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RESUMO

MIRANDA, Rodrigo Otavio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2013.
Desenvolvimento do meio de cultura Rafinose-Propionato Mupirocina de Litio,
seletivo para bifidobactérias, e avaliacio de sua associagdo com o Petrifilm™
Aerobic Count. Orientador: Luis Augusto Nero. Co-orientador: Antbnio Fernandes de
Carvalho.

Os leites fermentados sé&o ideais carreadores de micro-organismos probiéticos devido a
seu historico de consumo e fabricacdo. A aplicacdo de bifidobactérias em produtos
lacteos probidticos é geralmente associada a outras bactérias fermentadoras, com
objetivos de garantir a qualidade tecnoldgica e sensorial do produto. A microbiota mista
dos leites fermentados deve ser analisada diferencialmente com uso de meios seletivos
para garantir a viabilidade e concentracéo de células. Metodologias alternativas rapidas
para enumeragdo de miasgzanismos, como o Petrifilm™, s3o vantajosas para a
industria de alimentos, porém requerem prévia padronizacédo. O objetivo desse trabalho
foi adaptar meios seletivos para bifidobactérias com plaqueamento em Petrifilm™ AC.

Cepas de bifidobactérias, lactobacilos e estreptococos foram pesquisadas em relacdo ao
perfil de fermentacdo de carboidratos, reducdo e inibicdo por cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazdlio TTC) e desenvolvimento em meios seletivos para bifidobactérias.
Adicionalmente, o meio de cultura Rafinose-Propionato-MUP (RP-MUP) com
plagueamento comrucional e em Petrifilm™ AC com diferentes tempos de incubagéo

foi comparado com a metodologia da 1SO29981 com meio TOS-MUP em leites
fermentados produzidos. A rafinose foi o carboidrato que apresentou maior
especificidade de fermentacédo por bifidobactérias, sendo considerada a fonte de carbono
a ser utilizada no desenvolvimento do meio de cultura alternativo RP-MUP. Todas as
cepas daifidobacteriumspp. conseguiram reduzir adequadamente o TTC, e ndo foram
inibidas nas concentragbes 25, 50 e 100 mg/L. TOS-MUP e RP-MUP foram os meios

de cultura que apresentaram melhor seletividade para bifidobactérias, quando
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comparadas aos meios MRS-ABC e MRS-NNLP. A associacao do RP-MUP a placas
Petrifilm™ AC permitiu a enumeracdo seletiva de bifidobactérias em leites
fermentados, com equivaléncia de resultados com o RP-MUP e TOS-MUP utilizados
pela metodologia convencional de plaqueamento (ANOVA, p < 0.05), e altos indices de
correlagéao (r = 0.99, p < 0.05), inclusive em um tempo inferior de incubacao @8 h).
protocolo alternativo proposto para enumeracdo de bifidobactérias em leites
fermentados apresentou desempenho adequado, e representa uma vantagem para
utilizacdo pelas industrias de alimentos no controle de qualidade de produtos

probidticos com esses micro-organismos.



ABSTRACT

MIRANDA, Rodrigo Otavio, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2013.
Development of Raffinose-Propionate Lithium Mupirocin culture medium,
selective for bifidobacteria, and evaluation of its association with PetrifilfM
Aerobic Count. Advisor: Luis Augusto NeroCo-advisor: Antbnio Fernandes de
Carvalho.

Fermented milks are ideal carriers of probiotic microorganisms due to their
consumption and production history. The application of bifidobacteria in probiotic dairy
products is usually associated with other fermenting bacteria, with the purpose of
ensuring the technological and sensory qualities of the product. The mixed microbiota
of fermented milks must be screened differentially with the usage of selective media to
ensure the viability and concentration of the cells. Rapid alternative methodologies for
the enumeration of microorganisms, like Petrifilm™, are advantageous to the food
industry, but they need previous standardization. The aim of this study was to adapt
selective media for bifidobacteria with Petrifilm™ AC platting. Bifidobacteria,
lactobacilli and streptococci strains were screened for carbohydrate fermentation profile,
reduction and inhibition by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) and growth in
selective media for bifidobacteria. Additionally, Raffinose-Propionate-MUP (RP-MUP)
with conventional platting and using Petrifiith AC with different incubation times

was compared to 1SO29981 methodology with TOS-MUP medium in fermented milks
produced. Rafinose was the carbohydrate that presented the higher fermentation
specificity by bifidobacteria, being considered for the development of alternative
selective mediunRP-MUP. All bifidobacteria strains were able to adequately reduce
TTC, and they were not inhibited by concentration of 25, 50 and 100 mg/L. TOS-MUP
and RP-MUP were the culture media with best selectivity for bifidobacteria, when
compared to MRS-ABC and MRS-NNLP medRP-MUP and PetrifilmiM AC plates

association allowed selective enumeration of bifidobacteria in fermented milks, with



equivalent results for RP-MUP and TOS-MUP used with conventional platting
methodology (ANOVA; p < 0.05), and high correlation indexes (r = 0.99; p < 0,05),
even with shorter incubation time (48 h). The suggested alternative protocol for the
enumeration of bifidobacteria in fermented milks presented adequate performance, and
represents an advantage for the usage by food industries in the quality control of

probiotic products with these microorganisms.
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INTRODUCAO

Leites fermentados sdo usualmente considerados alimentos funcionais, desde a
associacdo feita por Metchnikov entre o consumo desses produtos com a saude dos
consumidores. Os probioticos evoluiram desse conceito e sdo considerados micro-
organismos vivos e em concentracéo suficiente para determinar uma melhoria na saude
dos consumidores. Micro-organismos do génBiriedobacterium apresentam ampla
aplicacdo em leites fermentados probioticos, devido a varios estudos demonstrando os
beneficios em seu consumo. Internacionalmente, a concentragdo minima considerada de
micro-organismos probidticos nesses produtos deve ser®de 1@ UFC/g, o que
gaantira o seu efeito benéfico ao consumidor. Entretanto, esses produtos
frequentemente apresentam uma microbiota mista, com a utilizagdo de bactérias laticas
fermentadoras para garantir sua qualidade tecnoldgica e sensorial.

Para um controle de qualidade adequado desses produtos € necessario que
protocolos especificos e meios de cultura seletivos e diferenciais sejam utilizados
Diversos meios de cultura foram desenvolvidos para a enumeracdo seletiva de
bifidobactérias em produtos lacteos. Entre eles se destaca o uso de antibiéticos como
dicloxacilina, mupirocina e a solucdo NNLP. Em 2010 foi publicada a 1SO29981, que
descreve um protocolo para enumeracdo presuntiva de bifidobactérias, empregando o
meio TOS-MUP.

Ainda relacionado ao controle de qualidade de alimentos em industrias,
metodologias alternativas de enumeragdo de micro-organismos possuem diversas
vantagens aos serem implantadas na rotina laboratorial, principalmente se determinam
agilidade em sua execucdo, desde o preparo de material, estoque e obtencédo de

resultados. Essas metodologias requerem prévia padronizacdo antes de serem utilizadas,



para garantia de equivaléncia com as metodologias tradicionais. Petrifilm™ AC ¢ uma
metodologia desenvolvida pela 3M para enumeracdo de aerdbios mesofilos. Dentre os
componentes do Petrifilm™ AC, o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio, responséavel pela
coloracdo vermelha das colbnias, pode néo ser reduzido por alguns micro-organismos
ou mesmo inibir os seus desenvolvimentos, 0 que pode determinar interferéncias na
enumeragao.

A associagdo de meios de cultura seletivos e diferenciais com placas Petrifilm™
AC ja foi descrita em diversos estudos, que objetivaram o desenvolvimento de
protocolos alternativos para enumeracdo de bactérias laticas, ou culturas starter
especificas, em leite fluido e leites fermentados. Um estudo recente demonstrou a
pertinéncia da associagdo de placas Petrifilm™ AC com os caldos MRS-ABC e MRS-
NNLP para enumeracgdo de bifidobactérias em leites fermentados. Entretanto, o meio de
cultura TOS-MUP aparentemente apresenta melhor seletividade para bifidobactérias
quando comparado aos meios de cultura MRS-ABC e MRS-NNLP, o que justifica o
desenvolvimento de um protocolo alternativo associado ao Peifiln@ para ser
utilizado no controle de qualidade de produtos probiéticos adicionados desse grupo.

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um protocolo alternativo para
enumeracado de bifidobactérias em leites fermentados, utilizando como referencial o

meio de cultura seletivo TOSUP e sua associa¢do com placas Petrifilm™ AC.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Histérico dos leites fermentados

O consumo e as técnicas de fabricacdo de leites fermentados se desenvolveram a
partir da domesticagdo dos animais pelo homem, quando este mudou de uma vida
nomade, de coletor e cacador, para uma vida de produtor. A utilizacdo do leite das
fémeas dos animais se tornou uma vantagem para a sobrevivéncia do homem primitivo.
Porém, com a auséncia de técnicas de conservacgéao, esse alimento altamente perecivel se
tornava improprio para consumo apoés algumas horas (Tamime, 2002).

No entanto, o homem eventualmente conseguiu identificar diferengcas entre um
produto fermentado, com caracteristicas especificas e agradaveis para o consumo, de
um produto deteriorado, com alteragbes que impediam o consumo desse alimento.
Assim, empiricamente, técnicas de producdo de alimentos fermentados comecaram a ser
desenvolvidas, permitindo a obtengdo de um novo produto e também a conservacdo dos
mesmos por um maior periodo (Buttriss, 1997).

Os leites fermentados antigos eram empregados como medicamentos ou elixires,
cujos processos de producdo eram descritos como procedimentos familiares e
misteriosos (Bourlioux, 2007). A fabricacdo dos leites fermentados permaneceu como
artesanal e empirica até o inicio da ciéncia moderna, com a demonstracdo da
fermentacdo e principalmente da associacdo feita no inicio do século XX por llya
Metchnikov entre o consumo de um leite especifico da regido dos Balcas (iogurte) e a
longevidade excepcional dos habitantes dessa regido (Hitchins & McDonough, 1989). A
partir dessa observacao, Metchnikov postulou que o0s principais responsaveis pela

fermentacdo desse produto, hoje reconhecidos cBtreptococcus thermophilus



Lactobacillus delbrueckisubspbulgaricus seriam capazes de sobreviver a passagem
pelo trato gastrointestinal superior e colonizar o intestino, onde exerceriam suas
propriedades terapéuticas (Vasiljevic & Shah, 2008). Posteriormente, corsstgtoei-

esses micro-organismos ndo eram capazes de se estabelecer no intestino (Herter &
Kendall, 1908), porém outras modificacbes foram demonstradas e outras bactérias

apresentavam essa capacidade (Schrezenmeir & de Vrese, 2001).

2. Probhidticos

O termo probidtico, no sentido moderno, nasceu em 1974, quando Parker(1974)
utilizou para denominar suplementos animais adicionados de micro-organismos vivos
(Schrezenmeir & de Vrese, 2001). Esse conceito se desenvolveu e hoje probidticos sédo
geralmente considerados como produtos contendo células viaveis de micro-organismos
que quando consumidos apresentam uma melhora na saude dos consumidores (FAO,
2006). Diversos veiculos podem ser utilizados para a administracdo de probioticos,
como capsulas e barras cereais (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010), porém o0s
leites fermentados séo os produtos de aplicagcdo mais frequente, devido a grande relacéo
entre probidticos e bactérias acido laticas com aplicacdes tecnoldgicas (De Vuyst,
2000).

Inimeras vantagens séo atribuidas aos probidticos, porém, a confirmacéo
cientifica de grande parte delas ainda carece de estudos aprofundados (Pineiro &
Stanton, 2007). Também € necessaria cautela na sobreposicao de resultados de estudos,
devido a caracteristicas particulares de cepas e modelos animais utilizados. Entre essas
vantagens estéo:

e Melhora do transito intestinal e constipacao (Chmielewska & Szajewska, 2010);



e Tratamento e prevencao de diarreias como a de viajante e a associada ao uso de
antibioticos, segundo (Cremonini et al., 20PRFarland, 200%)
e Atividade antagonista sobkelicobacter pylori{Gotteland et al., 2006);
e Melhoria na digestéo da lactose em intolerantes (de Vrese et al., 2001);
e Estimulagéo do sistema imune intestinal (Corthésy et al., 2007);
e Antagonismo de patdégenos intestinais (competicdo por sitio de ligacdo e
nutrientes, producédo de fatores inibitorios, (Cross, 32006)
e Supressao de cancer de célon (Wollowski et al., 2001);
¢ Reducdo de colesterol sérico (Agerholm-Larsen et al., 2000).
O géneroLactobacillus apresenta muitas espécies com potencial probiotico,
porém outras bactérias sdo também utilizadas, e inclusive leveduras do género
Saccharomycepossuem aplicacdo em alguns produtos. Na Tabela 1 sdo apresentadas

as principais espécies utilizadas como probiéticos em leites fermentados.

Tabela 1. Principais micro-organismos utilizados em formulacdes de probidticos

Género Espécie
Bifidobacterium B. adolescentis
B. animalis
B. bifidum
B. breve
B. infantis
B. longum
L
L
L
L
S.

. acidophilus

. caseli

. plantarum

. rhamnosus
cereviasae

Lactobacillus

Saccharomyces




2.1. O género Bifidobacterium

Atualmente,Bifidobacteriumé um dos géneros com maior aplicacdo em leites
fermentados probioticos. Esse género € composto de micro-organismos Gram positivos,
pleomorficos, frequentemente apresentando forma de bacilos bifurcados ou com as
extremidades dilatadas (Scardovi, 1986). Esses micro-organismos utilizam como
principal via de utilizacdo de carboidratos a chantféadfido-shunt”, que envolve a
atividade da enzima frutose-6-fosfato fosfoquetolase (F6PPK), com rendimento de
fermentacdo de trés moles de acetato e dois moles de lactato para cada dois moles de
glicose (De Vries et al., 1967). Esse fato, além do alto conteddo guanina e citosina
(G+C%), ndo permitiriam a classificagédo de bifidobactérias como bactérias &cido laticas
(BAL), porém ainda sdo associadas a esse grupo microbiano devido ao seu emprego
como probidtico (Vasiljevic & Shah, 2008).

O géneraBifidobacteriumfoi inicialmente relatado por Tissier em 1899 em fezes
de criangcas amamentadas por leite materno (Mitsuoka & Kaneuchi, 1977). A
observacgéo da reduzida prevaléncia de transtornos intestinais em bebés amamentados
com leite materno, em comparacdo aqueles alimentados com férmulas, foi associada a
maior proporcdo de bifidobactérias na populacdo do intestino dos bebés do primeiro
grupo (Balmer & Wharton, 1989). Essa maior propor¢cao de bifidobactérias que outros
grupos microbianos ocorre principalmente devido ao efeito estimulante do leite
materno, denominadde fator bifido (“bifidus factor”, do inglés) (Liepke et al., 2002)

Os principais componentes responsaveis foram identificados como oligossacarideos
complexos, ndo digeriveis pelo trato gastrointestinal, porém fermentaveis pelas
bifidobactérias presentes no intestino, causando uma selecdo natural dessa populagéo

(Coppa et al., 2004).



ApoGs a interrupcdo da amamentagdo, a microbiota intestinal sofre variagbes
induzidas pela auséncia desses fatores bifidos (Magne et al., 2006). Outros grupos
microbianos passam a se multiplicar e a ocupar uma propor¢cao maior da populacéo
intestinal (Hopkins et al., 2002). Alguns representantes desse grupo sao putrefativos e
produtores de gases, 0 que leva a desconfortos intestinais e producdo de compostos
toxicos para as células intestinais (Collado et al., 2009). Dessa maneira, a reintrodugéo
de bifidobactérias como probiéticos na alimentagdo levaria a um restabelecimento do

equilibrio da microbiota.

2.2. Aspectos legais para utilizagéo de probioticos

Em 2001, uma comissao conjunta da Organizacdo de Alimentos e Agricultura dos
Estados Unidos (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) se reuniu para
definir as propriedades nutricionais e de saude de alimentos probidticos. Essa comisséo
definiu protocolos para a sele¢do e aplicacdo de cepas probioticas, incluindo técnicas
para definir e mensurar os seus beneficios (Pineiro & Stanton, 2007). Adicionalmente,
essa comissdo também estabeleceu normas para a rotulagem dos alimentos probidticos,
indicando a necessidade de identificacdo da cepa utilizada no produto e a garantia d
uma concentracdo minima.

Um fator determinante para assegurar a caracteristica probidtica de um produto é
a viabilidade e a concentragédo de células no momento do consumo (Shah, 2000). As
cepas utilizadas devem ser capazes de sobreviver ao pH acido estomacal e abexposica
ao sais biliares da parte inicial do intestino delgado. Porém, essas condicfes adversas
podem reduzir em parte 0 numero da populacao inicial consumida (Ding & Shah, 2007)

Também devese considerar que o consumo diario do probidtico devesaial nivel



que proporcione alteracdo significativa na populacdo do trato gastro-intestinal dos
consumidores. Assim sendo, os diferentes alimentos probidticos devem apresentar
concentracdo especifica de células em toda sua vida de prateleira (FAO, 2006).

Internacionalmente, a concentracdo considerada adequada de bifidobactérias em
alimentos probidticos deve variar entré #8013 UFC por mililitro ou grama em leites
fermentados (Kopp-Hoolihan, 2001). No Brasil, 0 Regulamento Técnico de Identidade
de Leites Fermentados especifica que leites fermentados com bifidobactérias devem
apresentar contagem minima dé WE&C/g (Brasil, 2007).

Leites fermentados contendo probiéticos sao frequentemente produzidos com uma
associacao de diferentes cepas, garantindo a qualidade sensorial, vantagens tecnoldgicas
e a qualidade probidtica (Saxelin et al., 1999). Dessa maneira, a populacédo desse tipo de
alimento necessita de analise diferencial, para permitir a contagem dos diferentes
géneros e espécies de micro-organismos que sao utilizados na sua produc¢do. Embora os
protocolos oficiais recomendados pela legislacéo brasileira para controle de qualidade
de produtos fermentados ndo especifiquem, a enumeracdo desses diferentes géneros e
espécies deve ser realizada utilizando-se meios de cultura seletivos e diferenciais

(Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001).

3. Metodologias de enumeracao de bifidobactérias

O uso de meios seletivos ou diferenciais em microbiologia tem grande aplicacéo
para o controle de qualidade e inocuidade dos alimentos. Por meio das diferencas
fenotipicas dos grupos microbianos, podem-se selecionar condi¢cdes especificas de
multiplicagdo ou caracteristicas que permitam diferencia-los em um mesmo meio de

cultivo. A capacidade de utilizacdo de um carboidrato especifico geralmente € utilizada



em meios seletivos, favorecendo o desenvolvimento de um grupo alvo, o que caracteriza
um enriquecimento. O uso de substancias antimicrobianas para inibir a multiplicacao de
outros grupos caracteriza a selecdo. Em meios de cultura diferenciais, ingredientes
especificos permitem a visualizacdo de pelo menos dois grupos microbianos, com
diferentes caracteristicas derivadas de diversidades fenotipicas (Madigan et al., 2005).
Diferentes meios foram desenvolvidos para enumeracdo de bifidobactérias em
produtos lacteos fermentados, e principais sdo apresentados na Tabela 2. O primeiro
meio seletivo para bifidobactérias foi formulado por Teraguchi et al. (1978), que
utilizou como base o meio Glicose-Sangue-Figado suplementado com cisteina e uma
solucdo de antibiéticos denominada NNLP (&cido nalidixico, sulfato de neomicina,
cloreto de litio e sulfato de paromomicina). Posteriormente, Laroia & Martin (1991)
traduziram esse trabalho originalmente publicado em japonés, e popularizaram esse
meio de cultura para enumeracgéo seletiva de bifidobactérias. Devido a dificuldade de
preparo do meio base, Dave & Shah (1996) propuseram a alternativa de utilizar como
base o agar de Man Rogosa Sharpe (MRS), usualmente utilizado para enumeracgao de
bactérias laticas, associado a mesma solu¢do NNLP, e suplementado com cisteina. Sozzi
et al. (1990) demonstraram que concentracdes especificas de dicloxacilina poderiam ser
utilizadas para selecionar bifidobactérias em relagdo a bactérias laticas em meios de
cultura, como Triptona-Fitona-Levedura (TPY) ou MRS. A dicloxacilina também &
utilizada em associagdo ao cloreto de litio e a cisteina, originando o meio MRS-ABC
(Christian-Hansen, 20Q5Lima et al., 2009). Outros meios de cultura ainda
apresentavam em sua composicdo propionato de sodio, mupirocina e TOS
(oligossacarideo transgalactosilado) (Matsuki et al., 19@@o0ike et al., 1986). Em
2010, a International Organization for Standardization (ISO) apresentou um protocolo

internacional para enumeracdo de bifidobactérias em leites fermentados - ISO 29981



(ISO, 2010). O meio de cultura TOS-MUP ¢é utilizado nessa técnica e apresenta os
componentes TOS e propionato de soédio como agentes de enriqguecimento, e a

mupirocina de litio como agente seletivo.

Tabela 2. Meios de cultura seletivos pBrfedobacteriumspp. utilizados para controle
de qualidade em produtos lacteos fermentados.

Meio de Cultura Suplementos Referéncia
Glicose-Sangue-Figado NNLP  Acido Nalidixico Teraguchi et al. (1978)
Sulfato de Neomicina Laroia & Martin (1991)

Cloreto de Litio
Sulfato de Paromomicina
Cisteina

MRS-NNLP Acido Nalidixico Dave & Shah (1996)
Sulfato de Neomicina
Cloreto de Litio
Sulfato de Paromomicina

Cisteina
TPY ou MRS + dicloxacilina Dicloxacilina Sozzi et al. (1990)
MRS-ABC Dicloxacilina Christian-Hansen (2005)
Cloreto de Litio
Cisteina
BSM (Bifidobacterium Selective Cisteina Leuschner et al. (2003)
Medium) Mupirocina
TOS-Propionato * TOS Sonoike et al. (1986)
Propionato de sédio Matsuki et al. (1999)
TOS-MUP TOS ISO (2010)
Cisteina
Propionato de sédio
Mupirocina

* Agar eletivo

A industria de alimentos requer praticidade e agilidade nas analises de qualidade
de produtos. As analises microbiolégicas classicas geralmente necessitam de grande
guantidade de vidrarias e equipamentos, além de serem dispendiosas em relacdo ao
tempo. Devido a vida de prateleira de alguns produtos ser curta, a economia de tempo

nas analises de qualidaélearacterizada como uma vantagem (Jasson et al., 2010).
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Diversas metodologias alternativas para analises microbianas tém sido
desenvolvidas, que visam reduzir o tempo de analise e aumentar a sensibilidade ou
especificidade das técnicas (Jasson et al.,, 2010). Dentre as técnicas de enumeracao
alternativas, se destaca o uso de filmes em substituicdo as convencionais placas de Petri.
O sistemaPertifilm™ ¢ uma dessas alternativas, sendo constituido por um sistema de
duplo filme, sendo o primeiro filme impregnado com agentes nutritivos, seletivos e
diferenciais (considerando o grupo alvo de micro-organismos a ser enumerado), € 0
segundo impregnado com agentes geleificantes, que quando hidratado com a amostra
diluida, forma um gel que permite o crescimento de coldnias de maneira similar ao que
ocorre convencionalmente em &gar distribuido em placas de Petri. O uso dessa técnica
reduz o consumo de material laboratorial, como agares e vidrarias, e também diminui o
tempo e espaco de incubacao (Rosmini et al., 2004).

O Petrifilm™ AC (Aerobic Count) € destinado a enumeracdo de micro-
organismos aerobios mesofilos. O filme apresenta meio de cultura ndo seletivo,
semelhante ao 4gar padrdo de contagem, um agente geleificante e cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (TTC), um indicador de crescimento das col6nias. Como descrito, 0
procedimento usual para utilizacdo desse sistema € a diluicdo da amostra em uma
solugdo diluente (como NaCl 0.85%), e plaqueamento direto no filme inferior,
impregnado com 0s agentes nutritivos.

O Petrifilm™ AC pode ser utilizado para enumeracdo seletiva de grupos
especificos de micro-organismos caso seja empregado um diluente de amostra
composto com agentes seletivos especificos. Como alternativa para enumeracao de
bactérias acido laticas em Péinf™ AC diversos estudos comparam o desempenho
dessas associacbfes com as metodologias convencionais para enumeracdo de bactérias

laticas em leite e em produtos lacteos fermentados, ou mesmo empregando essa

11



metodologia como forma de controle de qualidade desses produtos (Miranda et al.,
2012 Nero et al., 2006Nero et al., 2008).

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC) foi inicialmente sintetizado por
Pechmann e Runge em 1894. Esse composto é incolor na sua forma oxidada, se
tornando vermelho quando reduzido (Figura 1). Inicialmente o TTC foi utilizado como
indicador de germinagédo de sementes, porém verifeqosteriormente que bactérias
e leveduras também possuem capacidade de reduzir essa substancia organicamente.
Assim, quando o TTC é clivado enzimaticamente, origina o formazam que é
armazenado no interior das células como granulos de cor vermelha (Zhivich et al.,
1990).

O TTC tem diversas aplicacbes em microbiologia, especialmente para evidenciar
a formacao de colbnias por bactérias em meios sélidos e nos sistemas de plagueamento
em filme. Devido a incapacidade de algumas espécies ou cepas bacterianas reduzirem o
TTC, alguns meios diferenciais também empregam esse composto. Algumas cepas
bacterianas também podem apresentar inibicdo de multiplicacdo dependendo da

concentracdo do TTC no meio de cultura (Beloti et al., 1999).
+ HCI

Figura 1. Estruturas quimicas do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio e do formazam,

<D__< Q reductnon C>_<N\NH
\ N : dehydrogenase \_7/ N=N
colorless red

indicando sua reducédo por acao enzimatica, e transformacao de um composto incolor

para um composto vermelho.

Devido a essas caracteristicas, e por ser utilizado como indicador de formacao de
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coldonias nas placas Petrifilm™ AC, estudos que avaliem a pertinéncia de utilizagdo

desse sistema para o controle de qualidade microbiol6gica em alimentos devem
considerar a capacidade de reducao do TTC por sua microbiota, assim como o potencial
inibitério desse composto. Em leite cru, verificique parte de sua microbiota
autéctone ndo possui capacidade de reduzir o TTC, formando col6nias brancas nas
placas de Petrifilm™ AC, impedindo a enumeracdo ¢ subestimando as contagens. Em
relacdo a bactérias acido laticas, estudos demonstraram que determinados géneros e
espécies também ndo conseguem reduzir o TTC, além de serem inibidos em diferentes

concentracdes (Beloti et al., 1999).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar e adequar meios de enumeracgédo seletiva de bifidobactérias em produtos lacteos

fermentados para adaptacdo em metodologia alternativa de plaqueamento com placas

Petrifilm™ AC.

Obijetivos especificos

v

Estabelecer padrées de fermentacdo de carboidratos por bifidobactérias e culturas
starter utilizadas na producdo de leites fermentados, visando a selecdo de
compostos restritos para bifidobactérias;

Avaliar a capacidade de reducédo e possivel acao inibitéria do composto cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio em cepas de bifidobactérias e culturas de bactérias acido
laticas utilizadas na producéo de leites fermentados;

Avaliar meios de cultura seletivos para enumeracdo de bifidobactérias (MRS-
NNLP, MRS-ABC e TOS-MUP)

Desenvolver meio de cultura seletivo, baseado no TOS-MUP, associacao a placas
Petrifilm™ AC e enumeracdao de bifidobactérias;

Avaliar o desempenho do meio de cultura seletivo desenvolvido para enumeracgao

de bifidobactérias em leites fermentados.
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Resumo

Bifidobactérias sdo amplamente utilizadas em produtos lacteos probidticos com
bactérias laticas fermentadoras como lactobacil&reptococcus thermophiluPara
garantir a viabilidade e a contagem das culturas, € necesséria a enumeracéao diferencial
dessa populagdo. Diversos meios de cultura seletivos foram desenvolvidos para
bifidobactérias, e 0 emprego de metodologias alternativas para enumeracao pode ser de
grande interesse para a industria. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
cepas deBifidobacterium spp., Lactobacillus spp. eS. thermophilusfermentaem
diferentes carboidratos, reduzirem cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlibC), e se
desenvolverem em diferentes meios de cultura seletivos para bifidobactérias.
Considerando essa caracterizacdo, leites fermentados foram preparados com
bifidobactérias, que foram enumeradas pela metodologia convencional com meio TOS-
MUP e meio Rafinose-Propionato-MUP (RP-MUP), e associando RP-MUP com
Petrifilm™ AC. A rafinose foi escolhida para modificagcdo do meio TOS-MUP devido a
capacidade fermentativa desse carboidrato por todas as cdpdisiazacterium e por

apenas uma cepa teacidophilus Todas as bifidobactérias foram capazes de reduzir o
TTC. Os meios TOS-MUP e RP-MUP foram semelhantes na enumeracgéao tanto de cepas
1soladas como em leites fermentados. O Petrifilm™ AC obteve contagens semelhantes

ao agar TOS-MUP, mesmo com tempo de incubacéo de 24 e 48 h (p < 0.05), e
apresentou alta correlagdo com a metodologia convencional (r = 0.99, p < 0.05). No
presente estudo, o0 meio RP-MUP associadPeadfilm™ AC e incubagdo de 48 h em
anaerobiose foi eficiente na enumeracdo seletiva de bifidobactérias em leites
fermentados probidticos.

Palavras chave: bifidobactérias, enumeracao seletiva, Petrifilm AC, TOS-MUP, RP-

MUP
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Abstract

Bifidobacteria are largely used in probiotic dairy products with lactic bacteria as
lactobacilli andStreptococcus thermophilu$o ensure culture viability and count, there

is a need for differential enumeration of this population. Several selective culture media
were developed for bifidobacteria, and the usage of alternative methodologies may be of
great interest for the industry. The aim of this study was to evaluate the ability of
Bifidobacteriumspp.,Lactobacillusspp. €S. thermophilustrains to ferment different
carbohydrates, reduce 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride and develop in selective
culture media for bifidobacteria. Considering this characterization, fermented milks
were prepared with bifidobacteria, being enumerated by conventional methodology with
TOS-MUP medium and Raffinose-Propionate-MUP (RP-MUP), and associating RP-
MUP with Petrifilm™ AC. Rafinose was selected for modification of TOS-MUP media

due to the fermentation ability of this carbohydrate by all strainBiftdobacterium

spp., and just one strain bf acidophilus All bifidobacteria were able to reduce TTC.
TOS-MUP and RP-MUP media were similar in the enumeration both in isolated strains
and in fermented milks. Petrifilm™ AC obtained similar counts to TOS-MUP agar,

even with incubation times of 24 and 48 h (p < 0.05), and presented high correlation
with the conventional methodology (r = 0.99, p < 0.05). In the presente study, RP-MUP
media associated to Petrifiith AC and incubation for 48 h in anaerobiosis was
efficient for selective enumeration of bifidobacteria in probiotic fermented milks.

Key words: bifidobacteria, selective enumeration, PetffinAC, TOS-MUP, RP-

MUP
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1. Introducéo

Probiéticos sdo definidos como produtos contendo micro-organismos viaveis em
concentracdo suficiente para determinar uma melhoria na saude do consumidor (FAO,
2006). O génerdifidobacteriumpossui destaque nesse contexto por possuir varias
espécies com comprovada atividade probidtica, que sdo frequentemente aak@onad
leites fermentados (Tamime, 2002). Apos a adicdo de uma cultura probiética em um
alimento, € necesséario que sua populacdo seja monitorada para garantir que a sua
concentrago minima seja mantida durante toda a vida de prateleira do produto, o que
garante a funcionalidade do mesmo (Shah, 2000).

Véarios meios de cultura foram desenvolvidos para enumeragdo seletiva de
bifidobactérias, sendo basicamente compostos pelo meio de Man, Rogosa & Sharpe
(MRS) adicionado de diferentes compostos antimicrobianos ou suas combinagoes,
(Dave & Shah, 1996 Leuschner et al., 20Q03Lima et al., 2009). Em 2010, a
International Organization for Statandardization publicou a 1ISO 29981, um protocolo
para enumeracdo de bifidobactérias em leites fermentados que emprega um meio de
cultura que contém um oligossacarideo transgalactosilado (TOS) e mupirocina de litio
como agente inibidor (1ISO, 2010).

Para monitoramento das popula¢cdes de bifidobactérias, as industrias de alimentos
demandam metodologias que, além de utilizar meio de cultura seletivos, sejam rapidas e
praticas na execucabiesse sentido, o sistema Petrifilm™ (3M Microbiology, St. Paul,

MN, EUA) representa uma alternativa viavel e rotineiramente utilizada em laticinios, e
as placas Petrifilm™ Aerobic Count (AC) ja foram associadas a agentes seletivos para
enumeracéao de diferentes grupos de bactérias laticas, e bifidobactérias (Gongalves et al.,

2009 Miranda et al., 20L1Nero et al., 20060rtolani et al., 2007)Um ponto critico

22



para a utilizagdo das placas PetrifitnAC ¢ o indicador de cor utilizado para
visualizacdo das col6nias formadas, o 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC), que pode inibir a
multiplicacdo de algumas espécies bacterianas ou ndo ser reduzido, comprometendo a
performance do sistema (Beloti et al., 2002).

Jasson et al. (2010) descrevem a necessidade de padronizagdo e testes de
desempenho de metodologias alternativas para enumeragao de micro-organismos em
alimentos, como bifidobactérias. Assim, esse estudo teve como objetivo desenvolver um
meio de cultura baseado no TOS-MUP e associa-Petrifilm™ AC, avaliandoa sua

performance paraenumeracao seletiva de bifidobactérias em leites fermentados.

2. Material e Métodos

2.1. Micro-organismos

Os micro-organismos, meios de cultura para estoque e recuperagdo, e suas
condi¢des de incubagéo utilizados nesse estudo sdo descritos na Tabela 1. Todos o0s
micro-organismos foram mantidos em meios de cultura proprios adicionados de glicerol
a 20% (v/v), a -20 °C. Para uso, aliquotas das culturas estocadas eram estriadas em
meios de cultura adicionados de agar bacteriologico (Oxoid Ltd., Basingstoke,
Inglaterra) a 15 g/L, e incubadas conforme descrito na Tabela 1. Colbnias isoladas de
cada micro-organismo eram entdo transferidas para meios de cultura e incubadas
(Tabela 1), até atingir uma turbidez semelhante a escala 1 de MacFarland, que
corresponde a aproximadamentex3L0° unidades formadoras de colénias por mL

(UFC/mL). Essas culturas foram utilizadas nos experimentos descritos a seguir.
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2.2. Padrdo de fermentacao de carboidratos

Aliquotas de 1 mL das culturas foram centrifugadas a 14@Qf)0com posterior
descarte do sobrenadante e suspenséo do pellet bacteriano com 1 mL de uma solugéo de
NaCl 0.85% (m/v). Caldo parpura de bromocresol (BD) foi preparado e suplementado
com solucbes de diferentes carboidratos (frutose, glicose, lactose, maltose, manitol,
melibiose, rafinose, raminose, sacarose, sorbitol e xilose, todos da Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, EUA), a fim de se obter 11 diferentes meios de cultura com
concentracao finais de 20 g/L para cada carboidrato, e pH ajustado em 7.0 com NaOH
IN.

Aliguotas de 100 pL de cada caldo suplementado foram distribuidas em pocos de
placas de microtitulacdo, e em seguida inoculadas com 10 pL de cada uma das culturas
dos micro-organismos. Os conjuntos foram incubados a 37 °C por 72 h, em anaerobiose
(GasPak E?" Gas Generating Container Systems, BD), e a alteracdo da coloracdo do
meio de cultura (roxa para amarela) indicou a capacidade do micro-organismo
inoculado em fermentar o carboidrato adicionado. Esse experimento foi conduzido em
duplicata.

Os resultados foram agrupados considerando os géneros testados, calculando-se as
frequéncias de micro-organismos capazes de fermentar os diferentes carboidratos

adicionados ao meio de cultura.

2.3. Inibicdo e capacidade de reducao de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC)

As culturas de micro-organismos foram diluidas em escala seriada decimal em
NaCl 0.85% (m/v) até atingir a concentracdo aproximada de 102 UFC/mL. Em seguida,
as diluicbes selecionadas foram semeadas em profundidade e em duplicata em &gar

MRS (Oxoid) suplementado com cisteina (Sigma-Aldrich, 0.5 g/L, MRS-C) (culturas de
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Bifidobacterium spp.), agar MRS (Oxoid) L&ctobacillus spp.) e agar M17
(Streptococcus thermophilyse nos mesmos meios de cultura suplementados com
solugdes de TTC (Sigma-Aldrich) nas concentracdes finais de 25, 50, 100 e 200 mg/L.
Todas as placas foram incubadas a 37 °C por 48 h (MRS e M17) e a 37 °C por 72 h em
condicbes de anaerobiose (GasPak, BD) (MRS-C). Apoés incubacdo, as coldnias
formadas foram enumeradas e os resultados expressos em UFC/mL.

Para cada micro-organismo, as contagens obtidas nos meios de cultura
suplementados com TTC foram convertidas em valores proporcionais, utilizando-se
como referéncia as contagens obtidas nos mesmos meios de cultura sem TTC. Esses
valores foram agrupados conforme o0s géneros dos micro-organismos testados, e
comparados por Andlise de Variancia e Teste Tukey para verificacdo de diferencas
significativas (p < 0.05), utilizando-se o software XLSTAT 2010.2.03 (Addinsoft, New
York, NY, EUA). Também avalioge a capacidade de reducdo de TTC pelos micro-
organismos pela formagao de colbnias de coloracdo vermelha nos meios de cultura

suplementados com essa substancia.

2.4. Desempenho de meios de cultura seletivos para enumeracao de bifidobactérias

As culturas foram diluidas em escala seriada decimal em NaCl 0.85% (m/v) até
atingir a concentracdo aproximada de 102 UFC/mL. Em seguida, as diluicbes
selecionadas foram plaqueadas em profundidade e em duplicata nos seguintes meios de
cultura seletivos:
v' TOS-MUP: &gar base TOS-propionato (Merck) adicionado de solucdo de

mupirocina de litio (MUP, Merck, 50 mgyI(ISO, 2010);

v" RP-MUP: meio de cultura proposto como alternativa para enumeracao de

bifidobactérias, composto por um meio de cultura base denominado caldo rafinose
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propionato RP, Tabela 2), adicionado de &gar bacteriolégico (Oxoid, 15 g/L) e
solugéo de MUP (Mercic0 mg/L).

v" MRS-NNLP: agar MRS (BD) adicionado de solu¢bes esterilizadas por filtracdo
(Millex 0.22 mm, Millipore, Bedford, MA, EUA) de acido nalidixico (Sigma-
Aldrich, 15 mg/L), sulfato de neomicina (Calbiochem, San Diego, CA, EUA, 100
mg/L), cloreto de litio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, 3.0 g/L), sulfato de
paromomicina (Sigma-Aldrich, 200 mg/L), e hidrocloreto de L-cisteina (Sigma-
Aldrich, 0.5 g/L) (Dave & Shah, 1996);

v MRS-ABC: preparado conforme descrito na Tabela 1 (Christian-Hansen, 2005);

Como controle das populacdes das culturas Riédobacterium spp.,
Lactobacillus spp., eS. thermophilus as mesmas diluicbes foram semeadas em
profundidade e em duplicata em &agares MRS-C, MRS, e M17, respectivamente. As
placas de MRS-NNLP, MRS-ABC, TOS-MUP, RP-MUP e MRS-C foram incubadas a
37 °C por 72 h em anaerobiose (GasPaREBD), e as placas de MRS e M17 foram
incubadas a 37 °C por 48 h. Apés incubacao, as colénias formadas em cada meio de
cultura foram enumeradas, e os resultados expressos em UFC/mL.

Para cada micro-organismo, as contagens obtidas nos meios de cultura seletivos
foram convertidas em valores proporcionais, utilizando-se como referéncia as contagens
obtidas nos meios de cultura controle. Esses valores foram agrupados conforme os
géneros dos micro-organismos testados, e comparados por Analise de Variancia e Teste
Tukey para verificacdo de diferencas significativas (p < 0.05), utilizando-se o software

XLSTAT 2010.2.03 (Addinsojt
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2.5. Avaliacdo do RP-MUP associado a placas PetriftmAC (3M Microbiology)
para enumeracgdo seletiva de bifidobactérias em leites fermentados

Leite desnatado reconstituido (LDR) foi preparado adicionaedeite em po
desnatado (Molico, Nestlé do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) em agua destilada estéril

(100 g/L), submetido a tratamento térmico (90 °C por 5 min), resfriado a 41 °C e

utilizado para producao dos seguintes leites fermentados:

v' LF 01: iogurte produzido com cultura starter YoMix (Du Pont, Palo Alto, CA,
EUA, composto porS. thermophiluse L. delbrueckii subsp. bulgaricug e
adicionado de Bb12 (Chr. Hansen, Hgrsholm, DinamaBcaanimalis subsp.
lactis);

v' LF 02: produto fermentado produzido com as culturas ST066 (Clerici-Sacco Group,
Cadorago, ItaliaS. thermophilus L. caseisubsp.casei(CCT 1465) e adicionado
de Bb12 (Chr. HanseB,. animalissubsplactis);

v' LF 03: produto fermentado produzido com as culturas ST066 (Clerici-S&cco,
thermophilu$, L. rhamnosugATCC 7469) e adicionado de Bb12 (Chr. Hangn,
animalissubsplactis);

v'LF 04: produto fermentado produzido com cultura starter SAB 440A (Clerici-

Sacco, composto p&. thermophilud.. acidophiluse B. lactis subsplactis)

As culturas starter comerciais utilizadas (YoMix, ST066, SAB 440A, e Bb12)
foram preparadas conforme as instru¢des de seus fabricantes. As culturasase
subsp.casei CCT 1465 eL. rhamnosusATCC 7469 foram inoculadas nos leites
fermentados para obtencdo de concentracdes finais de aproximadanfebfeCig

Apos inoculacdo no LDR, aliquotas de 200 mL de cada uspdmdutos foram
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distribuidas em frascos estéreis, incubadas a 42 °C por 4.5 h, e em seguida armazenados
a 4 °C. Os leites fermentados foram produzidos e analisados em triplicata.

Amostras de cada leite fermentado foram coletadas apés a producao, e apds 15 e
28 dias de producdo. Cada amostra foi diluida em escala seriada decimal em solucao
Ringer ¥4 (Merck) e duas diluicbes foram selecionadas e semeadas em profundidade e
em duplicadeem agares MRS-NNLP, MRS-ABC, TOS-MUP e RP-MUP, preparados
conforme descrito anteriormente. Adicionalmente, as mesmas amostras foram diluidas
em escala seriada decimal em caldo RP-MUP (Tabela 2), e as mesmas diluices
selecionadas anteriormente foram semeadastrplicata em Petrifilm™ AC (3M
Microbiology). Todas as placas foram incubadas a 37 °C por 72 h em anaerobiose
(GasPak EPM, BD). As placas de Petrifilm™ AC foram incubadas por 24, 48 e¢ 72 h.
Apos incubacéo, as col6nias formadas foram enumeradas e os resultados para cada leite
fermentado foi expresso como UFC/g. As contagens obtidas foram convertidas em
logio, € comparadas por Andlise de Variancia e Teste de Tukey para verificacdo de
diferencas significativas entre os meios de cultura avaliados e tempos de incubacéo (p <
0.05), e submetidos a regressao linear para verificacao dos niveis de correlacdo entre as
contagens (p < 0.05), utilizando-se o software XLSTAT 2010.2.03 (Addinsoft

Como controle da producédo dos leites fermentados, as amostras coletadas logo
apos a producédo também foram semeadas em profundidade e em duplicada em agar
MRS (BD) e agar M17 (Oxoid) e incubadas a 37 °C por 48 h, para enumeragao de
Lactobacillusspp.e S. thermophilusrespectivamente. Adicionalmente, o pH de todas

as amostras foi mensurado com oidoxde um pHmetro.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Padréo de fermentacao de carboidratos

As frequéncias de micro-organismos capazes de fermentar os diferentes
carboidratos testados, agrupados por géneros, sdo apresentadas na Tabela 3. Todas as
cepas deBifidobacteriumspp. testadas foram capazes de fermentar glicose, lactose,
rafinose e sacarose. Segundo Scardovi (1986), apggnadgidum B. cuniculi e B.
minimumné&o sao capazes de fermentar a rafinose entre os representantes do género
Bifidobacterium entretanto, essas espécies nao foram incluidas no estudo. Scalabrini et
al. (1998) demostraram a capacidadeBifeobacteriumspp. em fermentar rafinose
naturalmente presente em extrato hidrossollvel de soja. Zavaglia et al. (1998) testaram a
capacidade de bifidobactérias isoladas de fexasutilizar diferentes carboidratos,
sendo observado que a rafinose nao foi fermentada pela maioria dos isoldglos de
bifidum Roy et al. (1997) desenvolveram um meio de cultura seletivo para
bifidobactérias (RAF 5.1) cuja fonte de carbono é a rafinose, e conseguiram enumerar
seletivamente culturas defidobacteriumspp., inclusiveB. bifidum em queijo.

Considerando 0s outros micro-organismos pesquisados, apenas uma cepa de
Lactobacillus(L. acidophilus SAB 440A) foi capaz de fermentar a rafinose (Tabela 3).
A capacidade dk. acidophilusfermentar a rafinose foi demonstrada por Gueimonde et
al. (2004), apesatessa caracteristica variar de acordo com a cepa avaliada (Kandler &
Weiss, 1986). Dentre os carboidratos testados, a rafinose apresentou melhor
desempenho como agente de enriquecimentomeios de cultura para selecdo de
bifidobactérias (Tabela 3), sendo considerada para esse fim nas etapas posteriores do

estudo.
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3.2. Inibicédo e capacidade de reducao TeEC

As proporc¢des de contagens obtidas dos géneros de micro-organismos semeados
em meios de cultura com diferentes concentracbes de TTC sdo apresentadas na Tabela
4. ParaBifidobacterium spp. e S. thermophiluso TTC determinou uma reducdo
significativa das contagens apenas quando adicionado na concentracdo de 200 mg/L (p
< 0.05). As diferentes concentragbes de TTC determinaram comportamentos variados
de inibicdo nas cepas tlactobacillusspp., com diferencas significativas a partir de 50
mg/L em relagdo ao controle (p < 0.0B);fermentumATCC 23271L. paracaseilCCT
0566 e trés cepas dé. casei(CIRMBIA 667, CIRMBIA 771 e CCT 1465) foram
inibidos pelo TTC na menor concentracdo testada (25 mg/L). Nero et al. (2006)
observaram que o TTC presente plasas Petrifilm™ AC inibiu a formagao adequada
de colonias porL. casei CRL 705A nesse sistema associado a MRS, o que
comprometeu o seu desempenho quando comparado a metodologia convencional de
plagueamento.

Todas as cepas de plantarume L. rhamnosusncluidos no estudo (Tabela 1)
nao reduziram ou apresentaram dificuldade em reduzir o TTC, o que determinou a
formacao de col6nias brancas ou réseas nos meios de cultura suplementados com essa
substancia. Sakai et al. (2010) consideraram essa caracteristica para o desenvolvimento
de um meio de cultura suplementado com TTC (30 mg/L) para enumeracao diferencial
deL. plantarumem culturas mistas com caseie L. paracasei Entretanto, TTC nessa
concentracao seria capaz para inibir algumas cephsadeseie L. paracaseiavaliadas
no presente estudo. A baixa capacidade de reducdo. g¢antarum também foi
observada por Shafiei et al. (2012), que descreveram a formacdo de colbnias roseas
dessa espécie no meio de cultidfiker’s lactic Agar, que conté o TTC como

substancia indicadora.
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MRS-C suplementado com TTC desenvolveu uma coloragdo avermelhada difusa
apos incubacdo (Figura 1), mesmo sem inoculacdo dos micro-organismos. Essa
alteracdo também foi observada por Champagne et al. (280etrifilm™ AC
adicionado de um meio de cultura que também continha cisteina. Aparentemente, a
associacdo de cisteina e TTC no meio de cultura pode determinar a redugdo nédo
especifica doTTC, apesar de ndo comprometer a identificacdo e enumeragcdo das

cdonias (Figura 1).

3.3. Desempenho de meios de cultura seletivos para enumeracao de bifidobactérias

As proporc¢des de contagens obtidas dos géneros de micro-organismos em meios
de cultura seletivos e comparadas com seus respectivos controles sdo apresentadas na
Tabela 5. Exceto para o MRS-NNLP, todos os meios de cultura avaliados para
contagem deBifidobacterium spp. nédo apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao controle em MRS-C (p > 0.05). Considerando os dadokguaodacillus
spp., todos os meios de cultura avaliados apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao controle em MRS (p < 0.05), indicando seus potenciais seletivos; entretanto,
apenas TOS-MUP e RP-MUP determinaram auséncia total de contagens das culturas
desse género. As cepas 8e thermophilusndo apresentaram contagens em MRS-
NNLP, TOS-MUP e RP-MUP, e apesar de apresentarem menores contagens no MRS-
ABC gquando comparado ao controle em M17, essa diferenga néo foi significativa (p >
0.05).

MRS-ABC foi desenvolvido para enumeragéo seletivaBdielobacteriumspp.
em produtos lacteos (Christian-Hansen, 2005). Um de seus principais agentes seletivos
€ a dicloxacilina, que ja foi descrita como um componente com potencial utilizacdo em

meios de cultura seletivos para enumeracédo de bifidobactérias, em concentracbes que
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variam entre 2 e 4 mg/L (D'Aimmo et al., 20@Bbzzi et al., 1990). Entretanto, MRS-
ABC é originalmente adicionado de dicloxacilina na concentracdo de 0.5 mg/L, o que
pode explicar a baixa seletividade desse meio de cultura em relagéimbacillusspp.

e S. thermophilus(Tabela 5). Lima et al. (2009) modificaram a concentracdo de
dicloxacilina em MRS-ABC para 2 mg/L, e observaram seletividade adequada para
Bifidobacteriumspp.

Embora seja frequentemente descrito como meio de cultura usualmente utilizado
para enumeracdo de bifidobactérias, o MRS-NNLP determina o desenvolvimento
deficiente de colbnias desses micro-organismos, além de permitir a formacdo de
colbnias por outras espécies de bactérias acido laticas (Darukaradhya et aDa2@06
& Shah, 1996 Lim et al., 1995 Miranda et al., 20L1Moriya et al., 2006). Essas
deficiéncias do MRS-NNLP também foram observadas no presente estudo (Tabela 5), o
que reforca a limitacdo de sua utilizagcdo como meio de cultura a ser consideramlo para
monitoramento de bifidobactérias em leites fermentados.

TOS-MUP e RP-MUP foram os Unicos meios de cultura avaliados que nao
determinaram formacéo de coloniasldetobacillusspp. eS. thermophilusindicando
seu potencial seletivo paBifidobacteriumspp. em culturas mistas com esses micro-
organismos (Tabela 5). Apend& animalis subsp.animalis CIRMBIA 1335 néo
apresentou formacdo de colonias nesses dois meios de cultura. TOS-MUP foi
desenvolvido a partir de um estudo colaborativo (IDF, 2007) que determinou a sua
inclusdo como meio de cultura seletivo pBradobacteriumspp. na ISO 29981 (ISO,
2010). Mupirocina é o seu agente seletivo, e ja foi utilizado em diferentes meios de
cultura empregados para isolamento e enumeracao de bifidobactérias (Leuschner et al.,

2003 Rada, 1997Simpson et al., 2004 urroni et al., 2009).
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Além da mupirocina, TOS-MUP contém o TOS, obtido pela transformacdo da
lactose pela enzimp-galactosidase. A obtencdo desse composto requer aparelhagem
especifica (ISO, 2010oba et al., 1985), e por essa razao foi proposta a utilizacdo da
rafinose como fonte de carboidrato alternativa, devido aos resultados obtidos
anteriormente (Tabela 3). Assim, o RP-MUP foi desenvolvido, e apresentou
desempenho similar ao TOS-MUP para enumeracao seletifidebacteriumspp.

(Tabela 5).

3.4. Avaliacdo do RP-MUP associado a placas PetriftmAC (3M Microbiology)
para enumeracgao seletiva de bifidobactérias em leites fermentados

As contagens obtidas em MRS e M17, utilizados como controles na producao dos
leites fermentados, sdo apresentadas na Tabela 6, e os valores no pH ao longo da
estocagem das amostras sdo apresentados na Figura 2. Os resultados obtidos indicam
que os leites fermentados produzidos apresentaram as caracteristicas microbiolégicas e
tecnoldgicas usuais desses produtos (Tamime & Robinson, 2007).

As médias das contagens de bifidobactérias obtidas pelos diferentes meios de
cultura e tempos de incubacdo sdo apresentadas na Tabela 7. Apenas as contagens de
bifidobactérias de LB4 obtidas em Petrifim™ AC associado ao RP-MUP apoés 24 h de
incubacdo foram significativamente inferioras demais (P < 0.01). Contagens de
bifidobactérias obtidas pelos outros meios de cultura e em diferentes tempos de
incubacdo nao apresentaram diferencas significativas (p > 0.05). Esses resultados
indicam que os protocolos alternativos propostos para enumeracado de bifidobactérias
em leites fermentados (RP-MUP, e RP-MUP associapliacas Petrifilm™ AC com
incubacdo a 24, 48 e 72 h) ndo apresentaram diferencas significativas quando

comparados aos resultados obtidos pelo protocolo ISO 29981, que utiliza o TOS-MUP.

33



A equivaléncia entre as contagens obtidas por TOS-MUP e RP-MUP pode ser
confirmada pela disperséo desses dados apresentados na Figura 3. Os parametros de
correlagdo apresentados indicam a equivaléncia entre esses meios de cultura para
enumeracdo de bifidobactérias em leites fermentados. Considerando os resultados
obtidos previamente (Tabela 5), a equivaléncia entre esses dois meios de cultura era
esperada.

Uma das vantagens do sistema Petrifilm™ ¢ a redugdo do tempo de incubacio
necessario para a obtencdo de resultados finais. As médias de contagens de
bifidobactérias obtidas nesse sistema associado ao RP-MUP apdés diferentes tempos de
incubacédo (24, 48 e 72 h) ndo apresentaram diferencas significativas entre si (exceto
para LF04, Tabela 7), e a Figura 4 apresenta as dispersdes desses dados. Embora todos
os indices de correlacao sejam considerados 6timos (r = 0.99), os parametros adicionais
de correlacdo indicam deficiéncias de equivaléncias quando as contagens obtidas em 24
h s&o consideradas (a, inclinagcéo das retas, e b, intercepto). Adicionalmente, as col6nias
formadas ap6s 24 h de incubagio no Petrifilm™ AC associado ao RP-MUP tenderam a
apresentar um tamanho reduzido, o que dificultou a contagem adequada. A necessidade
de um tempo de incubacdo superior a 24 h para enumeracdo adequada de bactérias
laticas e bifidobactérias em Petrifilm™ AC associado a meios de cultura seletivos ja foi
descrita em estudos similares (Miranda et al., 2B&to et al., 2008).

Finalmente, a Figura 5 mostra as dispersdes das contagens de bifidobactérias de
leites fermentados obtidas pelas metodologias convencionais de enumeracao utilizando
TOS-MUP e RPMUP, comparadas com os resultados obtidos pelo Petrifilm™ AC
associado ao RP-MUP apés 24, 48 e 72 h de incubacdo. Novamente, pode ser
identificado que embora os indices de correlagdo em todas as comparagdes sejam

considerados otimos (r = 0.99), os parametros adicionais de correlacdo tendem a se
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aproximar dos valores ideais (a = 1.0, e b = 0.0) a medida que o tempo de incubacédo do
Petrifilm™ AC aumenta de 24 para 72 h.

As andlises apresentadas demonstram a equivaléncia entre os meios de cultura
TOS-MUP e RPMUP, e também a possibilidade de associar os mesmos em Petrifilm™
AC para obtencdo de contagens confiaveis de bifidobactérias em leites fermentados.
Nesse contexto, a utilizagdo do sistema Petrifilm™ representa uma vantagem para as
industrias de alimentos, por permitir a obtencéo de resultados em um tempo inferior ao
descrito pela ISO 29981 (ISO, 2010), além de maior praticidade para execucao das

andlises, e preparo e descarte de material (Jasson et al., 2010).

4. Conclusdes

Considerando os resultados obtidos, a rafinose foi identificada como o Unico
carboidrato fermentado exclusivamente por todas as cep&sfidebacteriumspp.
avaliadas, além de.. acidophilus Adicionalmente, o TTC apresentou atividade
inibitoria sobre as cepas @ifidobacteriumspp. incluidas no estudo apenas quando a
concentracdo foi de 200 mg/L. Esses resultados permitiram a elaboracéo de um meio de
cultura alternativo para enumeracdo de bifidobactérias, o RP-MUP, que apresentou
seletividade similar ao TOS-MUP e melhor desempenho que o0 MRS-NNLP e MRS-
ABC. Finalmente, a associacdo do RR®P a placas Petrifilm™ AC permitiu a
enumeragado seletiva de bifidobactérias em leites fermentados, com obtencdo de
resultados finais em um tempo inferior ao descrito no protocolo ISO 29981, e
representando uma alternativa viavel as industrias de alimentos para 0 monitoramento

desses produtos.
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Tabela 1. Micro-organismos utilizados no presente estudo e meios de cultura empregados para purificacdo e obtencéo de culturas.

Género espécie especificacdd meio de cultura, estoglie meio de cultury isolamento incubacéo
Bifidobacterium  -- CIRMBIA 1387 MRS, L-cisteina (0.5 g/L) MRS-ABC: 37 °C, 72 h,
S CIRMBIA 1394 Dicloxacilina (0.5 mg/L), ?anzlr:o;ﬁ;)se
animalis CIRMBIA 1388 cloreto de litio (1.1 g/L), e
animalis CIRMBIA 1389 L-cisteina (0.5 g/L)
animalis CIRMBIA 1390
animalis CIRMBIA 1392
animalissubsp.animalis CIRMBIA 1335
animalissubsplactis Bb12, Chr. Hansen
animalissubsplactis CIRMBIA 1340
animalissubsplactis BI-07, Du Pont
lactis subsplactis SAB 440A, Clerici-Sacco
longum CIRMBIA 1391
longum CIRMBIA 1395
longumsubsplongum LGM P-17500, CSL
Lactobacillus acidophilus SAB 440A, Clerici-Sacco MRS MRS, pH 5.2 37°C,48h
acidophilus ATCC 4356
acidophilus LA-5, Chr. Hansen
brevis ATCC 367
casei CIRMBIA 667
casei CIRMBIA 767
casei CIRMBIA 769
casei CIRMBIA 771
caseisubspalactosus CCT 1376
caseisubspcasei CCT 1465
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Continuacao da Tabela 1.

Género espécie especificacdd meio de culturj estoque meio de cultur3 isolamento incubac&o
Lactobacillus caseisubsprhamnosus CCT 0842 MRS MRS, pH 5.2 37°C,48h
caseisubsprhamnosus CCT 5835
caseisubsprhamnosus CCT 6645
paracasei CCT 0566
paracasei CCT 7501

delbrueckiisubspbulgaricus  Yo-Mix, DuPont
delbrueckiisubspdelbrueckii CCT 3744

delbrueckiisubsp. &ctis ATCC 4797
fermentum ATCC 23271
fermentum ATCC 9338
helveticus ATCC 12046
leichmanii ATCC 7830
paracaseisubsp paracasei ATCC 335
plantarum ATCC 10012
plantarum ATCC 8014
rhamnosus ATCC 7469
rhamnosus ATCC 9595
Streptococcus  thermophilus SAB 440A, Clerici-Sacco M17, lactose 5 g/L M17, lactose 5 g/L 37°C,24h
thermophilus Yo-Mix, DuPont
thermophilus ST066, Clerici-Sacco

%CIRMBIA: Colecgdo de culturas do Centre de ressources biologiques dédié aux bactéries d'memédiralj INRA, Rennes, Franca; ATCC: Colecdo de culturas do
American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA, CCT: Colecédo de asiltdla Fundacdo André Tosello, Campinas, SP, Bi@liistian Hansen A/S, Harsholm,
Dinamarca; Du Pont, Palo Alto, CA, EUAClIerici-Sacco Group, Cadorago, Italia; CSL: Centro Sperimentale del Latte, ZeldPBtsioo, Italia.

PMRS: de Man, Rogosa & Sharpe (Becton-Dickson and Company - BBklifraakes, NJ, EUA); L-cisteina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MOAE, M17 (Oxoid Ltd,
Basingstoke, Inglaterra); dicloxacilina (Sigma-Aldrich); cloreto de litio (Merck K@&@skmstadt, Alemanha); GasPak (BD).
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Tabela 2. Composicdo do caldo Rafinose-Propionato (RP).

Reagente Quantidade
Tripticase de Peptona 10,0g
Extrato de Levedura 109
KH,PO, 3,00
(NH,).SO, 3,09
MgSQ,. 7H,0 0,29
Hidrocloreto de L-Cisteina 059
Propionato de Sédio 15,09
Rafinose 500

Agua 950 mL
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Tabela 3. NUmero de cepas de cada grupo bacteriano capazes de fermentar diferentes carboidratos adicionadogena cedwgriocresol,
apos incubacao a 37 °C por 72 h em anaerobiose.

Grupo n  Carboidrato

Fru Gli Lac Mal Man Mel Raf Ram Sac Sor Xil
Bifidobactérias 14 9 14 14 11 8 11 14 5 14 5 5
Lactobacilos 27 21 23 20 19 8 4 1 5 19 16 6
Estreptococos 3 1 3 3 0 0 0 0 0 3 0 0

n = nimero de cepas utilizadas; Fru = fructose; Gli = glucose; Lac = lactose; Mal =emdlios= manose; Mel = melibiose; Raf = rafinose; Ram = ramnose; Sac =
sacarose; Sor = sorbitol; Xil = xilose.
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Tabela 4. Valores proporcionais das médias de contagem dos grupos de cepas de bifidobactérias, laestepttmsocoatilizando meios
eletivos adicionados de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) em diferentes concentragdes. Incubagéo a 37 °C por 48 h pava tactobacil

estreptococos, e por 72 h em anaerobiose para bifidobactérias.

Grupo n Controle TTC 25 TTC 50 TTC 100 TTC 200 ANOVA*

Bifidobactérias 13 100.0 98.56' 95.47 78.85' 30.57 Fuas0)= 21.097, p < 0.0001
Lactobacilos 27 100.6 75.99° 60.17 54,04° 29.65 Fua.130= 13.363, p < 0.0001
Estreptococos 3 100.G' 100.03 83.46 79.35 0.00 Fu10)= 22.35, p < 0.0001

n = ndmero de cepas utilizadas; Controle = meio de cultura eletivo sem adi¢do;dercrgs, TTC 50, TTC 100, TTC 200 = concentragfes de TTC adidgmao meio de
cultura eletivo de 25, 50, 100 e 200 mg/L respectivamente; * Analise dndiar(ANOVA). Propor¢des com letras mindsculas distintas indicam diferencas estaissticas
respectiva linha (teste Tukey, p < 0,05). F = teste ANOVA, gl = graus deditesrg = nivel de significancia.
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Tabela 5. Valores proporcionais das médias de contagens de c8ikidoth@cteriumspp.,Lactobacillusspp. eStreptococcus thermophilus
utilizando meios MRS-ABC, MRS-NNLP, TOS-MUP e RP-MUP. Incubagao a 37 °C em anaerobiose por 72 h.

Grupo n Controles ABC NNLP TOS-MUP RP-MUP ANOVA

Bifidobactérias 11 100.6 94.68 61.87 86.75" 86.51° Fus0 = 4.888, p = 0.002
Lactobacilos 26 100.G 59.97 10.68 0.0¢ 0.0F Fu125= 79.020, P < 0.0001
Estreptococos 3 100.G 41.7F° 0.0 0.0° 0.0° Fu10)= 6.822, P = 0.006

n = ndmero de cepas utilizada€ontroles: MRS-cisteina para bifidobactérias, MRS para lactobacilos, M17 para estmptdéodlise de Variancia
(ANOVA). Proporc¢des com letras minasculas distintas indicam diferengatéseésas na respectiva linha (teste Tukey, P < 0,05). F = teste ANOWA,; gl
graus de liberdade; P = nivel de significancia.
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Tabela 6. Contagem d&ctobacillusspp. eStreptococcus thermophilu®s leites
fermentados artificialmente produzidos.

Leite fermentado Contagem (log)

MRS M17
LFO1 8.96 9.29
LFO2 6.35 9.22
LFO3 6.83 9.30

LFO4 8.27 8.92




Tabela 7. Médias (+ desvio padrao) de contagens de bifidobactérias inoculadas em leites fermentados e obtidas por diferentes meios de cultura

tempos de incubacéo.

Leite fermentado n TOS-MUP RP-MUP Petrifilm™ AC associado a RP-MUP ANOVA*

24 h 48 h 72 h
LFO1 9 8.37 +0.07 8.43+0.1%1 8.39 + 0.09 8.38 £ 0.08 8.34 +£0.08 Fus7=0.543, p=0.705
LFO02 9 8.55 + 0.08 8.54 +0.09 8.61 +0.03 8.53 +0.09 8.55+0.1% Fus7= 0.844, p = 0.507
LF03 9 8.59 +0.08 8.58 + 0.07 8.58 +0.09 8.49+0.16 8.51 +0.08 Fus2 = 2.407, p = 0.070
LF04 9 5.98 + 0.07 5.98 +0.08 5.78 +0.08 6.00 +0.08 5.97 +0.07 Fusn=12.39, p < 0.001
Total 36 7.85+1.12 7.84+1.12 7.81+1.24 7.83+1.09 7.82+1.11% Fua.158 = 0.006, p = 1.0

* Analise de Variancia (ANOVA). Médias seguidas de letras minUsculas distintas indifemencas estatisticas na respectiva linha (teste Tukey, p < 0,05). F = teste

ANOVA,; gl = graus de liberdade; p = nivel de significancia.
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Figura 1. Aspectos dos meios de cultura MRS-cisteina adicionados com diferentes concentracdes de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (A:
controle, sem TTC; B: 25 mg/L; C: 50 mg/L; D: 100 mg/L; E: 200 mg/L), semeados com Biididl{acterium animalisubsp.lactis, Chr.

Hansen) e incubados a 37 °C por 72 h em anaerobiose (GasPak, BD).
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Figura 2. Variacdo dos valores de pH de leites fermentados produzidos com diferentes
culturas starter (LFO1: YoMix, Du Pont, e Bb12, Ch. Hansen; LEORaseiCCT 1465S.
thermophilusST066, Ch. Hansen, e BolZF03; L. rhamnosunTCC 7469,S. thermophilus
ST066, Ch. Hansen, e Bb12; e LF04: SAB 440A, Clerici Sacco) e estocados a 4 °C por até 28

dias.
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Figura 3. Disperséo de contagens de bifidobactérias inoculadas em leites fermentados e
obtidas por semeadura em meios de cultura seletivos (TOS-MUP, Merck, e RP-MUP),
incubados a 37 °C por 72 h em condi¢Ges de anaerobiose (GasPak, BD).
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Figura 4. Dispersao de contagens de bifidobactérias inoculadas em leites fermentados e obtidas por semeadura™8rA@¢&iflim
Microbiology) associado a RP-MUP, incubados a 37 °C por 24, 48 e 72 h em condi¢c6es de anaerobiose (GasPak, BD). A: comparacgao entre as
contagens obtidasem 24 e 48 h; B: 24 e 72 h; C: 48 e 72 h.
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Figura 5. Disperséo de contagens de bifidobactérias inoculadas em leites fermentados e
obtidas por semeadura em TOS-MUP (Merck), RP-MUP, e Pefiffila€ (3M
Microbiology) associado a RP-MUP, incubados a 37 °C por 24, 48 e 72 h em condic¢des de
anaerobiose (GasPak, BD). Graficos do lado esquerdo: contagens obtidas por TOS-MUP e
Petriflm™ AC associado a RP-MUP apods 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C). Gréficos do lado
direito: contagens obtidas por RP-MUP e PetriffC associado a RP-MUP apés 24 h (D),
48 h (E) e 72 h (F).
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CONCLUSOES FINAIS

A utilizagdo de caldo Rafinose-Propionato-MUP em associagdo com metodologia de
plaqueamento Petrifilm™ AC foi eficaz na enumeragdo de bifidobactérias em produtos

lacteos fermentados, sendo indicada incubacdo em anaerobiose por 48 h.

A rafinose foi o carboidrato com aplicacdo potencial em meios seletivos para
bifidobactérias, considerando os resultados dos testes de fermentacdo. Esse carboidrato
foi utilizado para modificar o agar TOS-MUP, dando origem ao meio Rafinose-
Propionato-MUP (RP-MUP).

Todas as cepas de bifidobactérias foram capazes de reduzir o composto cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio e apenas a concentragdo de 200 mg/L foi inibitéria para esse género.

Os agares TOS-MUP e RP-MUP foram os meios seletivos que apresentaram melhor
enumeracdo e seletividade de bifidobactérias em relagéo as culturas laticas testadas.

A avaliacdo das metodologias de enumeracdo seletiva (TOS-MUP e RP-MUP) de
bifidobactérias em leites fermentados artificialmente produzidos ndo apresentaram
diferencas significativas. O caldo RP-MUP associado a metodologia de plagueamento
Petrifilm™ AC obteve resultados similares a enumeragdo convencional de agar em

profundidade, inclusive com tempo de incubacao de 24 e 48 h.
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RESULTADOS DETALHADOS
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Tabela 1. Perfil de fermentacéo de cepaBitldobacteriumspp.,Lactobacillusspp. eStreptococcus thermophilesn caldo purpura de
bromocresol suplementado com diversos carboidratos. Incubacdo a 37 °C em anaerobiose por 72 h.

Cepa Carboidrato
Fru Gli Lac Mal Man Mel Raf Ram Sac Sor Xil
Bifidobacterium spCIRMBIA 1387 + + + -
Bifidobacterium spCIRMBIA 1394 +
. animalisCIRMBIA 1388 -
. animalisCIRMBIA 1389
. animalisCIRMBIA 1390
. animalisCIRMBIA 1392
. animalissubsp.animalisCIRMBIA 1335
. animalissubsplactis Bb 12
. animalissubsp lactis CIRMBIA 1340
. lactissubsplactis BI-07
. lactissubsplactis SAB
. longumCIRMBIA 1391
. longumCIRMBIA 1395
. longumsubsplongumLGM P-17500
actobacillus acidophiluaTCC 4356
. acidophilusLa-5
. acidophilusSAB
. brevisATCC 367
. caseiCIRMBIA 667
. caseiCIRMBIA 767
. caseiCIRMBIA 769
. caseiCIRMBIA 771
. caseisubspalactosusCCT 1376
. caseisubspcaseiCCT 1465
. caseisubsprhamnosu<CT 0842
. caseisubsprhamnosu<CT 5835
. caseisubsprhamnosu<CT 6645
. paracaselCCT 0556
. paracaselCCT 7501
. delbrueckiisubsp bulgaricus YM
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Continuacdo da Tabela 1

Cepa Carboidrato
Fru Gli Lac Mal Man Mel Raf Ram Sac Sor Xil

L. delbrueckiisubspdelbrueckiiCCT 3744 + + - - - - - + - -
L. delbrueckiisubsp. &ctisATCC 4797 - + - + - - - - + - -
L. fermentunATCC 23271 + + - + - - - - + - +
L. fermentumATCC 9338 + + + + - + - - - +
L. helveticusATCC 12046 - + + + - - - - - - -
L. leichmanilATCC 7830 - - + - - - - - + - -
L. paracasesubsp. pracaseiATCC 335 + + + + - - - - - + -
L. plantarumATCC 10012 + + + + - - - - + + -
L. plantarumATCC 8014 + + + + - + - + + + -
L. rhamnosudATCC 7469 + + + + + - - + + + -
L. rhamnosud\TCC 9595 + + + + + - - + + + -
Streptococcus thermophil066 - + + - - - - - + - -
S. thermophiluSAB + + + - - - - - + - -
S. thermophilu¥M - + + - - - - - + - -

Fru = frutose; Gli = glicose; Lac = lactose; Mal = maltose; Man = manose; Mel = melibioser&tmiose; Ram = ramnose; Sac = sacarose; Sor = sorbitol; Xil = xilose; + =
positivo para fermentacdo; - = negativo para fermentacéo.
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Tabela 2. Média das contagens de cepd&ifitbacteriumspp.,Lactobacillusspp. eStreptococcus thermophilesn meios de cultura
adicionados de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC). Incubacéo a 37 °C em aerobiose por 48 h para lactobacilos e estreptococos e em

anaerobiose por 72 h para bifidobactérias.

Grupo Espécie / Cepa Controle TTC 25 TTC 50 TTC 100 TTC 200
Bifidobactérias Bifidobacterium spCIRMBIA 1387 277,55 271 2745 2515 246
Bifidobacterium spCIRMBIA 1394 127,5 1145 1115 105,5 78
B. animalisCIRMBIA 1388 2545 255,5 249,5 254 1
B. animalisCIRMBIA 1389 58,5 48,5 57 49 0
B. animalisCIRMBIA 1390 185 152 177 96,5 0
B. animalisCIRMBIA 1392 108,5 64,5 83,5 84,5 23
B. animalissubsp.animalisCIRMBIA 1335 37 455 43 33 0
B. animalissubsplactis Bb 12 84 89,5 86 75 76,5
B. animalissubsp lactis CIRMBIA 1340 41,5 47,5 40,5 0 0
B. lactissubsplactis BI-07 2295 218 218 207,5 36,5
B. lactissubsplactis SAB 296 320,5 314,5 303,5 270
B. longumCIRMBIA 1395 60 45,5 62,5 36,5 0
B. longumsubsplongumLGM P-17500 238,5 252 251 2525 64,5
Lactobacilos Lactobacillus acidophilu&TCC 4356 30,5 26,5 25 20,5 25
L. acidophilusLa-5 64 77 85 58 13
L. acidophilusSAB 66 54 46,5 59,5 60
L. brevisATCC 367 55,5 52 58,5 37,5 36,5
L. caseiCIRMBIA 667 182,5 0 0 0 0,5
L. caseiCIRMBIA 767 92,5 60,5 0 0 0
L. caseiCIRMBIA 769 149,5 128 0,5 0 0
L. caseiCIRMBIA 771 93 0 0 0 0,5
L. caseisubspalactosusCCT 1376 109 109,5 0 0 0
L. caseisubspcaseiCCT 1465 138 0 0 0 0
L. caseisubsprhamnosusCT 0842 69,5 50 0 0 0
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Continuacéo da Tabela 2

Grupo Espécie / Cepa Controle TTC 25 TTC 50 TTC 100 TTC 200
Lactobacilos L. caseisubsprhamnosu€CT 5835 229,5 224 218,5 231 217,5

L. caseisubsprhamnosusCT 6645 99 108,5 88 78,5 0

L. paracaselCCT 0556 169,5 0 0 0 0

L. paracaselCCT 7501 94 78,5 78 65,5 44

L. delbrueckiisubsp bulgaricus YM 162 132,5 104 110,5 12,5

L. delbrueckiisubspdelbrueckiiCCT 3744 64,5 82 49,5 70 23,5

L. delbrueckiisubsplactis ATCC 4797 49,5 38,5 31,5 32,5 4,5

L. fermentumATCC 23271 37,5 15 0 0,5 0

L. fermentumATCC 9338 104 99,5 97,5 106,5 63

L. helveticusATCC 12046 68,5 61 54 58,5 14,5

L. leichmaniiATCC 7830 45,5 39,5 37 40 32

L. paracasesubsp. pracaseiATCC 335 52,5 55,5 49,5 53 0

L. plantarumATCC 10012 79,5 77 87,5 84 80,5

L. plantarumATCC 8014 254 242,5 259 222 237,5

L. rhamnosufATCC 7469 102,5 101,5 95 0 0

L. rhamnosu\TCC 9595 166,5 159 179 136 0
Estreptococos Streptococcus thermophil066 67,5 78,5 62,5 65 0

S. thermophiluSAB 177,5 166,5 178 152,5 0

S. thermophilu¥M 60 54 34,5 33,5 0

Controle = MRS-cisteina para bifidobactérias, MRS para lactobacilos, M17 para estreptecveniicdo de TTC; TTC 25, TTC 50, TT 100, TTC 200 = concértsate
TTC adicionado ao meio de cultura eletivo de 25, 50, 100 e 200 egpkdativamente.
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Tabela 3. Valores proporcionais da média de contagem de cepdigldbacteriumspp.,Lactobacillusspp. eStreptococcus thermophilasn
meios de cultura eletivos adicionados de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC). Incubacgéo a 37 °C em aerobiose por 48 h para lactobacilos e

estreptococos e em anaerobiose por 72 h para bifidobactérias.

Grupo Espécie / Cepa Controle TTC 25 TTC 50 TTC 100 TTC 200

Bifidobactérias  Bifidobacterium spCIRMBIA 1387 100 97,7 98,9 90,6 88,6
Bifidobacterium spCIRMBIA 1394 100 89,8 87,5 82,7 61,2
B. animalisCIRMBIA 1388 100 100,4 98,0 99,8 0,4
B. animalisCIRMBIA 1389 100 82,9 97,4 83,8 0,0
B. animalisCIRMBIA 1390 100 82,2 95,7 52,2 0,0
B. animalisCIRMBIA 1392 100 59,4 77,0 77,9 21,2
B. animalissubspanimalisCIRMBIA 1335 100 123,0 116,2 89,2 0,0
B. animalissubsplactis Bb 12 100 106,5 102,4 89,3 91,1
B. animalissubsp lactis CIRMBIA 1340 100 114,5 97,6 0,0 0,0
B. lactissubsplactis BI-07 100 95,0 95,0 90,4 15,9
B. lactissubsplactis SAB 100 108,3 106,3 102,5 91,2
B. longumCIRMBIA 1395 100 75,8 104,2 60,8 0,0
B. longumsubsplongumLGM P-17500 100 105,7 105,2 105,9 27,0

Lactobacilos Lactobacillus acidophiluaTCC 4356 100 86,9 82,0 67,2 82,0
L. acidophilusLa-5 100 120,3 132,8 90,6 20,3
L. acidophilusSAB 100 81,8 70,5 90,2 90,9
L. brevisATCC 367 100 93,7 105,4 67,6 65,8
L. caseiCIRMBIA 667 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 767 100 65,4 0,0 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 769 100 85,6 0,3 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 771 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. caseisubspalactosusCCT 1376 100 100,5 0,0 0,0 0,0
L. caseisubsp.caseiCCT 1465 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. caseisubsprhamnosu€CT 0842 100 71,9 0,0 0,0 0,0
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Continuagéo da Tabela 3

Grupo Espécie / Cepa Controle TTC 25 TTC 50 TTC 100 TTC 200
Lactobacilos L. caseisubsprhamnosu€CT 5835 100 97,6 95,2 100,7 94,8
L. caseisubsprhamnosu€CT 6645 100 109,6 88,9 79,3 0,0
L. paracaselCCT 0556 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. paracaselCCT 7501 100 83,5 83,0 69,7 46,8
L. delbrueckiisubsp.bulgaricus YM 100 81,8 64,2 68,2 7,7
L. delbrueckiisubspdelbrueckiiCCT 3744 100 127,1 76,7 108,5 36,4
L. delbrueckiisubsplactis ATCC 4797 100 77,8 63,6 65,7 9,1
L. fermentumATCC 23271 100 4,0 0,0 0,0 0,0
L. fermentumATCC 9338 100 95,7 93,8 102,4 60,6
L. helveticusATCC 12046 100 89,1 78,8 85,4 21,2
L. leichmaniiATCC 7830 100 86,8 81,3 87,9 70,3
L. paracasesubsp. pracaseiATCC 335 100 105,7 94,3 101,0 0,0
L. plantarumATCC 10012 100 96,9 110,1 105,7 101,3
L. plantarumATCC 8014 100 95,5 102,0 87,4 93,5
L. rhamnosu\TCC 7469 100 99,0 92,7 0,0 0,0
L. rhamnosu\TCC 9595 100 95,5 107,5 81,7 0,0
Estreptococos Streptococcus thermophil066 100 116,3 92,6 96,3 0,0
S. thermophiluSAB 100 93,8 100,3 85,9 0,0
S. thermophilu¥M 100 90,0 57,5 55,8 0,0

Controle = MRS-cisteina para bifidobactérias, MRS para lactobacilos, M17 para estreptecveniicdo de TTC; TTC 25, TTC 50, TT 100, TTC 200 = concértsate
TTC adicionado ao meio de cultura eletivo de 25, 50, 100 e 200 egpkdativamente.
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Tabela 4. Média das contagens de cepdifitbbacteriumspp.,Lactobacillusspp. eStreptococcus thermophilesn meios de cultura eletivos,
MRS-ABC, MRS-NNLP, TOS-MUP e RP-MUP. Incubagéo a 37 °C em anaerobiose por 72 h.

Grupo Espécie / Cepa Controle MRS-ABC MRS-NNLP TOS-MUP RP-MUP
Bifidobactérias  B. animalisCIRMBIA 1388 133,5 129 49 116 192
B. animalisCIRMBIA 1389 167,5 167,5 115 144 1345
B. animalisCIRMBIA 1390 217 227 166 198,5 185
B. animalisCIRMBIA 1392 187 138,5 86 1915 199
B. animalissubspanimalisCIRMBIA 1335 80,5 64,5 39,5 0 0
B. animalissubsplactis Bb 12 137,5 126,5 79,5 124 106,5
B. animalissubsplactis CIRMBIA 1340 180 166 120,5 176 148
B. lactissubsplactis BI-07 173,5 192 124 206 182,5
B. lactissubsplactis SAB 288,5 286 2175 275,5 240
B. longumCIRMBIA 1395 139,5 127 75 1255 1445
B. longumsubsplongumLGM P-17500 249,5 252 193,5 238 210
Lactobacilos L. acidophilusLa-5 57,5 0 0 0 0
L. acidophilusSAB 49 0 0 0 0
L. brevisATCC 367 150,5 137,5 0 0 0
L. caseiCIRMBIA 667 187 181 0 0 0
L. caseiCIRMBIA 767 138,5 149 0 0 0
L. caseiCIRMBIA 769 144 162 0 0 0
L. caseiCIRMBIA 771 138,5 135,5 0 0 0
L. paracaseCCT 0556 197 176 201 0 0
L. caseisubsprhamnosuCT 0842 845 57,5 3,5 0 0
L. caseisubspalactosusCCT 1376 94,5 119 93 0 0
L. caseisubsp.caseiCCT 1465 106,5 110 0 0 0
L. caseisubsprhamnosu€CT 5835 135 135 0 0 0
L. caseisubsprhamnosu€CT 6645 111 27,5 0 0 0
L. paracaseir501 60,5 34 44 0 0
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Continuacgéo da Tabela 4

Grupo Espécie / Cepa Controle MRS-ABC MRS-NNLP TOSMUP RPMUP

Lactobacilos L. delbrueckiisubspbulgaricus YM 61 0 0 0 0
L. delbrueckiisubspdelbrueckiiCCT 3744 52 0 0 0 0
L. delbrueckiisubsplactis ATCC 4797 124 0 0 0 0
L. fermentumATCC 23271 76 48,5 0 0 0
L. fermentumATCC 9338 33,5 29 0 0 0
L. helveticusATCC 12046 88,5 0 0 0 0
L. leichmaniiATCC 7830 51 0 0 0 0
L. paracasesubspparacaseiATCC 335 63 60,5 0 0 0
L. plantarumATCC 10012 66,5 63 0 0 0
L. plantarumATCC 8014 84,5 113 0 0 0
L. rhamnosuATCC 7469 117,5 2 0, 0 0
L. rhamnosuATCC 9595 89 8 0 0 0

Estreptococos  Streptococcus thermophil @66 61 0 0 0 0
S. thermophiluSAB 65,5 76,5 0 0 0
S. thermophilu¥M 66 5,5 0 0 0

Controle = MRS-cisteina para bifidobactérias, MRS para lactobacilos, M17 para estreptococos.
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Tabela 5. Valores proporcionais da média de contagem de cepdildeacteriumspp.,Lactobacillusspp. eStreptococcus thermophilesn
meios de cultura eletivos, MRS-ABC, MRS-NNLP, TOS-MUP e RP-MUP. Incubagéo a 37 °C em anaerobiose por 72 h.

Grupo Espécie / Cepa Controle MRS-ABC MRS-NNLP TOSMUP RPMUP
Bifidobactérias  B. animalisCIRMBIA 1388 100 96,6 36,7 86,9 143,8
B. animalisCIRMBIA 1389 100 100,0 68,7 86,0 80,3
B. animalisCIRMBIA 1390 100 104,6 76,5 91,5 85,3
B. animalisCIRMBIA 1392 100 74,1 46,0 102,4 106,4
B. animalissubsp animalisCIRMBIA 1335 100 80,1 49,1 0,0 0,0
B. animalissubsplactis Bb 12 100 92,0 57,8 90,2 77,5
B. animalissubsp lactisCIRMBIA 1340 100 92,2 66,9 97,8 82,2
B. lactissubsplactis BI-07 100 110,7 71,5 118,7 105,2
B. lactissubsplactis SAB 100 99,1 75,4 95,5 83,2
B. longumCIRMBIA 1395 100 91,0 53,8 90,0 103,6
B. longumsubsplongumLGM P-17500 100 101,0 77,6 95,4 84,2
Lactobacilos L. acidophilusLa-5 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. acidophilusSAB 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. brevisATCC 367 100 91,4 0,0 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 667 100 96,8 0,0 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 767 100 107,6 0,0 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 769 100 112,5 0,0 0,0 0,0
L. caseiCIRMBIA 771 100 97,8 0,0 0,0 0,0
L. caseisubspalactosusCCT 1376 100 125,9 98,4 0,0 0,0
L. caseisubspcaseiCCT 1465 100 103,3 0,0 0,0 0,0
L. caseisubsprhamnosusCT 0842 100 68,0 4,1 0,0 0,0
L. caseisubsprhamnosu€CT 5835 100 100,0 0,0 0,0 0,0
L. caseisubsprhamnosusCT 6645 100 24,8 0,0 0,0 0,0
L. paracaselCCT 0556 100 89,3 102,0 0,0 0,0
L. paracaseir501 100 56,2 72,7 0,0 0,0
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Continuacéo da Tabela 5

Grupo Espécie / Cepa Controle MRS-ABC MRS-NNLP TOS-MUP  RP-MUP
L. delbrueckiisubsp bulgaricus YM 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. delbrueckiisubspdelbrueckiiCCT 3744 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. delbrueckiisubsplactisATCC 4797 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. fermentunATCC 23271 100 63,8 0,0 0,0 0,0
L. fermentumATCC 9338 100 86,6 0,0 0,0 0,0
L. helveticusATCC 12046 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. leichmaniiATCC 7830 100 0,0 0,0 0,0 0,0
L. paracasesubsp. pracaseiATCC 335 100 96,0 0,0 0,0 0,0
L. plantarumATCC 10012 100 94,7 0,0 0,0 0,0
L. plantarumATCC 8014 100 133,7 0,0 0,0 0,0
L. rhamnosuATCC 7469 100 1,7 0,4 0,0 0,0
L. rhamnosu\TCC 9595 100 9,0 0,0 0,0 0,0

Estreptococos Streptococcus thermophil066 100 0,0 0,0 0,0 0,0
S. thermophiluSAB 100 116,8 0,0 0,0 0,0
S. thermophilu¥M 100 8,3 0,0 0,0 0,0

Controle = MRS-cisteina para bifidobactérias, MRS para lactobacilos, M17 para estreptococos.
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Tabela 6. Parametros de correlacdo das médias de contagens de leites fermentados artificialmente prodBifidioisacdeniumspp.
utilizando os agares TOS-MUP, RIPUP e Petrifilm™ AC com caldo RP-MUP. A incubacao foi realizada em anaerobiose a 37 °C por 72 h para
os agares e por 24, 48 ¢ 72 h para os Petrifilm™ AC. As comparagdes foram feitas para os agares e entre os agares e o Petrifilm™ AC nos

diferentes tempos de incubacéo.

2

Pares (xy) n r r Intercepto Inclinacéo p

TOS-MUP:RP-MUP 35 0,999 0,998 0,059 0,991 <0,0001
TOS-MUP:Petrifilm 24h 23 0,998 0,997 -0,732 1,088 <0,0001
TOS-MUP:Petrifilm 48h 35 0,998 0,996 0,185 0,974 <0,0001
TOS-MUP:Petrifilm 72h 35 0,998 0,996 0,064 0,988 <0,0001
RP-MUP:Petrifilm 24h 23 0,998 0,996 -0,824 1,101 <0,0001
RP-MUP:Petrifilm 48h 35 0,997 0,994 0,140 0,981 <0,0001
RP-MUP:Petrifilm 72h 35 0,999 0,998 0,008 0,997 <0,0001

n = nimero de contagens consideradas para anélise; r = indice de correlacaeficiente de determinacéo; p = nivel de significancia.
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Tabela 7. Parametros de correlagdo das médias de contagens de leites fermentados artificialmente prodBifidoisazeniumspp.
utilizando Petrifilm™ AC e caldo RP-MUP. A incubacéao foi realizada em anaerobiose a 37 °C e as comparacdes foram feitas entre os tempos de

contagem 24, 48 e 72 horas.

Pares (x:y) n r r° Intercepto Inclinacdo p

24h:48h 23 0,998 0,996 -0,892 1,108 <0,0001
24h:72h 23 0,998 0,997 -0,857 1,107 <0,0001
48h:72h 35 0,998 0,997 0,131 0,984 <0,0001

n = nimero de contagens consideradas para andlise; r = indice de correlacaeficiente de determinac&o; p = nivel de significancia
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