCI) e pepsinogénio, respectivamente.

Humanos secretam de 2 a 3L de suco gastrico por dia, sendo este suco
constituido de acido cloridrico, enzimas e muco. O valor de pH no estémago
varia ao longo do dia, em fung¢do da ingestdo de alimentos. Quando vazio, o
estdbmago tem valores de pH em torno de 1-2, porém apdés uma refeigao, este
valor pode chegar a 5-6. Com a secrec¢do de suco gastrico, o pH do estébmago

vai gradualmente caindo para 1-3, até o alimento entrar no intestino delgado.
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Devido a essa acidez, que constitui a primeira barreira contra microorganismos,
muitas bactérias ingeridas morrem, porém bactérias acido-resistentes, como
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Streptococcus sp. s&o capazes de
sobreviver (MITSUOKA, 1978; NUTRITION AND HEALTH COLLECTION, 1998;
GUYTON e HALL, 2002).

Segundo BERRADA et al. (1991), quando o suco gastrico & secretado, o
pH é aproximadamente 2,0 e a quantidade de sal é inferior a 0,5%. Esses
mesmos autores afirmaram que 80% do estbmago é esvaziado em 90 minutos,
e a passagem de alimentos pelo estdbmago, depende da sua composicéo,
principalmente da quantidade de gordura presente.

Ap6s a passagem pelo estdmago, o alimento é conduzido para o
intestino delgado, 6rgdo que mede 5m de comprimento por 3cm de didmetro, e
dividido em duodeno, jejuno e ileo. O duodeno recebe os sucos biliar e
pancreatico, provenientes da vesicula biliar e do pancreas, respectivamente. O
suco biliar é responsavel pela digestao de lipidios e o pancreético pela digestéo
de lipidios, proteinas e agucares. Estas secre¢bes constituem a segunda
barreira contra bactérias, sendo que no duodeno poucas espécies de
Lactobacillus e Streptococcus conseguem sobreviver. O numero de bactérias
volta a aumentar no jejuno e no ileo, devido a neutralizagdo do suco gastrico
pelos sucos biliar e pancreatico e a passagem mais lenta neste o6rgéo
(MITSUOKA, 1978; NUTRITION AND HEALTH COLLECTION, 1998 e 1999;
GUYTON e HALL, 2002).

A parede do intestino delgado é coberta pelas vilosidades, cuja fungéo é

aumentar a area de absorg&o dos nutrientes. Estas vilosidades ainda séo
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constituidas por microvilosidades, que tém uma estrutura chamada glicocalix,
composta de glicoproteinas e mucopolissacarideos, conferindo as vilosidades
uma carga negativa, que tem um papel importante na fixagdo de bactérias a
mucosa intestinal.

O intestino delgado liga-se ao intestino grosso através da valvula ileo
cecal. O intestino grosso € um tubo extremamente elastico, medindo 1,5m de
comprimento e 5cm de didametro, em média. A parte inicial do intestino grosso é
0 ceco, em seguida vém os coélons ascendente, transverso, descendente e
sigmoide, entdo o reto e o anus. O intestino grosso € o melhor habitat para as
bactérias intestinais. No ceco, o nimero destas bactérias intestinais é elevado,
chegando a contagens de 10%10""UFC/mL, sendo que sua composicdo é a
mesma encontrada nas fezes (NUTRITION AND HEALTH COLLECTION,

1999).

2. 3. 1. Microbiota intestinal

Cada regiao do trato gastrintestinal tem uma microbiota caracteristica,
mas existem variagdes entre as espécies bacterianas dependendo do individuo
(MITSUOKA, 1997; TRABULSI e ALTERTHUM, 2004). A contagem total de
bactérias na cavidade oral de um adulto é cerca de 10"UFC/mL de saliva. Esse
numero de bactérias, ao transitar pelo trato gastrintestinal diminui no estdmago
devido ao contato com o suco gastrico, onde somente 102 a 10°UFC/mL séo
detectadas. Entretanto, este numero aumenta novamente no inicio do intestino

delgado, sendo que na porcéo final a concentracdo é de cerca de 10° a 10*
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UFC/mL, o que ainda é um numero baixo. Lactobacillus sp., Enterococcus sp. €
Veillonella sp. sdo os géneros mais comuns nessa por¢ao do intestino delgado.

A contagem de bactérias no ileo terminal € mais alta do que aquela
encontrada na porgao inicial do intestino delgado. Na transigéo para o intestino
grosso, ha uma mistura de microrganismos do intestino delgado e do intestino
grosso, como Lactobacillus sp., Enterobacteriaceae, Eubacterium sp.,
Bacteroides sp., Fusobacterium sp. e Streptococcus sp. A partir da valvula
ileocecal, a contagem de bactérias aumenta abruptamente, alcancando niveis
de 10" UFC/mL ou mais. Neste local ocorre a predominancia de bactérias
como Bacteroides sp., Eubacterium sp., Streptococcus sp., Clostridium sp.,
Bifidobacterium sp., Enterobacteriaceae, Enterococcus sp., Lactobacillus sp.,

Veillonella sp., Staphylococcus sp., Fusobacterium sp. e Pseudomonas.

2. 3. 2. Alteragao da microbiota intestinal

Em individuos saudaveis, a microbiota intestinal € extremamente estavel.
Entretanto, fatores como patologias, drogas, alimentagao inadequada, estresse,
interagdo com outras bactérias intestinais ou produtos metabdlicos podem
afetar essa estabilidade. Alteragdes na microbiota intestinal podem levar a
anormalidades no peristaltismo, gastrites, anemia, céncer e doengas
imunoloégicas. Quando existem essas alteragdes, ocorre um notavel aumento no
nimero total de bactérias no intestino delgado, principalmente
Enterobacteriaceae e Enterococcus sp. No intestino grosso, ocorre uma

redugdo de Bifidobacterium sp. e aumento de Enterobacteriaceae,
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Enterococcus sp., Clostridium perfringens e Klebsiella sp.. Dessa forma, a
presenca de Bifidobacterium sp. no intestino humano é considerada um fator
positivo para a saude do individuo, combatendo possiveis patogenos

(MITSUOKA, 1997).

2. 4, Resisténcia de culturas laticas e probiéticas aos sucos gastrico e

entérico

Estudos realizados in vivo indicam que a capacidade de sobrevivéncia de
bactérias laticas e bifidobactérias no trato gastrintestinal depende da linhagem
(CHARTERIS et al., 1998 b). Lactobacillus casei da linhagem Shirota, por
exemplo, empregado na fabricagao do mais antigo alimento probittico (leite
fermentado Yakult), tem elevada resisténcia ao pH acido. NORIKATSU et al.
(1999) demonstraram que a contagem desse microrganismo nas fezes de
pessoas que ingeriram durante trés dias 125mL do produto contendo
10"°UFC/mL foi da ordem de 10’UFC/g de fezes.

Em contrapartida, sabe-se que a resisténcia de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e S. thermophilus ao suco gastrico e a bile é baixa (LINDWALL e
FONDEN, 1984). L. acidophilus, L. casei e Bifidobacterium sp. sdo mais
resistentes, porém existem variagdes entre as cepas (LINDWALL e FONDEN,
1984; SAKAI et al., 1987; MODLER et al., 1990; BERRADA et al., 1991,
POCHART et al., 1992). L. acidophilus e Bifidobacterium sp.‘, quando ingeridos
em leite fermentado, sobrevivem no jejuno e no ileo, tendo sido estimada uma

porcentagem de sobrevivéncia de 30% no intestino (ROBINS-BROWNE e
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LEVINE, 1981; LINDWALL e FONDEN, 1984; BOUHNIK et al., 1992; HOVE et
al., 1994; HYRONIMUS et al., 2000).

Essas informagdes sobre a capacidade de sobrevivéncia das bactérias
probidticas nas diferentes partes do trato gastrintestinal humano devem ser
analisadas com cuidado, pois a resisténcia das culturas as condi¢cdes adversas
¢ dificil de ser avaliada in vitro, devido a dificuldade de se reproduzir em
laboratorio as caracteristicas fisiolégicas do estdmago e intestino, e os
processos fisico-quimicos que ai ocorrem. Os métodos de avaliagéo in vitro
geralmente empregam apenas acido cloridrico e suco gastrico simulado, sem
considerar a influéncia n&do acida, ou seja, as enzimas da secre¢do gastrica
durante a digestao dos alimentos.

CHARTERIS et al. (1998 b) realizaram estudos in vitro com Lactobacillus
sp. e Bifidobacterium sp., inoculando uma suspensdo destes microrganismos
em suco gastrico simulado constituido de solug&o salina, com pH ajustado para
2,0, contendo pepsina (3g/L) e NaCl (5g/L), e suco entérico simulado
constituido de solugao salina, com pH ajustado para 8,0, contendo pancreatina
(1g/L) e NaCl (5g/L). As contagens periédicas de células viaveis mostraram que
nessas condi¢cdes houve perda da viabilidade da maioria das culturas avaliadas.
Os autores verificaram também que a adigéo de proteinas do leite aumentou a
tolerancia dessas culturas a essas condi¢des adversas, e que a mucina gastrica
nao modificou a toleradncia gastrica de Lactobacillus, mas aumentou a de
Bifidobacterium. Dessa forma, os autores postularam que algumas culturas de
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. podem sobreviver a passagem pelo trato

intestinal se forem ingeridas com produtos a base de leite.
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KOS et al. (2000), avaliando o comportamento de Lactobacillus
acidophilus M92 em suco gastrico simulado constituido de pepsina (3g/L) e
NaCl (5g/L) em pH 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0, e em suco entérico simulado contendo
pancreatina (1g/L), NaCl (5g/L) e oxgall (1,5, 2,0, 3,0 e 5,0mg/mL) a pH 8,0,
verificaram que esse microrganismo sobreviveu por 2h no suco gastrico
simulado a pH 2,0 e por 4h no suco entérico contendo 3,1mg/mL de oxgall.
Entretanto, na presenca de mucina e de proteinas do leite, essa linhagem foi
capaz de tolerar pH 1,77 e 4,25g/L. de oxgall, revelando efeito protetor dessas
substancias sobre esse microrganismo.

E interessante observar que nesses estudos de avaliacdo de culturas
probidticas no trato gastrintestinal humano, em condigbes simuladas ou néo,
foram empregadas culturas laboratoriais puras, mas ndo aquelas contidas em
alimentos (ROBINS-BROWNE e LEVINE, 1981; LINDWALL e FONDEN, 1984,
BERRADA et al., 1991; POCHART et al.,1992; HOVE et al., 1994; CHARTERIS
et al., 1998 b; KOS et al., 2000).

MARTEAU et al. (1997) empregaram um modelo dindmico
computadorizado de estdbmago e intestino delgado para avaliar a sobrevivéncia
de B. bifidum, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus
nesses ambientes e para mensurar a influéncia das secrecdes gastricas sob
condi¢bes fisioloégicas (peristaltismo, mudangas no pH, mudangas nas
concentragbes de enzimas e bile), comparando os resultados com dados
obtidos em humanos. N&o foram observadas diferengas entre os dados in vitro
e in vivo, indicando que o modelo para avaliacdo da influéncia exercida pelo

trato gastrintestinal em probidticos foi adequado. Segundo os mesmos autores,
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S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus apresentaram sobrevivéncia
total no compartimento gastrico nos primeiros 20min, porém sua viabilidade
diminuiu significativamente apds 40min, quando comparados com L. acidophilus
e B. bifidum, para os quais a sobrevivéncia apés 180min foi de 64% e 67%,
respectivamente. Apos 360min, a sobrevivéncia desses microrganismos foi de
30% e 55% respectivamente. Para S. thermophilus e L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, a sobrevivéncia foi inferior a 5% em ambos tratamentos. |

O mecanismo de indugéo de estresse nos microrganismos pela bile é
complexo e ainda n&o totalmente esclarecido, tendo em vista as diferentes
concentragdes biliares e o tempo de permanéncia em cada compartimento do
trato intestinal. MARTEAU et al. (1997) verificaram que o efeito bactericida da
bile simulada foi maior que a do suco biliar no organismo. Segundo esses
autores, os sais biliares na bile simulada estdo desconjugados, sendo mais
deletérios para os microrganismos. Apesar de, em alguns trabalhos, a bile ter
sido vista como fator limitante para sobrevivéncia dos probitticos, ZARATE et
al. (2000) verificaram que o tratamento com sais biliares aumentou a atividade
de B-galactosidase dos probidticos presentes em iogurte, auxiliando na digestéao
de lactose em pessoas com deficiéncia de lactase.

SUSKOVIC et al. (2000) verificaram que L. acidophilus M92 é tolerante a
oxgall e sais biliares, especialmente taurocolato. Esse microrganismo
multiplicou-se bem na presenca de 0,3% de oxgall e sais biliares (conjugados e
desconjugados) até atingir a fase estacionaria em 8h.

A resisténcia de L. casei Shirota as condi¢des de estresse impostas pelo

trato gastrintestinal é conhecida, mas ainda faltam dados conclusivos a respeito
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da resisténcia de outras linhagens de L. casei a valores extremos de pH e as
enzimas presentes nos sucos gastrico e entérico. Pouco se sabe também sobre

o efeito protetor de componentes presentes no leite sobre essas bactérias.



3. OBJETIVOS

O presente projeto foi idealizado com o objetivo de contribuir com mais dados
para esclarecimento de algumas duvidas ainda existentes em relagdo as
culturas probioticas de grande relevancia para a industria de produtos lacteos.

Assim, objetivou-se:

1. avaliar o desempenho de diferentes condigbes de cultivo laboratorial de
diferentes culturas laticas e probiéticas, variando composi¢ao do meio de
cultura, forma de semeadura e condi¢des de incubacéo;

2. empregando as melhores condi¢gdes de cultivo possiveis, conforme
determinado no item anterior, avaliar o comportamento de duas culturas
probidticas (Lacfobacillus casei Shirota e L.c01) durante a passagem pelo
trato gastrintestinal, expondo-as a valores extremos de pH e as enzimas
presentes nos sucos gastrico e entérico, empregando-se modelos

simulados in vitro.



4. MATERIAIS E METODOS

4. 1. Avaliagdao das condicbes para o cultivo de culturas laticas e

probiéticas

Esta etapa do trabalho foi dividida em duas partes. Inicialmente efetuou-
se uma avaliagdo microbiologica qualitativa, observando-se presenga ou
auséncia de crescimento de culturas de bactérias laticas e probibticas, testada
em diferentes condigbes laboratoriais. Na segunda etapa, a avaliagéo
microbiol6gica foi quantitativa, efetuando-se a contagem das coldnias nas
diferentes condicoes laboratoriais estudadas. A influéncia das seguintes

variaveis foi avaliada;

o composi¢ao do meio de cultura;

) técnica de semeadura: em profundidade e em superficie;

. temperatura de incubagdo: 37°C e 42°C em estufa;

o atmosfera de incubagéo: anaerobiose (sistema Anaerogen

OXOID) e aerobiose (incubagdo em atmosfera normal).

4.1. 1. Culturas

O estudo foi realizado com culturas puras liofilizadas de Lactobacillus
acidophilus La05, Lactobacillus casei Lc01, Bifidobacterium animalis Bb12, e
co-culturas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus

(Fermento RICH), fornecidas pela Chr. Hansen S/A (Valinhos-SP). As culturas
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foram mantidas de acordo com instrugdes do fabricante, sob refrigeragéo, até o
uso para os testes.

Cada cultura foi reativada individualmente em leite esterilizado Molico
reconstituido (2,59/25mL de agua estéril), a 121°C por 15min, suplementado
com 2% de glicose e 1% de extrato de levedura. A incubacgéo foi realizada a

37°C por 24h (SHAH e RAVULA, 2000).
4. 1. 2. Meios de Cultura

Vinte e um meios de cultura, divididos em quatro categorias, foram
incluidos na avaliacéo:
e ndo-seletivos:
o agar MRS (OXOID);
o agar M17 (OXOID);
o agar MRS 5,4, correspondente ao agar MRS (OXOID) com pH
ajustado a 5,4 com acido acético glacial (IDF, 1995);
o agar C-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID) suplementado
com 0,05% (p/v) de cisteina (SHAH, 2000);
e meios modificados:
o agar T-MRS, correspondente ao agar MRS contendo 2% (p/v) de
trealose, preparado através de formulagdo do agar MRS, com
substituicdo da glicose da fébrmula por trealose. A solugao de trealose

foi esterilizada por filtracdo [filtro Millipore, 0,45um, (Milllipore
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meios

Corporation)], e adicionada ao meio formulado previamente
esterilizado (IDF, 1995);

agar M-MRS, correspondente ao agar MRS contendo 2% (p/v) de
maltose, preparado através de formulagdo do éagar MRS, com
substituigdo da glicose da férmula por maltose. A solugado de maltose
foi esterilizada por filtracdo [filtro Millipore, 0,45um, (Milllipore
Corporation)], e adicionada ao meio formulado previamente
esterilizado (IDF, 1995);

seletivos sem antibioticos:

agar LC, segundo composicao descrita na Tabela 2 (SHAH, 2000);
agar LP-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID) suplementado
com 0,2% (p/v) de cloreto de litio e 0,3% (p/v) de propionato de sddio
(LAPIERRE et al., 1992);

agar LP-C-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,05% (p/v) de cisteina, 0,2% (p/v) de cloreto de
litio e 0,3% (p/v) de propionato de sédio;

agar BL-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID) suplementado
com 0,15% (p/v) de sais biliares (IDF, 1995; VINDEROLA 1999 e
2000);

agar BL-C-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,02% (p/v) de sais biliares e 0,05% (p/v) de

cisteina;
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e meios seletivos com antibidticos:

o agar ABC-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,00005% (p/v) de dicloxacilina, 0,11% (p/v) de
cloreto de litio e 0,05% (p/v) de cisteina (PEDERSEN, 1993);

o agar 2ABC-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,0001% (p/v) de dicloxacilina, 0,11% (p/v) de
cloreto de litio e 0,05% (p/v) de cisteina;

o agar 4ABC-MRS, correspondente ao é&gar MRS (OXOID)
suplementado com 0,0002% (p/v) de dicloxacilina, 0,11% (p/v) de
cloreto de litio e 0,05% (p/v) de cisteina;

o agar A5BC-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,00005% (p/v) de dicloxacilina, 0,55% (p/v) de
cloreto de litio e 0,05% (p/v) de cisteina;

o éagar 2A5BC-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,0001% (p/v) de dicloxacilina, 0,55% (p/v) de
cloreto de litio e 0,05% (p/v) de cisteina;

o agar 4A5BC-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,0002% (p/v) de dicloxacilina, 0,55% (p/v) de
cloreto de litio e 0,05% (p/v) de cisteina;

o agar BL-G-MRS, correspondente ao éagar MRS (OXOID)
suplementado com 0,02% (p/v) de sais biliares e 0,003% (p/v) de

gentamicina (LIM et al., 1995);
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o éagar BL-G-C-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID)
suplementado com 0,02% (p/v) de sais ‘biliares, 0,003% (p/v) de
gentamicina e 0,05% (p/v) de cisteina;

o agar G-MRS, correspondente ao agar MRS (OXOID) suplementado
com 0,003% (p/v) de gentamicina (LIM et al., 1995);

o agar G-C-MRS, correspondente ao 4gar MRS (OXOID) suplementado

com 0,003% (p/v) de gentamicina e 0,05% (p/v) de cisteina.

Tabela 2. Composicéo do agar LC (SHAH, 2000).

COMPONENTE QUANTIDADE
Peptona 10g
Extrato de Carne 49
Extrato de Levedura 19
Tween 80 1mL
KH,PO, 2g
Acetato de Sodio. 3H,0 3g
Citrato Tri-am&nio 1g
MgSO,. 7H,0 0,29
MnSQ,. 4H,0 0,05g
Hidrolisado Acido de Caseina 1g
Agar Bacteriolégico 129

Agua (q.s.p) 1L
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4. 1. 3. Anadlise microbiolégica qualitativa

Empregando-se uma alga de niquel-cromo com 2-3mm de didmetro, as
culturas reativadas previamente em leite foram semeadas por estrias na
superficie dos meios de cultura distribuidos em oito placas de Petri, até o
esgotamento do conteudo da alca. Quatro placas semeadas foram incubadas a
37°C por 72h, sendo duas em aerobiose e duas em anaerobiose. As quatro
placas remanescentes foram incubadas a 42°C, sendo duas em aerobiose e
duas em anaerobiose. Para anaerobiose, empregou-se o Sistema GasPak-
Anaerogen (OXOID). Apds a incubagdo, observou-se o crescimento das
culturas semeadas. A pureza das culturas foi conferida através da coloracdo de

Gram e visualizagao da morfologia das col6nias por microscopia 6ptica.

4. 1. 4. Analise microbioldgica quantitativa

Em fun¢ao dos resultados obtidos na avaliagdo microbiologica qualitativa,
selecionou-se quatro meios de cultura e quatro culturas probidticas para a
avaliagdo microbiolégica quantitativa. Os meios selecionados foram os agares
MRS, MRS 5,4, LP-MRS e BL-MRS, com incubagdo a 37°C e 42°C, em
aerobiose e anaerobiose, com semeadura em superficie e profundidade. As
culturas probidticas empregadas foram B. animalis Bb12, L. acidophilus La05, L.
casei LcO1 e L. casei Shirota.

As culturas liofilizadas (1g) de L. acidophilus La05, B. bifidum Bb12 e L.

casei LcO1 foram dissolvidas separadamente em 10mL de solugédo salina
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(0,85% p/v), e submetidas & diluicdo decimal seriada até 10”° empregando-se o
mesmo diluente. Para estudo de Lactobacillus casei Shirota, empregou-se leite
fermentado Yakult, com 16 dias de fabricagdo, fornecido pela Yakult S. A
Industria e Comércio. O leite fermentado Yakult também foi submetido a
diluicdo decimal seriada até 10° empregando-se solucdo salina (0,85% p/v).
Aliquotas de 0,1mL de cada diluicdo foram semeadas por esgotamento na
superficie dos meios contidos em oito placas de Petri. Simultaneamente,
aliquotas de 1mL foram semeadas por profundidade em oito placas de Petri.
Quatro placas semeadas em superficie foram incubadas a 37°C, sendo duas
em aerobiose e duas em anaerobiose. As outras quatro placas semeadas em
superficie foram incubadas a 42°C, sendo duas em aerobiose e duas em
anaerobiose. O mesmo foi feito para as placas semeadas em profundidade.
Apobs 72h de incubagao, selecionou-se as placas que continham entre 25 e 250
colénias, enumerando-se as colonias com auxilio de um contador de coldnias
(CP 600 Plus — Phoenix). A média aritmética das duplicatas com esse namero
de coldnias foi calculada, e, em seguida, determinou-se o niimero de unidades
formadoras de colbénias (UFC/mL) das culturas. Os experimentos foram

repetidos trés vezes.
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4. 2. Avaliagdao da resisténcia das culturas probidticas aos sucos

gastrico e entérico simulados

4. 2. 1. Culturas probiéticas empregadas

Foram utilizadas duas culturas probidticas empregadas em leites
fermentados comerciais: Lactobacillus casei Shirota (Regulador Intestinal -
Yakult S. A Industria e Comércio) e Lactobacillus casei Lc01 (Chr. Hansen). As
culturas liofilizadas fornecidas pelos fabricantes foram armazenadas sob

refrigeracao até o momento do uso.

4. 2. 2. Avaliacao da resisténcia das culturas probiéticas aos sucos

gastrico e entérico simulados

Para o estudo da resisténcia aos sucos gastrico e entérico, 25mg de
cada cultura probidtica foram dissolvidas em 25mL de caldo MRS, incubando-se
a 37°C por 18h. Apds este periodo, a cultura foi centrifugada (Centrifuga
refrigerada Hettich Zentrifugen, modelo Mikro 22R) a 2800xg, por 10min,
utilizando-se solugéo de NaCl estéril (0,5% p/v) para ressuspender as células. A
centrifugacao foi realizada por trés vezes.

O suco gastrico simulado constituiu-se de solucao de NaCl estéril (0,5%
p/v) com pH ajustado para 1,5, 2,0, 2,5 ou 3,0 com HCI, a qual se adicionou

3g/L de pepsina (Sigma). O suco entérico simulado constituiu-se de solucdo de
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NaCl estéril (0,5% p/v) com pH ajustado para 8,0 com NaOH 0,1mM, a qual se
adicionou 1g/L pancreatina (Sigma) e 10g/L de bile (Sigma).

O procedimento para avaliagdo da resisténcia aos sucos gastrico e
entérico simulados foi 0 recomendado por KOS et al. (2000), com modificagdes.
Aliquotas de 2mL das culturas de Lactobacillus casei Shirota ou Lactobacillus
casei Lc01, previamente ativadas em caldo MRS, foram transferidas para tubos
contendo 13mL de suco gastrico simulado com os diferentes valores de pH. Os
tubos contendo suco gastrico simulado e inoculados com L. casei Shirota ou L.
casei Lc01 foram incubados a 37°C por 120min em agitador rotatorio (150rpm).
Amostras de 1mL foram retiradas apo6s 0, 15, 30, 60 e 120min de incubacéo e
submetidas a diluigdo decimal seriada em solugéo salina (0,85% p/v). Aliquotas
de 1ml das diluigées foram semeadas em profundidade em agar MRS 5,4, em
duplicatas, as placas foram incubadas a 37°C por 48h, e entéo foi realizada a
contagem total das colbnias, calculando-se o numero de UFC/mL para cada

tratamento (Esquema 1).
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Esquema 1. Avaliagcéo da resisténcia das culturas probidticas ao suco gastrico
simulado.
25mg de bactéria liofilizada + 25mL de caldo MRS
% 37°C/18h
Centrifugagéo a 2800xg, 10min, 3x

Sedimento suspenso em 2 mL de solugao
de NaCl estéril (0,5% p/v)

Adicao do sedimento a 13mL de suco gastrico simulado com diferentes valores de pH
(pH 1,5, 2,0,2,5¢€ 3,0)

37°C/150rpm

o
4

Retirada de 1mL apés 0, 15, 30, 60 e 120min para analise

Semeadura em placas (agar MRS 5,4)
[ arcusn
Contagens de coldnias caracteristicas (UFC/mL)

Apbés o tratamento em suco gastrico simulado, as culturas foram
avaliadas quanto a sua sobrevivéncia no suco entérico simulado (pH 8,0)
contendo 10g/L de bile e 1g/L de pancreatina. As culturas tratadas com suco
gastrico foram centrifugadas a 2800xg, por 10min, por uma unica vez. Apds
descarte dos sobrenadantes, os sedimentos foram suspensos em 2mL de
solucdo de NaCl estéril (0,5% p/v) e transferidos para tubos contendo 13mL de
suco entérico simulado. Em seguida, os tubos contendo suco entérico simulado

inoculados com as culturas provenientes do suco gastrico simulado foram
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incubadas a 37°C, por 240min em agitador rotatério (150rpm), retirando-se
aliquotas de 1mL apds 0, 60, 120 e 240min. As aliquotas foram submetidas a
diluigdo decimal seriada em solugdo salina (0,85% p/v), e semeadas em
profundidade em agar MRS 5,4, em duplicatas. Apés a incubacéo a 37°C por
48h, realizou-se a contagem das colbnias, calculando-se o nimero de UFC/mL
para cada tratamento, considerando a meédia das contagens nas duplicatas

(Esquema 2).

Esquema 2. Avaliagao da resisténcia das culturas probiéticas ao suco enterico

simulado.

Tratamento pelo suco gastrico simulado (pH 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0)
120min
Centrifugagéo a 2800xg, 10min, 1x
Sedimento suspenso em 2 mL de solugao
de NaCl estéril (0,5% p/v)
Adicao do sedimento a 13mL de suco entérico simulado (pH 8,0)
37°C/150rpm

Retirada de 1mL de amostras em 0, 60, 120, e 240min para analise

Semeadura em placas (agar MRS 5,4)
37°C/48 h

Contagens de colénias caracteristicas (UFC/mL)
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4. 2. 3. Avaliagao do efeito protetor do leite na resisténcia de culturas

probiéticas aos sucos gastrico e entérico simulados

Para avaliagdo do efeito protetor do leite, as culturas de L. casei Shirota
e L. casei Lc01, reativadas em caldo MRS e centrifugadas trés vezes, foram
ressuspensas em 25mL de leite desnatado Molico reconstituido (2,5g/25mL de
agua estéril). Em seguida, foi realizado o procedimento conforme descrito no
item 4.2.2. O procedimento para avaliagdo do efeito protetor do leite na
resisténcia das culturas probidticas aos sucos gastrico e entérico simulados foi

o recomendado por FERNANDEZ et al. (2003).

4. 2. 4. Avaliagao da resisténcia das culturas probioéticas a pepsina,

bile e pancreatina

Para o estudo da resisténcia de L. casei Shirota e L. casei LcO1 a
pepsina, bile e pancreatina, 25mg de cada uma dessas culturas liofilizadas
foram dissolvidas em 25mL de caldo MRS, incubando-se a 37°C por 18h. Apés
este periodo, as culturas foram centrifugadas a 2800xg, por 10min, por trés
vezes, empregando-se solucao de NaCl estéril (0,5% p/v) para ressuspender o
sedimento.

Para a avaliagdo da resisténcia de L. casei Shirota e L. casei LcO1 a
pepsina empregou-se suco gastrico simulado (solugéo de NaCl estéril 0,5% p/v)

com pH 3,0, contendo 3g/L de pepsina.
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Para a avaliagé@o da resisténcia de L. casei Shirota e L. casei Lc01 a bile
e a pancreatina, empregou-se suco entérico simulado (solugdo de NaCl estéril

0,5% p/v), com pH 8,0, contendo 1g/L pancreatina e 10g/L de bile.

4. 3. Tratamento dos dados e analise estatistica

Os resultados referentes aos experimentos de avaliacdo quantitativa das
condi¢cdes de cultivos das quatro culturas probidticas foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) (duplo fator amostras e repeti¢des), e ao teste de
comparagédo de médias de Tukey (p< 0,05), para verificar significaAncia das
diferengas obtidas nos tratamentos efetuados. Para isso, utilizou-se o Pacote
Estatistico SAS (SAS, 1992).

Os resultados referentes aos experimentos de avaliagcdo da resisténcia
de culturas probidticas aos sucos gastrico e entérico foram expressos como
meédias das trés repeti¢bes. Nos graficos, foram acrescentados os valores do

desvio padréo.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1. Otimizagao do cultivo diferencial in vitro

5. 1. 1. Avaliacao microbiolégica qualitativa

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados referentes a capacidade
de desenvolvimento das culturas laticas e probidticas nos diferentes meios e
nas condigbes de cultivo estudadas. Os resultados indicam que todas estas
culturas se desenvolveram nos agares ndo-seletivos MRS, MRS pH 5,4 e C-
MRS, quando incubadas em anaerobiose e aerobiose, nas duas temperaturas
(37°C e 42°C).
Os agares M-MRS, BL-MRS e aqueles adicionados de gentamicina (BL-G-
MRS, BL-G-C-MRS, G-C-MRS e G-MRS), quando incubados a 37°C,
permitiram o crescimento de L. acidophilus La05, L. casei L.cO1 e B. animalis
Bb12, e inibiram o crescimento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
thermophilus, que ndo sao capazes de fermentar a maltose (M) e s&o sensiveis
aos sais biliares (BL) e gentamicina (G) adicionados ao agar MRS (IDF, 1995;
VINDEROLA e REINHEIMER, 2000). Nos agares LC e T-MRS, houve
crescimento de L. casei LcO1 e L. acidophilus La05, mas nao de B. animalis
Bb12, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus, indicando que podem
ser utilizados para contagens desses dois microrganismos quando em mistura
com os demais. Nestes dois meios, pode-se diferenciar L. casei LcO1 e L.

acidophilus La05 através da morfologia das colbnias, sendo que L. casei Lc01
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apresenta borda regular e aparéncia leitosa, e L. acidophilus 1.a05 borda
irregular e coldnias translucidas.

Agares contendo cloreto de litio e dicloxacilina (LP-MRS, LP-C-MRS,
ABC-MRS e 2ABC-MRS) foram seletivos para L. casei LcO1 e B. animalis Bb12
devido a presenca de pelo menos um desses dois compostos. Foi observado
que a adicdo de dicloxacilina, propionato de soédio e cloreto de litio em
concentragdes mais elevadas aos agares 4ABC-MRS, A5BC-MRS, 2A5BC-
MRS e 4A5BC-MRS tornou-os inibitérios para L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
S. thermophilus, L. acidophilus La05 e L. casei Lc01. Portanto, esses agares
podem ser usados para contagem B. animalis Bb12 quando em cultura mista

com algum desses microrganismos.
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Tabela 3. Crescimento de culturas laticas e probidticas semeadas por

esgotamento na superficie de diferentes meios de cultura e condigbes de

cultivo.
Culturas

MEIOS L. acidophilus La05 L. caseilLc01 B. animalis S.thermophilus/ L.

Bb12 delbrueckii subsp.
bulgaricus
ANA* AE* ANA ANA ANA AE
37°C 42°C 37°C 42°C| 37°C 42°C 37°C 42°C| 37°C  42°C | 37°C 42°C 37°C 42°C

MRS +! + + + + + + + + + + +
C-MRS + + + + + + + + + + + +
MRS pH 5,4 + + + + + + + + + + + +
M17 2 - - - + - + + + + + +
T-MRS + + + + + + - - - - - -
M-MRS + + + + + + + + - - - -
LP-MRS - - - - + + + + - - - -
LP-C-MRS - - - - + + + + - - - -
LC + + + + + - - - - - - -
ABC - - - - + - + + - - - -
2ABC - - - - + - + + - - - -
4ABC - - - - - - + + - - - -
A5BC - - - - - - + + - - - -
2A5BC - - - - - - + + - - - -
4A5BC - - - - - - + + - - - -
BL-MRS + + + + + + + + - - - -
BL-C-MRS + + + + + + + + - - - -
BL-G-MRS + + + - + + + + - - - -
BL-G-C-MRS + + + - + - + + - - - -
G-C-MRS + + + - + - + + - - - -
G-MRS + + + - + - + + - - - -

ANA*: Anaerobiose; AE**:

+': com crescimento

-22 sem crescimento

Aerobiose
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5. 1. 2. Avaliagao microbiol6gica quantitativa

Nas Tabelas 4 a 7 e Figuras 3 a 6 estdo apresentadas as contagens
obtidas para B. animalis Bb12, L. acidophilus La05, L. casei LcO1 e L. casei
Shirota. A analise dos resultados apresentados permite verificar que as
contagens obtidas nos agares selecionados e condi¢cdes de cultivo foram muito
semelhantes, portanto todos os agares avaliados podem ser utilizados para
contagens das bactérias probidticas estudadas neste trabalho. Entretanto, a
analise estatistica permitiu identificar diferencas significativas em alguns casos

conforme exposto a seguir.

5. 1. 2. 1. Avaliagdo microbiolégica quantitativa de Bifidobacterium

animalis Bb12

Os resultados referentes a esse microrganismo estdo apresentados na

Tabela 4 e na Figura 3.
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Tabela 4. Contagens de Bifidobacterium animalis Bb12 (log UFC/mL) em 4
meios de cultura, com semeadura em superficie e em profundidade, incubagéo

a 37°C e a 42°C, em anaerobiose e significancia das diferengas obtidas

(p<0,05).
Condi¢des de Cultivo
37°C 42°C
SP PP SP PP
MRS 10,596°% 10,733 10,378 10,806™"
MRS 5,4 10,498°% 10,628 10,538 10,687
BL-MRS 10,313 10,639"" 10,603*"" 10,665
LP-MRS 10,6217 10,693%" 10,521 10,591

SP: semeadura em superficie; PP: semeadura em profundidade; agar MRS 5,4: agar
MRS pH 5,4; agar BL-MRS: agar MRS com bile; agar LP-MRS: agar MRS com cloreto
de litio e propionato de sédio.

e Letras minusculas iguais para uma mesma coluna: ndo existe diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os resultados para os meios de
cultura.

e Letras mailsculas iguais para uma mesma linha, considerando a mesma
temperatura: ndo existe diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
os resultados para a forma de semeadura.

e Mesmo numero para uma mesma linha: ndo existe diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05) entre os resultados para as duas temperaturas.
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5.1. 2. 1. 1. Influéncia dos componentes do meio de cultura

As contagens de B. animalis Bb12 foram consideradas semelhantes nos
quatro meios avaliados quando a semeadura foi feita em superficie e com
incubagao a 37°C (Tabela 4 e Figura 3). Porém, quando a semeadura foi feita
em profundidade, a contagem de B. animalis Bb12 no agar MRS foi mais alta
que nos demais agares (p<0,05). Os resultados nos agares MRS 5,4, BL-MRS
e LP-MRS n&o diferiram entre si.

A 42°C, as contagens de B. animalis Bb12 nos agares MRS 5,4, BL-MRS
e LP-MRS foram mais elevadas do que em agar MRS, quando a semeadura foi
em superficie. Porém, quando a semeadura foi em profundidade observou-se

uma contagem mais elevada de B. animalis Bb12 no agar MRS (Tabela 4).
5.1. 2. 1. 2. Influéncia da forma de semeadura

Em relagéo a forma de semeadura (Tabela 4), observou-se que, com
éxcegéo do agar BL-MRS, as contagens de B. animalis Bb12 nos agares MRS,
MRS 5,4 e LP-MRS semeados em profundidade e incubados a 37°C foram
superiores aquelas obtidas nesses agares semeados em superficie. A 42°C, as
contagens de B. animalis Bb12 nos agares MRS e MRS 5,4 semeados em
profundidade foram superiores aquelas obtidas nesses agares quando
semeados em superficie, e ndo se observou uma diferenca significativa
(p=0,05) nas contagens de B. animalis Bb12 obtidas nos agares BL-MRS e LP-

MRS para as duas semeaduras estudadas.
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Segundo LAPIERRE et al. (1992), o cloreto de litio e o propionato de
sodio, adicionados ao meio LP-MRS, reduzem o potencial redox e criam uma
condigéo de anaerobiose, fazendo com que a forma de semeadura dos meios
ndo tenha influéncia na contagem. Essa ag&o desses dois compostos foi

comprovada nesse trabalho.

5. 1. 2. 1. 3. Influéncia da temperatura de incubag¢ao

Quanto a temperatura de incubagao (Tabela 4), ndo houve diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) nas contagens de B. animalis Bb12 feitas
nas placas incubadas a 37°C e a 42°C, exceto no agar MRS 5,4, semeado em
superficie e incubado a 37°C, que apresentou contagem de B. animalis Bb12
mais baixa que a 42°C, e no agar MRS, semeado em superficie, independente

da temperatura de incubagéo.

5. 1. 2. 2. Avaliagao microbiolégica quantitativa de Lactobacillus

acidophilus La05

Os resultados referentes a esse microrganismo estdo apresentados na

Tabela 5 e Figura 4.



- BIBLIOTECA
Faculdade de Ciéncias Farm

Universidad

5. Resultados e Discussao ersidade de Sdo Paul 50

Tabela 5. Contagens de Lactobacillus acidophilus La05 (log UFC/mL) em 3
meios de cultura, com semeadura em superficie e em profundidade, incubacgéo
a 37°C e a 42°C, em aerobiose e anaerobiose e significaAncia das diferencas

-obtidas (p<0,05).

Condic¢oes de Cultivo

I 42°C
AE ANA AE ANA
sP PP SP PP SP PP SP PP
MRS 9,750"" 10,785*"" 9,720°®' 10,765 9,713%"' 10,053°*' 9,656°°* 10,734*"'
MRS 5,4 10,863*" 10,846°" 10,826*" 10,820**" 10,782%%" 10,867**" 9,707*** 10,652°""
BL-MRS 9,642°%" 10,100 9,646°®" 10,115°*" 9,669°°' 10,378 9,684°°" 10,085**"

AE: aerobiose; ANA: anaerobiose; SP: semeadura em superficie; PP: semeadura em
profundidade; agar MRS 5,4; agar MRS pH 5,4, agar BL-MRS: agar MRS com bile.

e Letras mindsculas iguais para uma mesma coluna: ndo existe diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os resultados para os meios de
cultura.

e Letras mailsculas iguais para uma mesma linha, considerando a mesma
temperatura: ndo existe diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre
os resultados para a forma de semeadura.

e Mesmo numero para uma mesma linha: ndo existe diferenga estatisticamente

significativa (p<0,05) entre os resultados para as duas temperaturas.
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5.1. 2. 2. 1. Influéncia dos componentes do meio de cultura

Dos trés meios nos quais foi possivel enumerar L. acidophilus La05
(MRS, MRS 5,4 e BL-MRS) (Tabela 5), a contagem mais elevada foi obtida no
agar MRS 5,4, a 37°C, em aerobiose e anaerobiose e semeadura feita em
superficie. Ndo se observou diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)
entre as contagens de L. acidophilus La05 nos agares MRS e MRS 5,4, a 37°C,
ém aerobiose e anaerobiose, em semeadura feita em profundidade, porém a
contagem desses dois agares foram superiores as obtidas no agar BL-MRS.

A 42°C, a contagem de L. acidophilus La05 no agar MRS 5,4 foi mais
elevada em aerobiose, tanto para semeadura feita em superficie quanto em
profundidade (Tabela 5). Nao se observou diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) entre as contagens de L. acidophilus La05 nos agares
MRS e MRS 5,4, a 42°C, em anaerobiose, nas duas semeaduras. As contagens
de L. acidophilus La05 no agar BL-MRS ficaram inferiores aquelas obtidas no
agar MRS 5,4, exceto a 42°C, em anaerobiose e semeadura em superficie,
onde a nado se observou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre

ao agares MRS, MRS 5,4 e BL-MRS.
5.1. 2. 2. 2. Influéncia da forma de semeadura
Em relagéo a forma de semeadura, observou-se que aquelas feitas em

profundidade no agar MRS, nas duas temperaturas e atmosfera de incubacéao,

no agar BL-MRS, tanto em aerobiose e anaerobiose a 37°C, e em aerobiose a
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42°C resultaram em contagens de L. acidophilus La05 mais elevadas que
aquelas obtidas em semeadura feita em superficie (Tabela 5). No agar MRS
5,4, ndo se observou diferengca estatisticamente significativa (p<0,05) nos
resultados obtidos com as diferentes formas de semeadura a 37°C. Observou-
se contagem de L. acidophilus La05 mais elevada em semeadura em

profundidade a 42°C no agar MRS 5,4 incubado em aerobiose.

5.1. 2. 2. 3. Influéncia da temperatura de incubagao

N&o houve diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre as
contagens de L. acidophilus La05 nos agares MRS, MRS 5,4 e BL-MRS, exceto
nos agares MRS e MRS 5,4, incubados a 42°C, em anaerobiose e semeadura
realizadas em superficie, onde as contagens de L. acidophilus La05 foram mais

baixas.

5. 1. 2. 3. Avaliagao microbioloégica quantitativa de Lactobacillus

casei Lc01

Os resultados referentes a esse microrganismo estdo apresentados na

Tabela 6 e na Figura 5.
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Tabela 6. Contagens de Lactobacillus casei Lc01 (log UFC/mL) em 4 meios de

cultura, com semeadura em superficie e em profundidade, incubacgéo a 37°C e

a 42°C, em aerobiose e anaerobiose e significaAncia das diferencas obtidas

(p<0,05).
Condi¢des de cultivo
37°C 42°C
AE ANA AE ANA
SP PP SP PP SP PP SP PP

MRS 10,431°"10,301*®" 10,461°*" 10,396"*' 10,135°“? 10,436"*' 10,474°*" 10,336""
MRS 5,4 11,8012 11,6312 11,700*" 11,837%" 11,802**" 11,680*"" 11,8391 11,702%""
BL-MRS 10,626 10,434*" 10,491°%" 10,523°*" 10,526"*" 10,499°*" 10,535"*" 10,414’
LP-MRS 10,220"%" 10,347°" 10,252"8" 10,345°*' 10,183®" 10,684°*" 10,106°%* 10,629*""

AE: aerobiose; ANA: anaerobiose; SP: semeadura em superficie; PP: semeadura em

profundidade; agar MRS 5,4: agar MRS pH 5,4; agar BL-MRS: agar MRS com bile; LP-

MRS: dgar MRS com cloreto de litio e propionato de sddio.

e Letras minusculas iguais para uma mesma coluna: ndo existe diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05) entre os resultados para os meios de

cultura.

e letras mailsculas iguais para uma mesma linha, considerando a mesma

temperatura: ndo existe diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre

os resultados para a forma de semeadura.

e Mesmo numero para uma mesma linha: n&o existe diferenga estatisticamente

significativa (p<0,05) entre os resultados para as duas temperaturas.
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5.1. 2. 3. 1. Influéncia dos componentes do meio de cultura

Analisando os resultados apresentados na Tabela 6 e Figura 5, verifica-
se que as contagens de L. casei LcO1 no agar MRS 5,4  foram
significativamente maiores (p<0,05) que aquelas obtidas nos demais &agares.
Independente forma de semeadura, temperatura e atmosfera de incubagao, os
resultados foram 1 log superiores aos demais agares (Tabela 6).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
contagens de L. casei LcO1 obtidas nos demais agares, com excegao daquelas
obtidas nos agares MRS e LP-MRS incubados a 42°C, em aerobiose e
semeados em superficie, e no agar LP-MRS incubado a 42°C, em anaerobiose
e semeado a em superficie, que apresentaram as menores contagens de L.

casei Lc01.

5.1. 2. 3. 2. Influéncia da forma de semeadura

Em relagdo a forma de semeadura realizada (Tabela 6), ndo foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) entre as contagens de L. casei
LcO01 no agar MRS 5,4 nas duas temperaturas e atmosfera de incubagéo, e no
agar BL-MRS a 42°C, nas duas formas de semeadura e atmosfera de
incubagdo. Observaram-se contagens mais baixas de L. casei LcO1 no agar LP-
MRS quando a semeadura foi realizada em superficie, nas duas temperaturas
de incubagéo. No agar BL-MRS, incubado a 37°C, as contagens mais elevadas

de L. casei L.cO1 foram observadas quando a semeadura foi feita em superficie
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com incubacdo em aerobiose, e quando a semeadura foi realizada em
profundidade e incubagdo em anaerobiose. Verificaram-se contagens mais
baixas de L. casei LcO1 no agar MRS, semeado em profundidade, incubado em
aerobiose e a 37°C. Contagens mais elevadas de L. casei LcO1 foram
observadas no agar MRS incubado a 42°C para semeadura feita em
profundidade e incubacgio em aerobiose, semeadura em superficie e incubagéo
em anaerobiose, e no agar LP-MRS para semeadura feita em profundidade,

tanto em aerobiose quanto anaerobiose.

5. 1. 2. 3. 3. Influéncia da temperatura de incubagao

N&o foram observadas diferengas significativas entre as contagens de L.
casei LcO1 nos agares MRS 5,4 e BL-MRS para as duas temperaturas
estudadas (Tabela 6). Contagens mais baixas de L. casei Lc0O1 foram
encontradas para placas de agar MRS semeadas em superficie e incubadas em
aerobiose, a 42°C. No agar LP-MRS, as contagens mais baixas de L. casei
LcO1 foram obtidas quando as placas semeadas em superficie foram incubadas

a 42°C em anaerobiose.

5. 1. 2. 4. Avaliagao microbiolégica quantitativa de L. casei Shirota

Os resultados referentes a esse microrganismo estdo apresentados na

Tabela 7 e Figura 6.
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Tabela 7. Contagens de Lactobacillus casei Shirota (log UFC/mL) em 4 meios
de cultura, com semeadura em superficie e em profundidade, incubacgao a 37°C

e a 42°C, em aerobiose e significancia das diferencgas obtidas (p<0,05).

Condigdes de cultivo

37°C 42°C
SP PP SP PP
MRS 9,218 9,172 9,11620A1 9,056°*2
MRS 5,4 9,078%" 9,261 9,190%" 9,187
BL-MRS 9,190 9,182 90,0602 9,0152
LP-MRS 9,153%A1 g 17331 9,135%A1 9,041

SP: semeadura em superficie; PP: semeadura em profundidade; agar MRS 5,4: agar
MRS pH 5,4; agar BL-MRS: agar MRS com bile; agar LP-MRS: agar MRS com cloreto
de litio e propionato de sodio.

e Letras mindsculas iguais para uma mesma coluna: ndo existe diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os resultados para os meios de
cultura.

e Letras mailsculas iguais para uma mesma linha, considerando a mesma
temperatura: ndo existe diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre
os resultados para a forma de semeadura.

¢ Mesmo nimero para uma mesma linha: ndo existe diferenga estatisticamente

significativa (p<0,05) entre os resultados para as duas temperaturas.
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5. 1. 2. 4. 1. Influéncia dos componentes do meio de cultura

Segundo os resultados apresentados na Tabela 7 e Figura 6, as
contagens de L. casei Shirota foram muito préoximas nos quatro agares
testados. A andlise estatistica indicou que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as contagens nesses agares quando a semeadura foi realizada
em profundidade com incubacao a 37°C. Uma contagem mais baixa de L. casei
Shirota foi verificada no agar MRS 5,4 incubado a 37°C, em semeadura em
superficie e essa diferenca em relagdo aos demais agares foi estatisticamente
significativa (p<0,05). Ja quando incubado a 42°C, e semeadura realizada em
profundidade, este mesmo agar apresentou as contagens mais elevadas de L.
casei Shirota. Observou-se também uma contagem mais baixa de L. casei
Shirota nos agares MRS, BL-MRS e LP-MRS incubados a 42°C em semeadura
em profundidade e em agar BL-MRS quando a semeadura foi feita em
superficie, sendo essas diferencas estatisticamente significativas (p=<0,05)
quando comparadas aos demais agares semeados e incubados nas mesmas

condigoes.

5.1. 2. 4. 2. Influéncia da forma de semeadura

Com relagdo a forma de semeadura (Tabela 7), ndo se observou

diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre as contagens de L. casei

Shirota nas duas formas de semeadura. Entretanto, no agar MRS 5,4, com
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semeadura realizada em superficie e incubagéo a 37°C, a contagem de L. casei

Shirota foi mais baixa que na semeadura feita em profundidade.

5.1. 2. 4. 3. Influéncia da temperatura de incubagao

Em relagdo a temperatura de incubacgao (Tabela 7), observou-se que as
contagens de L. casei Shirota foram semelhantes na maioria dos meios
testados. Contagens mais baixas de L. casei Shirota foram encontradas para
incubacado a 42°C no agar MRS em profundidade, e no agar BL-MRS, nas duas
formas de semeadura, sendo essas diferengas estatisticamente significativas

(p=0,05) em relagao aos resultados obtidos nos demais agares.
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5. 2. Avaliagao da sobrevivéncia de Lactobacillus casei Shirota e

Lactobacillus casei Lc01 no trato gastrintestinal

Os resultados da avaliagao da capacidade de L. casei Shirota e L. casei
Lc01 sobreviverem em suco gastrico com diferentes valores de pH (1,5, 2,0, 2,5
e 3,0) e em suco entérico com pH 8,0, apos terem passado pelo suco gastrico
nos diferentes pHs, estdo apresentados nas Figuras 7, 8, 9 e 10. Esses
resultados indicam que as duas cepas tiveram um comportamento muito
semelhante.

As Figuras 7 e 8 mostram que a sobrevivéncia dessas culturas no suco
gastrico é dependente do pH. Apés 30min de contato com o suco gastrico com
pH 1,5, e ap6s 60min de contato com suco gastrico com pH 2,0, ndo foi mais
possivel detectar bactérias sobreviventes pela metodologia analitica adotada.
Apo6s 15min de contato com o suco gastrico, a reducao da contagem de células
viaveis ja havia sido da ordem de 4 ciclos log. Quando o pH do suco gastrico
era 2,5, essa reducao de 4 ciclos log ocorreu somente apds 120min de contato.
Ja no suco gastrico com pH 3,0, ndo foi observada nenhuma redugédo no
namero de células viaveis, mesmo apo6s o tempo méaximo estudado, ou seja,
120min.

Os resultados apresentados nas Figuras 9 e 10 indicam que o suco
entérico simulado empregado nesse estudo foi capaz de reverter a injuria
provocada pelo suco gastrico simulado utilizado, especialmente nos valores
mais baixos de pH. Assim, aquelas células de L. casei Shirota ou Lc01 que néo

eram mais cultivaveis apdés contato com suco gastrico com pH 1,5 e 2,0,
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passaram a apresentar contagens da ordem de 102 a 10°UFC/mL apéds o

contato com suco entérico simulado.
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Figura 7. Contagens de Lactobacillus casei Shirota (log UFC/mL) apés contato

com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH por até 120min.
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Figura 8. Contagens de Lactobacillus casei LcO1 (log UFC/mL) apés contato

com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH por até 120min.
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Figura 9. Contagens de Lactobacillus casei Shirota (log UFC/mL) apés contato
com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH por 120min, seguido

de contato com suco entérico simulado com pH 8,0 por até 240min.

10,00 -

8,00
—E' 6.00 EO0 min
o B 60 min
= 0120 min
= 4,00 T
S 01240 min

2]00 T T - =

0,00 - ; Iﬂ | | .

15 2
pH (SG)

Figura 10. Contagens de Lactobacillus casei LcO1 (log UFC/mL) apos contato
com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH por 120min, seguido

de contato com suco entérico simulado com pH 8,0 por até 240min.
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Outros pesquisadores relataram resultados semelhantes para outras
culturas laticas ou probidticas. KOS et al. (2000) examinaram a resisténcia de L.
acidophilus M92 ao processo de digestdo no estdbmago e trato gastrintestinal,
para entdo avaliar seu potencial probiético. Estes autores investigaram a
sobrevivéncia dessa cultura em suco gastrico simulado com pH ajustado a 1,5,
2,0, 2,5 e 3,0. Apds 1h de exposi¢cdo em sucos gastrico com valores de pH de
2,0, 2,5 e 3,0, a sobrevivéncia desta cepa foi alta (99%), mas ap6s 2h de
exposi¢do nos mesmos valores de pH, as contagens diminuiram para 4,5, 6,5 e
7,5 log UFC/mL, respectivamente, de uma populagao inicial de 9 log UFC/mL.
Ja para suco gastrico com valor de pH 1,5, apdés 1h n&o foi observada a
sobrevivéncia dessa bactéria. Baseados nesses resultados, os autores
recomendaram que probidticos deveriam ser ingeridos com alimentos
tamponados, como leite, iogurte e outras proteinas, ja que individuos em jejum
apresentam o pH do estdmago em torno de 1-2, e muitos microrganismos,
incluindo lactobacilos e bifidobactérias, sobrevivem a estas condigbes apenas
por um curto periodo de tempo.

VINDEROLA e REINHEIMER (2003) também estudaram a resisténcia de
bactérias laticas e probidticas as condigdes impostas pelo TGI. Estes autores
observaram que as bactérias laticas L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
thermophilus sdo mais sensiveis ao suco gastrico (pH 2,0) que bactérias
probioticas. A maioria das culturas testadas (S. thermophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus e Lactococcus lactis) reduziram a contagem inicial em 6
ciclos log apds passagem pelo TGI, apds 3h de contato. Os autores observaram

também que a presenca de bile foi inibitoria para as bactérias laticas testadas.
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Ja as bactérias probidticas (L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, B. lactis, B.
longum) foram mais resistentes ao suco gastrico e a bile do que as bactérias
laticas, porém também apresentaram perda de viabilidade.

DROUAULT et al. (1999) também verificaram que as condigdes impostas
pelo duodeno, onde bile e suco pancredtico sdo secretados, influenciam a
viabilidade bacteriana, verificando que somente 10-30% das bactérias ingeridas
sobrevivem.

A maioria das cepas estudadas por CHARTERIS ef al. (1998 b), incluindo
espécies de lactobacilos e bifidobactérias, perderam sua viabilidade durante o
contato com suco gastrico simulado (pH 2,0). Estes autores verificaram que L.
casei 212.3 e L. rhamnosus GG sobreviveram ao contato com suco entérico
simulado (pH 8,0) e foram consideradas intrinsecamente resistentes ao trato
gastrintestinal. L. casei F19 apresentou redugédo em 1,5 ciclos log e foi
considerada sensivel. L. fermentum KLD também apresentou redug¢do na
viabilidade, porém conseguiu recuperar sua viabilidade apos 4h de contato.
Quase todas cepas de bifidobactérias estudadas mantiveram sua viabilidade
durante o tratamento simulado com suco entérico e foram consideradas
intrinsecamente resistentes. Somente B. adolescentis 15703T apresentou uma
progressiva reducéo na viabilidade e foi considerada sensivel. B. breve 15700T
também apresentou reducdo na viabilidade, mas houve recuperacdo apos 4h
de contato com suco entérico.

Embora lactobacilos estejam presentes em todas as porg¢des do TGI, as
regides do ileo terminal e colon parecem ser as preferenciais de colonizagéo

pelos lactobacilos e bifidobactérias, respectivamente. Nem todos os estudos
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que avaliaram a tolerancia de probidticos ao TG| consideram este fato, e como
resultado, pouco se sabe sobre a tolerancia de probidticos a bile (KOS et al.,
2000).

Em relacdo aos resultados de resisténcia das cepas estudadas a bile e
enzimas digestivas (Tabela 8 e 9) verificou-se que a presenga de pepsina
(3g/L), bile (10g/L) e pancreatina (1g/L) nos sucos gastrico e entérico simulados
nao influenciou a sobrevivéncia de L. casei Shirota e L. casei LcO1 (Tabelas 8 e

9).

Tabela 8. Contagens de Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus casei LcO1
(log UFC/mL), apds contato com suco gastrico simulado (pH 3) contendo ou

nao pepsina (3g/L).

Tempo de L. casei Shirota L. casei Lc01

tratamento (min) (log UFC/mL) (log UFC/mL)

com pepsina sem pepsina com pepsina sem pepsina

0 9,43 9,58 9,54 9,59
15 9,63 9,61 9,93 9,66
30 9,45 9,51 9,73 9,84
60 9,37 9,81 9,89 9,34

120 9,38 9,36 9,67 9,59
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Tabela 9. Contagens de Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus casei Lc01
(log UFC/mL), apo6s contato com suco entérico simulado (pH 8) contendo ou

ndo bile (10g/L) e pancreatina (1g/L).

Tempo de L. casei Shirota L. casei Lc01

tratamento (min) (log UFCImL) (log UFC/mL)

sem bile e com bile e sem bile e com bile e

pancreatina pancreatina pancreatina pancreatina

0 9,99 9,08 9,49 9,89
120 9,20 9,11 9,63 9,41
180 9,95 9,94 9,94 9,98
240 9,30 9,78 9,93 9,49

KOS et al. (2000) verificaram que a presenca de oxgall (1,5 e 3mg/mL)
no suco entérico diminuiu a sobrevivéncia de L. acidophilus M92, reduzindo sua
populacdo em 3 e 4,5 ciclos log, respectivamente. GILLILAND e SPECK (1977)
também verificaram que bactérias né&o-intestinais, como L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e Lactococcus lactis sao muito sensiveis a bile, sendo que
concentragdes abaixo de 0,05% foram inibitérias. Ao contrario, bactérias
probidticas foram bastante resistentes a oxgall (0,15-0,3%). Essa alta
resisténcia a bile, verificada por esses autores foi confirmada no presente
estudo para as culturas probidticas L. casei Shirota e LcO1.

O estresse gerado nos microrganismos pela bile é complexo e ainda néo

totalmente esclarecido, tendo em vista as diferentes concentragdes biliares e
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tempo de permanéncia em cada compartimento do trato gastrintestinal. Além
disso, MARTEAU et al. (1997) observaram que o efeito bactericida da bile
simulada € maior que a do suco biliar no organismo. Segundo esses autores, 0s
sais biliares na bile simulada estao desconjugados, sendo mais deletérios para
0s microrganismos. Apesar de, em alguns trabalhos, a bile ter sido vista como
fator limitante para sobrevivéncia dos probiodticos, ZARATE et al. (2000),
verificaram que o tratamento com sais biliares aumentou a atividade de -
galactosidase dos probiodticos presentes em iogurte, auxiliando na digestao de
lactose em pessoas deficientes de lactase.

Segundo NORIEGA et al. (2004), o aumento da resisténcia a bile em
Bifidobacterium pode estar relacionada a grande capacidade deste
microrganismo tolerar valores baixos de pH, tornando essa bactéria capaz de
sobreviver no trato gastrintestinal. GOMEZ-ZAVAGLIA et al. (2002) reportaram
mudancas nas propriedades da superficie de bifidobactérias ao entrar em
contato com bile, verificando que esse contato pode induzir mudangas
metabdlicas irreversiveis nesses microrganismos.

Em relagédo a influéncia do leite na resisténcia de L. casei Shirota e L.
casei LcO1 as condigcbes de estresse impostas pelo TGIl, os resultados
indicaram que o leite tem um efeito protetor a essas bactérias, pois se observou
um aumento em sua capacidade de sobreviver ao tratamento com os sucos
gastricos simulados, principalmente a aqueles com valores baixos de pH (Fig.

11,12, 13 e 14).
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Figura 11. Contagens de Lactobacillus casei Shirota (log UFC/mL)apés contato

com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH, contendo leite, por
até 120min.
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Figura 12. Contagens de Lactobacillus casei Lc01 (log UFC/mL) apés contato

com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH, contendo leite, por
ate 120min.
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Figura 13. Contagens de Lactobacillus casei Shirota (log UFC/mL) ap6s contato
com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH, contendo leite, por
120min, seguido de contato com suco entérico simulado com pH 8,0 por até
240min.
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Figura 14. Contagens de Lactobacillus casei LcO1 (log UFC/mL), apds contato
com suco gastrico simulado com diferentes valores de pH, contendo leite, por
120min, seguido de contato com suco entérico simulado com pH 8,0 por até
240min.
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Ao se comparar as Figuras 7 e 8 com as Figuras 11 e 12, & possivel
observar que a presencga do leite retardou a perda de viabilidade das culturas
probitdticas expostas ao valor mais extremo de pH (1,5). A contagem de
sobreviventes no suco gastrico com pH 1,5 na presencga de leite foi de 5,4 log
UFC/mL, ao passo que em sua auséncia, ndo havia células sobreviventes
nesse valor de pH ap6s 30min. O leite exerceu um efeito protetor para L. casei
Shirota e LcO1 quando em contato com suco gastrico com pH acima de 2,0,
visto que ndo houve variagdo entre as contagens iniciais e apos 120min de
contato.

A presenga de leite ndo causou mudanca no valor do pH do suco
gastrico. Dessa forma, uma maior sobrevivéncia das culturas probioticas nao
pode ser explicado por um pH mais favoravel. Os resultados desse estudo
confirmam aqueles apresentados por outros autores em relagdo ao efeito
protetor de componentes presentes no leite (CHARTERIS ef al., 1998 b; KOS et
al., 2000).

A influéncia de caseina, leite desnatado e concentrado de proteinas na
sobrevivéncia de L. acidophilus M92 no suco gastrico simulado com pH 2,0 foi
estudada por KOS et al. (2000). Os autores observaram que no suco gastrico
sem concentrado de proteinas, as contagens de sobreviventes reduziram em
cerca de 6 ciclos log, e quando o concentrado de proteinas estava presente,
essa reducao foi de 4 ciclos log. Além disso, quando transferidos para o suco
entérico (pH 8,0 contendo 3mg/mL de oxgall), a contagem aumentava mais 2
ciclos log, atingindo uma concentracéo final de 10°UFC/mL, correspondente a

concentragao que caracteriza um alimento probidtico.
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CHARTERIS et al. (1998 b) fizeram estudos in vitro com L. casei 212.3 e
B. infantilis 25962 através da exposicdo de uma suspensao celular destes
microrganismos ao suco gastrico simulado (pH 2,0) contendo pepsina e cloreto
de sodio, e suco intestinal simulado (pH 8,0) contendo pancreatina e cloreto de
sodio. Os resultados mostraram que esses tratamentos causaram a perda da
viabilidade celular da maioria das culturas testadas, sendo essa perda menor na
presenca de proteinas do leite. Dessa forma, os autores postularam que
algumas culturas de Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. conseguem
sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal, quando ingeridas com
produtos a base de leite. Entretanto mais estudos sdo ainda necessarios para
se compreender melhor a agdo protetora dessas e de outras substancias

presentes no leite.
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Em vista dos resultados obtidos nesse trabalho, as seguintes conclustes

sao possiveis:

1.

O agar MRS foi eficiente para o cultivo de todas as culturas testadas
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium animalis,
Streptococcus  thermophilus e Lactobacillus  delbrueckii  subsp.
bulgaricus), mas a suplementacdo com sais biliares, cloreto de litio,
propionato de sodio, cisteina, trealose, maltose, dicloxacilina e/ou
gentamicina, aliada a utilizagdo de condi¢gbes adequadas de semeadura
(profundidade e superficie) e de incubagdo (37°C, 42°C, aerobiose e
anaerobiose), permite transforma-lo em meio seletivo para as diferentes
espécies de bactérias laticas e probidticas estudadas (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium animalis, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus).
As contagens de B. animalis Bb12, L. acidophilus La05, L. casei Lc01 e
L. casei Shirota nos agares MRS, MRS 5,4, BL-MRS e LP-MRS foram
semelhantes, porém foram observadas algumas diferencgas
estatisticamente significativas (p<0,05). Assim:
e para cultivo de B. animalis Bb12, recomenda-se a incubagdo em
anaerobiose e semeadura em profundidade. A temperatura de

incubag&o dos quatro meios testados n&o interfere nos resultados;
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e para o cultivo de L. acidophilus La05, recomenda-se a utilizagao
de 4gar MRS 5,4, e incubagé&o a 37°C. A forma de semeadura e a
atmosfera de incubagao néo interfere nos resultados;

e para o cultivo de L. casei Lc01, recomenda-se 0 emprego de agar
MRS 5,4. A forma de semeadura e condigbes de incubacdo
(temperatura e atmosfera) ndo interferem nos resultados;

e para o cultivo de L. casei Shirota, qualquer um dos agares
testados pode ser utilizado, recomendando-se a incubagéo a
37°C, independente da forma de semeadura.

3. A resisténcia de L. casei Shirota e L. casei L.cO1 ao pH acido ¢ tanto
maior quanto mais alto o pH. O modelo simulado utilizado indicou que o
suco entérico € capaz de reverter a injuria induzida pelo suco gastrico,
extremamente acido, tornando os microrganismos cultivaveis;

4. O leite retarda a perda de viabilidade de L. casei Shirota e L. casei Lc01
nos pH mais acidos, e exerce um efeito protetor para as culturas

estudadas quando presente nos sucos gastricos com pH acima de 2,0.



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACHARYA, M. R.; SHAH, R.K. Selection of human isolates of Bifidobacteria
for their use as probiotics. Appl. Biochem. Biotechnol., Totowa, N.J., v.
102-103, n. 1-6, p. 81-98, 2002.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Alimento. Recomendacgdes
da Comissdo ja aprovadas pela Diretoria de Alimentos e Toxicologia;
disponivel em  http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno.htm;
acesso em: 15/02/2005.

BEHRENS, J. H.; SILVA, M. A. A. P.; ROIG, S. M. Fermentation of soymilk by
commercial lactic cultures: development of a product with market potential.
Aliment. Acd. Sci. Hung., Budapest, v. 33, n. 2, p. 101-109, 2004.

BERRADA, N.; LEMELAN, J. F.; LAROCHE, P.; THOUVENOT, P.; PIAIA, M.
Bifidobacterium from fermented milk: survival during gastric transit. J. Dairy
Sci., Savoy, |.L., v. 74, n. 2, p.409-13, 1991.

BLANCHETTE, L.; ROY, D.; BELANGER, G.; GAUTHIER, S.F. Production of
cottage cheese using dressing fermented by bifidobacteria. J. Dairy Sci.,
Savoy, I.L., v. 79, n. 1, p.8-15, 1996.

De acordo com NBR 6023 preconizada pela ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS (ABNT). As abreviaturas dos titulos dos periodicos
seguem o CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE SOURCE INDEX (CASSI), 1994.



7. Referéncias Bibliograficas 77

BORRIELO, S. P.; HAMMES, W. P.; HOLZAPFEL, W.; MARTEAU, P
SCHEREZENMEIR, J.; VAARA, M.; VALTONEN, V. Safety of probiotics that
contain lactobacilli or bifidobacteria. Clin. Infect. Dis., Munchen, v. 36, n. 6, p.
775-80, 2003.

BOUHNIK, Y., POCHART, P.; MARTEAU, P.; ARLET, G.; GODEREL, I;
RAMBAUD, J-C. Faecal recovery in humans of viable Bifidobacterium species
ingested in fermented milk. Gastroenterology, Orlando, F.L., v. 102, n. 3, p.
875-878, 1992.

BRASIL. Leis, decretos, etc. Portaria n® 15, de 30 de abril de 1999, do
Ministério da Saude. Diario Oficial, Brasilia, 14 maio 1999. Secéao 2. Institui,
junto @ Camara Técnica de Alimentos, Comissdo de Assessoramento de

Alimentos Funcionais e Novos Alimentos. 1999 a.

BRASIL. Leis, decretos, etc. Resolugdo n°® 16, de 30 de abril de 1999, do
Ministério da Saulde. Diario Oficial, Brasilia, 3 dez. 1999. Regulamento
técnico de procedimentos para registro de alimentos e ou novos ingredientes.
1999 b.

BRASIL. Leis, decretos, etc. Resolugdo n® 18, de 30 de abril de 1999, do
Ministério da Saude. Diario Oficial, Brasilia, 3 dez. 1999. Regulamento
técnico que estabelece as diretrizes basicas para analise e comprovagéo de
propriedades funcionais e ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos.
1999 c.

BRASIL. Leis, decretos, etc. Resolugdo n® 19, de 30 de abril de 1999, do
Ministério da Salde. Diario Oficial, Brasilia, 10 dez. 1999. Regulamento
técnico de procedimentos para registro de alimento com alegagdo de

propriedades funcionais e ou de salde em sua rotulagem. 1999 d.



7. Referéncias Bibliograficas 78

CHARTERIS, W.; KELLY, P. M.; MORELLI, L.; COLLINS, K. Ingredient
selection criteria for probiotic microorganisms in functional dairy foods. Int. J.
Dairy Technol., Oxford, v. 51, n. 4, p. 123-136, 1998 a.

CHARTERIS, W.; KELLY, P. M.; MORELLI, L.; COLLINS, K. Development and
application of an in vifro methodology to determine the transit tolerance of
potentially probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium species in the upper
human gastrointestinal tract. J. Appl. Microbiol., Oxford, v. 84, n. 5, p.759-
768, 1998 b.

CHOW, J. Probiotics and prebiotics: A brief overview. J. Ren. Nutr., New York,
N.Y., v.12,n. 2, p. 76-86, 2002.

COEURET, V.; GUEGUEN, M.; VERNOUX, J. P. Numbers and strains of
lactobacilli in some probiotic products. Int. J. Food Microbiol., Oxford, v. 97,
n. 2, p. 147-56, 2004 a.

COEURET, V.; GUEGUEN, M.; VERNOUX, J. P. In vitro screening of potential
probiotic activities of selected lactobacilli isolated from unpasteurized milk
products for incorporation into soft cheese. J. Dairy Res., Cambridge, v. 71, n.
4, p. 451-60, 2004 b.

DALY, C.; DAVIS, R. The biotechnology of lactic bacteria with emphasis on
applications in food safety and human health. Agric. Food Sci., Jokioine, v.
7, p. 219-250, 1998.

DALY, C.; FITZGERALD, G.F.; OCONNOR, L.; DAVIS, R. Technological and
health benefits of dairy starter cultures. Int. Dairy J., Amsterdam, v. 8, n. 3,
p.195-205, 1998.



7. Referéncias Bibliograficas 79

DAVE, R. |.; SHAH, N. P. Evaluation of media for selective enumeration of
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacteria. J. Dairy Sci., Savoy, |.L., v. 79,
n. 9, p. 1529-1536, 1996.

DAVIDSON, R.H.; DUNCAN, S.E.; HACKNEY, C.R.; EIGEL, W.N.; BOLING,
J.W. Probiotic culture survival and implications in fermented frozen yogurt
characteristics. J. Dairy Sci., Savoy, |.L., v. 83, n. 4, p. 666-673, 2000.

DINAKAR, P.; MISTRY, V.V. Growth and viability of Bifidobacterium bifidum in
cheddar cheese. J. Dairy Sci., Savoy, |.L., v. 77, n. 10, p. 2854-2864, 1994.

DRAGO, L.; GISMONDO, M.R.; LOMBARDI, A.; HAEN, C.; GOZZINI, L.
Inhibition of in vitro growth of enteropathogens by new Lacfobacillus isolates
of human intestinal origin. FEMS-Microbiol. Lett., Amsterdam, v. 153, n. 2,
p. 455-463, 1997.

DRAGO, L.; VECCHI, E.; NICOLA, L.; COLOMBO, A.; GISMONDO, M. R.
Microbiological evaluation of commercial probiotic products available in Italy.
J. Chem. Res., London, v. 16, n. 5, p. 463-7, 2004.

DROUAULT, S.; CORTHIER, G.; EHRLICH, S.D.; RENAULT, P. Survival,
physiology and lysis of Lactococcus lactis in the digestive tract. Appl.
Environ. Microbiol., Washington, D.C., v. 65, n. 11, p. 4881-4889, 1999.

DUNNE, C.; O'MAHONY, L.; MURPHY, L.; THORNTON, G.; MORRISSEY, D.;
O'HALLORAN, S.; FEENEY, M.; FLYNN, S.; FITZGERALD, G.; DALY, C,;
KIELY, B.; O'SULLIVAN, G. C.; SHANAHAN, F.; COLLINS, J. K. In vitro
selection criteria for probiotic bacteria of human origin: correlation with in vivo
findings. Am. J. Clin. Nutr., Bethesda, M.D., v. 73, n. 2, p. 386S-3928S, 2001.



7. Referéncias Bibliograficas 80

FANTAZZINI, L.; MAYER, M.D.B.; FRANCO, B.D.G.M. Avaliacao da resisténcia
ao suco gastrico de lactobacilos em leites fermentados. Trabalho nao
publicado, Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, USP, Séo Paulo, 2000.

FERNANDEZ, M. F.; BORIS, S.; BARBES, C. Probiotic properties of human
lactobacilli strains to be used in the gastrointestinal tract. J. Appl. Microbiol.,
Oxford, v. 94, n. 3, p. 449-55, 2003.

FOOD INGREDIENTS. Leites fermentados com probidticos contribuem para
uma vida mais saudéavel. Food Ingredients, Sao Paulo, Mai/jun, n. 6, p. 40-
46, 2000.

FULLER, R. Probiotics in man and animals. J. Appl. Bacteriol., Oxford, v. 66,
n. 5, p.365-378, 1989.

GANZLE, M. G.; HERTEL, C.; VAN DER VOSSEN, J. M. B. M.; HAMMES, W. P.
Effect of bacteriocin-producing lactobacilli on the survival of Escherichia coli
and Listeria in a dynamic model of the stomach and the small intestine. Int. J.
Food Microbiol., Amsterdam, v. 48, n. 1, p. 21-35, 1999.

GARDINER, G.; STANTON, C.; LYNCH, P. B.; COLLINS, J. K.; FITZGERALD,
G.; ROSS, R. P. Evaluation of Cheddar cheese as a food carrier for delivery of
a probiotic strain to the gastrointestinal tract. J. Dairy Sci., Savoy, |.L., v. 82, n.
7,p. 1379-1387, 1999 a.

GARDINER, G.E.; ROSS, R.P.; WALLACE, J.M.; SCANLAN, F.P.; JAGERS,
P.P.; FITZGERALD, G.F.; COLLINS, J.K.; STANTON, C. Influence of a
probiotic adjunct culture of Enterococcus faecium on the quality of cheddar



7. Referéncias Bibliograficas 81

cheese. J. Agric. Food. Chem., Columbus, O.H., v. 47, n. 12, p.4307-4916,
1999 b.

GILLILAND, S.E.; SPECK, M.L. Antagonistic action of Lactobacillus acidophilus
toward intestinal and foodborne pathogens in associative cultures. J. Food
Prot., Des Moine, |.A., v. 40, n. 12, p. 820-823, 1977.

GILLILAND, S.E. Acidophilus milk products: a review of potential benefits to
consumers. J. Dairy Sci., Savoy, I.L., v. 72, n. 10, p. 2483-2494, 1989.

GOBBETTI, M.; CORSETTI, A.; SMACCHI, E.; ZOCCHETTI, A.; De ANGELIS,
M. Production of Crescenza cheese by incorporation of Bifidobacteria. J.
Dairy Sci., Savoy, |.L.,v. 81, n. 1, p. 37-47, 1997.

GOMES, AM.P.; MALCATA, F.X. Development of probiotic cheese
manufactured from goat milk: response surface analysis via technological
manipulation. J. Dairy Sci., Savoy, I.L., v. 81, n. 6, p. 1492-1507, 1998.

GOMES, AM.P.; MALCATA, F.X. Bifidobacterium spp. and Lactobacillus
acidophilus:  biological, biochemical, technological and therapeutical
properties relevant for use as probiotics. Trends Food Sci. Technol.,
Amsterdam, v. 10, p..139-157, 1999.

GOMEZ-ZAVAGLIA, A.; KOCIUBINSKI, G.; PEREZ, P.; DISAHRO, E.; De
ANTONI, G. Effect of bile on the lipid composition and surface properties of
bifidobacteria. J. Appl. Microbiol., Oxford, v. 93, n. 5, p. 794-9, 2002.

GUARNER, F.; SCHAAFSMA, G.J. Probiotics. Int. J. Food Microbiol., Oxford,
v. 39, n. 3, p. 237-238, 1998.



7. Referéncias Bibliograficas 82

GUYTON, A.C.; HALL, J. H. Tratado de fisiologia médica, 10° ed., Guanabara
Koogan, RJ: 2002.

HOVE, H.; NORDGAARD-ANDERSEN, |.; MORTENSEN, P. B. Effect of lactic
acid bacteria on the intestinal production of lactate and short-chain fatty
acids, and the absorption of lactose. Am. J. of Clin. Nutr., Bethesda, M.D., v.
59, n. 1, p. 74-79, 1994.

HYRONIMUS, B.; LE MARREC, C.; SASSI, A. H.; DESCHAMPS, A. Acid and
bile tolerance of spore-forming lactic acid bacteria. Int. J. Food Microbiol.,
Oxford, v. 61, n. 2-3, p. 193-7, 2000.

IDF. Detection and enumeration of Lactobacillus acidophilus. Bulletin n® 306.

Int. Dairy Federation, Brussels, Belgium, 1995.

INGHAM, S. C. Use of modified Lacfobacillus selective medium and
Bifidobacterium iodeacetate medium for differential enumeration of
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium spp in powered nutricional
products. J. Food Prot., Des Moine, |.A., v. 62, n. 1, p. 77-80, 1999.

ISOLAURI, E. Probiotics in human disease. Am. J. Clin. Nutr., Bethesda, M.D.,
v. 73, n. 6, p. 11428-46S, 2001.

KIM, H.S.; GILLILAND, S.E. Lactobacillus acidophilus as a dietary adjunct for
milk to aid lactose digestion in humans. J. Dairy Sci., Savoy, |.L., v. 66, n. 5,
p. 959-966, 1983.

KLAVER, F.AM.; KINGMAN, F.; WEERKAMP, A.H. Growth and survival of
bifidobacteria in milk. Neth. Milk Dairy J., Amsterdam, v. 47, p. 151-164,
1993.



7. Referéncias Bibliograficas 83

KOS, B.; SUSKOVIC, J.; GORETA, J.; MATOSIC, S. Effect of protectors on the
viability of Lactobacillus acidophilus M92 in simulated gastrointestinal
conditions. Food Technol. Biotechnol., Kaciceva, v. 38, n. 2, p. 121-127,
2000.

LANKAPUTHRA, W.E.V.; SHAH, N.P. A simple method for selective
enumeration of Lactobacillus acidophilus in yogurt supplemented with L.
acidophilus and Bifidobacterum spp. Milchwissenschaft, Postfach, v. 51, n.
8, p. 446-451, 1996.

LAPIERRE, L.; UNDELAND, P.; COX, L. J. Lithium chloride-sodium propionate
agar for enumeration of bifidobacteria in fermented dairy products. J. Dairy
Sci., Savoy, I.L., v. 75, n. 5, p. 1192-1196, 1992.

LEE, Y.; SALMINEN, S. The coming of age of probiotics. Trends Food Sci.
Technol., Amsterdam, v. 6, p. 241-245, 1995.

LEE, Y.K;; NOMOTO, K.; SALMINEN, S.; GORBACH, S.L. Handbook of
probiotics, New York: John Wiley & Sons, 1999. 211p.

LIM, K. S.; HUH, C. S.; BAEK, Y. J. A selective enumeration medium for
bifidobacteria in fermented dairy products. J. Dairy. Sci., Savoy, I.L., v..78,
n..10, p..2108-2112, 1995.

LINDWALL, S.; FONDEN, R. Passage and survival of Lactobacillus acidophilus
in the human gastrointestinal tract. IDF Bull. n2 21. Int. Dairy Fed., Brussels,
Belgium, p. 179, 1984.

MARTEAU, P.; MINEKUS, M.; HAVENAAR, R.; HUIS, J. H. Survival of lactic

acid bacteria in a dynamic model of the stomach and small intestine:



7. Referéncias Bibliograficas 84

validation and the effects of bile. J. Dairy Sci., Savoy, I.L., v. 80, n. 6, p.
1031-1037, 1997.

MARTEAU, P. R.; VRESE, M.; CELLIER, C. J.; SCHEREZENMEIR. Protection
from gastrointestinal diseases with the use of probiotics. Am. J. Clin. Nutr.,
Bethesda, M.D., v. 73, n. 2, p. 430S-6S, 2001.

MARTEAU, P.; SEKSIK, P.; LEPAGE, P.; DORE, J. Cellular and physiological
effects of probiotics and prebiotics. Mini Rev. Med. Chem., Amsterdam, v. 4,
n. 8, p. 889-96, 2004.

MARTIN, R.; OLIVARES, M.; MARIN, M. L; FERNANDEZ, L. Probiotic
potencial of 3 lactobacilli strains isolated from breast milk . J. Hum. Lact.,
Bethesda, M.D., v. 21, n. 1, p. 8-17, 2005.

MATTILA-SANDHOLM, T. The PROBDEMO project: demonstration of the
nutritional functionality of probiotic foods. Trends Food Sci. Technol.,
Amsterdam, v. 10, p. 385-386, 1999.

MATTILA-SANDHOLM, T., BLUM, S.; COLLINS, J.K.; CRITTENDEN, R.; de
VOS, W.; DUNNE, C.;: FONDEN, R.; GRENOV, G.; ISOLAURI, E.; KIELY, B.;
MARTEAU, P.; MORELLI, L.; OUWEHAND, A.; RENIERO, R.; SAARELA,
M.; SALMINEN, S.; SAXELIN, M.; SCHIFFRIN, E.; SHANAHAN, F;
VAUGHAN, E.; von WRIGHT, A. Probiotics: towards demonstrating efficacy.
Trends Food Sci. Technol., Amsterdam, v. 10, p. 393-399, 1999.

MERCIER, G.; DUCHESNE, J.; CARLES-GIBERGUES, A. A simple and fast
test to detect soils polluted by lead. Environmental Pollution, Amsterdam, v.
118, n. 3, p. 285-296, 2002.



7. Referéncias Bibliograficas 85

MITSUOKA, T. Intestinal Bacteria and Health. HARCOURT BRACE
JOVANOVICH, Tokio, 1978, 208 p.

MITSUOKA, T. Intestinal flora and immunity: Intestinal infection, allergies and
cancer. Yakult Honsha Co., Ltda, Tokio, 1997, 128p.

MODLER, H. W.; McKELLAR, R. C.; YAGUSHI, M. Bifidobacteria and
bifidogenic factors. Can. Inst. Food Sci. Technl. J., Oftawa, v. 23, p. 29-41,
1990.

MONTALTO, M.; ARANCIO, F.; 1ZZl, D.; CUOCO, L.; CURIGLIANO, V.
MANNA, R.; GASBARRINI, G. Probiotics: history, definition, requirements and
possible therapeutic applications. Ann. Ital. Med. Int., Italy, v. 17, n. 3, p. 157-
65, 2002.

NAIDU, A.S.; CLEMENS, R.A. Probiotics. In NAIDU, A.S. Nat. Food
Antimicrobial Systems, Wallingford, Boca Raton: CRC Press. 2000, 818 p.

NORIEGA, L.; GUEIMONDE, M.; SANCHEZ, B.; MARGOLLES, A.; REYES-
GAVILAN, C. G. I. Effect oh the adaptation to high bile salts concentrations
on glycosidic activity, survival at low pH and cross-resistance to bile salts in
Bifidobacterium. Int. J. Food. Microbiol., Oxford, v. 94, n. 1, p. 79-86, 2004.

NORIKATSU, Y.; WATANABE, K.; MIKE, A.; TAGAMI, Y.; TANAKA, R;
OHWAKI, M.; MOROTOMI, M. Survival of a probiotic, Lactobacillus casei
strain Shirota, in the gastrointestinal tract: Selective isolation from faeces and
identification using monoclonal antibodies. Int. J. Food Microbiol., Oxford, v.
48, n. 1, p. 51-57, 1999.



7. Referéncias Bibliograficas 86

NUTRITION AND HEALTH COLLECTION. Mecanisms of protection of the
digestive tract. John Libbey Eurotext, Montrouge, 1998, 47p.

NUTRITION AND HEALTH COLLECTION. Yoghurt: eighty years of active
research for health. John Libbey Eurotext, Montrouge, 1999, 45p.

NUTRITION AND HEALTH COLLECTION. Fermented foods an healthy
digestive functions. John Libbey Eurotext, Montrouge, 2001, 47p.

NUTRITION AND HEALTH COLLECTION. The intestinal microflora. John
Libbey Eurotext, Montrouge, 2003, 47p.

OLIVEIRA, M.N.; SIVIERI, K.; ALEGRO, J.H.A.; SAAD, S.M.l. Aspectos
tecnolégicos de alimentos funcionais contendo probidticos. Rev. Bras.

Ciéncias Farmacéuticas, Sdo Paulo, v. 38, n. 1, p. 1-21, 2002.

PAYNE, J. F.; MORRIS, A. E. J.; BEERS, P. Evaluation of selective media for
the enumeration of Bifidobacterium sp. in milk. J. Appl. Microbiol., Oxford, v.
86, n. 2, p. 353-358, 1999.

PEDERSEN, L. W. Proposed methods for couting and discriminating between: L.
acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus and

Bifidobacteria. Research paper, Chr. Hansen’s Laboratory, Milwaukee, 1993.

POCHART, P.; MARTEAU, P.; BOUHNIK, Y.; GODEREL, I.; BOURLIOUX, P.;
RAMBAUD, J. C. Survival of bifidobacteria ingested via fermented milk during
their passage through the human small intestine: an in vivo study using
intestinal perfusion. Am. J. Clin. Nutr., Bethesda, M.D., v. 55, n. 1, p. 78,
1992.



7. Referéncias Bibliograficas 87

REID, G. Minireview — The scientific basis for probiotic strains of Lactobacillus.
Appl. Environ. Microbiol., Washington, D.C., v. 65, n. 9, p. 3763-3766,
1999.

REID, G., BURTON, J. Use of Lactobacillus to prevent infection by pathogenic
bacteria. Microb. Infect., Amskidam, v. 4, n. 3, p. 319-324, 2002.

REID, G. The importance of guidelines in the development and application of
probiotic. Curr. Pharm. Des., Sharjah, v. 11, n. 1, p. 11-6, 2005.

ROBERFROID, M. B. Prebiotics and probiotics: are they functional foods? Am.
J. Clin. Nutr., Bethesda, M.D., v. 71, n. 2, p. 1682S-7S, 2000.

ROBINS-BROWNE, R. M.; LEVINE, M. M. The fate of ingested lactobacilli in the
proximal intestine. Am. J. Clin. Nutr., Bethesda, M.D., v. 34, n. 4, p. 514-519,
1981.

ROY, D.; MAINVILLE, I.; MONDOU, F. Selective enumeration and survival of
bifidobacteria in fresh cheese. Int. Dairy J., Amsterdam, v. 7, n.12, p.785-
793, 1997.

ROY, D. Media for the isolation and enumeration of bifidobacteria in dairy
products. Int. J. Food Microbiol., Oxford, v. 69, n. 3, p. 167-182, 2001.

RYBKA, S.; KAILASAPATHY, K. The survival of culture bacteria in fresh and
freeze-dried AB yogurts. Aust. J. Dairy Technol., Melbourne, v. 50, p.51-57,
1995.



7. Referéncias Bibliograficas 88

SAARELA, M., MOGENSEN, G.; FONDEN, R.; MATTO, J.; MATTILA-
SANDHOLM, T. Probiotic bacteria: safety, funcional and technological
properties. J. Biotechnol., Amsterdam, v. 84, n. 3, p. 197-215, 2000.

SAKAI K.; MISHIMA, T.; TACHIKI, T.; KUMAGAI, H.; TOCHIKURA, T. Mortality
of bifidobacteria in boiled yogurt. J. Ferm. Technol., Osaka, v. 65, p. 215-
220, 1987.

SALMINEN, S.; BOULEY, C.; BOUTRON-RUAULT, M. C.; CUMMINGS, J. H;;
FRANCK, A.; GIBSON, G.R.; ISOLAURI, E.; MOREAU, M. C.;
ROBERFROID, M.; ROWLAND, |I. Functional food science and
gastrointestinal physiology and function. Br. J. Nutr., Wallingford, v. 80, n. 1,
p. S147-71, 1998.

SAMONA, A.; ROBINSON, R.K. Effect of yogurt culture on the survival of
bifidobacteria in fermented milks. J. Soc. Dairy Technol., London, v. 42, n. 2,
p. 58-60, 1994.

SANDERS, M.E. Probiotics — Scientific status summary. Food Technol.,
Chicago, I.L., v. 53, n. 11, p, 67-77, 1998.

SARTOR, R. B. Probiotic therapy of intestinal inflammation and infections. Curr.
Opin. Gastroenterol., Hagerstown, M.D., v. 21, n. 1, p. 44-50, 2005.

SAS. Statistical Analysis System, verséo 6.08. The SAS Institute, Cary, N.C.,
1992.

SHAH, N.P.; LANKAPUTHRA, W.E.V. Improving viability of Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium spp. in yogurt. Int. Dairy J., Amsterdam, v.
7,n.5, p. 349-356, 1997.



7. Referéncias Bibliogréaficas 89

SHAH, N.P. Probiotic bacteria: selective enumeration and survival in dairy
foods. J. Dairy Sci., Savoy, I.L., v. 83, n. 4, p. 894-907, 2000.

SHAH, N.P.; RAVULA, R.R. Microencapsulation of probiotic bacteria and their
survival in frozen fermented dairy desserts. Aust. J. Dairy Technol.,
Melbourne, v. 55, n. 3, p. 139-144, 2000.

SHIMAKAWA, Y.; MATSUBARA, S.; YUKI, N.; IKEDA, M.; ISHIKAWA F.
Evaluation of Bifidobacterium breve strain Yakult-fermented soymilk as a
probiotic food. Int. J. Food Microbiol., Oxford, v. 15, n.2, p.131-6, 2003.

SREEKUMAR, O.; HOSONO, A. Immediate effect of Lactobacillus acidophilus
on the intestinal flora and fecal enzymes of rats and the in vitro inhibition of
Escherichia coli in coculture. J. Dairy Sci., Savoy, I.L., v. 83, n. 5, p. 931-39,
2000.

STANTON, C.; GARDINER, G.; LYNCH, P.B.; COLLINS, J.K.; FITZGERALD,
G.; ROSS, R.P. Probiotic cheese. Int. Dairy J., Amsterdam, v. 8, n. 5-6, p.
491-496, 1998.

STANTON, C.; GARDINER, G.; MUHAN, H.; COLLINS, K. FITZGERALD, G.
LYNCH, P.B.; ROSS, R.P. Market potential for probiotics. Am. J. Clinical
Nutr., Bethesda, M.D., v. 73, n. 6, p. 476-1835, 2001.

SULLIVAN, G. C.; KELLY, P.; O'HALLORAN, S.; COLLINS, C.; COLLINS, J. K;;
DUNNE, C.; SHANAHAN, F. Probiotics: an emerging therapy. Curr. Pharm.
Des., Sharjah, v. 11, n. 1, p. 3-10, 2005.

SULLIVAN, A.; NORD, C. E. Probiotics and gastrointestinal diseases. J. Int.
Med., High St Worthing, v. 257, n. 1, p. 78-92, 2005.



7. Referéncias Bibliograficas 90

SUSKOVIC, J.; KOS, B.; MATOSIC, S.; BESENDORFER, V. The effect of bile
salts on survival and morphology of potential probiotic strain Lactobacillus
acidophilus M92. World. J. Microbiol. Biotechnol., Dordrecht, v. 16, p. 673-
678, 2000.

SVENSSON, U. Industrial perspectives. In: TANNOCK, G.W. Probiotics: a
critical review. Wymondham: Horizon Scientific Press, p. 57-64, 1999.

TEJADA-SIMON, M.V,; LEE, J.H.; USTUNOL, Z.; PESTKA, J.J. Ingestion of
yogurt containing Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium to potentiate
immunoglobulin A responses to cholera toxin in mice. J. Dairy Sci., Savoy,
I.L., v. 82, n. 4, p. 649-660, 1999.

TRABULSI, L.R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia, 4.ed, Sdo Paulo, Editora
Atheneu, 2004, 718 p.

TRINDADE, C.S.F. Encapsulagdo de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium Jactis e avaliagdo da sua tolerancia as secregdes
gastrintestinais. Tese de doutorado, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
UNICAMP, Campinas, SP, 2001.

TOMAS, M. S.; BRU, E.; NADER-MACIAS, M. Statistical models to optimize
production of probiotic characteristics. Methods Mol. Biol., New York, N.Y.,
v. 268, p. 355-65, 2004.

VANDAMME, F.; LEONOURRY, A.; CHARRUEAU, C.; CHAUMEIL, J-C. The
use of polysaccharides to target drugs to the colon. Carbohydr. Polym.,
Amstredam, v. 48, p. 219-231, 2002.



7. Referéncias Bibliograficas 91

VANDERHOOF, J. A.; YOUNG, R. J. Current and potencial uses of probiotics.
Ann. Allergy Asthma Immunol., Arlington Heights, I.L., v. 93, n. 5, p. 33-7,
2004.

VINDEROLA, C.G.; REINHEIMER, J. A. Culture media for the enumeration of
Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus acidophilus in the presence of
yogurt bacteria. Int. Dairy J., Amsterdam, v. 9, n. 8, p. 497-505, 1999.

VINDEROLA, C.G.; REINHEIMER, J. A. Enumeration of Lacfobacillus casei in
the presence of L. acidophilus, bifidobacteria and lactic starter bacteria in
fermented dairy products. Int. Dairy J., Amsterdam, v. 10, n. 4, p. 271-275,
2000.

VINDEROLA, C.G.; BAILO, N.; REINHEIMER, J.A. Survival of probiotic
microfiora in Argentinian yoghurts during refrigerated storage. Food Res. Int.,
St Joseph, M.1., v..33, n..9, p..97-102, 2000.

VINDEROLA, C.G.; REINHEIMER, J.A. Lactic acid stater and probiotic bacteria:
a comparative in vitro study of probiotic characteristics and biological barrier
resistance. Food Res. Int., St Joseph, M., v. 36, p. 895-904, 2003.

WANG, Y. C.; YU, R. C.; CHOU, C.C. Viability of lactic acid bacteria and
bifidobacteria in fermented soymilk after drying, subsequent rehydration and
storage. Int. J. Food Microbiol., Oxford, v. 93, n..2, p.209-17, 2003.

ZARATE, G.; PEREZ-CHAIA, A.; GONZALEZ, S.; OLIVER, G. Viability and
beta-galactosidase activity of dairy propionibacteria subjected to digestion by
artificial gastric and intestinal fluids. J. Food Prot., Des Moine, .A., v. 63, n.
9, p.1214-1221, 2000.



7. Referéncias Bibliograficas 92

ZARATE, G.; GONZALEZ, S.; CHAIA, A. P. Assessing survival of dairy
propionibacteria in gastrointestinal conditions and adherence to intestinal
epithelia. Methods Mol. Biol., New York, N.Y., v. 268, p. 423-32, 2004.

ZIEMER, C. J.; GIBSON, G. R. An overview of probiotics, prebiotics and
symbiotics in the functional food concept perspectives and future strategies.
Int. Dairy J., Amsterdam, v. 8, n. 5-6, p.473-479, 1998.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 56
	Page 57
	Page 58
	Page 59
	Page 60
	Page 61
	Page 62
	Page 63
	Page 64
	Page 65
	Page 66
	Page 67
	Page 68
	Page 69
	Page 70
	Page 71
	Page 72
	Page 73
	Page 74
	Page 75
	Page 76
	Page 77
	Page 78
	Page 79
	Page 80
	Page 81
	Page 82
	Page 83
	Page 84
	Page 85
	Page 86
	Page 87
	Page 88
	Page 89
	Page 90
	Page 91
	Page 92
	Page 93
	Page 94
	Page 95
	Page 96
	Page 97
	Page 98
	Page 99
	Katia_Lima_70_71.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10




