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RESUMO

Os Lactobacillus acidophilus veiculados nos leites
fermentados comercializados no Brasil(2)> foram isolados,

cultivados e quantificados. Foi tamben analisada a cepa

CHZ2¢(2> , comercializada para as firmas produtoras dos
probi6éticos. Para efeito comparativo acrescentou-se ao
estudo a cepa NCFM(3> e NCFM"L"(4> gue se caracterizam pela
produg8o de bacteriocinas e pela resisténcia aos sais
biliares.

Na contagem total em placa os L. acidophilus dos
produto2 novos ou armazenados mostraram sobrevivéncia
adequada com 108 ufc/g de produto, gquantidade estipulada
para colonizadores intestinais. Nos testes de resisténcia
sos sais biliares, os L. acidophilus com melhor desempenho
foram os isolados do produto Biovita.

No estudo ao Microscépio Optico de Fluorescéncia
demonstrou-s8e que, embora os lactobacilos sobrevivessem na
presenga dos sais biliares, eles eram gradualmente afetados
porgque demonstraram perda de atividade metabbélica,
diminuig¢8o de diémetro, e elongamento em cadeia das células.

Sob Microscopia Eletronica de Varredura
demonstraram—-se as coldnias ativas e as deformagdes de
prarede oriundas possivelmente das condig¢des experimentais
impostas as células. Na Microscopia Eletrobnica de
Transmisséo resolveram-se as questdes pertinentes & parede
externa das células: as cepas n8o diferem morfologicamente
entre 8l mas o tratamento com sais biliares diminuiu a
extens8io da camada externa das células constituida de
proteinas e polissacadrides as quais entre outras fungdes
deveriam exercer o reconhecimento dos bacilos com substratos
especificos.



A administragdo de L. acidophilus oriundos de
"Bio” e "Biovita” a ratos machos Wistar SPF (Specific
Pathogen Free) n8io resultou em colonizag&o do Jjejuno e ileo
dos animais embora os produtos promovessem boa aceitagfio e
ganho ponderal.

(1)Refere-se aos produtos "Bio” e "Biovita”™ que s80 produtos
lacteos fermentados por cultura mista de L. acidophilus,
Streptococcus spp e Bifidobacterium spp. "Bio" é& produto da
IndGstria Danone, S&8o Paulo, S.P. e "Biovita"” é produto da

IndGstria Nestlé, Araras, S.P.

(2)CHZ & cepa comercializada pela HA-LA do Brasil Chr.
Hansen Ind. & Co. Ltda. Cx. P. 371, Valinhos, S.P.

(3)NCFM: Originéria do Animal Science Department, Oklahoma
State University, Stillwater, Oklahoma, USA, foi cedida pela
Profa. Célia Licia de L.F.Ferreira do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicgosa,
M.G.

(4)NCFM"L": Isolada de intestino humano pela Profa. Dra.
Célia L.de L.F.Ferreira.
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ABSTRACT

lactobacillus acidophilus carried in probiotic
brazilian products(1) were isolated, cultivated and
quantified. Another two cultures were added to analysis: CHZ2
a commercial culture(2), NCFM(3> and NCFM"L"(4) a culture
that produces bacteriocins and has bile salts resistance.

The total count plate of L. acidophilus isolated
from fresh products or during storage demonstrated a
suitable wvalue of 108 cfu/g, enough to be considered as
intestinal colonizer.

Biovita product beared the most resisting L.
acidophilus to bile salts. Fluorescence microscopy
demonstrated that the cells lost its ordinary morfology and
were progressively inactived by bile salts.

The morfology were analysed under Scanning
Electron Microscopy: in the absense of bile salts the cells
had normal partition and were turgids; distortion of cell
wall ocurred otherwise. The velvet appearance of cell wall
under Transmission Electron Microscopy, whose protein-
glicosidic nature is considered essential to cell
recognition was almost lost when bile salts were added.

Biological dietary assay whith Wistar SPF
(Specific Pathogen Free) rats did not result in colonization
of the small intestine by L. acidophilus from the commercial

products.

(1) "Bio" and "Biovita” are probiotic brazilian trade marks
from Danone Ind. & Co and Nestlé respectively.

(2) CHZ2 was obtained from HA-LA Ind. & Co of the Brazil.
(3) NCFM: originated from Am.Sci.Dep., Oklahoma State
University was received from Dra. Célia L.Ferreira, D.T.A.,
U.F.V., Vigosa, M.G.

(4> NCFM"L": isolated by Profa. Dra. Célia L.L.F.Ferreira.
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1. INTRODUCAO

Lactobacillus acidophilus tem sido utilizado na

elaboracgy, gde produtos lacteos fermentados e faz parte do

grupo dos “probiéticos”, ou seja, s8o constituidoe por

inéculos de origem intestinal (DALY , 1981 ; GUYOT , 1990).
Atribuem-se numerosos desempenhos ao L.

acidophilus ’ como antagonismo aos microrganismos

indesejaveis, particularmente as bactérias patogénicas,
controle das diarréias, redug@o dos niveis séricos do
colesterol, degradagdo de nitrosaminas e produg8@o da enzima
B-galactosidase em leites fermentados (GILLILAND , 1979
GILLILAND & WALKER , 1990 ; KIM & GILLILAND , 1883 ; KING-
THOM & STEVENS Jr. , 1982).

Quanto a permanéncia de L. acidophilus no trato
digestivo, h& evidéncias que demonstram a sobrevivéncia
através do meio géastrico e colonizagdo na porgdo terminal do
intestino delgado, predominando numéricamente no intestino
grosso nas vérias espécies animais (SKINNER & CARR , 1874).
A fixag¢Bo0 se assemelha a um mecanismo de aderéncia bastante
seletivo, sendo provével que as cepas mais aderentes sejam
aquelas que apresentam um envoltdrio externo & membrana
celular de natureza polissacaridica (HERALD & ZOTTOLA ,
1988; HOOD & ZOTTOLA , 1987). Para que isso ocorra, as cepas
devem ser resistentes aos sais biliares, suco géastrico e a
lisozima.

No Brasil s com o advento dos alimentos
"probioticos” L. acidophilus estd sendo incorporado a
produtos tipo “"leites fermentados”. Na tentativa de ampliar
o consumo, € apresentado sobre forma saborizada. Devido a



crescente evidéncia de que L. acidophilus e Bifidobacterium
spp fazem parte de um grupo aceito como adjuvante dietéario,
os leites fermentados 880 enriquecidos com estes
microrganismos. As caracteristicas dos produtos obtidos
dependerdo da atividade metabbélica, da velocidade de
crescimento, da quantidade de &cido lactico produzida e das
condi¢Bes de propagacdo intestinal mantidas pelos inéculos.

E de conhecimento que L. acidophilus gquando
incorporado ao iogurte decai em numero durante a estocagem
refrigerada (GILLILAND & SPECK , 1977c). Torna-se entdo
oportuno verificar se o mesmo efeito de inviabilizag&o
estaria ocorrendo nos demais leites fermentados. A quest#o
numérica é capital, desde que os efeitos benéficos de L.
acidophilus s88c observados gquando se atinge um consumo
diério de 108 a 108 células por grama do produto.

0O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de determinar a presenca de L. acidophilus nos 1leites
fermentados (Bio e Biovita) e avaliar sua capacidade de
manter-se viéavel, em numero suficiente, nas condigdes de
armazenamento das prateleiras comerciais.



2_REVISAQ DA LITERATURA

2.1.PROBIOTICOS

Segundo ROGINSKI (1988) probidético é um produto
fermentado contendo microrganismos viéveis que atuam
favoravelmente no lumen intestinal.A sobrevivéncia do
probiético no intestino estéd relacionada a capacidade de
resistir aos mecanismos antibacterianos.As caracteristicas
de um bom probibético s8o as seguintes : conter em numero
suficiente microrganismos capazes de sobreviver e aderir &
mucosa intestinal, resistir a valores baixos de pH, aos
sais biliares e aos fatores antimicrobianos existentes no
trato gastrointestinal.

As espécies frequentemente adicionadas aos
probiébticos s8oc L. acidophilus, L. casei e L. bifidus. Para
GILLILAND (1979), uma das mais importantes propriedades das
culturas lacticas utilizadas como adjuvantes dietérios & a
sobrevivéncia em numero adequado durante o periodo de
estocagem.

Os grupos mais utilizados para a elaborag@o dos
probibticoe s8o estreptococos e lactobacilos. As espécies
mais comuns 8&%0 : L. acidophilus,L. casel , L. helveticus ,
L. lactis , L. salivarius , L. plantarum , Bifidobacterium
sp , L. bulgaricus e S. thermophilus. S&o cepas de origem
intestinal, exceto as duas Ultimas citadas que fazem parte
dos iogurtes. Embora isoladoe do trato intestinal, as
condigb6es originais de convivéncia dos lactobacilos s8o
bastante complexas porque a microbiota natural dos
intestinos € constituida por uma variedade de microrganismos
da ordem de 1014 por grama de fezes (FULLER , 1989).



GUYOT (1890) relatou que , desde 1984 na Europa
Ocidental, 1leites fermentados s8%o produzidos contendo as
espécies Bifidobacterium spp e Lactobacillus acidophilus por
grama do produto. Em 1986 surgiu um produto adicionado de
bifidus ativos, com a finalidade de veicular 107 a 108
bifidobactérias por grama. Esses novos leites fermentados
surgiram muito tempo depois dos iogurtes tradicionais,
inoculados com Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus , os quais n3o
possuem capacidade de fixagdo na mucosa intestinal.
Imaginou-se entdc um produto capaz de sobreviver e se
implantar no trato gastrointestinal, como as cepas L.
acidophilus e Bifidobacterium spp (FULLER , 1986). A espécie
Bacillus bifidus foi isolada de fezes de criang¢as por
Tissier em 1899 (GUYOT, 1990). A morfologia pode variar nas
formas V ou Y de acordo com o meio de crescimento. Durante
muito tempo foi considerado como parte do género
Lactobacillus , &até que em 1957 caracterizou-se o g€nero
Bifidobacterium, compreendido por vinte e cinco espécies. As
espécies variam de acordo com o tipo de alimentag&o, sendo
que criangas alimentadas com 1leite materno eliminam nas
fezes até 101°© Bifidobacterium por grama. A espécie
Bifidobacterium longum €& uma das mais utilizadas pelas
indastrias, porém sobrevivem mal a valores de pH abaixo de
5.5 no produto final; valores de pH abaixo de 4.5 s#o
desfavoréveis ao desenvolvimento de Bifidobacterium bifidus.
Lactobacillus acidophilus foi descrito por MORO em 1800,
igualmente isolado de criangas (GILLILAND et alii , 1975). A
acidez dos 1leites fermentados por L. acidophilus é
considerada relativamente baixa, em torno de 0.7% de éacido
léctico, produzindo sabor e aroma agraddvel e suave
(BUCHANAN & GIBBONS , 1974).



No final do processo de fabricacgo quantidades minimas de
108 a 10B Bifidobacterium e/ou L. acidophilus por ml devem
estar presentes (FULLER , 1986).

A fermentacBio do leite por L. acidophilus , Bifidobacterium
e S. salivarius subsp. thermophilus da bons resultados na
medida em que a conservag¢lo do produto A 59 C permite que
permanega com sabor doce e suave e mantenha as
caracteristicas de frescor, qualidades terapéuticas e bom
estado de conservagc8o até tres semanas (FULLER , 1989).

Os provAveis mecanismos responsiveis pela agdo das
bactérias lacticas no intestino foram descritos por KIM &
GILLILAND em 1983, e 8e resumem no sSeguinte : 1- acéo
antagdnica as bactérias produtoras de gases; 2- fonte
suplementar de lactase no intestino; 3- aumento da resposta
imune; 4- atividade anticarcinogénica ; 5- capacidade
hipocolesterolemiante.

Segundo DALY (1991) , o8 efeitos benéficos
causados pelas bactérias léacticas colonizadoras do trato
intestinal podem estar relacionados com o :

1- Controle de microrganismos patogénicos : E. coli,
Klebsiella, Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus,

Vibrio, entre outros. Esse controle pode ser devido a
interagéo de alguns fatores dos quais o0 &acido 1lactico e
acético e a produgéo de substéncias antibiéticas.
Lactobacillus acidophilus produz bacteriocinas e perdxido de
hidrogénio , qQue inibem uma variedade de bactérias.

A cepa de L. acidophilus NCFM , quando mantida a
pPH 6.0 em caldo MRS, parece exibir morte prematura apés 12
horas de crescimento. Entretanto, durante um periodo maior
de incubagd@o a cultura reinicia seu crescimento.



Essa aparente morte & devida a presenga de cepas produtoras
de bacteriocinas na cultura (FERREIRA & GILLILAND , 1988).
2- Ainda segundo DALY (loc c¢it), ocorrerd um aumento da
utilizag8io da lactose . Os termos “"intoleréncia & lactose” e
“ma digest8o"” s8s&o usados para definir condi¢des inadequadas
de absorg8o da lactose no intestino. O autor cita a alta
incidéncia nas popula¢®es da Africa , Asia e E.E.U.U..A
auséncia de quantidades suficientes da enzima B-
galactosidase no intestino delgado causa flatuléncia,
diarréia e desconforto abdominal. Nos leites fermentados em
geral, a lactose & hidrolizada pela enzima B-galactosidase
situada no interior das células bacterianas das culturas
lacticas.

De acordo com PERDIGON et alii (1990), as
inféccées gastrointestinais 880 problematicas sobretudo
quando se tratam de criangas prematuras. A administrag@o de
L. casei e L. acidophilus auxilia no combate a infec¢8es
causadas por Salmonella typhimurium .

A administracd@o oral de Lactobacillus acidophilus
aumenta a ativagdo de macréfagos e linfécitos quando
comparado & espécie S. thermophilus, que demonstra menor
atividade, provavelmente por nd3o fazer pavie -da microbiota
intestinal. PERDIGON et alii (1987) sugere gue desta
ativagdo participem os mecanismos imunes do intestino os
quais sauxiliariam a sobrevivéncia das bactérias lacticas.
Mais recentemente, HUIS in"t Veld & HAVENAAR (1991)
observaram que as bactérias intestinais ou seus antigenos
podem atravessar a Dbarreira do epitélio' intestinal,
estimulando a diferenciagdo de 1linfécitos e a atividade
fagocitéria.



Os compostos azo 8ap; corantes formados por aminas
diazotadas, bastante utilizados em alimentos. Esses corantes
hidrosoluveis chegam &ao trato gastrointestinal através da
via oral ou por outros meios, e h&d evidéncias de que 880
metabolizados pela microflora intestinal. Os efeitos téxicos
e/ou cancerigenos dos compostos azo podem ser devidos a
redugéio dos mesmos, produzindo aminas arométicas .Apesar de
n&do serem citotédxicos, mutagénicos ou cancerigenos, alguns
estudos revelam que azoredutases produzidas pela microflora
intestinal liberam aminas arométicas como a benzidina, que
induzem céncer nas vias urindrias do homem e a formagdo de
tumores em animais. Uma dieta suplementada com L.
acidophilus diminui significativamente a atividade das
azoredutases nas fezes. Além disso, L. acidophilus reduz os
niveis das enzimas B-glucosidase, B-glucuronidase,
nitroredutase e azoredutase , considerados fatores
cancerigenos (KING-THON CHUNG & STEVENS, 1992).

SARRA et alii (1991) determinaram as seguintes
condi¢Bes para a administragc@o de L. acidophilus : 1-
especificidade do hospedeiro ao microrganismo utilizado ; 2-
capacidade adeguada da cepa de formar populagdes estdveis no
trato gastrointestinal.

Finalmente, com respeito & redugdo da taxa de
colesterol seanguineo,ou especificamente, das lipoproteinas
de baixa densidade, MANN & SPOERRY (1974) observaram gque a
ingest8o de grandes quantidades de leites fermentados reduz
o colesterol sérico e a partir dai propuzeram a existéncia
de um "fator" denominado hidroximetilglutarato (HMG), porém
sua presenga no leite ndo fol demonstrada.



Os autores tambem citam que compostos como o &cido orético ,
&dcido urico , e compostos produzidos por bactérias s8&o
considerados como hipocolesterolemiantes. GILLILAND et alii
(1985), também sugerem que o consumo de certos produtos
lacteos fermentados resultam em diminuig&o dos niveis de
colesterol sanguineo, devido a presenga do acido
hidroximetilglutérico no leite (GRUNEWALD , 1982). Em 1977a,
GILLILAND & SPECK observaram a desconjuga¢8o de eaais
biliares por L. acidophilus in vitro e sugeriram que o
aumento na excreg@o de &acidos biliares poderia acelerar o
catabolismo do colesterol a &cidos biliares. Demonstraram
também que L. acidophilus , quando em condi¢des adequadas ,
€ capaz de incorporar esterdides na estrutura celular.
Entretanto, uma cepa considerada altamente bile-tolerante
pode n8o apresentar capacidade de assimilar colesterol.

Em resumo, uma cultura de origem humana que
assimile colesterol, cresga bem na presenga de bile e
produza bacteriocinas, pode ser selecionada para uso em
adjuvantes dietéarios (GILLILAND & WALKER , 1990).

2.2_ISOLAMENTO E ENUMERACAO DE Lactobacillus acidophilus

BUCHANAN & GIBBONS (1974) caracterizaram L.
acidophilus como 1lactobacilos , originalmente isolados de
fezes de criangas , ladbios e canal vaginal de adultos e de
animais. S&8c bacilos classificados como homofermentativos,
que produzem D-L- &cido léactico de 0,7 a 1,0% , possuem
dimens®es de 0,6 a 0,9 aam por 1,5 a 6,0 uam , ocorrem
isoladamente ,em pares ou cadeias curtas , e s&o iméveis.
Formam coldnias 1lisas ou rugosas ,e de acordo com o meio
emitem proje¢des filamentosas (RICHARDSON , 1985).



Neg cresce a 15 C e prode crescer até 45° C ( valor 6timo
37°C ) a um pH inicial de 5.0 a 7.0 ( pH 6timo 5.5 a 6.0 ).

Além disso, L. acidophilus é catalase negativo , reage
positivamente a colorag8o de Gram e fermenta os8 seguintes
carboidratos : celubiose, lactose, maltose, trealose,

sacarose, galactose, glicose e outros; n8o fermenta sorbitol
e manitol (GILLILAND & SPECK, 1877d).

Uma das principais caracteristicas de L.

acidophilus e de outros microrganismos intestinais, e que
foi estudada por GILLILAND & SPECK (1977a) é a resisténcia a
sais biliares. ROGOSA & SHARPE (1959) desenvolveram um meio
seletivo para isoclamento e enumeracdo de lactobacilos em
fezes. A seguir, uma forma desidratada daquele meio foi
desenvolvida, o meio LBS.
Para enriquecimento, isolamento e cultivo de 1lactobacilos
muitos outros meios foram propostos. Porém, o meio ROGOSA &
SHARPE contém alto teor de acetato e pH relativamente baixo,
tornando-se seletivo e particularmente adequado ao
isolamento e contagem de lactobacilos em amostras cuja
microbiota apresenta outros grupos microbianos , tais como
enterobactérias. Todas as cepas de L. acidophilus crescem
bem nos meios LBS, LBSO (com "oxgall”) , adicionados de sais
biliares ou'oxgall” nas concentragdes de 0.15% e 0.20%
(COLLINS , 1978) e no meio LAPTg (CERELA , 1991). Resultados
semelhantes foram obtidos para L. brevis, L. casei, L.
plantarum e L. fermentum. 0O uso de taurocolato de s6dio no
lugar de "oxgall” também produz resultados comparaveis. A
morfologia das células e das respectivas colf6nias séo
consideragbes importantes para a selegdo de L. acidophilus
como adjuvantes dietéArios (JOHNSON et alii, 1880).



Para KLAENHAMMER & KLEEMAN (1981) quando o crescimento era
filamentoso no meio 86lido, o8 lactobacilos formavam
coldonias fusiformes e irregulares com aparéncia rugosa, e
descreveu também que colénias lisas e rugosas podiam ser
detectadas simultaneamente no mesmo meio. No ano seguinte,
KLAENHAMMER (1982) descreveu que as transi¢des morfoldgicas
entre coldnias 1lisas e rugosas eram caracteristicas dos
lactobacilos, e refletiam uma resposta fenotipica durante a
adaptagdo a diferentes meios de crescimento. Col6nias
rugosas parecem ser mais resistentes a sais biliares que
colbnias lisas.

A tolerancia a bile até 1.0% pode indicar que a
bactéria isolada deva ser selecionada para a elaboragdo dos
adjuvantes dietéarios, porém testes relacionados a
sobrevivéncia a valores baixos de pH e capacidade de adeséo
&4 mucosa intestinal s8o imprescindiveis (OVERDAHL & ZOTTOLA,
1991). De acordo com KLAENHAMMER & KLEEMAN (1981) , as
bactérias lacticas fazem parte de um grupo de microrganismos
responséveis pela produg@o de A&acido lactico nos diversos
produtos fermentados como leite, carne e vegetais. Ané&lises
microbiolégicas de variados produtos frequentemente revelam
um numero reduzido de células viaveis, e pouco se tem feito
no sentido de identifica¢8ioc das culturas inoculadas nos
produtos comerciais (KLAENHAMMER , 1982 ; BRENNAN et alii,
1983).

Segundo SPECK (1978), "leite acidé6filo” foi o
primeiro produto desenvolvido com a finalidade de veicular
L. acidophilus. Esse produto no entanto n8oc ganhou
popularidade devido ao "flavor"” inadequado.
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A predominapcia de lactobacilos no conteido fecal era obtida
através de um consumo diArio de 250 ml do leite inoculado.
Esse volume deveria conter cerca de 1.0 x 1011 L.
acidophilus . Em geral, contagens entre 1.0 x 108 e 1.0 x
10® ceélulas viaveis por ml didriamente seria suficiente para
a sua manutengd@o nas fezes. .

De acordo com GILLILAND & SPECK (1977b), outros

produtos como "Biogurte” e "Biogarde" foram desenvolvidos na
Europa sob as mais variadas formas . O "Biogurte” contém L.
delbrueckii subsp. bulgaricus , S. salivarius subsp.
thermophilus e L. acidophilus ; ap6s algumas transferéncias,
somente as duas primeiras espécies se mantiveram viaveis
porém em numero reduzido.
O per6xido de hidrogénio, produzido pelo L. delbrueckili
subsp. bulgaricus , parece ser o principal responsével pelo
antagonismo relativo eao L. acidophilus, embora COLLINS &
ARAMAKI (1980) tenham descrito que L. acidophilus produz
também substéncias antibiéticas e perdéxido de hidrogénio. O
"Biogarde” designa os produtos léacteos fermentados contendo
L.acidophilus, S. salivarius subsp. thermophilus, e
Bifidobacterium spp. . As culturas s8o propagadas
separadamente, sendo gque no produto final apenas 1% do
in6bculo & constituido por 1lactobacilos e bifidobactérias
(GILLILAND & SPECK , 1877b).

GILLILAND & SPECK (1977c) observaram que L.
acidophilus quando acrescentado aco iogurte diminui em ntmero
durante a estocagem refrigerada. Esta instabilidade seria
causada pela produgdo de peréxido de hidrogénio pelo L.
delbrueckii subsp. bulgaricus .
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De acordo com GONZALEZ et alii (1990), leites
fermentados por L. acidophilus e L. casei, em concentrac8o
no produto final de 107 a 108 microrganismos por ml,
demonstraram efeitos protetores nas desordens
gastrointestinais.

Em 1988, GSABIONI & PINHEIRO descreveram que,
embora sejam muitas as vantagens do uso de L. acidophilus,
ha limitag®es quanto a sua utilizagBo na dieta humana. Isto
se deve a0 sabor pouco apreciado dos produtos de
fermentagdo, & dificuldade de manutenc&o de L. acidophilus
em laboratdério e A& obteng8@o de estirpes que sobrevivam no
trato gastrointestinal. A produc@o de grande quantidade de
&cido lactico & importante, pois os efeitos bacteriostédtico
e bactericida dependem da concentrag¢8o do &cido no meio. As
culturas que s8#&c grandes produtoras de &dcido léactico podem
tornar os produtos léacteos menos palataveis e devem ser
estocadas sob refrigeragdo para evitar a perda da
viabilidade.

2.3.RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES E COLONIZACAO INTESTINAL

Ao nascimento, o trato intestinal do homem e dos
animais €& isento de microrganismos. Apbés o segundo dia as
fezes podem conter bactérias como coliformes , enterococos ,
lactobacilos , clostridios , estafilococos e bifidobactérias
em variadas proporg¢des. Bifidobacterium rrolifera
rapidamente, reduzindo o numero das bactérias putrefativas a
niveis toleraveis e normais no intestino. De 1011 a 1014
bactérias por grama de fezes, 106 sg8o lactobacilos que, na
idade adulta, aumentam em nimero seguido de uma redugé@o
considerével de bifidobactérias. A porg@o terminal do
intestino delgado é o principal habitat dos lactobacilos
(SKINNER & CARR , 1974).
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Para JUVEN et alii (1991), os seguintes fatores
contribuem para o processo de colonizagio das bactérias no
trato gastrointestinal : 1- acidez géstrica (GILLILAND ,
1979) ; 2- resisténcia a sais biliares (GILLILAND & SPECK ,
1977a; SPECK , 1976; GILLILAND et alii , 18984) ; 3-
resisténcia ao deslocamento promovido pela peristalse e as
enzimas digestivas ; 4- produ¢do de compostos
antibacterianos.

0O processo de colonizag8o intestinal depende de
fatores como a motilidade das superficies epiteliais, que
modifica a carga microbiana durante a passagem dos conteudos
estomacal e intestinal (MAYRA-MAKINEN et &alii , 1983). A
superficie da moela das aves é revestida por espessa camada
de lactobacilos aderidos &s células espiteliais escamosas
(FULLER , 1977; FULLER , 18978).

Lactobacillus acidophilus produz as bacteriocinas
acidofilina, acidolina, lactobacilina e lactolina (SHAHANI &
CHANDAN , 1979). A aGg8o antibacteriana e inibidora dos
lactobacilos no intestino & devido sobretudo a produ¢do de
dcido lictico e perdxido de hidrogénio . As bactérias Gram

hantérias Gram negativas. Sendo assim, a produgdo de &acido
lactico e o consequente abaixamento do pH resultam em
supressBo da E. coli no epitélio intestinal (FULLER , 1977).
A inibig¢&o também é favorecida por anaerobiose. 0 efeito
bactericida do per6éxido de hidrogénio pode estar relacionado
a ativagdo do sistema lactoperoxidase do 1leite. Através
desse sistema, o composto tiocianato na realidade seria o
principal responsavel pela atividade bactericida para as
bactérias Gram negativas.

Segundo KLAENHAMMER (1982), &a capacidade de
produc8io de bacteriocinas pelos lactobacilos intestinais
pode melhorar a capacidade de competig&#o das cepas e
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auxiliar no processo de adesdic & mucosa do trato
gastrointestinal. A superficie de &ades8o & espécie -
especifica e ocorre através da fixagc@o de uma camada de
polissacarideos acidos existentes na parede celular externa
das bactérias com as células epiteliais da mucosa intestinal
( KLEEMAN & KLAENHAMMER , 1982). ,

A desconjugac8o dos sais biliares é importante no
controle doe microrganismos no trato gastrointestinal,
sendo que o8 4&cidos biliares desconjugados s8o0 mais
inibidores que o8 conjugados.0s Lactobacillus colonizam o
intestino humano com capacidade variada para desconjugar os
sais glicocolato e taurocolato (JUVEN et alii, 1991).

HOOD & ZOTTOLA (1988) consideraram que os
microrganismos 86 tem acesso 808 intestinos quando
ultrapassam &a barreira de &acido cloridrico e enzimas
digestivas do estdOmago, onde as bactérias entram em contato
com um ambiente que apresenta valores de pH de 2,0 a 8,0.

Lactobacillus acidophilus quando incubado € capaz
de sobreviver em numeros elevados em iogurte congelado a pH
5,4, e apbds exposigdBo em acido cloridrico 0,01 N por duas
horas a 37° C (HOLCOMB et alii , 1991).

2.4 _MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A fluorescéncia €é a luminescéncia de uma
substéncia excitada por radiagcd@o de energia relativamente
alta. A substlncia absorve e/ou converte (ex. em calor) uma
parte da energia . A maior parte da energia n#o absorvida é
emitida novamente ’ caracterizando' o} fendmeno da
fluorescéncia .
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Neste processo, a radiaggo fluorescente possui
energia menor e comprimento de onda maior que o da radiac¢fo
excitadora. Existe ent#o uma raz8o inversa entre energia de
radiagdo e comprimento de onda : os raios gama ou raios X ,
de comprimento de onda curto , por exemplo, penetram mais
que os raios luminosos e térmicos de onda longa.
Consequentemente, uma substancia fluorescente pode ser
excitada por radiag8o invisivel préxima do UV para ser vista
na faixa visivel.

Ha substéncias que exibem “"fluorescéncia
primaria”, como a clorofila, 6leos e ceras. As gque possuem
apenas uma quantidade 1limitada de ‘“auto-fluorescéncia"”
inespecifica, com luminescéncia branco-azulada, s&8o
proeminentes com excitagfio em UV e Violeta. Tais amostras
devem ser coradas para que emitam "fluorescéncia util"” ou

especifica. Isso pode ser obtido com os chamados
fluorocromos. Dependendo da composigdo qQquimica e
caracteristicas, o8 fluorocromos se ligam a areas

especificas da substéncia determinando a “"fluorescéncia

secundéaria”, processo chamado de fluorocromizag®o (MUNCK
1989).

Ha grande variedade de fluorocromos disponiveis e
novos compostos estdo sendo desenvolvidos. Para a
visualizag¢do de microrganismos, os fluorocromos mais usados
com seus respectivos filtros de excitag8o e comprimentos de
onda est8o relacionados a seguir:
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Fluorocromo Filtro/Excitaggo Comp. Onda(nm)

Acridine Orange(AO) Azul 390-450
Acriflavine(AFH) UV/Verde 350-470
Auramine (AUR) V/Verde | 400-470
Calcofluor White(CWC) uv 350-435
Congo Red(CR) UV/Verde 350-470
Fluorescein Diacetate(FDA) Azul 460-515
Fluorescein Isodiac.(FITC) Azul 490-520
Primuline(PL) v 400-460
Tinopal(TA) uv 340-400

De arorsd: com o tipo de processamento empregado na
conservagi- <~ alimentos de origem animal e vegetal, pode
ocorrer separagdo de componentes dos tecidos e originar
diferengas na estrutura fisica ou quimica. Essas
diferencas, bem como a detecgd0 de vitaminas, a anédlise

estrutural de gr#@os, a morfologia de microrganismos entre
outros, podem ser analisados na Microscopia de
Fluorescéncia.

PETTIPHER et alii (1980) desenvolveram um método
de filtragao em membrana para Microscopia de

Epifluorescéncia com a finalidade de enumerar as bactérias
em leite cra. Apdés coloragdo da amostra com os fluorocromos
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"Acridine Orange"” (AO)) e "Tinopal AN" (TA), as bactepjas

fluorescem sob excitagdo com luz ultravioleta e podem ser
facilmente contadas. Essa técnica é ideal para contagens em
leite que contém de 5§ x 103 a 5 x 108 bactérias por ml e foi
denominada DEFT (Direct Epifluorescent Filter Technique). A
leitura pode ser feita em espectrofotometria no intervalo
de 455 a 480 nm . As vantagens do método DEFT s&0 a rapidez
e a possibilidade de diferenciag¢Bo entre células vivas e
mortas no mesmo campo, preservando as caracteristicas
morfol6gicas das bactérias (RODRIGUES & KROLL , 1985).
Segundo HOBBIE et alii (1977), o sucesso da
contagem direta em Microscopia de Epifluorescéncia
dependeriam de : 1- amostragem totalmente retida no filtro ;
2- superficie do filtro de facil wvisualizagBo ; e 3-
coloragdo e condigdes o6pticas adequadas. Os filtros de
policarbonato ("Nuclepore”) s#8o mais apropriados que os de
celulose ("Millipore"”) devido a maior regularidade dos
poros, e a superficie lisa a qual retém todas as bactérias.
As culturas ativas fluorescem com AO na cor vermelho-laranja
por predominéincia de RNA no interior da estrutura celular,
em contraste com a cor verde gque caracteriza as cAl

11
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inativas, possuindo maior quantidade relativa de DNA. Na
célula viva a fluorescéncia verde de DNA estéd sempre
presente, porém mascarada pela grande quantidade de RNA.
Algumas considera¢des a respeito das interagdes
do fluorocromo A0 com os &cidos nucleicos in vivo foram
feitas por BACK & KROLL (1991). As gquantidades de DNA n3&o
variam muito com a razB8o de crescimento da célula, ao
contréario dos mRNA e rRNA que aumentam consideravelmente
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Sendo assim, e provavel que as diferentes fluorescéncias
estejam relacionadas &8so complexo que a A0 forma com as
C€lulas, &8 quantidades e espécies de DNA e RNA, e ao grau
de desnaturacdo dos adcidos nucleicos. Processos de
aguecimento podem alterar o8 resultados obtidos pela
coloragdo de culturas com AO. Apés manutengdo da amostra por
30 minutos a 63° C, cocos Gram positivos aumentam a
fluorescéncia laranja, da mesma forma que cocos Gram
negativos fluorescem mais na cor verde indicando maior e
menor atividade, respectivamente. A fixag®o de células com
aldeidos n&@o modifica os acidos nucleicos, continuando assim
a diferenciac8o das cores laranja e verde apdés a morte
celular. Entretanto, as duplas 1liga¢Bes do DNA, apés
aguecimento, 880 quebradas a liga¢des simples resultando em
fluorescéncia de cor vermelha (HILL , 1991).

2_5.MICROSCOPIA ELKTRONICA DE TRANSMISSAO (MET) E VARREDURA
(MEV)

De acordo com HOOD & ZOTTOLA (1987), as bactérias
intestinais s8oc capazes de aderir ao trato gastrointestinal
através da existéncia de wuma série de mecanismos. Os
lactobacilos apresentam especificidade para tecidos
epiteliais, sendo que a forma de ades8Bo é& especifica para os
receptores localizados na mucosa intestinal. A presenca de
uma camada externa de polissacarideo pode estar envolvida no
processo de aderéncia dos microrganismos a0 tecido
intestinal (ARAUJO et alii , 1986 ; BEVERIDGE , 1981 ;
KLAUSNER et aii, 1987). A camada de polissacarideo que
envolve a célula de L. acidophilus nBo afeta a resisténcia a
sais biliares. No entanto, a contrastag¢8io desta camada com
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“"Ruthenium Red"” (RR) juntamente com teste de tolerapcja a

1% de sais biliares pode indicar gquando a cepa de L.
acidophilus é diferenciada e provavelmente adequada para uso
em adjuvantes dietarios. A existéncia de alguns mecanismos
880 necessérios ao estabelecimento e manutengdo da
microflora na superficie do epitélio intestinal.

BROOKER & FULLER (1975) quando estudaram implantes
de lactobacilos em células intestinais de aves, observaram
que a parede celular externa dos lactobacilos era envolvida
por um polissacarideo acido, o qual foi evidenciado por RR.
E provavel gque esta diferenciag@o responda pela capacidade
de fixacdo sobre a parede intestinal. A natureza da camada
externa de L. acidophilus foi estabelecida com o auxilio de
métodos que estdo relacionados a duas das propriedades dos
carboidratos &cidos, ou seja, ¢ habilidade de reagir a
corantes catidnicos e a de formar grui... nfﬂ:ffns. A camada
externa é composta de proteinas oo sc ligam a
polissacarideos neutros que fazem parte da parede celular, e
aos peptidoglicanos ou &cido teicéico através de pontes de
hidrogénio

De acordo com o tipo de tratamento dado a&as
células, a camada externa de polissacarideo pode formar
“"fibrilas"” a partir da desnaturagdo quimica e condensag&o
durante o) Preparo do material para a MEV. Mais
especificamente, a aparéncia fibrilar é atribuida a retragdo
desigual da camada externa na fase de desidratacéio alcodlica
(FRASER & GILMOUR , 1986; HALL, 1978). Para HERALD & ZOTTOLA
(1988), algumas espécies de lactobacilos possuem capacidade
de formar fibrilas semelhante ao mecanismo de aderéncia
intestinal das espécies de Pseudomonas. LEWIS et aliil (1987)

observaram a presenga de estruturas arredondadas na
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superficie celular de Pseudomonas , e concluiram serem
contaminag8es de residuos proteicoe ou de micelas de
caseina.

HIGGINS et alii (1973) estudaram ao MEV
brotamentos da parede celular de Pseudomonas fragi e
Micrococcus sp e concluiram gque havia também parte do
citoplasma. A preparag8o de lactobacillus acidophilus por
criofratura demonstrou uma parede celular homogénea e de
superficie 1lisa, enquanto que a visualizacBo ao MET
determinou a parede celular composta por tres camadas, e as
culturas em fase de aut6lise apresentaram extrus8es da
membrana celular nos mesmos 1locais de invaginacSes da
parede. .

Para BRENNAN et alii (1986), L. acidophilus quando
submetido a secagens a vacuo e a frio torna-se sensivel a
sais biliares e lisozima, provavelmente devido a lesdes
ocorridas na parede celular.

Existem diversos parémetros de crescimento celular
que influenciam a sintese da superficie proteica em L.
acidophilus. Condi¢des de crescimento a 45 C e em meio
contendo sais biliares podem reduzir as quantidades do
material proteico externo (BHOWMIK et &alii , 1985); a
reducfo € mais intensa quanto maior a concentrag&o de sais
biliares.

Em 1991, OVERDAHL & ZOTTOLA estudaram L.
acidophilus frente a valores de pH 3 e 4, e concluiram que a
espécie pode sobreviver sem que haja alterag®es na sua
capacidade de aderéncia as células da mucosa intestinal. O
processo de aderéncia é provavel que esteja relacionado a
quantidade de polissacarideos envolvendo a célula. As cepas
gque n8o possuem aquela camaeda também nd3o sdo capazes de
aderir as células intestinais. No entanto, a presenca de uma
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camada espessa de polissacarideo n&o afeta a resisténcia a
bile (HOOD & ZOTTOLA , 1988).

De acordo com BARROW et alii (1980), grande numero
de lactobacilos e estreptococos tem sido caracterizados como
intimamente associados a regiBo esofégica do estémago de
suinos (FULLER et alii , 1978). O &cido lactico produzido
por aqueles microrganismos determina o pH antes mesmo de
iniciar a secregdo de Acido cloridrico no estémago,
controlando assim o crescimento de E. coli em suinos desde o
segundo dia de idade

Estudos realizados através de ME demonstraram que
células de lactobaciloe e estreptococos possuem camadas
extracelulares quando coradas com RR Essas mesmas camadas
contém fibrilas que se prolongam da parede celular até a
superficie do epitélio intestinal (HANDLEY et alii , 1988 ;
HARTY & HANDLEY , 1989).

A presengca de uma camada proteica externa nas
cepas de L. acidophilus €& de grande interesse para as
interag¢es ocorridas no ecossistema do trato digestivo. A
superficie celular é resistente a hidrélise de enzimas
proteoliticas, e tem fungBo protetora a célula. Ha
evidéncias de que L. acidophilus apresenta um alto grau de
hidrofobicidade e essa caracteristica estaria associada ao
fendmeno de aderéncia, porém depende da superficie proteica
(BHOWMIK et alii, 1885).

Para SHARON & LIS (1993) a ades8o bacteriana esté
relacionada a0 reconhecimento celular, e as proteinas
associadas &aos carboidratos se identificam como os
marcadores primédrios do reconhecimento celular.
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3.MATERIAIS E METODOS
3.1.MATERIAIS

3.1.1.ISOLAMENTO E ENUMERACro

Leites fermentados (Bio e Biovita)=* foram
amostrados de prateleiras comerciais no periodo de 12/04/91
a 01/10/92, totalizando 36 amostras. Do total, 12 amostras
eram recém-fabricadas e foram armazenadas a 5° C durante
trinta dias para que fossem utilizadas como controle.

O meio de cultura usado para o isolamento e
enumeragdo de L. acidophilus dos produtos foi o caldo MRS
(MERCK 10661), 37 C e pH 6.5 por 72 horas (BRENNAN et alii,
1983; GILLILAND & SPECK , 1977b). Além disso, o meio s6lido
LAPTg formulado foi usado com a finalidade de comparar o
tempo de crescimento com o meio s6lido MRS (CERELA, 1891). O
meio LAPTg €& constituido por extrato de levedura 10g;
preptona 15g; triptona 10g; glicose 10g; tween 80 1 ml; &gua
destilada 1 1 e agar 1,5% (pH final 6,8).

As amostras foram analisadas quanto ao pH e a
acidez (grau Dornic) foi determinada por titulagdo com
hidré6xido de sé6dio 0,11 N (RICHARDSON , 1885).

3.1.2.CRESCIMENTO EM SAIS BILIARES

Para avaliar a resisténcia aos sais biliares, as

cepas isoladas dos produtos comerciais foram submetidas a
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concentrag¢gesg crescentes de Bacto Oxgall (DIFCO),
constituido de bile bovina.
Culturas puras de L. acidophilus CH2, NCFM e

NCFM"L"” foram usadas como controle de cepas resistentes. A
cultura liofilizada CH2 é constituida de cepas de L.
acidophilus isoladas do intestino humano e foram fornecidas
pela empresa HA-LA do Brasil. S8o utilizadas na produg&o de
leites fermentados, associadas a outras culturas lacticas.
Lactobacillus acidophilus NCFM & uma cultura mista de origem
intestinal humana, resistente a sais biliares e formada por
cepas produtoras de bacteriocinas; NCFM'L” é também de
origem humana, e resistente a 8sais biliares (FERREIRA &
GILLILAND , 1988).

Foram feitas curvas de crescimento em caldo MRS e
MRS adicionado de sais biliares nas concentragSes de 0,30 %
e 0,60 %¥. Os meios assim preparados foram esterilizados a
121©¢ C por 15 minutos em autoclave e mantidos a 372 C até o
momento de serem inoculados. O crescimento durante 8 horas a
37¢ C, em banho-maria s foi monitorado através do
Espectrofotdmetro Digital (MICRONAL , modelo B 34211). As
curvas foram comparadas & curva padr&o da cepa CH2 fornecida
pela Empresa HA-LA .

3.1.3.MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
Como suporte das amostras foram utilizadas
membranas de policarbonato "Nuclepore” (Nuclepore

Corporation - porosgidade aproximada de 0.20_um de di&metro .
A fluorescéncia das membranse foi reduzida por impregnagéo
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com o pigmento "negro &acido” ou Irgalan Black 107 (CIBA
GEIGY) a 0,20 % em &cido acético comercial. As membranas
foram imersas nessa solugdo & temperatura ambiente, em
frasco escuro, por 48 horas no minimo ou até atingir
coloragdo azul clara (HILL , 1991; HOBBIE et alii, 1977).

3.1.4_MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Com &a finalidade de aprofundar a anadlise e
comparar resultados, as amostras preparadas anteriormente
para a Microscopia de Fluorescéncia foram fixadas em solugado
de Glutaraldeido 2,5 ¥ em tamp8o cacodilato 0,1 M com
Ruthenium Red (RR) 500 ppm por duas horas a 4° C, seguido de
desidratagdo alcoblica em concentragdes crescentes de
dlcool. As amostras sempre apoiadas sobre as membranas
foram a seguir desidratadas no aparelho de secagem em ponto
critico (Critical Point Drying - BALZERS, modelo CPD 030),
tendo-s8e empregado o COz2 como gas e press8o entre 80 e 890
atmosferas. As membranas foram colocadas sobre suportes
metélicos cilindricos e a seguir metalizadas. A metalizagd@o
foi feita &a vécuo com carbono e ouro em aparelhos de
vaporizag¢do idnica tipo “Sputter”, e &a observagdo ao
Microscébpio Eletrbnico de Varredura (JEOL T-300). O RR sobre

a superficie das bactérias facilitava a identificagdo da
face superior das membranas.
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3.1_.5.MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAQ (MET)

A camada externa da parede celular de L.
acidophilus foi também estudada através das técnicas de
inclus®d0 em Epon e por coloragdco negativa com Acido
fosfotingstico (PTA). A primeira fixou, desidratou e incluiu
na mistura Epon:Araldite a cultura CH2 cultivada em agar
MRS, segundo as técnicas de rotina (HALL , 1978). Na técnica
de colorag¢8io negativa, as culturas CHZ e os isolados do
produto Bio (BI) adicionados de 0,30% e 1,0% de sais
biliares foram fixadas com PTA 1,0 % (ARAUJO et alii ,
1986; HERALD & ZOTTOLA , 1988).e observadas ao Microscé6tpio
Eletronico de Transmiss8o (ZEISS EM 952).

3.1.6.TESTE DE COLONIZACAO EM RATOS SPF

Os produtosgs Bio e Biovita foram administrados em
ratos provenientes do Biotério Central da Unicamp. Foram
escolhidas duas dietas como veiculos dos produtos : uma
dieta foil a ragBio Nuvilab CRi da Nuvital Ind. e Co. de
Curitiba, PR., e a seguinte foi a dieta & base de caseina a
18% e formulada segundo se encontra na literatura para AIN
76 (American Institute of Nutrition , 1977).

Os animais foram acomodados em gaiolas
individuais, a ragao renovada diariamente e as fezes
observadas quanto a consisténcia. A temperatura ambiente era
estavel em 21°C, o periodo de claro-escuro era de 12 horas e
a umidade relativa era aproximadamente de 68%.

3.2.METODOS

3.2.1.ISOLAMENTO E ENUMERAGARO

Os produtos lacteos fermentados comercializados no
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Brasil, classificados como probi6éticos ou seja, veiculam
bactérias intestinais , s80 compostos por cultivos mistos de
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sSpp e
Streptococcus spp. (GUYOT , 19890; ROGINSKI , 1988). S&o
cultivos termofilicos, exigindo temperaturas de crescimento
entre 30°C e 45°C. A fermentag¢8o produzida €é acida, sem
formagéo de gas e alcool em gquantidades significativas.

Leites fermentados (Bio e Biovita) foram
amostrados de prateleiras comerciais no periodo de 12,/04/391
a 01/10/92 ’ totalizando 36 amostras, escolhidas
aleat6riamente, com a finalidade de se isolar e quantificar
L. acidophilus. Anélises fisico-gquimicas como pH e acidez
titulavel em grau Dornic foram feitas, bem como as contagens
do nimero de células totais e das resistentes aos sais
biliares. Os produtoes recém-fabricados foram igualmente
analisados e armazenados a 5°C até o final do periodo de
validade para serem utilizados como controle, isto porque a
armazenagem no comércio pode estar ocorrendo em condigdes
inadequadas & manutengdo dos indculos.

Inicialmente, para efeito de caracterizagc@o foram
isolados de dois produtos comerciais, "Bio" e "Biovita"”, 4
cepas (2 de cada) de lactobacilos Gram positivos, catalase
negativos e que n#o fermentém os carboidratos sorbitol e
manitol. Para a caracterizag¢8o das colbnias e verificagdo do
comportamento dos lactobacilos nos meios MRS e LAPTg, foram
isoladas e enumeradas num total de 36 amostras durante 18
meses. O aspecto distintivo fundamental foi sempre o de
crescimento em meio contendo sais biliares.

A contagem total foi feita através do método em
placa com Agar MRS (BRENNAN et alii , 1983; GILLILAND &
SPECK , 1977b) e Agar LAPTg (CERELA , 1991) a pH 6.5, e pelo
método de microscopia direta em l&mina (DMC) corada com Azul
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de Metileno (RICHARDSON , 1985). Esse metpodo foi feito com a
finalidade de compara¢do com uma possivel contagem de
células dos produtos, coradas com Acridine Orange, que
diferencia células vivas e mortas (PETTIPHER et alii, 1980).
Para o isolamento e contagem seletiva de L. acidophilus
foram utilizados os meios anteriores, adicionados de 0,15%
de sais biliares (oxgall) seguindo as devidas diluig¢Bes em

adgua peptonada 0,1% .
3.2_.2_AVALIACEO DA RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES

As culturas CH2Z2 e NCFM"L" foram utilizadas como
controle para comparar a resisténcia aos sais biliares das
cepag isoladas dos produtos comerciais. As curvas de cresci-
mento foram feitas em caldo MRS e MRS adicionado de 0,3% e
0,6% de sais biliares. Erlenmeyers contendo 50 ml de meio
estéril foram inoculados com 1% de culturas crescidas a 37¢C
por 24 horas. Os meios assim inoculados foram incubados em
banho-maria a 37°9C por 8 horas e o crescimento monitorado
através do Espectrofotémetro Digital (MICRONAL modélo B
34211). A leitura foi feita em Absorbéncia em comprimento de
onda de 600nm. A densidade 6ptica inicial foi determinada
através do caldo MRS isento de sais biliares e considerada
zero, sendo que as densidades 6pticas iniciais dos caldos
contendo 0,3% e 0,6% foram, respectivamente, 0,01 e 0,05
(GILLILAND , et alii , 1984).A anélise de significéncila
entre os tratamentos utilizados foi feita através das médias
de trés repetigdes obtidas pelo Método Tukey (GOMES , 1982).

3.2.3.0BSERVACAO A0 MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

As amostras dos produtos comerciais foram
jnicialmente filtradas em papel de filtro (WHATMAN n© 1)
para que a caseina do leite n8o interferisse na visualizag@o
pelo fato de apresentarem também fluorescéncia . A seguir,
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foram diluidas em adgua peptonada 0,1%, centrifugadas a 3000
rpm por 1 minuto e novamente filtradas. As culturas puras
também foram preparadas para &a visualizagdo apdés serem
cultivadas a 37°C por 18 horas nos caldos MRS e MRS
adicionado de 0,15%, 0,30% e 1,0% de sais biliares com a
finalidade de comparar as curvas de crescimento e deste modo
apontar as cepas de melhor resisténcia aos sais biliares.
Para filtrar e reter o8 microrganismos foi
utilizada a membrana de policarbonato ("Nuclepore”), de
porosidade 0,20 mum de diémetro, pré-tratada com pigmento
"negro &cido” ou Irgalan Black 107 (Ciba Geigy) a 0,2% em
adcido acético comercial por 48 horas. Esse tratamento como

Jja indicado anteriormente, é essencial para reduzir
fluorescéncia indesejada da membrana (HILL , 1991; HOBBIE ,
et alii , 1977; PETTIPHER et alii . 1980). Apos

centrifugacdo, 0,2 ml de solugdo aquosa de Acridine Orange a
0,1% foi adicionado a cada ml de amostra permanecendo
incubada por 1 minuto a 30°9C. Prosseguindo-se, as amostras
foram filtradas através de seringa descartavel acoplada &ao
suporte de filtro Millipore o qual continha a membrana de
policarbonato apoiada sobre outra membrana, esta sendo um
filtro Millipore comum . 7 _...is3 de sécas a0 ar as membranas
de policarbonato contendo as bactérias retidas na filtrag@o
foram colocadas entre lamina e laminula e 6leo de imerséo
para observagdo com objetiva de 100x ao Microscépio de
Epifluorescéncia (JENALUMAR da ZEISS Oriental).

Qutroe fluorocromos foram também testados como
Calcofltor, Acriflavina, Primulina e Vermelho do Congo
(MUNCK , 1989). Para Calcoflior o filtro de excitag&o usado
foi o UV a 410 nm de comprimento de onda e o filtro de
barreira usado tinha 244 nm de comprimento de onda; ja as
amostras coradas com AO foram observadas com filtro
excitagdo Azul, &4 510 nm e de Dbarreira & 247 nm de
comprimentos de onda respectivamente.
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3.2.4.0BSERVACRO A0 MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA
(MEV).

Como Jj& exposto no item 3.1.4 deste trabalho as
amostras preparadas anteriormente para Microscopia de
Fluorescéncia foram, ap6s filtragd . em membrana de
policarbonato, lavadas em tamp&o cacodilato 0,1 M (pH 7.2)
por 1 minuto. Em seguida foram fixadas em solugfBo de
Glutaraldeido 2,5% em tamp8o cacodilato 0,1 M contendo
Ruthenium Red (RR) 500 ppm durante 2 horas a 4°C, seguido de
lavagem em tamp8o cacodilato 3 vezes por 10 minutos (LEWIS,
et alii , 1987; HANDLEY , et alii , 1988; OVERDAHL &
ZOTTOLA, 1991). O processo de desidratac@o alcoblica foi
feito a temperatura ambiente , em concentra¢des crescentes
de solugBo &agua-&alcool por 5 minutos cada; &lcool:butanol
por 10 minutos; e butanol puro até o momento da desidratacédo
no aparelho de secagem em ponto critico, na seguinte ordem :

.80lugéo agua-alcool : 30 %

50 %

70 %

80 %

100 ¥ (2 vezes)
.s8o0lugdo alcool:butanol 1:1 (2 vezes)
.butanol puro

3.2.5.ESTUDO ESTRUTURAL A0 MICROSCOPIO ELETRONICO DE
TRANSMISSARO (MET).

A camada externa da parede celular de L.
acidophilus foi observada através de técnicas de incluséio em
Epon e colorag¢so negativa com acido fosfotingstico (PTA).

Para a técnica de inclus&@o em Epon foi amostrada
apenas a cultura CH2 cultivada em caldo MRS a 372C. Apés
centrifugag8io, o sedimento constituido pelos lactobacilos
foi fixado com solugdo de Glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato 0,1 M (pH 7,2) durante 1 e 1/2 hora , seguido de
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lavagem com tamp#o cacodilato 0,1 M e fixag&o com solugdo de
0804 1% em tampdo cacodilato 0,1 M (pH 7,2) por 3 horas em
ambiente escuro. Apdés outra lavagem com o mesmo tamp&o por 5
minutos, a amostra foi tratada com solug¢do de Acetato de
Uranila 1% em etanol 30% durante 30 minutos, seguido de
desidratagcBo nas solugdes de &agua-etanol por 10 minutos
cada; etanol absoluto 10 minutos e o6xido de propileno 20
minutos da seguinte forma :
.80lucéo Agua-etanol : 30%
50%
T5%
95%
.etanol absoluto (3 vezes)
.6xido de propileno

A amostra desidratada permaneceu infiltrada na
mistura 6xido de propileno e resina de Epon/Araldite a 1:1
por uma noite; a seguir foi incubada a 37°C por 1 hora em
resina. Os moldes contendo as amostras incluidas em resina
foram incubados a 60°C durante 3 dias.

A técnica de colorag8@o negativa consistiu no
envolvimento da bactéria por um meio elétron-denso, de modo
que a imagem se apresentasse negativa, isto &, as bactérias
permaneciam claras, mais transparentes do que o fundo da
preparagio. Os meios elétron-densos ou contrastantes s8o
solugBes de metais pesados e com granulagdo fina. Para a
técnica de coloragBo negativa, as culturas suspendidas nos
caldos MRS e MRS adicionado de 1,0% de sais biliares e
lavadas em &gua peptonada 0,1% foram fixadas com PTA 1,0%
por até 10 minutos (ARAUJO et alii , 1986; HERALD & ZOTTOLA,
1988). Depois de sécas &ao ar foram observadas ao
MicroscépioEletrénico de Transmiss8o( ZEISS EM 8 S2).

3.2.6.TESTE DE COLONIZACAO EM RATOS SPF

Um ntmero de 8 ratos Wistar machos com peso
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inicial em torno de 150g e 50 dias de idade foram
alimentados com 08 produtos Bio e Biovita misturados ag
ragBes Nuvilab CRi e Caseina a 18% (AIN 76).

Metade dos ratos recebeu durante 5 dias a dieta de
Nuvilab ou AIN 76 enriquecidas com Bio ou Biovita na raz8&o
de 3:1, a seguir 2:1 e no guarto dia equilibrados em 1:1. Os
quatro ratos restantes receberam, dois a dois Nuvilab ou AIN
76 apenas e foram considerados como controles.

No 5© dia de ensaio os animais foram novamente
pesados, anestesiados e sacrificados. Os intestinos delgados
foram retirados, abertos, suavemente lavados em salina e
fixados em solugdo fixadora e preparados segundo a mesma
rotina empregada para o MEV (HOOD & ZOTTOLA , 1987).

4 _RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.ISOLAMENTO E ENUMERACAO

4.1.1.1ISOLAMENTO

Com respeito aos isolamentos apresentados em
3.2.1., dos produtos comerciais Bio e Biovita obtiveram-se
colbnias caracteristicas de L. acidophilus.

Os isolamentos feitos em Agar MRS adicionado de
0,15% de sais biliares apresentaram col6nias filamentosas,
rugosas, de cor branca e diametro aproximado de 0,1 cm
confirmados anteriormente por BUCHANAN & GIBBONS (1974),
GILLILAND & SPECK (1977d) e JOHNSON et alii (1980). Neste
trabalho, nos crescimentos em superficie n8o ocorreram os
dimorfismos apresentados por KLAENHAMMER (1882), pois as
colénias eram sempre rugosas.

As culturas puras foram codificadas com as
iniciais BI e BV identificando os isolados dos produtos Bio

e Biovita respectivamente, armazenadas a 5°9C em tubos com
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meio MRS agarizado e reativadas mensalmente.

4.1.2.pH , ACIDEZ TITULAVEL E CONSERVAGCAO

As 36 amostras analisadas desde o dia de
distribuig¢8o no comércio até o 25° dia apresentaram valores
de pH e acidez titulavel considerados dentro dos padr8es
normais para leites fermentados em geral (RICHARDSON , 1985;
ROGINSKI , 1988). Além disso, os valores obtidos de pH e
acidez Dornic permaneceram entre 4,0 e 5,0 e 75 a 100°
Dornic. Dessa forma podem ser considerados adequados para a

manutengdo de L. acidophilus em leite e produtos lécteos.

4.1.3.ENUMERACAO

De acordo com a classificagdo dos probiéticos, os
produtos devem conter células viaveis, em quantidades
minimas de 108 a 102 ufc por ml ou grama de produto (DALY,
1991; FULLER , 1886; GILLILAND , 1979).

Dos dois meios utilizados para as contagens total
e seletiva, o meio LAPTg agarizado formulado em laboratério
demonstrou crescimento eficiente das coldénias , assim como
ocorreu no meio MRS agarizado . No entanto, as contagens
foram feitas no meio MRS agarizado porque este uUltimo
demonstrou maior crescimento dos lactobacilos . As contagens
revelaram que o produto Bio continha lactobacilos
resistentes & 0,15% de sais biliares demonstrando 108
células por grama de produto (Tabela 1). Para o produto
Biovita o ntmero de bactérias apés a adigdo de 0,15% de sais
biliares no meio foi da ordem de 107 células por grama de
produto. As dilui¢des contadas em placa foram de 10-8 e
10-€ para as amostras.
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Das amostras comerciais de Bio e Biovita cujo
periodo de vida Gtil declarado € no méximo trinta dias, os
resultados de cultivos em placa demonstraram que o ntmero de
lactobacilos viéaveis em ambos n&o diminuiu ao final do
periodo. De fato, os valores de pH ao final da vida util
permaneciam muito préximos de 4,0 , portanto adequado para
lactobacilos pois HOOD & ZOTTOLA (1988) demonstraram a

resisténcia destes microrganismos frente a pH 2,0 , 3,0 e
4,0.
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TABELA 1.Contagem Total(CT) em placa (ufc/g de produto) em
Agar MRS a 37°C ; Contagem seletiva (CS) de lacto-
bacilos em MRS (+ 0,15%) de sais biliares e Conta-
gem Total em L&mina (CL) (células/ml) dos produtos
Bio e Biovita amostrados de prateleiras comerciais
e dos recém-fabricados e armazenados a 5°C por 25
dias. Valores médios obtidos de 24 amostras (12 de
cada) dos produtos comerciais e 12 amostras (6 de
cada) dos produtos recém-fabricados.

Produtos CT CS CL
(MRS) (MRS+0,15%sb) (direta)

comerciais
(idades variadas)
Bio 2,5 x 108 1,9 x 108 5,0 x 108
Biovita 2,6 x 108 2,0 x 107 4,3 x 108

recém-fabricados

Bio

dias 5° 3,5 x 108 2,8 x 108 9,0 x 108
150 3,1 x 108 2,0 x 108 8,4 x 108
25° 2,7 x 108 1,3 x 108 6,3 x 108

Biovita

dias 5° 2,0 x 108 1,2 x 108 2,0 x 108
150 1,7 x 108 3,3 x 107 9,1 x 107
250 1,6 x 108 1,3 x 107 7,3 x 107
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Comparando-se o8 dados obtidos em laping (contados 5

campos), com o8 obtidos na contagem total em placa nota-se
que a contagem direta em la8mina quantifica células vivas e
mortas porque os valores foram mais elevados.

4.2 _RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES

A capacidade de crescimento em meios contendo sais
biliares €& uma das caracteristicas de «cepas de L.
acidophilus (GILLILAND & SPECK , 1877a; GILLILAND et alii,
1984). O grau de resisténcia a bile € de grande importéncia,
visto que o habitat dos lactobacilos inicia-se no Jejuno
onde a concentrac@o de bile é maior (SKINNER , & CARR ’
1974).

A figura 1 demonstra as caracteristicas de
crescimento da cepa CH2 mantida a 37°C em caldo MRS sem e
com 0,3% e 0,6% de sais biliares. A cepa CHZ foi utilizada
no trabalho devido a provavel* utilizagdco da mesma na
elaboragdo dos ©produtos comerciais Bio e Biovita. 0
crescimento de CH2Z em meio sem sais biliares foi elevado,
apresentando 0,8 de AbsorblAncia até 8 horas de incubagdo
(fig. 1) e demonstrou redugdo do crescimento em meios com
0,3% e 0,6% de s8ais biliares. A diferenga de crescimento
entre o8 tratamentos n#oc foli entretanto significativa
(P<0.05).

A cepa BI apresentou o maior crescimento em meio
sem sais biliares (fig. 2), ocorrendo porém o maior grau de
inibig¢&o em ambos os meios adicionados de sais biliares.

A cepa BV (fig. 3) manteve seu crescimento nos
mesmos niveis para os trés meios, o0 qQue indicou que a cepa
isolada do produto Biovita foil mais resistente a a¢B80 dos
sais biliares do que as outras cepas trabalhadas.
Comparativamente, a cepa NCFM"L"

X Informagéo verbal da firma distribuidora de L.
acidophilus, HA-LA do Brasil.
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FIGURA 1: Crescimento de L. acidophilus CH2 em caldo MRS a

37°C em diferentes concentracdes de sais biliares.
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FIGURA 2: Crescimento de L. acidophilus Bl isolado do pro-
duto Bio em caldo MRS a 37°C em diferentes concen-

tragdes de sals biliares.
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FIGURA 3: Crescimento de L. acidophilus BV isolado do pro-

duto Biovita em caldo MRS a 37°C em diferentes

concentragdes de sais biljiares.
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FIGURA 4: Crescimento de L. acidophilus NCFM"L" em caldo MRS
a 37°C em diferentes concentracdes de sais
biliares.

39



ABSORBANCIA em 600nm

—+— CH2 —&— Bl —6— BV —&— NCFML

0.90 -

0.80

0.70

0.60

0.50

0.40

0.30

0.20

0.10

TEMPO(hora)

FIGURA 5: Crescimento das cepas CHZ, BI, BV e NCFM"L"

caldo MRS a 37°C sem sais biliares.
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FIGURA 6: Crescimento das cepas CHZ, BI,
caldo MRS a 37°C com 0,3% de sais biliares.
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FIGURA 7: Crescimento das cepas CHZ, BI, BV e NCFM"L"

caldo MRS a 37°C com 0,6% de sais biliares.
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que tambey & resistente aos sais biliares n#8o sofreu
inibig&o com os tratamentos acima citados (fig. 4).

As figuras 5, 6 e 7 retnem os dados comparativos
das quatro cepas em meios sem € com 0,3% e 0,6% de sais
biliares. O objetivo é demonstrar as caracteristicas de
crescimento entre as 4 cepas. A fig. 5 evidencia que em meio
isento de sais biliares o crescimento de BI e CHZ é elevado
e ndo diferem entre si (P < 0,05). O crescimento de BV €
significativamente mais elevado que o de NCFM"L" (P < 0,05).
Este resultado era esperado porque NCFM"L" apresenta
crescimento mais lento em relagdo a muitas cepas de L.
acidophilus (FERREIRA & GILLILAND , 1988) o que ocorreu
também neste trabalho.

Os tratamentos com 0,3% e 0,6% de sais biliares
trouxeram resultados anélogos, demonstrando portanto que
0,3% & suficiente para caracterizar a susceptibilidade das
cepag 8o0s sais biliares. A cepa BV apresentou evidente
resisténcia aos sais biliares assim como a cepa NCFM"L".
Nestes ensaios a cepa BI demonstrou ser a mais sensivel as

variagdes de concentracdBo dos sais biliares.

4.3_MICROSCCI'IA DF TLUORESCENCIA

4_.3.1.AS PREPARACOES PARA MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Um doe objetivos deste trabalho com fluorescéncia
foi padronizar uma técnica de separagé&o dos lactobacilos do
produto e contagem dos mesmos através de filtrag&o por
membrana n&o permeéavel aos lactobacilos.

A filtragdo das amostras embora procedida com
sucesso, sobretudo apbs colocar um filtro Millipore no
suporte do filtro, apresentou distribuicéo irregular das

células embora se empregasse press8o e velocidade baixas de
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filtragem. A membrana porosa de policarbonato empregada,
mesmo escurecida pelo pigmento de “Irgalan Black”, tem
superficie pouco aderente e os lactobacilos nela depositados
durante a filtragem tenderam a apresentar—-se e€m grumos,
sobretudo quando se tornavam filamentosos apdés o tratamento
com sais biliares. Por esta razd@o o objetivo de montar um
sistema de contagem n&oc foi obtido com este método devido a
distribuigédo desigual sobre a superficie do filtro. E
evidente que a apreciagcfio global das culturas foi
perfeitamente factivel ©porque o volume filtrado era
conhecido e constante, mas as curvas de crescimento obtidas
pelo estudo de crescimento em sais biliares e expressas nas
figuras de 1 a 7 s3c mais elucidativas e tem significado
numérico. Portanto pode-se recomendar o método como
instrumental analitico, sem contudo apresenté-lo como método

de quantificagédo.
4.3.2_MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Pela orientagcso de MUNCK (1989) empregamos vAarios
fluorocromos recomendados para microrganismos. A
fluorescér.-.x: obtida com os fluorocromos , Acriflavina,
Primulina, Vermelho do Congo e Calcoflior embora positiva,
ndo foi diferenciadora quanto ao estado fisiolégico das
células, n8o se retornando a empregé-los no trabalho. Deve-
se realgar entretanto que fol o Calcoflior que forneceu as
imagens mais contrastadas (foto 1). Com Calcofltor, o
comprimento’de onda empregado para excitag¢8o (UV) definiu a
imagem com contraste adequado. Para os fluorocromos
restantes, oe comprimentos de onda foram acima dos do UV e
por isso os contrastes das células contra o fundo foram

gempre menores.
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A coloraggo bicrdmica obtida com Acridine Orange
(AO) torna este fluorocromo muito interessante, mas a
quest8o nd&o pode ser simplificada entre células laranjas e
vivas e células verdes e mortae. As interagdes do AO com os
acidos nucleicos poderiam ser especificas. Este fluorocromo
& uma base hidrofébica fraca a qual se liga a grupos
fosfatos negativos, por isso & provavel que a A0 se ligue
sos grupos fosfatos adjacentes nos &cidos nucleicos de
cadeia simples, p.ex., o8 RNAs, e, fluoresgca alaranjado
devido as interagdes corante com corante estabelecidas em
cada ponto fosfatado da cadeia. Entretanto as moléculas de
AO poderdo penetrar na dupla hélice do DNA e fluorescer em
verde. Como a quantidade relativa de DNA é pouco variével,
toda vez que a célula estiver inativa, ou morta, teréd pouco
RNA, predominando ent8oc a cor verde do DNA (BACK & KROLL,
1991). Para JONES (19874 in BACK & KROLL, 1991) entretanto
n&o ha uma evidéncia direta de que a cor de fluorescéncia se
relacione com a atividade celular, mas do ponto de vista de
JONES (1974, loc. cit.) a cor na qual a célula fluoresce é
antes uma consequéncia da concentragdc e do tempo de
exposicdo ao corante do que uma express@io da atividade
celular.

No trabalho de BACK & KROLL (1991) ficou
reafirmada a ligac8o crescimento, ou "atividade celular” com
RNAs e colorag8o alaranjada, mas dentre as bactérias
estudadas por eles, apenas estreptococos léacticos teriam
certa proximidade com lactobacilos acidbéfilos, e exatamente
para estes estreptococos, a fase estacionéria de crescimento
fluoresce toda em verde, mas s8e repicados em placa
apresentam bom crescimento. No presente trabalho foil
possivel fotografar em fluorescéncia amostras coradas por
AO e determinar a presenga da coloragdo alaranjada e da
coloragdo verde (fotos 2 e 3). A seguir, lavadas, fixadas,
desidratadas e metalizadas, as amostras foram analisadas ao
Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV) demonstrando-se a

presenga de células vivas e de células mortas no produto
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comercial (fotos 10 a 13). O produto Biovita quando filtrado
ap6s lavagem com &gua peptonada & 0,1% sobre a membrana de
policarbonato, apresentou também grande quantidade de
organismos com colorag¢8o laranja e verde (foto 4).

Independente do tipo de cultura analisado, todas
agquelas que foram suspensas em caldo MRS e submetidas a
presenga de sais biliares (0,15%, 0,3% e 1,0%) apresentaram
elongamento da célula individual e tendéncia a permanecerem
ligadas em forma filamentosa (fotos 5, 6 e 7).

Devido a grande sensibilidade sobre o crescimento
na presenga de sais biliares pela cultura BI conforme se
demonstra na curva de crescimento (fig. 2) foi observada a
morfologia da cultura BI quando tratada com 0,15% e 0,30% e
coradas com AO. Os resultados demonstraram varia¢des
morfolbgicas como células alongadas e coloragao
intermediéria entre laranja e verde (foto 3). A cultura
submetida a concentracd8o de 0,15% apresentou segmentos vivos
(laranja) alternados com mortos (cor esverdeada) indicando
"sofrimento’'da célula (foto 5). Em caldo com 0,3% de sais
biliares, células sensiveis tornaram-se bastante delgadas o
que demonstrou o aumento da sensibilidade aos sais biliares
(foto 6).

A cultura BV, resistente aos sais biliares, gquando
submetida a tratamento com 1,0% de sais biliares apresentou
células bastante elongadas porém com coloragdo laranja
intensa, ou seja, as células permaneceram viaveis (foto 7).

Nesta altura de visualiza¢8o ao microscépio o6ptico
deve-se analisar o que estes aumentos, em torno de 1000 x
oferecem em termos de tamanho e forma celular. Para
KLAENHAMMER (1982), "formag¢so filamentosa em bacilos Gram

positivos ocorrem em resposta a deficiéncias nutricionais no
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meio de crescimento. Crescimento filamentoso entre os

lactobacilos se deve a alteragges do potencial de 6xido-

redugido, ao pH, a temperatura, & limitag&o nutricional de
vitaminas e minerais” . O presente trabalho demonstrou gque
amostras recém colhidas dos produtos J& apresentavam
alinhamento celular filamentoso mas o predominio destas
formas ocorreu nos isolados cultivados em MRS com sais
biliares.

Em outra situagdo, isto é no cultivo em Agar, as
coldnias eram rugosas e quando fixadas para a Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), as colf6nias se apresentaram
também filamentosas (fotos 8 e 8). Neste caso o0 mesmo
KLAENHAMMER (1982) explica : "transi¢Bes morfoldgicas entre
coldnias rugosas e lisas s8o caracteristicas dos
lactobacilos e refletem uma resposta fenotipica da bactéria
aos diferentes ambientes de crescimento”.

Encerrando a discuss8o sobre a morfologia dos
lactobacilos &ao nivel do que se apresenta em microscopia
6ptica de fluorescéncia pode-se concluir que :

1. Os produtos comerciais apresentaram bacilos
curtos e também de forma alongada.

2. Os produtos comerciais apresentaram bacilos
vivos e mortos onde predominaram os elementos vivos.

3. Os isolados dos produtos comerciais cresceram
em presenga de sais biliares e demonstraram crescente
alteragdo morfolégica dos bacilos.

4.E provavel que bacilos filamentosoe indiquem
coldnias em boas condigdes ambientais e os muito elongados ,
flexuosos e com menor di8metro indiquem células em vias de

inativagédo.
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4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os produtos comerciais amostrados apresentaram
bactérias do tipo cocos e baciloe de tamanhos variados, de
acordo com a fase de proliferag¢8o das células (fotos 10, 11,
12 e 13). Tanto os estreptococos como os lactobacilos dos
produtos Bio e Biovita possuiam conformagdo e tamanhos
caracteristicos; os lactobacilos apresentaram comprimentos
variaveis como se vé nas fotos 10 ou 11. O meio utilizado
para crescimento dos lactobacilos interfere diretamente no
tamanho das células (ROGINSKI , 1988). O cultivo em leite
determina células mais curtas e formas definidas, enquanto
que meios sb6lidos (fotos 8 e 9) produzem coldnias formadas
por lactobacilos alongados (SHAHANI & CHANDAN , 1979). As
evaginagdes da parede celular, por exemplo nas fig. 12 e 13
serdo discutidas no préximo paragrafo.

Conforme foi visto no item 4.2 as cepas em estudo
apresentaram niveis de toleréncia distintos em relagéo aos
sais biliares. As culturas BV e NCFM"L" em caldo MRS sem
sais biliares demonstraram-se morfologicamente muito
semelhantes (fotos 14 e 15). Na presengca de 1,0% de sais
biliaree demonstraram-se ainda resistentes e as formas
celulares das duas culturas apresentaram-se tanto
semelhantes quanto inalteradas (fotos 16 e 17), ao contrério
das cepas CH2 e BI que n#o resistiram aquela concentragdo .
Ag fotos 18 e 19 mostram as células das cepas CHZ e BI na
auséncia de sais e nas fotos 20 e 21 as mesmas cepas em
cultivoe contendo 1,0% de sais biliares: s&c numerosas as
células mortas ao lado de células resistentes. Estes
resultados caracterizam a resisténcia relativa aos sais
biliares em conformidade ao gque foi discutido por OVERDAHL &
ZOTTOLA (1991) e KLAENHAMMER & KLEEMAN (1881).
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4.4_1_A PAREDE CEILULAR AO MEV

Cumpre agora para encerrar a discuss@po de
morfologia ao nivel de MEV, analisar o8 brotamentos da
parede celular das bactérias, as quais podem ser vistas nas
fotos de 10 a 21. .

S8o0 prolongamentos ou brotamentos da parede Qque
visivelmente turgidos, devem conter parcela do citoplasma da
bactéria. Ocorreram em nossas culturas indistintamente, quer
fosse nas cepas filtradas a partir dos produtos comerciais
(fotos 10 e 11), gquer estivessem em caldo MRS sob o stress
da presenca de sais biliares (fotos 20 e 21). Este fato Jja
foi amplamente divulgado na literatura, e ainda mais, n3o
s80 restritos aos L. acidophilus : ocorrem por exemplo entre
as Pseudomonas fragi, Micrococcus sp (HIGGINS et alii, 1873;
FRASER & GILMOUR , 1986; LEWIS et alii , 1987) e L.
acidophilus isolados de aves (BROOKER & FULLER , 1975).
Neste caso, BROOKER &FULLER (1975) descrevem os brotamentos
dos L. acidophilus como conex®es emitidas das células para a
superficie de ades8o (epitélio da moela de frango) e como
conexdes entre as bactérias. Neste trabalho, na foto 10 e
foto 13 demonstra-se claramente as conexdes entre as células
as quais ndoc se restringem aos lactobacilos : os
estreptococos presentes também se apresentaram ligados por
brotamentos.

HIGGINS et alii (1973) observando a parede celular
de L. acidophilus (cepa 63 AM Gasser) em preparagbes por
criofratura mostrou uma parede celular homogénea, e de
superficie lisa. No mesmo trabalho & membrana celular das
bactérias, quando fotografada ao MET, é caracteristicamente
trilaminar como o €& para a maioria dos organismos Gram
positivos. A seguir estes autores demonstraram que as
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culturas em fase de autblise apresentavam extrusf8es da
membrana celular nos mesmos locais onde, na fase de
crescimento exponencial demonstraram invaginagdes da parede,
ou seja nos polos celulares, na posigBo subpolar e na regilio
septal. Geralmente quando ocorria um brotamento, a ele se
seguiam varios outroe de pequeno tamanho. Este processo
marcava o inicio de dissolug&c da parede celular e =a
consequente autbélise. HIGGINS et alii (1873) entretanto
concluem que a autdlise pode se iniciar da maneira descrita
mas o crescimento também poderia estar ocorrendo através do
brotamento que estaria se formando em uma zona "mais fraca"”
da membrana celular. No presente trabalho ficou evidente que
em meio MRS acrescido de sais biliares em niveis a partir de
0,3% de concentragéo, se alterava a capacidade de
segmenta¢do dos lactobacilos os quais permaneciam
interligados pelos polos formando um longo eixo sincicial
(fotos 6 e 7) de bactérias. E necessério que se discuta
agora a morfologia obtida no estudo &ao MET. Neste caso, quer
por inclus8o ou por contraste negativo a preservagdo da
camada externa da bactéria é otimizada e entdo ao problema
dos brotamentos da parede celular se acrescenta a existéncia
das fimbrias de carboidratos remetendo & quest8o para o
significado destas fimbrias e a sua relagdo com a
adesividade das células ao meio de suporte, ou no caso dos
probiéticos, & capacidade de povoar o Jjejuno € O ileo

humano.

4.5.MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

As duas técnicas de preparag@o empregadas para ©O
estudo ao MET eram distintas. A técnica de inclus8o em Epon,
cortes ultrafinos e contraste com acetato de uranila

permitiu a observagd8o do citoplasma e das &reas eletrodensas
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da parede celular (fotos 22 e 23). A tecnica de coloragsdo

negativa obtida com as bactérias vividas colocadas sobre &
tela de observagdo e contrastadas com PTA a 1% permitiu
dimensionar a extens#o das fimbrias das bactérias suspensas
em MRS & 0,3% de sais biliares (foto 24) e a auséncia destas
fimbrias quando submetidas & 1% de sais bjliares (fotos 25 e
26).

As fotos 22 e 23, distintamente das ilustragdes ao
MEV, apresentam agora os lactobacilos em sec¢des finas que
evidenciam a estrutura da parede. Na regi®o onde o corte da
sec¢8o passa tangencial & superficie bacteriana a camada
externa estd mais caracteristica (22). Como 8e espera a
retrac8io desta camada no momento da fixagdo, uma vis8o
destas células apés cultivo em caldo MRS com 0,3% de sais
biliares apenas contrastadas com o PTA seria esclarecedora
quanto ao elongamento real da fimbria. Efetivamente a foto
24 demonstra o revestimento aveludado em toda a sua extensdo
e sua regularidade.

Nas fotos subsequentes (25 e 26) se demonstra a
auséncia do revestimento, fato ocorrido nas células que
receberam sais biliares em concentragfo de 1%. A dificuldade
de separacg8o entre as células aparece ai bem configurada em
25 e 26 ; este fato foi abordado anteriormente quando se
discutiu a morfologia das células no estudo com =sais
biliares em MEV.

A presenga e a permanéncia da camada externa
aveludada & de capital importancia. BROOKER & FULLER em 1975
demonstraram que a camada externa dos lactobacilos tem
extensos componentes polissacaridicos acidos que se
demonstram com Ruténio Vermelho ou Azul de Alcian ou Ouro
Coloidal. Posteriormente a presenca de polissacarides foi
associada a todos os fendmenos de adesfo bacteriana. Hoje
(SHARON & LIS , 1993), ja se reconhece que ades8o bacteriana
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é na verdade a express8o do fendmeno do reconhecimento
celular e muitas proteinas que operam o reconhecimento na
superficie das células foram descobertas e se acumulam
evideéncias, que em muitos casos, s80 o8 carboidratos
ancorados nas proteinas que se identificam como os
marcadores primérios do reconhecimento celular.

Assim com referéncia aos itens 4.4 a4 4.5 pode-se
concluir nestes estudos de microscopias eletrdnicas que :
1.Nos produtos comerciais em condig¢Ses adequadas, a presenga
de estreptococos nos probidéticos n&o alterava a estrutura
celular assim como Jja& visto neste trabalho n8o haviam

competido com o crescimento dos lactobacilos.

2.E fato rotineiro que os aspectos externos sobretudo dos
lactobacilos s8&o distintos & medida Qque s8e passa de uma
técnica de preparagdo e andlise para outra. Neste trabalho a
nivel de Microscopia Eletrénica de Varredura esclarece-se
que as cepas de L. acidophilus sensiveies & concentragdes de
sais biliares a 0,3% e acima diminuem &a capacidade’ de
individualizag¢do das células. Por outro lado descreve-se a
pregenga de brotamentos apicais ou laterais gue estabelecem
contatoe entre o8 individuoe ou destes com o meio de
suporte. Neste trabalho n#c se associou o brotamento a
autdlise.

3.A Microscopia Eletrdnica de Transmiss&o demonstrou que o
revestimento externo dos lactobacilos, o qual responde pelas
propriedades de reconhecimento e ades8io bacteriana, €
destruido nas cepas que n#o resistem as condigdes adversas,

no caso concentrag¢tes de 0,3% de sais biliares e acima.
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4_.6_ENSAIO DE ALIMENTACAO COM PROBIOTICOS EM RATOS SPF

As dietas administradas, ra¢8o comercial formulada
com ingredientes essencialmente vegetais e rac8o a base de
caseina e carboidratos refinados, AIN 76 s&o empregadas
rotineiramente em nosso laboratério . (Laboratério de
Microestrutura de Alimentos-DEPAN) e expressam boa aceitagéo
e ganho de peso pelos animais. Neste ensaio a presenga
gradual da mistura de probioticos (Bio e Biovita) e ragdes
foil aceita avidamente pelos animais nao ocorrendo
amolecimento das fezes mesmo quando a mistura chegou a
proporgéo de 1:1.

0 exame ao MEV dos intestinos delgados dos ratos
controles, alimentados por Nuvilab CRi ou por AIN 76 eram
normais. A partir do jejuno e no ileo apresentaram bactérias
aderidas aos enter6citos através de prolongamentos muito
nitidos (foto 27) as guais, embora desconhecidas nf8o s&o com
evidéncia lactobacilos.

A morfologia do intestino delgado dos ratos Que
receberam Bio ou Biovita foi idéntica & dos controles. A
foto 28, através de uma ruptura mecédnica do revestimento da
vilosidade demonstra um perfil de enterb6citos normais assim
como esta bem preservada a bordadura em escova sobre a qual
poderiam aderir os lactobacilos. N&o ocorreu entretanto
colonize¢8o dos intestinos pelos lactobacilos, demonstrando
portanto que apesar de administré-los vivos o intestino do
rato ndo tem especificidade para as cepas contidae nos
produtos Bio e Biovita.

No item 4.4.1 deste trabalho apresentamoe a
morfologia externa destes lactobacilos, os quais demonstram
brotamentos da parede semelhantes Aqueles que demonstramos
na foto 27, ou seja para outras bactérias intestinais dos
ratos. Todavia o8 brotamentos dos lactobacilos nao

demonstraram especificidade com a membrana celular dos
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enter6citos do rato. Este experimento demonstrou que testes
de colonizag80 ou sobrevivéncia dos lactobacilos de produtos
probi6éticos de humanos provavelmente n&o terdo resposta
positiva em roedores.

Enquanto aguarddvamos o final deste ensaio tomou-
se conhecimento do artigo de SHARON & LIS (1993) onde se
reafirma a seletividade que rege os fenbmenos de adeséo
bacteriana, portanto o resultado a ser obtido ndo
surpreendeu. Dado que o estudo presente est& interessado na
avaliag8o de lactobacilos humanos n#8o haverd interesse em
proeseguir neste experimento o qual passa a exigir o
isolamento de L. acidophilus das fezes de rato para o
respectivo estudo de aderencia.
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enter6citos do rato. Este experimento demonstrou que testes
de colonizag8o ou sobrevivéncia dos lactobacilos de produtos
probi6ticos de humanos provavelmente n8o terdo resposta
positiva em roedores.

Enquanto aguardavamos o final deste ensaio tomou-
se conhecimento do artigo de SHARON & LIS (1993) onde se
reafirma a seletividade que rege os fenfmenos de ades8o
bacteriana, portanto o resultado a ser obtido nd&o
surpreendeu. Dado que o estudo presente esti interessado na
avaliag8o de lactobacilos humanos n&o haverd interesse em
prosseguir neste experimento o qual passa a exigir o
isolamento de L. acidophilus das fezes de rato para o
respectivo estudo de aderéncisa.
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FOTO 1:

FOTO 2:

FOTO 3:

FOTO 4:

Lactobacilos amostrados do produto comercial Bio
contrastados com CalcOfluor e observadoa sob exci_

tag8o de radiag8o de 244 nm e emiss8o média de 410
nm; (630x).

Células vivas (laranja) e inativas (verde) obtidas
do produto comercial Bio coradas com AQO e observadas

sob excitacdo de radiagd@o de 247 nm e emiss&o média
de 510 nm (630x).

Células vivas (laranja) e inatives (verde) obtidas
do produto comercial Bio coradas com AO (630x).

Células vivas (laranja) e inativas (verde) obtidas
do produto comercial Biovita coradas com AO (630x).






FOTO 5:

FOTO 6:

FOTO 7:

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Bio (cultura BI) cultivado em caldo MRS com
0,15% de sais biliares e corado com AO. Elongamento

das cejylas inativas (verdes), mas apresentando in-
dividualizagdo das células, sobretudo nas ativas
(630x).

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Bio (cultura BI) cultivado em caldo MRS com
0,3% de sais biliares e corado com AO. Elongamento
progressivo das celulas inativas. A seta A indica

células mortas e a seta ¥ indica células ativas
(630x).

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Biovita (cultura BV) cultivado em caldo MRS com
1,0% de sais biliares e corado com AO. Embora a ca-
seina remanescente esteja fluorescendo, a resistén-
cia da cultura aos sais biliares & evidenciada
(630x).






FOTO 8: Colonia de Lactobacillus acidophilus isolada do
produto comercial Bio cultivada em meio MRS agari-
zado com 0,15% de sais biliares observada ao MEV a
20 KV. A micrografia apresenta a forma caracteris-
tica que possue a coldnia em crescimento de super-
ficie (750x).

FOTO 9: Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Bio cultivado em meio MRS agarizado com 0,15%
de sais biliares observado ao MEV a 30 KV. Ocorre a
elongag¢8o decorrente da presenga dos sais biliares
(1500x).
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FOTO 10:

FOTO 11:

FOTO 12:

FOTO 13:

Lactobacilos e estreptococos contidos no produto
comercial Bio observados ao MEV a 15 KV. A forma-

G&o0 grumosa no canto superior esquerdo € caseina
(7000x).

Lactobacilos e estreptococos contidos no produto
comercial Biovita observados ao MEV a 15 KV
(3600x).

Produto Bio observado ao MEV a 25 KV. Brotamentos

cuja origem e significado n&%o est@o esclarecidos

(15000x) .

Produto Biovita observado ao MEV a 25 KV. Observar
que o8 brotamentos relacionam os estreptococos e os
lactobacilos entre si (15000x).






FOTO 14:

FOTO 15:

FOTO 16:

FOTO 17:

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Biovita (cultura BV) cultivado em caldo MRS
observado ao MEV a 15 KV. A aparéncia normal das
células esté relacionada ao crescimento em caldo e
a auséncia de sais biliares (5100x).

Lactobacillus acidophilus NCFM"L" cultivado em
caldo MRS observado ao MEV a 15 KV. Embora as
células apresentem um turgor adequado esta cultura
apresenta um inicio de resisténcia & individuali-
zag8o das células (5100x).

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Biovita (cultura BV) cultivado em caldo MRS
com 1,0% de sais biliares observado ao MEV a 15 KV.

E evidente a resisténcia das células aos sais bili-
aree (5100x).

Lactobacillus acidophilus NCFM"L" cultivado em
caldo MRS com 1,0% de sais biliares observado ao
MEV a 15 KV. Comparar com a micrografia numero

15: NCFM"L" é& resistente a 1,0% de sais biliares
(5100x).






FOTO 18:

FOTO 19:

FOTO 20:

FOTO 21:

Lactobacillus acidophilus CH2 cultivado em caldo

MRS observado ao MEV a 15 KV. Notar normalidade e

turgor das celulas (3500x).

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-—
cial Bio (cultura BI) cultivado em caldo MRS obser-
vado ao MEV a 15 KV. Neste campo as células n8o

targidas devem estar inativas (3500x).

Lactobacillus acidophilus CH2 cultivado em caldo
HRS com 1,0% de sais biliares observado ao MEV a

15 KV. S#&o evidenciadas numerosas células em auté-

lise (3500x).

Lactobacillus acidophilus isolado do produto comer-
cial Bio (cultura BI) cultivado em caldo MRS com
1,0% de sais biliares observado ao MEV a 15 KV. A
mesma observacdo se aplica: numerosas células em

autdlise (5100x).






FOTO 22:

FOTO 23:

FOTO 24:

FOTO 25:

FOTO 26:

Lactobacillus acidophilus CH2 cultivado em meio
MRS agarizado, incluido em Epon e contrastado com
acetato de uranila, observado ao MET (20000x). No-

tar as fimbrias da parede celular (Y).

Lactobacillus acidophilus CH2 cultivado em meio
MRS agarizado, incluido em Epon e contrastado com
acetato de uranila, observado ao MET (9460x), onde

as fimbrias est8o evidenciadas (V).

‘Lactobacillus acidophilus isolado do produto Bio
(cultura BI) cultivado em caldo MRS com 0,3% de
sais biliares, contrastado com PTA, observado ao

MET (20000x). Notar a presenca da camada externa.

Lactobacillus acidophilus isolado do produto Bio
(cultura BI) cultivado em caldo MRS com 1,0% de
sais biliares, contrastado com PTA, observado ao

MET (4320x). Notar & auséncia da camada externa.

Lactobacillus acidophilus isolado do produto Bio
(cultura BI) cultivado em caldo MRS com 1,0% de
sais biliares, contrastado com PTA, observado ao

MET (20000x). Notar a auséncia da camada externa.






FOTO 27: Ilustrando a adesap de bactérias desconhecidas so-
bre a superficie doe enter6citos de ratos que néo
receberam L. acidophilus. Notar a emiss#o e adeséo
de extensos prolongamentos das bactérias sobre a

mucosa intestinal ao MEV a 20 KV (4600x).

FOTO 28: Perfil de enter6citos normais de rato qQue recebeu
L. acidophilus na dieta. Evidencia-se uma &area com
ruptura mecénica da vilosidade demonstrando enterdé-
.citos com morfologia normal e superficie intacta de
microvilosidades. Estes ratos n&oc demonstraram as
bactérias da foto 27, mas também ndoc possuiam L.

acidophilus colonizadores.MEV a 20 KV (1600x).
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5 _CONCLUS®ORS

1. Os probib6bticos comercializados (Bio e Biovita) recém-
preparadog ou armazenados mantém uma quantidade adequada de
células, sendo em torno de 107 a 108 ufc/g de produto num
periodo de 25 dias.

2. No periodo de estudo (1991/92) os L. acidophilus de
Biovita demonstraram o melhor crescimento com sais biliares

até a concentragdo de 0,6% no meio de cultura.

3. Ae técnicas microscépicas empregadas demonstram aspectos
parciais da morfologia. Entretanto a técnica de
fluorescéncia com “Acridine Orange” (AO) aplicada aos
bacilos retidos sobre membrana filtrante de policarbonato
demonstrou-se répida, econdémica e eficaz, permitindo a
avaliagdo metabdélica das culturas.

4. Para efeito de detalhamento da estrutura celular
conduziram-se amostras tratadas com sais biliares ou néo
tratadas para observagdes em Microscopia de Varredura. Sob
esta técnica demonstraram-se prolongamentos da parede
celular dos bacilos e mesmo dos estreptococos dos produtos
para os gquais n8o se acham explicagbes adegquadas; embora
seja evidente que a auséncia de partigd@o entre as células

seja devida em parte & projec&o das paredes nos &pices das
células.

5. 0 detalhamento da superficie externa da parede celular
observado na Microscopia de Transmiss&@o demonstrou que uma
camada continua de proteinas e polissacéArides revestia as
células e que a mesma apresentava-se danificada nas células

gensiveis a presenca de sais biliares.
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6. No ensaio com ratos Jjovens machos Wistar SPF n8Bo se
obteve colonizag8o intestinal de L. acidophilus provenientes
dos produtos comerciais e administrados via dieta, embora

promovessem crescimento ponderal adequado.
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