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SUMARIO

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar cepas de Lactobacillus e Bifidobactérias
a partir de leites fermentados comerciais e analisar sua resisténcia ao pH 4cido e sais biliares.
Os microrganismos foram isolados de leites fermentados comerciais através da técnica ‘spread-
plate’ em meio seletivo MRS suplementado com neomicina, paromomicina, acido nalidixico
e cloreto de litio. Posteriormente, as cepas foram caracterizadas conforme a coloragdo de
Gram e a prova da catalase. Foi possivel identificar através do kit comercial Api 20A os
microrganismos Actinomyces israelli, Actinomyces haeslundii, Lactobacillus acidophilus/
jensenii e Bifidobacterium spp 2 e através do kit comercial Api SOCHL Medium foi possivel
identificar os microrganismos Lactococcus lactis ssp lactis 2 e Lactobacillus paracasei ssp
paracasei 1. Foram realizados testes de resisténcia em pH de 3,0; 2,5 e 2,0 durante 3 e 6 horas
e resisténcia aos sais biliares na concentracdo de 0,3%. Ambas as cepas foram resistentes ao

pH de 3,0 durante 3 horas e 6 horas e aos sais biliares.
Termos para indexacdo: Bifidobactérias, Lactobacillus, probiodtico, leites

fermentados, isolamento.

1 INTRODUCAO

Diversos produtos lacteos com caracteris-
ticas probidticas, como queijos e sobremesas
lacteas, estdo disponiveis no mercado. Porém,
produtos lacteos fermentados com bactérias
acido-laticas como o iogurte, sdo importantes

carreadores de probidticos (LOURENS-HATTINGH
& VILJOEN, 2001). O uso de Bifidobacterium
spp e/ou Lactobacillus acidophilus neste tipo
de produto tornou-se popular no final da década
de 70, como resultado dos avangos cientificos na
area de taxonomia e ecologia das bifidobactérias
(GOMES & MALCATA, 1999).
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Probiodticos sdo microrganismos nao pa-
togénicos que, quando ingeridos em quantidades
adequadas, exercem algum beneficio em quem os
consome (FAO/WHO, 2006), pois promovem
balango da flora microbiana intestinal, sendo
Lactobacillus e Bifidobacterium as espécies mais
utilizadas (FULLER, 1989). Esses efeitos estdo
direta e exclusivamente relacionados ao tipo da
cepa utilizada (AGOSTINI et al., 2004).

Para ser aplicada como probiético, a bacté-
ria precisa ter identificagdo internacionalmente
conhecida (espécie e subespécie da cepa); resistir a
acidez gastrica e a agdo dos sais biliares; possuir
efeitos benéficos ao hospedeiro demonstrados in
vivo e in vitro por meio de uma dose conhecida; ter
capacidade de adesdo ao muco ou epitélio intestinal;
apresentar seguranga comprovada e possuir garantia
da manutengdo da viabilidade até o momento do
consumo, seja na forma de capsula, pé ou quando
adicionada a produtos alimenticios (PINEIRO &
STANTON, 2007; ZUCOTTI et al., 2008).

Para garantir um efeito continuo, os probio-
ticos devem ser ingeridos diariamente. Efeitos
benéficos na composicdo da microbiota intestinal
foram observados com doses de 100 g de produto
alimenticio contendo 10° a 107 UFC g'!, geralmente
com a administragdo durante 15 dias (BLANCHETTE
et al,, 1996; JELEN & LUTZ, 1998). Outros autores
também sugerem niveis acima de 107 UFC por grama
ou mililitros do produto para serem garantidos
efeitos funcionais fisiolégicos (VINDEROLA &
REINHEIMER, 2000). A legislagdo brasileira pre-
coniza que a contagem de bactérias probidticas
viaveis deve ser entre 10% e 10°, mas contagens
menores podem ser empregadas se comprovado o
seu beneficio (BRASIL, 2008).

O objetivo deste trabalho foi isolar e identi-
ficar cepas probiodticas de leites fermentados
comerciais, bem como testar sua capacidade quan-
to a viabilidade probidtica e resisténcia ao pH
acido e sais biliares.

2 MATERIAIS E METODOS
Método de Isolamento

Foram coletadas amostras de cinco diferentes
leites fermentados comerciais, em triplicata. Para
as bifidobactérias, 1 mL da amostra foi dissolvida
em 9 mL de dgua peptonada tamponada (Oxoid,
Madrid, Spain) e a partir desta, foram obtidas 10
dilui¢des em série. As amostras foram semeadas
em meio seletivo, MRS suplementado com neomi-
cina, paromomicina, acido nalidixico e cloreto de
litio conforme ROY (2001), através da técnica
‘spread-plate’. Todas as placas foram incubadas
anaerobicamente a 37°C, por 72 horas. Subsequen-
temente, 14 coldonias isoladas foram repicadas e

purificadas em caldo MRS contendo HCl-cisteina
(SYKES & SKINNER (1973). Cepas individuais
foram confirmadas através da colora¢do de Gram,
prova da catalase e identificadas pelo kit Api 20 A
(Bio Merieux SA, Marcy L’Etoile, France).

Os Lactobacillus também foram isolados a
partir de cinco diferentes leites fermentados, em
agar MRS pela técnica de semeadura em pro-
fundidade (SHAH et al., 1995). As placas perma-
neceram em estufa bacterioldgica na temperatura
de 37°C, por 48 horas. Apds periodo de incuba-
¢do, a partir de cada amostra foram selecionadas
e isoladas duas colonias (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 1992). Posteriormente,
cepas individuais foram confirmadas através da
coloragdo de Gram, prova da catalase e identifi-
cadas pelo kit Api 50 CHL Medium (Bio Merieux
SA, Marcy L’Etoile, France).

Tolerancia ao pH acido

Apos o crescimento em caldo MRS a 37°C
por 24 horas, as colonias foram semeadas em de
caldo MRS, ajustado ao pH de 2,0; 2,5 ¢ 3,0 com
HCI 3M. Apéds, foram incubadas por trés e seis
horas a 37°C. Entdo foram feitas analises com cé-
lulas diluidas em tampao fosfato (0,1M e pH 6,2)
visando neutralizar o acido (HYRONIMUS et al.,
2000). Esta ¢ uma técnica relativamente simples
de simulagdo do trato digestivo quando comparada
a outras técnicas que levam em consideragdo a
uma acidifica¢do gradual sob agitagio (MARTEAU
et al., 1997; BLANQUET et al., 2004).

Toleridncia aos sais biliares

Para avaliar a tolerancia a bile, as cepas das
bactérias foram reativadas em caldo MRS e apds
1 mL da ultima cultura (concentragdo superior a
9 UFC mL™") foi utilizado para inocular tubos com
9 mL de caldo MRS, adicionado de 0,3% de sais
biliares e incubados por 4 horas a 37°C. A tolerancia
a bile pelas cepas foi verificada em placas com
agar MRS depois da incubagdo em estufa por 48
horas a 37°C (GILLILAND, STALEY & BUSH,
1984; VINDEROLA & REINHEIMER, 2003).

Anilise Estatistica

Os resultados da resisténcia ao pH foram
analisados através da ANOVA e aplicado o teste
de Tukey com 5% de probabilidade através do
software estatistico SPSS 17.0 (Chicago, EUA).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar do nimero limitado de amostras de
leites fermentados comerciais, estas foram sufi-
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cientes para atingir o objetivo do trabalho de isolar
e caracterizar as cepas probidticas presentes neste
tipo de produto lacteo.

Todas as amostras de leites fermentados
apresentaram contagens superiores a 107 UFC mL",
ou seja, todos os produtos analisados possuiam mi-
crorganismos viaveis. A viabilidade de cepas probid-
ticas ¢ considerada importante a fim de assegurar
sua Otima funcionalidade. Apos a ingestdo, estas
bactérias devem superar duas barreiras bioldgicas
principais, o ambiente acido do estdomago e a secre-
¢do de bile no duodeno (LANKAPUTHRA & SHAH,
1995). GRAND, KUFFER & BAUMGARTNER
(2003) também realizaram contagens em leites
fermentados e todos continham mais de 10° UFC g'!
de bifidobactérias. A Tabela 1 apresenta o resultado
da coloracdo de Gram, da prova da catalase e dos
kits utilizados para identificagdo.

Foi possivel isolar uma maior quantidade
de cepas de Bifidobacterium spp 2 e Lactobacillus
paracasei ssp paracasei 1, sendo entdo estas sele-
cionadas para os testes de resisténcia ao pH acido
e sais biliares.

Para atingir o intestino e garantir sua fun-
cionalidade, as bactérias probidticas devem possuir
uma ou mais caracteristicas, como resisténcia ao
suco gastrico, a bile e as condi¢des de processa-
mento a que o alimento ¢ submetido (MATILLA-
SANDHOLM et al., 2003). O pH do suco gastrico

secretado no estomago ¢ 0,9, porém a presenga
do alimento eleva o pH local para valores entre
2,5 e 3,5 (HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002).
Apbs a ingestdo do alimento, o tempo para que o
estomago esvazie ¢ de 2 a 4 horas (GOLDIN &
GORBACH, 1992).

Com a contagem inicial de 9,07 log UFC
mL-!', o Lactobacillus paracasei ssp paracasei
1 apresentou contagens inferiores a 10° UFC mL"!
em pH 2,0 (Tabela 2). Nas primeiras 3 horas
de exposi¢do, a contagem decresceu 37,93% e apods
6 horas diminuiu 58,21%, passando a contagem
final para 3,79 log UFC mL"'. Segundo LIN et
al. (2006), bactérias acido lacticas sdo
significativamente afetadas pela acidez. Células
viaveis decresceram de 14,33 a 33,30% apds 3 e
6 horas de incubacgdo, respectivamente, em pH
2,5. Em pH 3,0, apresentou decréscimos menores
que 11,35%.

Observa-se também que a cepa de
Bifidobacterium spp 2 (Tabela 2) apresentou
contagem inicial de 9,40 log UFC mL"!, perdeu
sua viabilidade probidtica apds exposicdo de 6
horas em pH de 2,0 e 2,5, apresentando redugdo
da populagdo inicial de 60,96% e 55,53%, respec-
tivamente. No entanto, quando submetida ao pH
3,0 manteve contagens superiores a 10° UFC mL!,
concordando com os resultados encontrados por
ERKKILA & PETAJA (2000) para cepas de

Tabela 1 — Identificagdo e nimero de Bifidobactérias e Lactobacilos encontrados nos leites fermentados,
bem como suas caracteristicas a coloragdo de Gram e catalase.

Cepas identificadas N° cepas Gram Catalase

Actinomyces israelli 02 + -

Actinomyces naeslundii 01 + -
Bifidobactérias* Lactobacillus

acidophilus/jensenii 01 * -

Bifidobacterium spp 2 10 + -

Lactococcus lactis spp lactis 2 02 + -
Lactobacilos** Lactobacillus paracasei spp 08 + )

paracasei 1

* Identificagdo através do kit Api 20 A (Bio Merieux SA, Marcy L’Etoile, France);
** Tdentificagdo através do kit Api 50 CHL Medium (Bio Merieux AS, Marcy L’Etoile, France).

Tabela 2 — Contagem de Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 e Bifidobacterium em Log UFC.ml"! apos
exposi¢do ao pH 2,0; 2,5; e 3,0 em meio MRS acidificado com HCI 3M, durante 3 e 6 horas.

Contagem
Cepa Horas Inicial pH 2,0 pH 2,5 pH 3,0
Lactobacillus paracasei 3 9,07¢ 5,63¢ 7,77° 8,59¢
ssp paracasei 1 6 9,07¢ 3,792 6,05 8,04¢
. . 3 9,40¢ 6,64° 7,68 8,04¢
Bifidobacterium spp 2 3 9,40¢ 3,67 4,18 7.,88¢
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Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus
e Pediococcus pentosaceus.

A bile pode promover a morte de micror-
ganismos, impedindo sua implantagdo no trato
intestinal. Por isso, um microrganismo probidtico
deve resistir a agdo da bile para atingir porgdes
distais do intestino e coloniza-lo (GIBSON &
FULLER, 2000). A Tabela 3 mostra que as cepas
analisadas apresentaram resisténcia aos sais bilia-
res, onde cada uma diminuiu apenas um ciclo
logaritmo apo6s a exposi¢cdo de 4 horas aos sais
biliares na concentragdo de 0,3%, permanecendo
com viabilidade probidtica. Segundo KLINGBERG
et al. (2005), a cepa de Lactobacillus paracasei
ndo sobreviveu ao pH 2,5, porém sobreviveu a
0,3% de sais biliares por 4 horas. No estudo feito
por PENNACCHIA et al. (2004), 89,3% das cepas
de Lactobacillus tiveram a capacidade de cresci-
mento em agar MRS contendo 4,0% de sais biliares.

Estes microrganismos isolados de leites
fermentados comerciais podem ser utilizados
como culturas iniciadoras em novos produtos
com potencial probidtico. Diversos trabalhos
tém sido realizados com o intuito de adicionar
este tipo de bactéria a produtos carneos
fermentados (PENNACCHIA er al., 2006;
MUTHUKUMARASAMY & HOLLEY, 2007;
RUIZ-MOYANO et al., 2009), leite fermentado de
soja (WANG et al., 2006), buttermilk (ANTUNES
et al., 2007) e queijo (CICHOSKI et al., 2008;
VALDUGA et al., 2009).

4 CONCLUSOES

As cepas isoladas de leites fermentados co-
merciais foram Actinomyces israelli, Actinomyces
naeslundii, Lactobacillus acidophylus/jensenii,
Bifidobacterium spp 2, Lactococcus lactis ssp
lactis 2 e Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1
sendo que apresentaram contagens superiores a
107 UFC mL".

As cepas Bifidobacterium spp 2 e Lacto-
bacillus paracasei ssp paracasei 1 apresentaram
viabilidade probidtica apds aprovagdo nos testes
de resisténcia ao pH acido e sais biliares.

Assim, os microrganismos isolados de leites
fermentados comerciais possuem capacidade
probidtica e podem ser utilizados pela industria

de alimentos como culturas probidticas em
diversos produtos, tanto lacteos quanto carneos.

SUMMARY

The aim of this study was to isolate and to
characterize Lactobacillus and Bifidobacterias strains
from fermented commercial milks and to analyze
its resistance to acid pH and bile salts. The
microorganisms were isolated from fermented
commercial milks from ‘spread-plate’ technique in
MRS selective medium supplemented with
neomycin, paromomicin, nalidixic acid and lithium
chloride. After, the strains were characterized as
coloration de Gram and catalase test. Were possible
to identify through the commercial kit Api 20A
microorganisms like Actinomyces israelli,
Actinomyces haeslundii, Lactobacillus acidophilus/
jensenii and Bifidobacterium spp 2 and through the
commercial kit Api SOCHL Medium were possible
to identify the microorganisms Lactococcus lactis
ssp lactis 2 and Lactobacillus paracasei ssp
paracasei 1. Were realized resistance tests in 3,0;
2,5 and 2,0 pH during 3 and 6 hours and resistance
to bile salts in the concentra tion of 0,3%. Both the
strains were resistant to 3,0 pH during 3 and 6 hours
and to presence of bile salts.

Index terms: Bifidobacterias, Lactobacillus,
probiotic, fermented milks, isolation.
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