AMANDA RAFAELA CARNEIRO DE MESQUITA

INFLUENCIA DO TWEEN 80 E DO ACIDO LINOLEICO SOBRE O
CRESCIMENTO E METABOLISMO DE NOVAS CEPAS DE
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum

RECIFE
2017



AMANDA RAFAELA CARNEIRO DE MESQUITA

INFLUENCIA DO TWEEN 80 E DO ACIDO LINOLEICO SOBRE O
CRESCIMENTO E METABOLISMO DE NOVAS CEPAS DE
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum

Tese de doutorado submetida ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, para obtencdo do titulo
de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profd. Dr2. Eulalia de Azevedo Ximenes.

Co-orientadora: Prof. Dr? Janaina Versiani dos Anjos.

RECIFE
2017



Catalogacdo na fonte
Bibliotecaria: Glaucia Candida da Silva, CRB4-1662

M582i Mesquita, Amanda Rafaela Carneiro de.

Influéncia do Tween 80 e do &cido linoleico sobre o crescimento e

metabolismo de novas cepas de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
plantarum / Amanda Rafaela Carneiro de Mesquita. — 2017.
124 folhas: il. ; 30 cm.

Orientadora: Euldlia de Azevedo Ximenes.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco, CCS.
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, 2017.
Inclui referéncias e Apéndices.

1. Acidos Linoleicos. 2. Lactobacillus. 3.Metabolismo. 4. Crescimento
Bacteriano. I. Ximenes, Eulalia de Azevedo. (Orientadora). Il. Titulo.

615.3 CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2017-119)




AMANDA RAFAELA CARNEIRO DE MESQUITA

INFLUENCIA DO TWEEN 80 E DO ACIDO LINOLEICO SOBRE O
CRESCIMENTO E METABOLISMO DE NOVAS CEPAS DE Lactobacillus paracasei
e Lactobacillus plantarum

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtengao do titulo de
Doutora em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: 10/03/2017.

BANCA EXAMINADORA

Prof.* Dr.* Ménica Camelo Pessoa de Azevedo Albuquerque (Presidente)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof.* Dr.” Janaina Versiani dos Anjos (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof:* Dr.* Maria Amelia Vieira Maciel (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco

»

Prof* Dr.* Ana Catarina de Souza Lopes (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Gustavo Santiago Dimech (Examinador Externo)
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof. Dr. Eulalia Camelo Pessoa de Azevedo Ximenes (Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR
Prof. Anisio Brasileito de Freitas Dourado

VICE-REITORA
Prof. Florisbela de Arruda Camara e Siqueira Campos.

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Prof. Ernani Rodrigues de Carvalho Neto.

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS
Prof. Almir Gongalves Wanderley

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS
Prof. Rafael Matos Ximenes

RECIFE
2017



Aoe meus pace Djalma Mesguita e Veronice
Meoguita pelo amor, freocupacio, cuidade e
fpor estanem dempe ao meu lade me apoiando,
confiando, cincentivande e me dando forca em
Lodod 00 momentod e decisoes.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado saude, forca, determinacdo e perseveranca para que eu
acreditasse nesta conquista e chegasse a este fim.

A minha familia por todo amor, incentivo, oraces, confianca e forca em todos
0s momentos e em especial & minha irma Silvia Patricia de Mesquita e meus trés
sobrinhos Gabriel de Mesquita, Guilherme de Mesquita e Gustavo de Mesquita que
foram responsaveis pelos adordveis momentos de carinho, descontracdo e pela
reposicéo de boas energias.

A prof.2 Eulalia Ximenes pelos ensinamentos cientificos iniciados no periodo da
graduacdo, onde surgiu meu interesse pela Microbiologia e especialmente pelo grande
aprendizado que me proporcionou com 0s probidticos. Agradeco também a confianca
neste projeto e por toda a ajuda em todo este periodo.

A prof.2 Janaina Versiani pela paciéncia, atencdo, por todos ensinamentos e
confianca. Agradeco também por ter aceitado a parceria neste projeto, quando ja ndo
tinhamos muito tempo disponivel e pela disponibilidade, incentivo e carinho sempre
demonstrados. Muito obrigada, Jana!!!

Aos secretarios do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Nerilin Trajano e Rilvan Guedes pela paciéncia, atengcdo, cooperacao e presteza.

A secretaria do Programa de PoOs-Graduacdo em Patologia, Margarete
Valdevino, pela amizade, apoio, carinho e abragos afetuosos.

As professoras que me acompanharam durante o estagio de docéncia: prof.?
Késia Xisto pelo grande incentivo e credibilidade que me deu para ministrar suas aulas e
a prof.2 Norma Gusméao pelo acompanhamento nas aulas, estimulo e motivacdo durante
esse periodo.

Aos alunos da turma de Biomedicina 2013.2 por terem me despertado para o
ensino e pela grande felicidade que me proporcionaram ao ter sido uma das professoras
homenageadas durante o estagio de docéncia. E a Evelyne Solidonio e a monitora Hicla
Moreira pela forca e grande ajuda nas aulas praticas. Muito obrigada!!!

A professora Ana Maria Souto-Maior por abrir as portas do seu laboratdrio
(Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos) e por sempre estar disponivel a ajudar. Aos
amigos desse referido laboratorio Iranildo Cruz e Vanessa Lima pela amizade, ajuda,
companheirismo, atencdo e carinho.

Ao prof. Alexandre Schuller por permitir o uso de seu laboratorio e
especialmente a Valmir Lima pelos ensinamentos, conselhos e acompanhamento em
todas as minhas analises.

A Vladimir Filho pela colaboracdo na identificacdo genética inicial dos
lactobacilos e pela disponibilidade em sempre ser util.

Aos professores da UFRPE, especialmente os professores Marcus Metri e Inaldo
Galdino pelo apoio, preocupacdo e por toda a ajuda e estimulo que me deram. Faltam-
me palavras para agradecé-los!!!

A professora Ana Catarina Lopes pelas importantes observacdes no exame de
qualificacdo, pela disponibilidade e a sua aluna Rita de Cassia Melo pela atencéo e
ajuda inicial na biologia molecular.

Aos professores Cintia Rocha e Irapuan Pinheiro e suas alunas Jéssica Frutuoso
e Amanda Mota pela atencéo, paciéncia, disponibilidade, confianca e pelo aprendizado
gue me proporcionaram em areas novas e desafiadoras para mim.



Ao professor Alex Sanches Torquato (UTFPR-MD) pela colaboracdo, atengéo e
disponibilidade.

Aos amigos que a vida me deu e que se fizeram mais que especiais nesta
caminhada: Fabiola Soares, Anabelle Bezerra, Adriana Andrade, Ana Luiza Ramos,
Ivana Porto, Andréa Luiza, Karla Gouveia, Sonia Souza, Wanderson Costa, Nathalia
Percino, Marluce Teixeira, Arsénio Rodrigues, Liany Melo, Ednalva Santana, Juliana
Virginia, Walquiria Brito, Maria Claudia Vicalvi e Igor Souza. Sem o apoio, forca e
estimulo de vocés eu ndo conseguiria.

Ao amigo Lucas Pacheco pelo belo exemplo de maturidade, pelos conselhos,
apoio e grande ajuda ndo sé durante os dois anos em que dividimos a bancada, mas
também ao longo de todo o curso.

A amiga Ana Albertina Aradjo pelas cepas bacterianas doadas para este
trabalho, pelo carinho e amizade, sempre me encorajando com mensagens diarias de fé
e animo.

Aos amigos do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos:
Tiago Gomes, Luciana Macedo, Leonardo Aquino, Fabio Aguiar, Gustavo Dimech,
Renata Ramos, Liliane Nunes pelos aprendizados diérios, por tornarem o trabalho mais
leve e pelos muitos momentos de alegria, risadas e descontracdo. E as amigas: Klewdma
Aratjo (Mag), sempre me fortalecendo com um conselho e uma palavra amiga para
cada momento; e Tacilene Silva pela calma, tranquilidade e positividade que me
proporcionou. A partir de uma dupla formamos um trio massa!!!

Aos colegas do Laboratorio de Sintese Organica: Michael Holanda, Andessa
Leal, Valentina Nascimento e Paulo Henrique pelo acolhimento, assisténcia e
cooperacdo durante o periodo em que estive la.

Aos professores, técnicos, alunos e funcionarios do Departamento de
Antibidticos, em especial as Professoras Janete Magali e Maria do Carmo Alves,
Emerson Silva, Fatima Regina, Jean Castro, Luis Carlos Silva, Orlando Silva, Marcela
Sobral e Maria Betania Alves pela disponibilidade e boa vontade em ajudar sempre.

A todos que fazem parte da Central analitica do DQF, em especial a Pablo
Medeiros pela ajuda na realizacdo das analises.

A equipe da Estacdo de Pesquisa da Biblioteca Central (UFPE): lelma Ferro,
Isabella Medeiros, Nathalia Sena e Telma Arruda pela grande ajuda na pesquisa dos
artigos, pela agilidade, eficiéncia e solicitude. Agradeco também a bibliotecaria Sandra
Santiago pela prestimosidade e pelos valiosos esclarecimentos sobre as normas da
ABNT.

A Capes pelo suporte financeiro do projeto.



O évite da vida ndo de mede pelo camintio gue
duperou ua caminto.

Anatiam Lincoln



RESUMO

Acido linoleico conjugado (CLA) é um termo utilizado para designar 28 isdmeros de
posicdo do é&cido linoleico, associados a diversas atividades farmacoldgicas,
principalmente atividade anticancerigena e antiobesidade. Diferentes géneros
bacterianos estdo envolvidos com a producdo de CLA e a grande maioria é utilizada
como probidtico. Sdo espécies de Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e
Pediococcus que possuem a capacidade de biossintetizar CLA a partir do &cido linoleico
livre. Diante dessas observagdes, este trabalho teve por objetivo o isolamento e
identificacdo de cepas de Lactobacillus; avaliacdo do efeito do Tween 80 sobre o
crescimento, a producdo de &cidos organicos e etanol, e avaliacdo antimicrobiana de
diferentes linhagens de lactobacilos frente bactérias multirresistentes; bem como a
determinacdo da cinética de crescimento em meio de cultura contendo diferentes
concentracdes de &cido linoleico, com a finalidade de selecionar cepas de lactobacilos
produtoras de CLA. As bactérias foram isoladas a partir de uma bebida chamada kefir e
identificadas através do sequenciamento de segmentos do gene 16S rDNA e PCRs-
especificas. Foi determinada também a cinética de crescimento das dez cepas isoladas
em meio MRS contendo diferentes concentracGes de acido linoleico e Tween 80. Foi
observado que ndo houve influéncia do Tween 80 sobre o crescimento e producdo de
metabolitos de todas as espécies de lactobacilos estudadas. O acido latico foi o
metabolito mais produzido, seguido de acido acético e etanol. O tempo de adaptacéo das
bactérias ao meio MRS contendo &cido linoleico durou até 12 horas e foi dependente da
cepa avaliada. As cepas que tiveram uma fase lag prolongada (12 horas) e que
apresentaram maior sensibilidade ao acido linoleico foram todas da espécie L. paracasei
(LBFM 01, LBFM 05, LBFM 06 e LBFM 11). L. plantarum (LBFM 02, LBFM 04,
LBFM 07, LBFM 08 e LBFM 09) foram as linhagens mais adaptadas a presenca do
acido linoleico. Em relacéo a producao de CLA, L. plantarum LBFM 07 e L. plantarum
09 foram os maiores produtores, sendo trans-10, cis-12-CLA o principal isdmero
produzido.

Palavras chave: Acido linoleico conjugado. Lactobacillus spp. Metabolismo.
Crescimento bacteriano.



ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) is a term used to denote 28 positional isomers of
linoleic acid, associated with several pharmacological activities, mainly anticancer and
antiobesity. Different bacterial genera are involved with the production of CLA and the
vast majority is used as a probiotic. They are species of Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium and Pediococcus that have the ability to biosynthesize CLA from free
linoleic acid. In view of these observations, this aimed at the isolation and identification
of Lactobacillus strains; the evaluation of the effect of Tween 80 on growth, production
of organic acids and ethanol, and the antimicrobial evaluation of different strains of
lactobacilli against multiresistant bacteria as well as the determination of the kinetics of
growth in culture medium containing different concentrations of linoleic acid, in order
to select CLA-producing Lactobacillus strains. Bacteria were isolated from a beverage
called kefir and identified through the sequencing of 16S rDNA gene and specific PCR
segments. The growth kinetics of the ten strains isolated in MRS medium containing
different concentrations of linoleic acid and Tween 80 was also determined. There was
no influence of Tween 80 on the growth and production of metabolites of all species of
lactobacilli studied. Lactic acid was the most produced metabolite, followed by acetic
acid and ethanol. The time for adaptation of the bacteria to the MRS medium containing
linoleic acid lasted up to 12 hours and depended on the strain evaluated. The strains that
had a prolonged lag phase (12 hours) and showed the highest sensitivity to linoleic acid
were all of L. paracasei (LBFM 01, LBFM 05, LBFM 06 and LBFM 11). L. plantarum
(LBFM 02, LBFM 04, LBFM 07, LBFM 08 and LBFM 09) were the strains most
adapted to the presence of linoleic acid. In relation to the CLA production, L. plantarum
LBFM 07 and L. plantarum 09 were the major producers, and trans-10, cis-12-CLA was
the main isomer produced.

Key words: Conjugated linoleic acid. Lactobacillus spp. Metabolism. Bacterial growth.
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1 INTRODUCAO

As bactérias &cido-laticas sdo um grupo de bactérias Gram-positivas, nao-
esporuladas, com um metabolismo fermentativo que tem o &cido latico como o principal
produto final. Esse grupo compreende sete géneros: Enterococcus spp., Lactococcus
spp., Pediococcus spp., Oenococcus spp Streptococcus spp., Leuconostoc spp. e
Lactobacillus spp. (O'SULLIVAN et al., 2009).

Com mais de 150 espécies e subespécies, o género Lactobacillus representa o
maior grupo dentro da familia Lactobacillaceae. Essas bactérias sdo estritamente
fermentativas e de acordo com o produto final da fermentacéo, elas sdo divididas em
dois grupos principais: homofermentativas e heterofermentativas. As espécies do
primeiro grupo fermentam carboidratos exclusivamente em &acido latico, e as espécies
heterofermentativas convertem os carboidratos em acido latico, &cido acético, etanol e
CO; (FELIS; DELAGIO, 2007; GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010).

Lactobacilos sdo bactérias conhecidas por apresentarem um complexo
requerimento nutricional para seu crescimento. Esses componentes nutricionais sao
peptideos, vitaminas, aminoacidos, sais, carboidratos e acidos graxos ou ésteres de
acidos graxos. A sintese e utilizacdo desses fatores nutricionais sdo essenciais para 0
crescimento e as atividades metabdlicas dessas bactérias (SALVETTI; TORRIANI;
FELIS, 2012; HAYEK; IBRAHIM, 2013, RICCIARDI et al., 2015).

A evolucdo desses bacilos foi acompanhada por perda e aquisi¢cdo de genes, mas
principalmente de grande perda de genes ancestrais. A perda génica incluiu as seguintes
funcbes: esporulacdo, presenca da catalase, biossintese de aminoacidos, divisao celular
e biossintese de &cidos graxos. Em contrapartida, essas bactérias adquiriram genes
especificos para peptidases e proteinas envolvidas no metabolismo e transporte de
acucar. Muitas dessas mudancas podem estar relacionadas com a transi¢cdo dos
lactobacilos para um meio nutricionalmente rico (MAKAROVA et al., 2006).

O meio MRS (Man, Rogosa & Sharpe) € o principal meio utilizados para o
cultivo ndo-especifico de lactobacilos. Ele contém 0,1% de Tween 80 (acido cis-9-
octadecanoico) que é um surfactante derivado do acido oleico e conhecido por otimizar
0 crescimento de muitas bactérias acido-laticas (DE MAN, ROGOSA & SHARPE,
1960; HAYEK , IBRAHIM, 2013).
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Contudo, estudos realizados por Al-Naseri et al. (2013) demonstraram que o
Tween 80 nédo afetou substancialmente o crescimento de L. casei no meio MRS. Por
essas divergéncias entre influenciar ou ndo a multiplicacdo bacteriana, o efeito do
Tween na fisiologia celular ndo esta totalmente elucidado.

Em diversas bactérias &cido-laticas, os acidos octadecanoicos sdo convertidos na
membana celular em acidos graxos especificos dos lactobacilos. O &cido oleico e &cido
cis-vacénico sdo exemplos de &cidos octadecanoicos mais predominantes neste grupo
bacteriano, compondo de 14 a 67% do total de acidos graxos. Entretanto, acido linoleico
pode ser encontrado de tracos a 20%, embora seja relativamente incomum
(KANKAANPAA et al., 2004).

O é&cido linoleico é um acido graxo essencial que ndo é sintetizado pelo corpo
humano, estando disponivel no organismo apenas através do consumo na dieta (DAS
UN, 2006). Ele pode ser isomerizado a Acido Linoleico Conjugado (CLA) por algumas
bactérias, como a bactéria ruminal Butivibrio fibrisolvens e outras intestinais:
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Bifidobacterium spp., Propionobacterium spp.,
Clostridium spp, Bacteroides spp e Pediococcus spp. (SIEBER et al., 2004;
KALUPAHANA et al., 2011; CHEN et al., 2012).

CLA é um termo utilizado para designar isomeros geométricos e de posicdo do
acido linoleico com duplas ligacbes separadas por um radical metileno (HENNESSY et
al., 2016). Existem varios isomeros CLA descritos na literatura, porém os isbmeros cis-
9, trans-11-acido octadecadienoico (cis-9, transl1l-CLA) e o trans-10,cis-12-acido
octadecadienoico (trans-10, cis-12-CLA) séo 0s mais estudados e 0s que possuem mais
promissoras atividades bioldgicas (CHEN et al., 2012; KIM et al., 2016).

As principais agdes bioldgicas atribuidas ao CLA sdo: anticarcinogénica,
antidiabetogénica, antiobesidade, antiesclerdtica e algumas relacionadas com a melhoria
das funcGes do sistema imune (KIM et al., 2016; LEHNEN et al., 2015; HENNESSY et
al., 2016).

Os isdmeros CLA sao produzidos naturalmente no trato digestivo de ruminantes
(bovinos, caprinos, ovinos, bafalos) por acdo da bactéria B. fibrisolvens. Por isso 0s
isomeros do CLA sdo encontrados em carnes, leites e derivados desses animais
(LEHNEN et al.,, 2015). CLA também pode ser produzido sinteticamente por
isomerizacdo do acido linoleico, porém essa reacdo pode resultar na subproducdo de

isbmeros inesperados e substancias toxicas (OGAWA et al., 2005).
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Devido a elevada capacidade de isomerizacdo da microbiota intestinal, tem
aumentado o interesse dos pesquisadores na busca de novas cepas bacterianas com a
capacidade de produzir CLA (HENNESSY et al., 2016). A capacidade de isomerizagao
de acidos graxos por bactérias de diversos nichos ambientais oferece potencial producéao
de 4cidos graxos conjugados potencialmente bioativos. N&o somente as cepas
provenientes de produtos lacteos, como iogurtes, queijos, mas também a busca de novas
cepas sdo importantes para pesquisas que objetivam a producgdo de CLA in situ no trato
gastrointestinal a partir dos acidos graxos provenientes da dieta (COLAKOGLU;
GURSQY, 2011; DOMAGALA et al. 2013; YE et al., 2013; VILLAR-TAJADURA et
al., 2014).

Diante do que foi abordado, este trabalho teve por objetivo estudar a influéncia
do Tween 80 e do acido linoleico sobre o crescimento e metabolismo de novas cepas de
lactobacilos isoladas de diferentes fontes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LACTOBACILOS

Lactobacillus sdo bactérias Gram-positivas, imoveis, ndo produtoras de esporos,
a maioria anaerobias facultativas, cido-tolerantes, e catalase negativa. O género
Lactobacillus pode apresentar forma de bacilo ou cocobacilo, geralmente caracterizados
pelo baixo conteddo de G+C (guanina e citosina - 33 a 52%) no genoma. Sao micro-
organismos fermentadores de carboidratos, sendo o acido latico o maior produto final
desse metabolismo (Figura 1) (ZHANG et al., 2011; CAl et al., 2012).

Figura 1 - Aspecto macroscépico: semeio pour plate (A) e semeio em superficie (B); e aspecto
microscopico (C) (1000x) de Lactobacillus spp.(1000x).

Fonte: Mesquita, A.R.C.
O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales e familia Lactobacillaceae. Atualmente, mais de 150 espécies de

Lactobacillus tem sido descritas na literatura, tornando esse género 0 mais numeroso da
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ordem Lactobacillales (FELIS; DELAGIO, 2007; DRISSI; RAOULT; MERHEJ,
2016).

Esse grupo de micro-organismos encontra-se em diferentes ambientes, como
nichos naturais tais como plantas, solo e vegetais; cavidade oral, pele, tratos
gastrointestinal e urogenital de animais e humanos. Também podem ser isolados de
bebidas e alimentos como: vinho, leite, kefir, carne, frutas, vegetais, cereais e em
laticinios, principalmente em iogurtes e queijos (ZHANG et al., 2011; PAL et al., 2012;
BARRANGOU et al., 2012).

2.1.1 Metabolismo dos carboidratos

Lactobacilos possuem uma grande quantidade de enzimas envolvidas no
metabolismo de diversos carboidratos, podendo ser classificados de acordo com a
assimilacdo de hexoses (glicose, manose, galactose, frutose) e pentoses (arabinose e
xilose), além de outros tipos apresentados na tabela 1 (KAOUTARI et al., 2013;
DRISSI; RAOULT; MERHEJ, 2016).

Tabela 1 - Alguns dos carboidratos utilizados por espécies de lactobacilos

Tipo Acucar

Pentoses Arabinose, ribose, ribulose, xilose, xilulose

Hexoses Frutose, galactose, glicose, manose

Dissacarideos Lactose, celobiose, gentiobiose, maltose, melibiose,

sacarose, trealose, turanose

Oligossacarideos Fruto-oligossacarideo (FOS), melezitose, rafinose
Acucares de alcool Manitol, sorbitol, glicerol, galactitol

Desoxiagucares Fucose, rhamnose

Acucares modificados Gluconato, amidalina, arbutina, esculina, malato, salicina,

N-acetilglicosamina

Fonte: KLAENHAMMER et al., 2005

De acordo com o produto final da fermentacéo, os lactobacilos sdo divididos em
dois grupos: homofermentativo e heterofermentativo, sendo esse ultimo subdividido em
facultativo e obrigatério (Figura 2). Os homofermentativos sdo classificados

exclusivamente como obrigatérios, porque sempre realizam a glicélise e produzem
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apenas acido latico (> 85%) pela via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) a
partir da assimilagdo de hexoses, que sdo transportadas por proteinas membranares
denominadas permeases, transportadores ABC (Cassete de Ligacdo de ATP) e Sistema
Fofoenolpiruvato:carboidrato  Fosfotransferase (PEP:PTS). Esse metabolismo é
caracterizado pela quebra da frutose 1,6-difosfato em duas trioses fosfatos, que séo
convertidas a lactato (Figura 3). (PESSIONE, 2012; SALVETTI; TORRIANI; FELIS,
2012; ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Figura 2 - Esquema representativo da classificacdo dos lactobacilos quanto a fermentacdo de
carboidratos

Homofermentativos Heterofermentativos Heterofermentativos
obrigatérios facultativos obrigatérios

L. acidophilus

L. amylovorus .
L. crispatus L. agilis L. brevis
L. delbrueckii L casei L. buchneri
L. gasseri L. sakei L. fermentum
L. helveticus L. rhamnosus L reuteri
L. johsonii L. paracasei L. sanfranciscensis
L. kefiranofaciens L. plantarum

L. salivarus
L. ruminis

A 2 2

Via pentose fosfocetolase
Produz lactato, acetato,
etanol, CO2

< < <

ENERGIA METABOLICA (ATP)

Glicolise Glicolise e
Produz dcido latico Via pentose fosfocetolase

Fonte: DRISSI; RAOULT; MERHEJ, 2016
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Figura 3 - Representacdo esquematica da glicdlise em Lactobacillus spp. homofermentativos.

Via Embden-Meyrhof-Parnas (EMP)

METABOLISMO HOMOFERMENTATIVO

GLICOSE

1
W
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2
W

FRUTOSE 6-FOSFATO
3
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E
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NADH
\ @ H,0

PIRUVATO

5 @ MNADH

W
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Enzimas: (1) hexoquinase; (2) glicose 6-fosfato isomerase; (3) 6-fosfofrutoquinase; (4) frutose

1,6-difosfatoaldolase;(5) triosefosfato isomerase; (6) lactato desidrogenase (Adaptado de
ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Outras hexoses, além da glicose, como manose, frutose e galactose entram na via

Embeden-Meyrhof-Parnas apds diferentes etapas de isomerizacbes e fosforilagdes até
chegar a glicose-6-fosfato ou frutose-6-fosfato (VON WRIGHT; AXELSSON, 2012).

Porém, a utilizacdo dessas outras hexoses s6 ocorrera apds a deplecdo da glicose. A

maltose sera hidrolisada pela a-glicosidase e a frutose por uma dissacaridase
(GANZLE; VERMEULEN; VOGEL, 2007).
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Para galactose existem duas vias que diferem na forma como o carboidrato entra
na célula: via Tagatose-6-fosfato e via Leloir, que vdo depender das proteinas
membranares transportadoras existente em cada espécie. Na primeira via, a galactose é
transportada pelo sistema PEP:PTS e entra na célula na forma de galactose-6-fosfato
(Figura 4A). Na segunda, a galactose é transportada diretamente para dentro da célula,
sem qualquer alteracdo, por uma permease especifica (Figura 4B) (VON WRIGHT;
AXELSSON, 2012; PESSIONE, 2012).

Figura 4 - Metabolismo da galactose em bactérias acido-Iaticas.

A B
Galactose Galactose
FlEFIFlTS Permease
“LLALLULLLLL T dlad i didld ’
C C
9 GALACTOSE-6-FOSFATO GALACTOSE
©
% l
.- GALACTOSE-1-FOSFATO <
© TAGATOSE-6-FOSFATO J, =
Q 2 ADP -
7] 'S -
o] 2 ATP GLICOSE-1-FOSFATO 13
= )
> TAGATOSE-1 6-DIFOSFATO J, =
|—
© | GLICOSE-6-FOSFATO
> | b |
DHAP GAP | glicolise
| glicdlise
v v
PRUVATO\ PIRUVATO
ACIDO LATICO

A: Via Tagatose-6-fosfato; B: Via Leloir; M: membrana citoplasmatica, C: citoplasma;
PEP:PTS: Sistema Fofoenolpiruvato:carboidrato Fosfotransferase; DHAP: diidroxiacetona
fosfato; GAP: gliceraldeido fosfato (Adaptado de VON WRIGHT; AXELSSON, 2012;
PESSIONE, 2012).
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Lactobacilos que pertencem ao grupo heterofermentativo obrigatério podem
produzir acido latico, acido acético, etanol e CO, pela fermentacdo de hexoses e
produzir acido latico, &cido acético, etanol pela fermentacdo de pentoses, utilizando a
via pentose fosfocetolase/fosfogluconato. Esse grupo ndo possui a enzima frutose-1,6-
difosfatase aldolase, que € a enzima chave do metabolismo glicolitico. Entretanto, eles
possuem a enzima fosfocetolase presente apenas na via da pentose (Figura 5) (ABDEL-
RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Espécies pertencentes ao grupo heterofermentativo facultativo podem variar
entre metabolismo homo e heterofermentativo, dependendo da disponibilidade de
carboidratos. Eles podem fermentar hexose pelas vias glicoliticas ou usar a via da
pentose fosfato para assimilar pentose, porque esse grupo possui ambas as enzimas:
frutose-1,6-difosfato aldolase e fosfocetolase. Entretanto, na fermentacdo de pentoses
ndo ha producdo de CO, (Figura 5) (VON WRIGHT; AXELSSON, 2012; SUTULA,;
COULTHWAITE; VERRAN, 2012; DRISSI; RAOULT; MERHEJ, 2016).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da glicdlise por Lactobacillus spp. heterofermentativos.
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Enzimas: (1) hexoquinase; (6) lactato desidrogenase; (7) glicose 6-fosfato desidrogenase; (8)
fosfogluconolactolase; (9) 6-fosfogluconato desidrogenase; (10) arabinose isomerase; (11)
ribuloguinase; (12) xilose isomerase; (13) xiluloquinase; (14) ribulose 5-fosfato 3-epimerase;
(15) fosfocetolase; (16) fosfotransacetilase; (17) aldeido desidrogenase; (18) alcool
desidrogenase; (19) acetato cinase (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).
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2.1.2 Metabolismo de dissacarideos

De todos os dissacarideos utilizados por lactobacilos e listados na Tabela 1, a
lactose € o mais estudado, devido a sua presenca no leite, uma das principais fontes de
bactérias acido-laticas.

A lactose pode entrar na célula através de duas formas: uma permease especifica
(mais comum em lactobacilos) ou como lactose fosfato, através do sistema PEP:PTS
especifico para lactose, em alguns casos ambos sistemas podem coexistir. Uma vez
transportada por uma permease, a lactose é clivada em glicose e galactose por uma f-
galactosidase no citoplasma bacteriano. A galactose € metabolizada pela via Leloir
(Figura 6A), enquanto que a glicose entra na glicolise (via EMP). No sistema PEP:PTS,
outra enzima denominada de fosfo-p-galactosidase é necessaria para hidrolisar a
lactose-6-fosfato em glicose e galactose-6-fosfato. A glicose € catabolizada pela via
glicolitica e a galactose-6-fosfato entra na via Tagatose-6-fosfato (Figura 6B)
(FRANCL; HOEFLINGER; MILLER, 2012).

Figura 6 - Metabolismo da lactose em lactobacilos

A B
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GLICOSE GALACTOSE GLICOSE  GALACTOSE-6-FOSFATO
Glicdlise Via Leloir
(Via EMP) Glicolise Via Tagatose-6-fosfato
(Via EMP)

M: membrana citoplasmatica; C: citoplasma; Via EMP: via glicolitica de Embden-Meyerhof-

Parnas.
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2.1.3 Metabolismo de oligossacarideos

Oligossacarideos sdo carboidratos formados pela unido de 2 a 10
monossacarideos, cujo metabolismo é essencial para a adaptacdo de lactobacilos a um
determinado ambiente, principalmente nos intestinos de humanos e animais
(BARRANGOU et al., 2003; GANZLE; FOLLADOR, 2012).

Entre esses carboidratos, os fruto-oligossacarideo (FOS) sdo 0s mais
extensivamente estudado. FOS sdo polimeros de frutose, cuja estrutura pode ser
representada por GFn ou Fn (G: unidades de glicose; F: unidades de frutose; n: nimero
de unidades frutosil). S&o utilizados comercialmente em produtos alimentares e
suplementos nutricionais, variam em comprimento de acordo com o seu grau de
polimerizacdo podendo originar inulina, levana e oligofrutose (BARRANGOU et al.,
2003; SAULNIER et al., 2007).

Esses aglcares sdo resistentes a digestdo do estbmago e intestino delgado, sendo
apenas digeridos no colon onde sdo seletivamente fermentados por bactérias, como
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp (CAETANO et al., 2016).

Embora FOS possam estimular o crescimento das bactérias probioticas e
modular beneficamente o equilibrio da microbiota intestinal, in vivo e in vitro, o
conhecimento sobre o mecanismo molecular do FOS no metabolismo desses micro-
organismos ainda é limitado (GOH et al., 2006; SAULNIER et al., 2007; CHEN et al.,
2015).

Alguns pesquisadores demonstraram que o FOS é transferido para a célula
bacteriana através de um transportador ABC, sendo hidrolisado no citoplasma pela
enzima fB-frutofuranosidase, responsavel por clivar a ligagao 3 (2->1) entre as moléculas
de glicose e frutose, gerando a frutose livre e glicose-6-fosfato. ApOs essa etapa, a
frutose é fosforilada a frutose -6-fosfato e entra na via glicolitica EMP, assim como a
glicose-6-fosfato (Figura 7) (ALTERMANN et al., 2005; KLAENHAMMER et al.,
2005).
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Figura 7 - Metabolismo de Fruto-oligossacarideo (FOS) em lactobacilos através do

transportados ABC.
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Via EMP: via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas

Entretanto, outros autores acreditam que o transporte do FOS através da célula
bacteriana ocorre através do PTS (GOH et al., 2006; GOH; LEE; HUTKINS, 2007,
CHEN et al., 2015). No citoplasma, o FOS é hidrolisado a frutose e glicose-6-fosfato
pela acdo da enzima B-frutofuranosidase. Posteriormente, a frutose é fosforilada a
frutose-6-fosfato e segue para a via EMP e a glicose-6-fosfato segue para a via da

Pentose Fosfato (Figura 8).
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Figura 8 - Metabolismo de Fruto-oligossacarideo (FOS) em lactobacilos através do sistema
PTS (fosfoenolpiruvato).
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2.1.4 Sistemas de transportes de soluto

As bactérias acido-laticas utilizam um conjunto diversificado de transportadores
para importar aclcares para 0 processamento intracelular. Esses transportadores sao
classificados em trés classes principais: Superfamilia de Transportadores Facilitadores
Principais (MFS), transportadores ABC e PEP:PTS (COCKBURN; KOROPATIKIN,
2016).

MFS sdo permeases que transportam substratos como: ions organicos e
inorganicos, nucleosideos, aminoacidos, pequenos peptideos e lipideos. Os membros
MFS sdo formados por: facilitadores, simportes e antiportes. Os facilitadores catalisam
a difusdo de substratos pela membrana através de um gradiente de concentracdo. Os
simportes e antiportes utilizam a energia liberada no processo de translocacdo de um
substrato para transportar ions (H* ou Na*) na mesma diregdo (simporte) ou em direcdo

oposta (antiporte) ao gradiente de concentracdo (Figuras 9 e 10A) (YAN, 2015).
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Figura 9 - llustracdo dos trés tipos de transportadores da MFS.

Facilitador Simporter Antiporter
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Os transportadores ABC catalisam o transporte e fosforilacdo de agUcares. Eles
possuem uma proteina extracelular que reconhece um aclcar especifico, mantendo a
especificidade do transportador, e em seguida promovem a hidrélise de ATP para
importar o carboidrato (Figura 10B) (COCKBURN; KOROPATIKIN, 2016).

O sistema PEP:PTS atua no transporte de acucares e seus derivados (aglcares de
alcool, dissacarideos, acido glicurdnico, dentre outras fontes de carbono), através da
membrana com simultdnea fosforilacdo. O PTS consiste de componentes
citoplasmaticos: enzima | (El) e proteina histidina fosforilada (HPr), e membranar:
enzima Il (EIl), composta de 3 subunidades: IlA, 1IB, 1IC e as vezes IID. As duas
primeiras proteinas da cascata (EI e HPr) podem ser compartilhadas por varios Sistemas
Fosfotransferases (PTS), entretanto as enzimas EIIBC e EIIA sdo acucar-especificas
(FRANCL; HOEFLINGER; MILLER, 2012; DEUTSCHER et al., 2014).

O fosfoenolpiruvato (PEP) atua como doador do grupo fosfato para a enzima |
(EI), que em conjunto com a HPr e as proteinas EIIA e EIIB, realizam uma fosforilacao
em cascata que resulta no transporte do carboidrato ligado a enzima Il BC (EIIBC) para
dentro da célula (Figura 10C) (VON WRIGHT; AXELSSON, 2012; DEUTSCHER et
al., 2014).



32

Figura 10 - Sistemas de transporte de aglcares em bactérias intestinais.
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PEP: fosfoenolpiruvato; enzima EIIBC; enzima Il (EIIA e EIIB) enzima | (El) e proteina
histidina fosforilada (HPr) (Adaptado de COCKBURN; KOROPATIKIN, 2016).

2.1.5 Sistema proteolitico e metabolismo das proteinas

Embora menos extensivamente estudada, as principais caracteristicas do sistema
proteolitico de lactobacilos parecem ser semelhantes ao do Lactococcus lactis, ilustrado
na Figura 11 (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006).

O sistema proteolitico é essencial para o crescimento bacteriano, por isso todas
as espécies pertencentes ao género Lactobacillus requerem pelo menos trés aminoacidos
(ex.: L. plantarum) para o seu desenvolvimento, outras necessitam de uma quantidade
maior, caso do L. acidophilus que necessita de 14 aminoacidos. Consequentemente, eles
possuem um sistema proteolitico funcional para adquirir aminoacidos do meio de
crescimento ou do habitat natural (BARRANGOU et al., 2012).

De acordo com as fungdes proteicas, o sistema proteolitico das bactérias acido-
laticas pode ser dividido em trés componentes: (1) proteinase ligada a parede celular
(PrtP), que iniciam a degradacdo extracelular da proteina em oligopeptideos; (I1)

sistemas de transporte, que realizam o transporte dos peptideos através da membrana
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citoplasmética e (I1l) vérias peptidases intracelulares, que degradam os peptideos a
tamanhos menores e aminoacidos (KUNJI et al., 1996; EL-GHAISH et al., 2010).

A proteolise € um importante mecanismo para gerar peptideos e aminoécidos
para o0 crescimento bacteriano e a formacdo de metabdlitos que contribuem para a
formacdo do sabor dos produtos fermentados. Aminoacidos podem ser convertidos em
varios compostos responsaveis pelo sabor, como aldeidos, alcoois e ésteres (LIU et al.,
2008; LIU et al., 2010).

L. bulgaricus e L. helveticus possuem um grande arsenal de enzimas
proteoliticas, que é compativel com o conhecimento prévio da atividade proteolitica dos
mesmos. L. bulgaricus é o principal organismo proteolitico no iogurte, com atividade
superior ao Streptococcus thermophilus. L. helveticus é conhecido como cultura
adjuvante que possui uma importante atividade proteolitica na degradacdo de peptideos
em queijos (LIU et al., 2010). Essas proteolises promovem o aumento na digestibilidade
do leite e 0 aumento na qualidade nutricional desses alimentos (EL-GHAISH et al.,
2010).

A atividade proteolitica é baseada na serina proteinase associada a parede celular
(PrtP). Essa enzima degrada a proteina em oligopeptideos de tamanhos variados.
Peptideos grandes (4-18 aminoacidos) sdo transportados por um sistema de transporte
de oligopeptideos (Opp-transportador ABC), enquanto que di e tripeptideos sdo
transportados pelos sistemas de transportes Dpp (transportador ABC) e DtpT (MFS
simporter). Dentro da célula, os peptideos sdo degradados a aminoacidos por peptidases
intracelulares especificas (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006; VON
WRIGHT; AXELSSON, 2012).
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Figura 11 - Representacdo esquematica da funcdo e regulacdo do sistema proteolitico em
lactococos na prote6lise da caseina.
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A: PrtP proteinase de parede celular; Opp: oligopeptideo permeasse; Dpp e DtpT
(transportadores de di e tripeptideos); CW: parede celular; M: membrana citoplasmatica; C:
citoplasma; B: Peptidases intracelulares: lle: isoleucina; Leu: leucina; Val: valina; C:
Transcrigdo do repressor CodY (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006).

Estudos utilizando L. lactis demonstraram que um pool dos aminoacidos
isoleucina, leucina e valina estimulam a ligacdo do CodY, que reprime a expressao dos
genes envolvidos no sistema proteolitico (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006).
O mecanismo regulatério do sistema proteolitico de lactobacilos é pouco estudado e
algumas pesquisas indicam que alguns componentes do meio de cultivo, como a
glicose, podem influenciar a producdo das enzimas envolvidas neste mecanismo
(SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006; WANG et al., 2013).

Algumas enzimas sdo encontradas apenas em poucas cepas de bactérias acido-
laticas, tais como PrtP que sdo encontradas somente em L. acidophilus, L. johnsonii, L.
bulgaricus, L. casei, L. rhamnosus, S. termophilus e L. lactis. Endopeptidases
(PepE/PepG), prolina peptidase (Pepl, PepR, PepL, PepX, PepQ) e aminopeptidases
(PepC, PepN e PepM). As endopeptidases e prolina peptidases estdo presentes nos

bacilos do grupo de bactérias acido-laticas e ausentes nos cocos do mesmo grupo,
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enquanto que as aminopeptidases estdo presentes em todos os genomas (LIU et al.,
2010; VON WRIGHT; AXELSSON, 2012).

PepP, PepQ e PepM pertencem a familia M24 peptidase e requerem ions
metalicos para suas atividades cataliticas, por exemplo, PePM requer o cobalto e a PepQ
tem preferéncia pelo manganés (CHRISTENSEN et al., 1999).

De modo geral, as peptidases podem remover o aminoacido N-terminal de um
peptideo, a especificidade vai depender do tamanho do peptideo e da natureza do
residuo N-terminal do aminoéacido (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006).

L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. rhamnosus e L. lactis possuem os trés
sistemas de transportes presente nas bactérias acido-laticas: di/tripeptideos DPP e DtpT
e o sistema de oligopeptideo Opp. Em contrapartida, L. reuteri possui apenas um
transporte funcional de peptideos, o sistema DtpT (LIU et al., 2010).

Lactobacilos aumentam o catabolismo de aminoé&cidos livres, gerando energia
(ATP) especialmente a partir de na fase estacionaria ou em condi¢fes de estresse
ambiental (acidez, falta de nutrientes) (DE ANGELIS et al., 2016).

2.1.6 Metabolismo de lipideos: Tween 80 como fator de crescimento

O meio padrdo MRS (Man, Rogosa & Sharpe), utilizado para o cultivo ndo-
especifico de lactobacilos, contém 0,1% de Tween 80 (&cido cis-9-octadecanoico) que €
um surfactante derivado do acido oleico e conhecido por otimizar o crescimento de
muitas bactérias acido-laticas (DE MAN, ROGOSA & SHARPE, 1960). No entanto,
nem sempre ele é requerido para o crescimento dos micro-organismos. Segundo Al-
Naseri et al. (2013), o Tween 80 é utilizado como fonte de carbono apoés a finalizagédo
das seguintes fontes prioritarias: citrato, aminoacidos, acetato e tracos de carboidratos
presentes no extrato de levedura.

Em muitas bactérias acido-laticas, os acidos octadecanoicos sdo convertidos na
membana celular em acido oleico e acido cis-vacénico (&cido cis-11-octadecanoico),
que sdo metilados para formar acido diidroesterculinico (9, 10- metileno-octadecanoico)
e acido lactobacilico (acido 11, 12-metileno-octadecanoico), respectivamente
(POLACHECK, TROPP, LAW, 1966; JOHNSSON et al., 1995; PARTANEN,
MARTTINEN, ALATOSSAVA, 2001, BROADBENT et al., 2014). Entretanto, L.
plantarum, L. brevis e L. delbrueckii ndo sintetizam &cido lactobacilico a partir do cis-

vacénico. Devido a este fato, ainda ndo esta esclarecido se h& duas diferentes enzimas
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para a conversdo dos &cidos oleico e vacénico a seus acidos graxos correspondentes.
Outra davida € se essa conversdo ocorre em diferentes locais da célula (JOHNSSON et
al., 1995).

O é&cido oleico e é&cido cis-vacénico sdo os &cidos octadecanoicos mais
predominantes em lactobacilos, compondo de 14 a 67% do total de &cidos graxos.
Contudo, 4&cido linoleico pode ser encontrado de tracos a 20%, embora seja
relativamente incomum (KANKAANPAA et al., 2004).

Alguns autores acreditam que o &cido diidroesterculinico promove um aumento
na fluidez da membrana celular de bactérias acido-laticas, além de protegé-las contra os
efeitos adversos do ambiente, como baixas temperaturas no processo do congelamento e
baixo pH (PARTANEN, MARTTINEN, ALATOSSAVA, 2001; ANANTA et al,
2004). Entretanto, outros autores acreditam que a presenca de &cidos graxos, como o
acido oleico, pode conferir a essas bactérias uma maior rigidez da membrana plasmatica
e essa caracteristica promoveria um aumento na tolerancia a bile e adeséo ao epitélio
intestinal (CORCORAN et al., 2007). Essas discordancias ocorrem porgue 0 mecanismo
do Tween 80 na fisiologia celular ainda néo esta totalmente esclarecido (AL-NASERI et
al., 2013).

2.1.7 Mecanismos de adaptacao

O solo e as plantas foram os primeiros nichos hipotéticos atribuidos as primeiras
bactérias acido-laticas, tornando natural supor que o segundo habitat seria o intestino
dos animais herbivoros (MORELLI et al., 2012). Trés grandes adaptacdes gendomicas
foram necessarias para essas bactérias sobreviverem e se multiplicarem no intestino dos
animais: resisténcia ao baixo pH gastrico e aos sais biliares do intestino, adesdo ao
epitélio intestinal para resistir ao fluxo intestinal e habilidade para fermentar alguns
substratos mais eficientemente do que as bactérias patogénicas (LEBEER et al., 2008).

Espécies desse género estdo presentes em produtos lacteos (L. delbrueckii spp.
bulgaricus, L. helveticus), trato gastrointestinal de humanos e animais (L. acidophilus e
L. gasseri), ou em uma variedade de nichos (L. plantarum, L. pentosus, L. brevis e L.
paracasei) (SMOKVINA et al., 2013).
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A adesdo de lactobacilos ao epitélio intestinal € uma das caracteristicas mais
importantes, pois promove a colonizagdo e estimula a interagdo micro-organismos-
hospedeiro, formando uma barreira intestinal e consequente protecéo através de varios
mecanismos, incluindo atividade antimicrobiana contra patégenos (SERVIN, 2004).

O envelope celular é o primeiro alvo do estresse fisico-quimico e ambiental
(SENGUPTA el al., 2013). Os lactobacilos apresentam grande diversidade na estrutura
da superficie celular e sdo conhecidos por modificar suas propriedades estruturais em
resposta as mudancgas do meio ambiente (TARANTO et al., 2003; FOZO; KAJFASZ;
QUIVEY, 2004). Diferentes macromoléculas constituem a parede celular dessas
bactérias e contribuem para manter a integridade da célula bacteriana durante o estresse
ambiental (GUERZONI; LANCIOTTI; COCCONCELLLI, 2001).

A parede celular dos lactobacilos consiste de multiplas camadas de
peptideoglicano (PG), com &cidos teicdico (WTA - ancorados na propria parede celular)
e/ou acidos lipoteicdicos (LTA — ligados a membrana celular), exopolissacarideos
(EPS), filamentos proteicos chamados pili, e proteinas ancoradas a parede celular
(Figura 12). Algumas espécies podem apresentar ainda uma camada paracristalina
adicional de proteinas que envolve a camada de PG, referida como a camada S. Estas
macromoléculas em conjunto, podem desempenhar um papel importante na
determinacdo de espécies e caracteristicas especificas da linhagem de lactobacilos,
influenciando interacGes hospedeiro-micro-organismo e adaptaces microbianas para o
novo ambiente (SENGUPTA el al., 2013).
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Figura 12 - Representacdo esquemdtica da parede celular e das proteinas associadas a

membrana dos lactobacilos.
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Lipop: lipoproteina; WTA: acidos teicoicos; LTA: acidos lipoteicoicos (SENGUPTA el al.,
2013).

Lactobacilos encontram varios fatores de estresse ambiental durante sua
passagem pelo trato gastrointestinal, como baixo pH e a presenca dos sais biliares. A
sobrevivéncia em ambientes acidos ocorre pela adaptacdo aos baixos valores de pH
através de um mecanismo chamado de resposta acido tolerancia (ATR) (SENGUPTA el
al., 2013).

A acidez é um importante fator de estresse ambiental que ocorre em bactérias
acido-laticas durante a fermentacdo de comidas e bebidas (DE ANGELIS; GOBBETTI,
2004).

O 4cido latico na forma ndo dissociada atravessa a membrana plasmatica, por
difusdo ou por meio de um transportador para dentro do citoplasma, e dissocia-se
liberando prétons no interior da célula, devido ao pH intracelular ser mais alcalino do

que o extracelular. Este afluxo de protons induz a acidificagdo citoplasmaética,
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dissipando o potencial da membrana (ApH) e reduzindo a atividade de enzimas,
sensiveis a acidez, resultando em danos para proteina, DNA e consequente inibicdo de
processos fornecedores de energia e a sintese de macromoléculas. O mesmo mecanismo
também é promovido pelo acido acético (OGAWA et al, 2001; GOBETTI et al, 2005;
LEBEER et al, 2008;. BROADBENT et al., 2010).

Trés mecanismos principais regulam a homeostase do pH intracelular (pHi) em
bactérias fermentativas. O mais importante € a translocacio de protons (H*) através da
ATPase, este complexo enziméatico desempenha um papel importante na regulacdo do
pHi por estes micro-organismos, promovendo a extrusdo de protons H*, o que resulta no
aumento do pHi (DE ANGELIS; GOBBETTI, 2004; COTTER; HILL, 2003).

Outra via é a arginina deaminase (ADI), que catalisa a conversao do aminoacido
arginina em ornitina, amonia e CO,. Resultando na elevagdo do pH pela amonia
formada e também pela expulséo de prétons do citoplasma pelo complexo ATPase, com
consequente geracdo de ATP (LEBEER et al., 2008). O terceiro mecanismo é o
sistema glutamato descarboxilase (GAD) que internaliza o aminoacido glutamato, o
qual em seguida é descarboxilado no citoplasma, resultando no consumo intracelular de
um proton. O produto dessa reagdo é o y-aminobutirato (GABA), que é exportado a
partir da célula via antiporter. Consequentemente, ha um aumento do pH intracelular,
devido & extrusdo de fons H" e um pequeno aumento do pH extracelular pela liberagio
de GABA no meio (HIGUCHI; HAYASHI; ABE 1997; COTTER; HILL, 2003).

Para chegar ao colon em estado viavel, os lactobacilos precisam superar além da
acidez estomacal, a presenca de bile na parte superior do intestino delgado (RUIZ;
MARGOLLES; SANCHEZ, 2013). Os principais mecanismos responsaveis pela
resisténcia desses micro-organismos sdo: o ativo efluxo dos acidos/sais biliares
(PFEILER; KLAENHAMMER, 2009; BUSTUS et al., 2011), hidrélise dos sais biliares
(LAMBERT et al.,, 2008) e modificacbes na estrutura/composicdo da membrana e
parede celular (TARANTO et al., 2003).

A expulsdo ativa dos &cidos e sais biliares acumulados no citoplasma ocorre
através de um sistema de efluxo, pertencente a familia de transportadores multidroga
resistente (MDR) (DE ANGELIS; GOBBETTI, 2004).  Outro mecanismo utilizado
para neutralizar o efeito nocivo da bile € a atividade da enzima bile-sal hidrolase (BSH)
(LEBEER et al., 2008). A bile é composta por &cidos biliares, que sdo sintetizados a
partir do colesterol, e conjugados com os aminoacidos glicina ou taurina no figado, para

gerar sais biliares conjugados que sdo langados no intestino (DE ANGELIS;
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GOBBETTI, 2004). As BSHs geralmente s&o enzimas intracelulares que catalisam a
hidrdlise da ligacdo amida entre o esteroide e a cadeia dos acidos biliares (LEBEER et
al., 2008).

Os sais bhiliares sdo moléculas anfipaticas com potente atividade antimicrobiana,
atuando como detergentes e desestruturando as membranas biolégicas (DE ANGELIS;
GOBBETTI, 2004). Devido a essa caracteristica lipofilica, as membranas bacterianas
representam um dos principais alvos da bile que destr6i a estrutura do envelope
bacteriano, afetando a célula e a morfologia celular (RUIZ; MARGOLLES; SANCHEZ,
2013).

Estudo sobre a resposta da acidez e sais biliares em lactobacilos tem
identificados genes envolvidos na sintese de peptideoglicano e no envelope celular
(SENGUPTA et al., 2013). Outras estruturas de superficie celular (LTA, WTA e EPS)
tém sido sugeridas por desempenharem importantes funcbes na integridade celular em
ambientes acidos e com presenca de bile (NEUHAUS; BADDILEY, 2003).

2.2 ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA)

Acido linoleico conjugado é um termo utilizado para designar 28 isdbmeros
geométricos e de posicdo do acido linoleico os quais possuem duas ligacbes duplas
conjugadas. Essas duplas ligacdes geralmente sdo localizadas nas posi¢oes dos carbonos
8e10,9¢e11,10e 12, 11 e 13, e por isso pode ocorrer nas configuracdes cis ou trans
(PARIZA et al., 2001; BANNI, 2002).

O é&cido linoleico ou cis-9,cis-12 &cido octadiendico é um 4&cido graxo
poliinsaturado da familia 6mega-6 ou n-6 que possui 18 carbonos (18:2, 9¢-12c) e esta
em grande quantidade em Oleos, como 0s de sementes girassol, soja e linhaca
(SILVEIRA et al., 2007; McCRORIE et al., 2011). Os &cidos graxos poliinsaturados
podem ser classificados em duas familias: n-6 e n-3. Essas familias abrangem acidos
graxos que apresentam insaturacdes separadas apenas por um carbono metilénico, com a
primeira insaturacdo no sexto e terceiro carbono, respectivamente, enumerado a partir
do grupo metil terminal (MARTIN et al., 2006).

Dos isdmeros do &cido linoleico, os mais encontrados na natureza séo: o cis-
9,trans-11- &cido octadecadienoico (cis-9, trans11-CLA), que representa entre 80% -
90% do total de CLA nos alimentos, e o isomero trans-10,cis-12-4cido octadecadiendico

(trans-10, cis-12-CLA), associados principalmente a atividade anticancerigena e
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antiobesidade, respectivamente (Figura 13) (CHURRUCA et al., 2009; MACOUZET, et
al; 2009; O’SHEA et al., 2011).

O CLA foi descoberto por Pariza e seus colaboradores, em 1985, quando
investigavam componentes carcinogénicos em carne grelhada. Esses &cidos graxos
foram reconhecidos por terem surpreendentes propriedades anti-cancerigenas (Wabhle et.
al., 2004). Podem ser encontrados na carne, no leite e seus derivados (GRIINARI et al.,
2000; ALONSO et al., 2003; SIEBER et al., 2004; ING; BELURY, 2011).

Esta molécula pode ser produzida sinteticamente ou naturalmente no organismo
de animais ruminantes. Nestes animais, ele é formado através de biohidrogenacdo

realizada no ramen por algumas bactérias (KENNEDY et al., 2010).

Figura 13 - Estrutura do acido linoleico e dos dois principais isémeros CLA (&cido linoleico

conjugado) com atividade biolégica.

= H Acido octadienoicotrans-10, cis-12 (trans-10, cis-12-CLA)

Acido octadienoico cis-9, trans 11 (cis-9, trans-11-CLA)

Acido octadienoico cis-9, cis-12 (Acido linoleico)

A lipdlise é a etapa inicial no metabolismo dos lipidios no ramen, pré-requisito
para que ocorra a biohidrogenacdo (CHALUPA; KUTCHES, 1968). Os lipidios
esterificados da dieta na forma de triglicerideos, fosfolipidios e galactolipidios séo
hidrolisados, respectivamente por lipases, fosfolipases e galactosidases especificas
presentes em bactérias que fazem parte da microbiota do ridmen, promovendo assim a
liberacdo de seus acidos graxos de cadeia longa (Figura 14) (JENKIS, 1993; JENKIS et
al., 2008).
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A primeira bactéria descoberta com a funcéo de produzir CLA foi B. fibrisolvens
(KEPLER et al., 1966). Entretanto, muitas bactérias estdo sendo estudadas com este
proposito, dentre elas Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e Pediococcus
(SIEBER et al., 2004; VAN NIEUWENHOVE et al., 2007; O’SHEA et al., 2011).

A reacdo seguinte a lipdlise no ramen é realizada por uma enzima presente na
membrana celular bacteriana - linoleato isomerase, que converte o acido linoleico em
seu isdbmero, o cis-9, trans11-CLA (também denominado de &cido ruménico, devido a
sua origem ser no rimen dos animais), através da mudanca da dupla ligagdo do carbono
cis-12 para posicdo trans-11. Apés sua formacgdo, o acido ruménico pode ser
diretamente absorvido ou metabolizado através de biohidrogenacdo, reducdo por
redutase microbiana, originando o &cido vacénico. Essas reacfes sdo realizadas pelos
micro-organismos como um mecanismo para minimizar os efeitos toxicos provocados
pelos &cidos graxos insaturados (GRIINARI; BAUMAN, 1999; GRIINARI et al., 2000;
GORISSEN et al., 2011; BUCCIONI et al., 2012).

Figura 14 - Via metabdlica simplificada de lipidios para a producdo de CLA

Lipidio Esterificado

l Lipase ou Galactosidase ou Fosfolipase

Acidos Graxos Livres Poliinsaturados (ex.: Acido Linoleico)

l Isomerase

Acidos Craxos Livres Conjugados Poliinsaturados
(ex_ Acido Linoleico Conjugado - CLA)

l Redutase microbiana

Acidos Graxos Livres Conjugados Monoinsaturados
(ex: acido vacénico)

lRedutase microbiana

Acidos Graxos Livres Conjugados Saturados
(ex: Acido estearico)

Fonte: Adaptado de Jenkins, 1993



43

Quando o cis-9, trans11-CLA ¢é absorvido pelo intestino, ele entra na corrente
sanguinea e chega nas glandulas mamarias e tecido adiposo, sendo incorporado nas
reservas de gordura do tecido adiposo e do leite. Caso ele ndo seja diretamente
absorvido, ha uma nova biohidrogenacdo do &cido vacénico originando o &cido
estedarico. Depois da ocorréncia dessas reagdes, o acido vacénico e o acido esteérico irdo
atuar na glandula mamaria e no tecido adiposo, onde serdo substratos da enzima
esteroil-CoA dessaturase ou A’-dessaturase, enzima que introduz uma ligacéo cis-dupla
entre os carbonos 9 e 10, formando assim o &cido oleico e o cis-9, trans11-CLA,
respectivamente (Figura 15) (KEPLER et al.,, 1966; BAUMAN; GRIINARI, 2001;
MARTIN et al., 2006).

Figura 15 - Producdo de CLA em ruminantes. Em (A) via metabdlica do acido linoleico. (B)
Via metabolica de producgdo do CLA a partir do acido estearico na glandula mamaria e/ou tecido

adiposo.
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Fonte: Adaptado de Griinari; Bauman., 1999

Nos mamiferos, essas dessatura¢des podem ocorrer nos carbonos de ndmeros 5,
6 ¢ 9, ndo ocorrendo além deste Gltimo devido & auséncia das enzimas A'? e A™°-
dessaturase, presentes apenas nos vegetais. A A’-dessaturase atua, predominantemente,
na sintese de &cidos graxos monoinsaturados, sendo o acido estearico (precursor do

acido oleico) seu principal substrato. Enquanto que as enzimas A® e A° dessaturase
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atuam na dessaturacdo de &cidos graxos poliinsaturados (PERFIELD et al., 2002;
MARTIN et al., 2006).

O écido linoleico conjugado pode ser produzido também através de sintese
organica, por isomerizagdo alcalina, com solugcdo concentrada de KOH em
propilenoglicol, a partir de 6leos de plantas com altas concentragdes de acido linoleico,
como os Oleos de girassol e cartamo. Neste processo, 0 rendimento do CLA é de
aproximadamente 50% cis-9, trans11-CLA e 50% trans-10, cis-12-CLA (BANNI, 2002;
YAMASAKI; YANAGITA, 2013).

Ao contrario do cis-9, trans11-CLA, os estudos sobre a origem do trans-10, cis-
12-CLA séo escassos. Provavelmente devido a sua pouca quantidade nos alimento,
porém acredita-se que ele seja produzido exclusivamente no ramen dos animais
(KHANAL; DHIMAN, 2004).

2.2.1 Efeitos do Acido Linoleico Conjugado (CLA)

Apesar dos varios isomeros de CLA existentes, o cis-9, trans11-CLA e o trans-
10, cis-12-CLA sédo os mais estudados associados principalmente a atividade
anticancerigena e antiobesidade, respectivamente (MELE et al., 2013; PIERRE et al.,
2013). O cis-9, trans11-CLA é predominante na alimentacdo humana, presente em
aproximadamente 90% das carnes e produtos lacteos e trans-10, cis-12-CLA nos 10%
restante. A quantidade de CLA nos alimentos depende de varios fatores que incluem a
raca, o estado nutricional e a idade do animal (KENNEDY et al., 2010).

Diferentes estudos realizados em animais relacionam o CLA com varios outros
efeitos benéficos que podem favorecer a saide humana, tais como: reducdo das lesdes
no processo da arterosclerose, efeito imunomodulatorio, aumento da massa 0Ossea
(CHURRUCA et al., 2009; PARK, 2009; ING; BELURY, 2011; OLESZCZUK et al.,
2012).

2.2.1.1 Atividade antiobesidade

O CLA tem atraido a atencdo da comunidade cientifica devido ao seu efeito
sobre a composicédo corporal, reduzindo a massa gorda e aumentando a massa magra. O
aumento na prevaléncia da obesidade nos ultimos 30 anos, induziu um crescimento na

admiracdo do CLA como opgéo de tratamento na perda de peso. Pesquisas relatam que
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a suplementacédo alimentar com a mistura racémica de CLA reduziram a massa gorda
em animais e humanos (SILVEIRA et al., 2007; KENNEDY et al, 2010).

O exato mecanismo do isdmero trans-10, cis-12-CLA sobre a obesidade ainda é
desconhecido, porém alguns estudos sugerem que essa a¢ao pode estar relacionada aos
seguintes efeitos: modulagcdo do metabolismo do adipdcito e das adipocinas, inibi¢do da
lipoproteina lipase, aumento do gasto energético, aumento da [-oxidacdo (PARK;
PARIZA, 2007; SIRIWARDHANA et al, 2013).

Adipdcitos e pré-adipécitos presentes no tecido adiposo possuem linfécitos e
macr6fagos que ajudam a manter a funcdo metabdlica normal do tecido adiposo. O
tecido adiposo de individuos magros contem pequena quantidade de adipdcitos
sensiveis a insulina e formados predominantemente por macréfagos “alternativamente
ativados” (M2). Enquanto que o tecido adiposo de individuos obesos é caracterizado por
uma grande resisténcia a insulina, acompanhado da presenca de macrdéfagos
“classicamente ativados” (M1) (Figura 16) (LUMENG et al, 2007; ODEGGARD;
CHAWLA, 2011).

A ativacdo dos macrdéfagos tem sido definida através de dois estados de
polarizacdo: M1 e M2. No estado M1, os macrofagos sdo ativados por
lipopolissacarideos e interferon-gama (IFN-vy). Caracterizam-Se por aumentar a secrecao
de citocinas pro-inflamatéorias (TNF-o, IL-6, IL-12) e gerar espécies reativas do
oxigénio, como o oxido nitrico (NO). Os macréfagos M2 possuem baixa expressao de
citocinas pro-inflamatorias e altos niveis de citocinas anti-inflamatérias (IL-1 e IL-10)
(LUMENG et al, 2007).
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Figura 16 - Efeito do CLA na fisiologia do tecido adiposo.
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CLA: é&cido linoleico conjugado; IL-8: interleucina 8; MCP-1 proteina quimioatraente de
mondcito-1 (MCP-1), TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; PAI-1: inibidor da ativacdo de
plasminogénio-1; Ang: angiotensina Il (Adaptado de Siriwardhana et al, 2013).

A hipertrofia dos adipdcitos na obesidade, juntamente com a morte dos mesmos,
hipdxia do tecido adiposo e mudanca na populacao de células imunes alteram o padréao
das adipocinas (citocinas produzidas no tecido adiposo). Esta mudanca no padrédo
secretdrio das adipocinas promove uma mudanca no perfil celular de ndo-inflamatorio
para predominantemente inflamatério (KALUPAHANA et al, 2011; KALUPAHANA
et al, 2012).

As adipocinas/citocinas pro-inflamatorias comumente produzidas sdo: fator de
necrose tumoral-alfa (TNF- ), interleucina-lbeta (IL-1pB), interleucina-2 (IL-2),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), proteina quimioatraente de mondcito-1
(MCP-1), inibidor da ativacdo de plasminogénio-1 (PAI-1), resistina, prostaglandinas e
leucotrienos, aléem do horménio angiotensina (Ang Il) (KERSHAW,; FLIER, 2004,
BHATTACHARYA et al, 2006; OUCHI et al, 2011).



47

Desta forma, a obesidade é classificada como inflamagé&o cronica de baixo grau,
inicialmente devido ao desequilibrio entre a producdo/secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e citocinas anti-inflamatorias. Este desequilibrio est4 associado também a
varias alteracbes metabolicas, como diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares
(DANDONA et al, 2004; FRANKS, 2006; HOTAMISLIGIL, 2006).

O armazenamento de &cidos graxos nos adipocitos, como os triglicerideos é a
sua principal funcdo. O CLA atua inibindo a lipogénese por inibir a expresséo de varias
proteinas envolvidas neste mecanismo: acetil-CoA carboxilase, &cido graxo sintase,
esteroil-CoA dessaturase e principalmente a lipase. A referida lipase é responsavel pela
hidrélise de triglicerideos, encontrados nos quilomicrons e proteinas de muito baixa
densidade (VLDL), e consequente liberacdo de acidos graxos que serdo absorvidos e re-
esterificacdo pelos adipocitos. Segundo alguns estudos, este mecanismo esta
relacionado a baixa absorcdo de lipidios no tecido adiposo (WANG; JONES, 2004a;
TARLING et al., 2009).

Esse mecanismo esta relacionado a interacdo do CLA com receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y). O PPAR-y é um receptor nuclear
que controla o metabolismo dos lipidios no tecido adiposo, regulando a diferenciacéo
dos adipocitos, multiplicacdo destes e lipogénese (PARK; PARIZA, 2007; KENNEDY
et al., 2010).

Além disso, o CLA inibe a diferenciacdo do pré-adipécito em adipdcito,
maturacdo fundamental também para o acumulo de lipidios. A ativacdo de preé-
adipdcitos em adipdcitos envolve a ativacdo de fatores transcricionais como o
supracitado PPAR-y ¢ das proteinas CCAT/EBP (enhancer binding protein). Durante
este processo de diferenciagdo, o aumento da atividade de CCAT/EBP e CCAT/EBPy
induz a transcricdo de CCAT/EBPa e PPAR-y, potenciais reguladores da diferenciagao
dos adipdcitos. Estas proteinas sdo inibidas pelo CLA comprometendo a maturacéo e
formacdo do adipocito (Figura 17) (KENNEDY et al., 2010; ING; BELURY, 2011).
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Figura 17 - Mecanismo de inibicdo da diferenciacdo do pré-adipécito em adipécito pelo CLA
(&cido linoleico conjugado).
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CCAT/EBPp: enhancer binding protein beta; CCAT/EBPy enhancer binding protein gama;
CCAT/EBPa: enhancer binding protein alfa; PPAR-y: receptores ativados por proliferadores de

peroxissoma gama; X: bloqueio; ¥ - : inibicdo (Adaptado de Ing; Belury, 2011).

O CLA também tem sido relacionado com a reducdo das taxas de gordura nos
animais por aumentar o gasto de energia via termogénese, atividade fisica e oxidacao
dos lipidios. O aumento da termogénese e atividade fisica podem estar relacionados
com a ativacdo de genes que codificam as uncoupling protein (UCPs). Essas proteinas
estdo presentes na membrana interna das mitocondrias e atuam como um canal de
prétons que permite o regresso de prétons H* gerados no ciclo de Krebs para a matriz
mitocondrial, desviando-os do complexo ATP sintase, comprometendo a sintese de
ATP e dissipando a energia com a producdo de calor, processo conhecido como
termogénese adaptativa (WANG, JONES, 2004a; VIRTANEN et al., 2009).

As UCPs fazem parte de uma familia de proteinas que regulam a adiposidade
que sdo expressas em varios tecidos, aléem do adiposo. A UCP1 foi a primeira proteina
desta familia a ser isolada e é exclusivamente expressa no tecido adiposo marrom. As
UCP2 e UCP3 sdo expressas em uma grande variedade de tecidos, sendo a primeira
predominante no tecido adiposo branco e a segunda no tecido muscular. Segundo alguns

pesquisadores, a elevada concentracdo de UCP2 no tecido adiposo branco esta
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diretamente relacionada ao aumento do gasto de energia promovido pelo CLA (WEST
et al., 2000; WANG, JONES, 2004b).

Nos mamiferos existem dois tipos de tecido adiposo: o branco e o0 marrom. O
tecido adiposo branco armazena energia na forma de trigliceridio. Possui distribuicdo
generalizada pelo organismo: 6rgdos e grupamentos musculares (FONSECA-ALANIZ,
2009). O tecido adiposo marrom possui a cor escurecida devido a alta concentracéo de
citocromo oxidase presente em suas mitocondrias. Seus adipdcitos sdo menores, em
relacdo ao tecido anterior, possuem varias goticulas citoplasmaticas de diferentes
tamanhos, citoplasma abundante e numerosas mitocondrias que liberam calor pela
oxidacdo de acidos graxos. Por isso, ele é especializado na producédo de calor. Esse tipo
de tecido adiposo era considerado praticamente ausente em humanos adultos, mas
presente em fetos e recém-nascidos. Entretanto, pesquisas recentes revelaram que ele
estd presente em adultos humanos nas regides cervical, axilar, mediastinal,
supraclavicular e regido abdominal superior (FONSECA-ALANIZ, 2009; SAELY et al,
2012).

O CLA também aumenta a expressdo de outra proteina mitocondrial, como a
carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), no tecido adiposo branco. A CPT1 esta
envolvida na absorcdo dos acidos graxos pela mitocondria e posterior oxidacdo dos
mesmos para producéo de energia (WENDEL et al., 2009).

Belury (2002) e Nagao et al. (2003) sugerem que o CLA aumenta 0 gasto
energético por estimular o sistema nervoso simpatico. Segundo esses pesquisadores, um
aumento das catecolaminas na circulacdo resultaria em aumento da atividade metabolica
devido ao estimulo da lipolise no tecido adiposo, liberando &cidos graxos para o
musculo esquelético.

Segundo estudos realizados em animais, o CLA pode estimular a producao de
TNF-a, o qual induz a producao de leptina, hormonio produzido nos adipocitos e que
promove a lipolise, bem como a apoptose dos adipdcitos e pré-adipocitos (HOUSE et al,
2005, GIANCAMILLO et al, 2009; KENNEDY et al., 2010). Entretanto, em estudos
realizados in vitro com adipocitos humanos ndo foi demonstrado efeito algum do CLA
sobre a producdo de TNF-a (BROWN et al, 2004).
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2.2.1.2 Atividades antioxidante e anticancerigena

A atividade antioxidante do CLA foi reconhecida em 1990 a partir de estudos
realizados in vitro. Nesses estudos foi reportado que o CLA é um efetivo antioxidante,
mais potente que o o-tocoferol (vitamina E) (HUR et al, 2007). Antioxidantes sao
substancias que protegem as células dos efeitos tdxicos dos radicais livres, espécies
reativas do oxigénio geradas pelo metabolismo celular que contribuem para o
desenvolvimento de doengas cronicas, como o cancer (DALEY et al, 2010).

N&o existe um anico mecanismo de acdo do CLA sobre a inibicdo da
carcinogénese. O efeito inibitdrio do CLA cis-9,trans-11 e do CLA trans-10, cis-12 em
células cancerigenas depende do tipo de tecido, do estagio proliferativo do tumor, assim
como o isomero de CLA administrado (MAGGIORA et al., 2004; COAKLEY et al.,
2003; KELLEY et al., 2007).

Varias pesquisas relatam a atividade anticarcinogénica do CLA sobre diversos
tipos de cancer: estbmago, pele, prostata e principalmente de colon e de mama, sendo
estes Gltimos os mais prevalentes no mundo Ocidental (MAGGIORA et al., 2004; CHO
et al., 2006; COAKLEY et al., 2003; LEE et al., 2006). Porém, poucos estudos sdo
realizados para comparar o0 mecanismo individual dos isdmeros do CLA, cujos efeitos e
mecanismos de acdo ainda sdo controversos (ROZ et al., 2013).

Um dos mais comuns eventos requeridos para o desenvolvimento do cancer em
humanos é a desregulacdo do ciclo celular. O ciclo celular dos mamiferos ¢ dividido em
4 fases: Gy, S, G, e fase M. Durante a fase Gi, a célula responde a sinais extracelulares
para avancar a fase seguinte ou permanecerem em estado de repouso (Go). Na fase G1
ocorre a producédo de enzimas para a producdo de DNA. A fase S é onde ocorre a sintese
do DNA; na G2 ha sintese de RNA e proteinas e na fase M ocorre a mitose, divisao
celular propriamente dita (LIM et al., 2005).

A progressdo do ciclo celular é controlada por uma sequéncia de ativacdo de
varias proteinas cinases dependentes de ciclina (CDK). A CDK 2 e CDK 4/6 em
associacdo com as proteinas ciclinas D, E e A ativam a proteina retinoblastoma (Rb),
através de fosforilacdo e regulam a transicdo da fase G; para a fase S e a progressdo
desta fase para a G2 e mitose (NURSE, 2000).

Inibidores da cinase dependentes de ciclina (CKI) se ligam a CDK, inibindo sua

1 CIP1/WAF1

atividade e consequentemente a proliferacdo celular. O gene p2 ¢ um dos

membros da familia CIP/KIP dos CKI, que também incluem p27"'™ e p57 ¥'*2, Além de
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inibir CDK, p21 “"""WAF! também se liga e inibe a atividade de outra proteina envolvida
na replicacdo do DNA e multiplicacdo celular: antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) (CHO et al., 2006).

Estudos realizados in vitro mostraram que o CLA inibe a progresséo do ciclo celular da

fase Gy para S em células do célon (HT-29) por induzir a expressdo de p21 C'PYWAFL

inibindo a ativacdo de CDK, ciclinas D, E e A e a fosforilagdo da proteina Rb. Esses
efeitos foram observados com o isémero trans-10, cis-12-CLA, mas ndo com o cis-9,
trans11-CLA (LIM et al., 2005; CHO et al., 2006).

O CLA também previne o cancer de célon por diminuir a expressdo do gene
APC-B-catenina TCF-4 e por diminuir a sinalizacdo do PPAR-delta (PPAR-5). O gene
APC (Adenomatous Polyposis Coli) é um dos principais gatekeepers presentes no
cblon. Pacientes com mutacBes hereditarias neste gene desenvolvem tumores
(adenomas) no c6lon. O APC se liga a uma proteina chamada B-catenina e estimula a
sua fosforilagdo. A B-catenina se liga ao fator de transcricdo TCF-4 ativando o gene em
suas regides regulatorias. Este complexo APC-B-catenina TCF-4 induz a expressao dos
genes c-myc, c-jun e ciclina D1, os quais promovem o crescimento e a proliferacdo
celular (LAMPEM et al., 2005).

Segundo He e colaboradores (1999), o complexo APC-B-catenina TCF-4
também induz a expressdo de PPAR-6 nas células cancerigenas do colon, sugerindo que
0 PPAR-6 é o maior alvo do complexo APC-B-catenina TCF-4 envolvido no
desenvolvimento do cancer de colon. O cis-9, trans11-CLA atua inibindo os genes-alvo
do complexo APC-pB-catenina TCF-4: c-myc, c-jun e ciclina D1 e a expressao do RNAm
do PPAR-8 (LAMPEM et al., 2005).

Além dos mecanismos citados anteriormente, o trans-10, cis-12-CLA pode inibir
0 cancer de colon por promover a apoptose, através da ativacao do fator de transcri¢do 3
(ATF-3) e do aumento da expressdo do gene pré-apoptético e antitumorigénico NAG-1.
Porém a base molecular para a inducdo de ATF-3 e sua consequente acdo na expressao
de genes ainda ndo esta bem elucidada (LEE et al., 2006).

Os isémeros cis-9, trans11-CLA e o trans-10, cis-12-CLA também sé&o efetivos
na reducdo do cancer de mama, que € uma das formas mais comuns de cancer em
mulheres ocidentais e importante causa de morte em mulheres de muitos paises
(MIGLIETTA et al., 2006, ERICKSON; HUBBARD, 2010).

O CLA promove a reducdo do tumor mamario devido a sua acdo anti-

estrogénica e neste caso, 0 isdbmero responsavel é o cis-9, trans11-CLA (SANTOS-
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ZAGO et al., 2008). O estrégeno é um hormonio esteroide produzido pelos ovéarios e
responsavel por controlar o crescimento do ducto alveolar das glandulas mamarias
normais. Porém acredita-se que ele € um dos responsaveis pelo desenvolvimento e
progressao do cancer de mama (THAKKAR; MEHTA, 2011).

Segundo alguns estudos realizados, o CLA inibe a expressdo de receptores de
estrogenos (ER), através da fosforilagdo do receptor mediada pela estimulacdo da
fosfatase 2A (PP2A). Consequentemente, hd uma reducgdo na ligacdo do horménio ao
seu respectivo elemento responsivo no DNA (TANMAHASAMUT et al., 2004; LIU;
SIDELL, 2005). A fosfatase 2A pertence a um grupo de proteinas chamado
serina/treonina fosfatase, importante por regular importantes padrdes de sinalizacdo na
célula, como por exemplo a inducdo de mitose. Esta enzima estd sendo amplamente
expressa em células de cancer de mama (AOYAMA et al., 2003; LIU; SIDELL, 2005).

O CLA também estimula a apoptose em tumores de mama através da regulacéo
de proteinas. Bak e Bcl-x_ sdo proteinas que se encontram na superficie externa da
membrana mitocondrial. Em estudo realizado com células MDA-MB-231, pertencentes
a linhagem de cancer de mama, o CLA estimulou a apoptose ao induzir uma proteina a
Bak (pré-apoptotica) e inibir a Bel-x. (anti-apoptotica). A funcao da Bcl-x, é ativar Bak
responsavel por formar poros na membrana mitocondrial e induzir a liberacdo de
citocromo ¢ no citosol. O aumento nos niveis de Bak e citocromo ¢ promovem a
ativacdo das proteinas caspase-3, caspase-9 e consequentemente a apoptose
(MIGLIETTA et al., 2006).

As cicloxigenases (COX) sdo enzimas que catalisam a conversdao do acido
araquidénico (AA) em prostaglandinas (PG). Os dois tipos de COX sdo diferentemente
expressos e regulados. A COX-1 possui a funcdo de manter a homeostase celular,
enquanto a expressdo de COX-2 é rapidamente induzida por fatores de crescimento,
oncogenes, citocinas e endotoxinas. A COX-2 também tem sido expressa em uma
grande variedade de tumores, incluindo cancer de mama (DEGNER et al., 2006).

O CLA pode exercer efeito protetor por diminuir a concentracdo de AA nos
fosfolipidios da membrana celular, reduzindo assim a producdo de PG, bem como
inibindo a expressdo de COX-2. O mecanismo pelo qual o CLA inibe a expressdo de
COX-2 ainda ndo esta totalmente elucidado, porém dois possiveis mecanismos Sao
sugeridos por Eferl & Wagner (2003) e Degner et al. (2006). Primeiro o CLA pode
reprimir a expressdao de COX-2 por antagonizar a agdo do complexo AP-1 (fator de

transcricdo proteina ativadora 1). AP-1 é uma proteina dimérica (com duas cadeias
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polipeptidicas) que pode exercer a funcdo de oncogene ou anti-oncogene por regular
genes envolvidos na proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e
invaséo tumoral.

A segunda hip6tese é que o CLA pode reprimir a transcricdo de COX-2 por
interferir na ativacdo do mesmo no PPRE (elemento de resposta ao proliferador de
peroxissomo) (Figura 18). Acidos graxos podem regular a expressdo de genes através de
PPAR-y, sendo o CLA um potencial ligante de PPAR-y. PPARs atuam alterando a
transcricdo de genes com 0s quais eles estdo associados por reconhecer a sequéncia
chamada de PPRE (DEGNER et al., 2006).

Figura 18 - Mecanismo molecular do CLA na carcinogénese.
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CLA: &cido linoleico conjugado; PG: prostaglandinas; COX: cicloxigenase, PPAR-y: receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma gama; PPRE: elemento de resposta ao proliferador

de peroxissomo (Adaptado Belury, 2002).
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2.2.2 Efeitos adversos do CLA

Os possiveis efeitos benéficos da suplementacdo com o CLA sdo amplamente
reportados. Entretanto é importante ressaltar que o CLA pode produzir efeitos adversos.
Apesar dos poucos estudos sobre sua possivel toxicidade, alguns autores descreveram,
em experimentos realizados com animais e humanos, efeitos como: resisténcia a
insulina, aumento da proteina C reativa (PCR), esteatose hepética, aumentos dos niveis
de VLDL e reducdo dos niveis de leptina e HDL (colesterol de alta densidade)
(KELLEY; ERICKSON, 2003; WANG; JONES, 2004a; MIRANDA et al., 2013).

Esses efeitos adversos podem estar relacionados com a dose, a duracdo do
tratamento e o tipo de isdmero utilizado. Os maiores riscos a salde séo atribuidos ao
trans-10, cis-12-CLA, enquanto que o cis-9, trans11-CLA é considerado mais seguro
para a satde humana (KELLEY; ERICKSON, 2003; LEE et al., 2011).

A suplementagdo com trans-10, cis-12-CLA aumentou o estresse oxidativo,
elevando os niveis dos produtos do metabolismo oxidativo, principalmente PCR em
homens obesos. Segundo os autores do trabalho, o estresse oxidativo provocado por este
isdmero induziu a resisténcia a insulina (RISERIUS et al., 2002).

Em relacdo a esteatose hepatica, os mecanismos moleculares, bioquimicos e
celulares envolvidos no seu desenvolvimento e sua relagdo com a ingestdo de CLA
ainda ndo estdo esclarecidos. Sugere-se que este acumulo de CLA no figado pode ser
consequéncia do aumento da lipogénese, em decorréncia da reducdo da deposicdo de
gordura no tecido adiposo e hiperinsulinemia (WANG; JONES, 2004a).

Algumas pesquisas evidenciaram que a esteatose hepatica € um efeito indireto da
hiperinsulinemia, que promove alta absorcdo e sintese de gorduras. Um dos supostos
mecanismos envolvidos no aumento dos niveis de insulina no sangue seria a inducgéo da
expressdo do gene PPAR-y promovida pelo trans-10, cis-12-CLA no figado, que
promoveria o aumento do acimulo de gordura no figado (CLEMENT et al., 2002).

A maioria dos estudos apresenta tempos de suplementacao relativamente curtos,
com media de 4 a 8 semanas, sendo poucos os trabalhos com meses de duracdo
(SANTOS-ZAGO et al., 2008; BOGDANOV; DERBENEVA, 2013; MELE et al.,
2013). Entretanto em estudos realizados com individuos de ambos os sexos, com
sobrepeso e /ou obesidade, com concentracdes que variaram entre 3-6g/dia durante 1
ano, nenhum efeito adverso sobre a salide humana foi observado (WHIGHAM et al.,
2004; GAULLIER et al.,, 2005; LARSEN et al.,, 2006). No entanto Gaullier et al.
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(2004), relataram a presenca de varios efeitos adversos como: desconforto, dores
abdominais e dispepsia em 68% dos participantes da pesquisa, dentre estes 30 foram
considerados relacionados aos isomeros cis-9, trans11-CLA e o trans-10, cis-12-CLA.

O uso de suplementos com o CLA ainda é bastante controverso. Nos Estados
Unidos, a mistura equimolar dos isdbmeros cis-9, trans11-CLA e o trans-10, cis-12-CLA
é considerada como segura (GRSA-Generally regarded as safe) pelo FDA (Food and
Drug Adminstration), podendo ser adicionadas em leites, iogurtes e sucos de frutas
(TARLING et al., 2009). H& também o livre comércio de suplementos dietéticos
contendo CLA, como: Your Life®, Natrol®, Nature’s Way® e Tonalin®, dentre outros
(HOUSE et al., 2005).

Na Uni&o Europeia, a European Food Safety Authority (EFSA) considera uso de
CLA seguro para 0 uso como um ingrediente para leite e iogurte, com uma
recomendagdo de ingestdo diaria equivalente a 3,59 de CLA/dia, por um periodo
méaximo de seis meses. No entanto, a EFSA destaca que a seguranca do consumo do
CLA por periodos superiores ndo foi estabelecida, bem como sua seguranca para
individuos com diabetes tipo 2 (EFSA, 2010; EFSA, 2012).

Na Austrdlia e Nova Zeldndia o Food Standard Australia New Zealend
(FSANZ) nao autorizou o uso de CLA em alimentos com a finalidade de auxiliar em
programas de controle de peso e dietas. 1sso devido aos possiveis efeitos adversos do
produto sobre os lipidios sanguineos e o metabolismo da glicose (FSANZ, 2011).

No Brasil, a seguranca do uso do CLA isolado, nas formas liquidas, em capsulas
ou como ingrediente para adicdo em varios alimentos foi avaliada de 2003 a 2013 pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Todos os processos foram
indeferidos porque segundo este 6rgdo, as empresas ndo demonstraram a seguranca de
usos. Os principais aspectos técnicos, cientificos e legais que fundamentaram o
indeferimento dessas solicitacdes sdo relatados a seguir (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2013):

= A partir das definicdes contidas na RDC n. 360/2003, o CLA é
considerado uma gordura trans e ndo pode ser enquadrado como uma
gordura poliinsaturada devido a presenca de duplas ligacGes na
configuracdo trans e pelo fato das duplas ligacdes ndo serem separadas
por um grupo metileno;

= O CLA também ndo pode ser considerado um &cido graxo poli-

insaturado 6mega 6, pois este sistema de classificacdo é aplicavel
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somente a acidos graxos insaturados com dupla ligacdo na configuracéo
cis, separadas por um grupo metileno;

Estudos realizados apresentam resultados controversos quanto a
seguranca da suplementacdo de CLA: alteracbes negativas no perfil de
lipidios plasmaticos, com aumento dos niveis de LDL e triglicerideos
totais e reducdo dos niveis de HDL; aumento da resisténcia a insulina em
individuos com diabetes tipo 2 e insulina; aumento de marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo;

Outro aspecto que impossibilita a seguranca do CLA é a auséncia da
identificacdo dos mecanismos de atuagdo dos isOmeros CLA. Estudos
sugerem que cis-9, transl1-CLA e o trans-10, cis-12-CLA possuem
efeitos metabolicos diferentes, sendo o primeiro responsavel pelos efeitos
deletérios observados em alguns estudos;

Auséncia de estudos que tenham avaliado a seguranca ou os efeitos da
ingestdo do CLA em grupos populacionais mais vulneraveis como
criangas, adolescentes e idosos € mais um fator adicional a proibicdo da

comercializacdo do CLA no Brasil
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do Tween 80 e do acido linoleico sobre o crescimento e

metabolismo de novas cepas de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Isolar e identificar fenotipicamente novas linhagens de lactobacilos obtidos de
kefir artesanal, leites fermentados e medicamentos, através da coloracdo de

Gram e dos testes de catalase e oxidase;

= Identificar geneticamente os lactobacilos isolados;

= Avaliar pardmetros do crescimento de diferentes cepas de lactobacilos em meio

Man Rogosa e Sharp (MRS) contendo diferentes concentrac6es de Tween 80;

= Verificar a influéncia de Tween 80 a 0,6% sobre a producdo de acido latico,

acido acético e etanol;

= Avaliar a atividade antimicrobiana do caldo fermentado de lactobacilos isento de

células, sobre Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae multirresistentes;

= Auvaliar a capacidade de crescimento das dez linhagens de lactobacilos em meio

MRS contendo diferentes concentrac@es de acido linoleico;

= Selecionar as linhagens de lactobacilos que produziram uma maior quantidade

de CLA em meio MRS contendo 0,5% de &cido linoleico;
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Otimizar a producdo de CLA (cis-9,trans-11-acido octadecadienoico e trans-
10,cis-12- &cido octadecadienoico) pelas linhagens selecionadas utilizando uma
concentracdo reduzida de &cido linoleico (0,05%) e diferentes tempos de
incubacéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO DOS LACTOBACILOS

Um mililitro de cada uma das trés diferentes marcas de leites fermentados (A, B
e C) utilizadas foi colocado em contato com 9 mL de caldo MRS e incubado a 30°C por
48 h. Em seguida cada respectiva cultura foi semeada em agar MRS maodificado,
contendo 0,002% de azul de bromofenol (Merck®) e as placas foram incubadas a 30°C
por 48 h.

Os medicamentos probiéticos utilizados foram: Vaginorm forte® e
Arkoprobiotics®. Meio grama de cada medicamento foi dissolvido em 4,5 mL de caldo
MRS e incubado a 30°C por 48 h. Posteriormente, um mililitro desta cultura foi
inoculado em 9 mL de caldo MRS e os tubos foram incubados a 30°C por 24 horas.
Esse procedimento foi repetido por mais dois dias seguidos, totalizando trés repiques
sucessivos. Em seguida cada respectiva cultura foi semeada em 4gar MRS modificado,
contendo 0,002% de azul de bromofenol (Merck®) e as placas foram incubadas a 30°C
por 48 h.

Os grdos de kefir (Figura 19) foram obtidos por doacéo provenientes dos estados
de Alagoas e Pernambuco. Os grdos foram incubados em leite integral pasteurizado e
agua contendo aclUcar mascavo (proporcdo de 1:10 p/v) durante 48 horas.
Subsequentemente um mililitro de cada cultura foi inoculado em 9 mL de caldo MRS
incubados a 30°C por 24 horas. Trés repiques consecutivos foram realizados a partir do
caldo e em seguida as culturas foram semeadas em agar MRS modificado, contendo
0,002% de azul de bromofenol (Merck®) e as placas foram incubadas a 30°C por 48 h.

Esse indicador de pH promove o desenvolvimento de diferentes coloracdes das
colénias no meio e detecta diferentes intervalos de valores de pH de 3 (amarelo) a 5
(azul) gerados por bactérias acido-laticas (LEE; LEE, 2008). Estas culturas foram
incubadas a 30°C durante 48 horas sob anaerobiose.

Todas as col6nias foram diferenciadas de acordo com o tempo de crescimento,
coloracdo, morfologia e tamanho. A coloracdo de Gram foi realizada para verificar a
forma celular, tamanho e caracteristicas tintoriais. A partir desta leitura foram realizados

0s testes para a presenca de catalase e de citocromo oxidase.
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Figura 19 - Gréos de kefir

Fonte: http://www.yourkefirsource.com/kefir/

4.2. IDENTIFICACAO GENETICA

A identificacdo de espécies de lactobacilos por biologia molecular foi obtida em
parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular do Laboratorio de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA), sob a orientacdo da Prof.2 Dr? Cintia Rocha. Através do
sequenciamento de segmentos do gene 16S rDNA e Reacdes em Cadeia da Polimerase
(PCRs) especificas baseadas na literatura (Song et al., 2000).

Nove isolados diferentes, cujas caracteristicas foram descritas no item 3.1, foram
taxonomicamente identificados pelo sequenciamento do DNA gendmico 16S rRNA.
Inicialmente, o DNA gendmico bacteriano foi isolado conforme o protocolo descrito no
Kit ZR Fungal/Bacterial DNA (Zymo Research, Irvine, CA, USA). O fragmento 16S
rRNA analisado foi amplificado por PCR para cada cepa isolada utilizando os pares de
primers universais 8F (5'-CAC GGA TCC AGA CTT TGA TYM TGG CTC AG-3") ¢
1512R (5'-GTG AAG CTTACG GYTAGC TTG TTA CGA CTT-3'), onde Y significa
C + T e M significa A + C (Todorov et al. 2010). Com a finalidade de diferenciar as
espécies de lactobacilos do grupo L. casei, foram amplificados fragmentos da regido
intergénica 16-23S, usando os pares de primers Lu-5 (5'-CTA GCG GGT GCG ACT
TTG TT-3") e Lac-2 (5'-CCT CTT CGC TCG CCG CTA CT-3') (Song et al., 2000).

Todas as reacfes de PCR foram realizadas com um volume final de 25uL,
contendo 1 pL da suspensdo de DNA extraido, 2,5 pL de tampdo de PCR, 2,5 pL de
dNTPs, 1 pL de primer foward (5 pmol/uL), 1 pL de primer reverse (5 pmol/pL), 0,125
UL de Tag DNA polimerase (New England Biolabs®) e 16,875 pL de 4gua ultrapura. A
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reacdo de amplificacdo consistiu de 30 ciclos de 95°C por 20 seg, 61°C por 30 seg, 68°C
por 1 min. e a elongacdo foi realizada a 68°C por 5 min. Os produtos da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% contendo solugdo de brometo de
etidio (0,5 mg/mL) e visualizado através da luz ultravioleta (UV). Os amplicons foram
purificados por meio do QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN®). Os produtos
amplificados foram quantificados em espectrofotometro. O sequenciamento foi
realizado utilizando o Kit DYEnamic™ET Cycle Sequencing (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA) e as sequéncias obtidas foram analisadas pelo software Sequence
Analyser V 3.0 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). A ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) e a sequéncia de referéncia do genoma de varias
linhagens de lactobacilos do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
foram utilizadas como padrdo para identificagdo dos micro-organismos (L. casei ATCC
334 — AF121200, L. paracasei JCM1181- AF182724, L. plantarum ATCC 14917 —
AF080101, L. pentosus ATCC 8041 — U97134).

Foram considerados apenas os resultados com valores de identidade e pontuacao
maxima (Score) e valor de erro (E-value) mais baixo. Alinhamentos de sequéncias
adicionais foram realizados usando o programa APE (A Plasmid Editor V 2.0
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). L. plantarum ATCC 8014 e L.
rhamnosus ATCC 9595 foram utilizados como organismos controles no processo de

identificacéo.

4.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactobacillus spp. EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE TWEEN 80

Nesta determinacdo, 1 mL da cultura de cada lactobacilo padronizada em 10°
UFC/mL foi adicionada a 9 mL do meio liquido de MRS (controle), 9 mL do meio
liguido de MRS com 0,6 %, 0,4% e 0,2% de Tween 80.

A enumeracdo das células viaveis dos lactobacilos ao longo de 72 horas de
incubacdo foi realizada apos dilui¢bes seriadas em 4,5 mL de agua destilada, seguida de
plaqueamento realizado através de pour plate em meio MRS sélido. Estes
procedimentos foram repetidos ap6s 6h, 9h, 12h, 24h, 48h e 72 horas de incubacao.
Apos cada etapa, as placas foram incubadas a 30°C por 48 horas sob condicbes

anaerdbicas (Figura 20).
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Os resultados da enumeracédo das celulas viaveis serviram para tracar um gréafico
representando o crescimento microbiano expresso pelo logio das UFC/mL (unidade

formadora de colonia por mililitro) em fungéo do tempo, em horas.

Figura 20 - Enumeracdo das células viaveis de dez cepas de lactobacilos em meio MRS

adicionado de diferentes concentracdes de Tween 80.

=
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de0, 6,9, 12,24, 48e 72 h de incubacao.
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4.4 ANALISE DOS ACIDOS ORGANICOS E ETANOL POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As culturas de lactobacilos foram cultivados em caldo MRS/TW (MRS contendo
0,6% de Tween 80) foram incubadas a 30°C em condi¢des anaerdbias durante 48 horas.
Em seguida, elas foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 15 minutos. Os
sobrenadantes foram filtrados em membrana de 0,22um politetrafluoroetileno
(Chromafil®). Em seguida, os sobrenadantes isentos de lactobacilos foram utilizados
para a deteccdo e quantificacdo de acido latico, &cido acético e etanol.

As analises foram realizadas em um equipamento de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de indice de refraccdo (RID) (Agilent, série
1200), equipado com bomba binaria, detector de matriz de diodos e detector de
ultravioleta (215 nm). As separacdes foram realizadas com uma coluna Aminex HPX-
87H (300 mm x 7,8 milimetros, Bio-Rad). A fase movel foi composta por acido
sulfdrico 5,0 mM a um fluxo de 0,6 mL/min a 35 °C. O tempo de corrida foi de 25 min
e 0 volume de injecdo das amostras foi de 20 uL (HABE et al., 2015). Todas as

amostras foram analisadas em triplicata.

45 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO CALDO
FERMENTADO DE LACTOBACILOS SOBRE ESPECIES MULTIRRESISTENTES

Para determinar a atividade antimicrobiana, quatro linhagens de Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA), trés linhagens de Staphylococcus aureus
meticilina sensivel (MSSA) e oito de Klebsiella pneumoniae produtoras de
carbapenemase, pertencentes a colecdo do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Micro-organismos (LFBM) foram postas em contato com o caldo fermentado contendo
0,6% de Tween 80, isento de células, de dez linhagens de lactobacilos: L. rhamnosus
ATCC 9595, L. paracasei (LFBM 01, LFBM 05, LFBM 06 e LFBM 10) e L. plantarum
(LFBM 02, LFBM 04, LFBM 07, LFBM 08 e LFBM 09).

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Klebsiella pneumoniae ATCC BAA
1705 foram incluidas neste estudo como cepas controle. A origem e o perfil de
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de todos os patdgenos encontram-se nas

quadros 1 e 2.
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Apds 48h de incubacéo, as culturas de lactobacilos foram centrifugadas a 3.500
rpm por 15 minutos. Em seguida, os sobrenadantes foram filtrados em membrana de
0,22um politetrafluoroetileno (Chromafil®), obtendo-se o caldo fermentado isento de
células.

A partir da cultura crescida em éagar Mueller-Hinton, trés colbnias de cada
patdégeno foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton a 35°C por 18 horas. Em seguida,
uma aliquota de 0,1mL foi transferida para outro tubo contendo caldo Mueller-Hinton e
incubada por 3 horas a 35°C. Obtendo dessa forma, uma suspensdo calibrada com o
tubo 0,5 da escala de Mac Farland que corresponde a 108 UFC/mL. Posteriormente, foi
realizada uma diluicdo ao centésimo de forma a obter uma suspensdo de concentragdo
de 10° UFC/mL.

Em seguida, 190 pL do caldo fermentado isento de células foram depositadas em
microplaca estéril de 96 pogos (da coluna 1 a 10). As colunas 11 e 12 foram destinadas
aos controles e foram preenchidas com 190 pL de caldo MRS. No controle negativo foi
utilizado agua destilada esterilizada (10 pL). Posteriormente, foi acrescentado 10 pL de
cada suspenséo bacteriana calibrada, resultando em uma concentragdo final do inoculo
de 10* UFC/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C. Em seguida, foi
realizada a leitura do resultado por densidade Optica a 630 nm utilizando um leitor de
microplacas (Thermo plaque - TP Reader® Bio tek® ELx800) (ILAVENIL et al.,
2015). A auséncia de crescimento no controle negativo foi considerado como inibicao
de 100%. A partir dessa interpretacdo foi calculado o percentual de inibicdo do

crescimento dos patdgenos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Quadro 1 - Origem e perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos das espécies de
Klebsiella pneumoniae isoladas de um hospital particular do Recife.

Microrganismos Origem Resisténcia Sensibilidade
Klebsiella pneumoniae * *
BAA ATCC 1705 ATCC
AMI; AMP;
. . . AMS;TZP; ERT;
Klebsiella pneumoniae Secrecdo traqueal MER: CIP- FEP-
LFBM 01 g ' ’ CS
CAZ; CTX; CXM;
IMP
AMP; AMC;CFL;
Klebsiella pneumoniae Urina CTX; FEP; ERT;
LFBM 02 MER; AMI; GEN; ND
CIP; NOR; SXT
AMP; AMC;CFL;
Klebsiella pneumoniae Urina CTX; FEP; ERT;
LFBM 03 MER; AMI; GEN; CS
CIP; NOR; SXT
Klebsiella pneumoniae Urina AMP; AMC;CFL;
LEBM 04 CTX; FEP; ERT; AMI; GEN; CIP;
MER NOR; SXT
GEN; AMP;
Klebsiella pneumoniae Sangue AMS;TZP; ERT; ) ) )
LFBM 05 MER; CIP; FEP; AMI; CCIE TGC;
CAZ; CTX; CXM;
IMP
GEN; AMP;
. . . AMS:TZP; ERT;
Klebsiella pneumoniae Secrecdo traqueal i ) ;
LFBM 06 MER; CIP; FEP; AMI: CS
CAZ; CTX; CXM; !
IMP
Klebsiella pneumoniae Urina AMP; AMC.CFL;
LEBM 08 CTX; FEP; ERT; ND
MER; AMI; GEN;
CIP; NOR; STX

AMI: Amicacina; AMP: Ampicilina; AMC: Amoxicilina/ Acido clavulanico; AMS: Ampicilina/Subactam;
CAZ: Ceftazidima; CFL: Cefalotina; CIP: Ciprofloxacina; CTX: Cefotaxima; CXM: Cefuroxima; CS:
Colistina; ERT: Ertapenem; FEP: Cefepime; GEN: Gentamicina; IMP: Imipenem; NOR: Norfloxacing;
MER: Meropenem; TZP: Piperacilina/Tazobactam; STX: Sulfametoxazol/Trimetroprima; TGC: Tigeciclina;
ATCC: American Type Culture Collection; ND: ndo determinado; *: cepa controle; LFBM: Laboratério de

Fisiologia e bioquimica de Micro-organismos.
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Quadro 2 - Origem e perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos das espécies de

Staphylococcus aureus isoladas de um hospital particular do Recife.

Microrganismos Origem Resisténcia Sensibilidade
Staphylococcus aureus
ATCC 25.923 ATCC * *
Staphylococcus aureus Secrecdo vaginal PEN CIP; TEC; GEN;
LFBM 13 CLI; OXA
Staphylococcus aureus Secrecdo de ferida PEN CIP; TEC; GEN;
LFBM 14 CLI; OXA
Staphylococcus aureus Hemocultura ERI CIP; CLI; OXA;PEN;
LFBM 17 OXA
Staphylococcus aureus Sangue AMP; CFL; OXA; CIP; CLI; ERI; TET
LFBM 29 PEN
Staphylococcus aureus Secrecdo traqueal AMP; CFL; CIP; GEN; LIN; TET;
LFBM 30 CLI; ERI; PEN; VAN
OXA;
Staphylococcus aureus Secrecdo de ferida PEN; CIP; CLI; ERI, , ,
LEBM 34 OXA GEN; LIN; SXT
Staphylococcus aureus Secrecdo de ferida PEN; OXA, GEN; CIP; ERI, CLI;

LFBM 35

LIN; STX; VAN

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CIP: Ciprofloxacina; CLI: Clindamicina; ERI: Eritromicina; GEN:
Gentamicina; LIN: Linezolide; OXA: Oxacilina; PEN: Penicilina; TEC: Teicoplanina; TET: Tetraciclina;
STX: Sulfametoxazol/Trimetroprima; VAN: Vancomicina; ATCC: American Type Culture Collection; ND:

ndo determinado; *: cepa controle; LFBM: Laboratério de Fisiologia e bioquimica de Micro-organismos.

4.6 CRESCIMENTO DE LACTOBACILOS EM MRS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ACIDO LINOLEICO

Com a finalidade de aumentar a solubilidade do acido linoleico em agua, uma
solucdo estoque deste acido graxo foi preparada (20 mg/mL) em 1% de Tween 80
(VAN NIEWENHOVE et al., 2007). A partir dessa solucdo estoque foram preparados
meios liquidos MRS cujas concentracdes finais de &cido linoleico foram 0,5% ou 0,25%
ou 0,125%.
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Para avaliar a capacidade das bactérias crescerem na presenca de acido linoleico,
foi inoculado 1 mL da cultura de cada lactobacilo com 24 h de incubagdo em 9 mL de
MRS contendo as diferentes concentragdes de acido linoleico, finalizando uma
concentracdo do indculo em 10° UFC/mL. Em seguida, todas as amostras foram
incubadas a 30 °C por 72 h.

A enumeracdo das celulas vidveis dos lactobacilos ao longo de 72 horas de
incubacdo foi realizada apds diluices seriadas em 4,5 mL de &gua destilada, seguida de
plaqgueamento realizado através de pour plate em meio MRS solido. Estes
procedimentos foram repetidos apds 6h, 9h, 12h, 24h, 48h e 72 horas de incubagé&o.
Apbs cada etapa, as placas foram incubadas a 30°C por 48 horas sob condigdes
anaerdbicas.

Os resultados da enumeracédo das células viaveis serviram para tracar um gréafico
representando o crescimento microbiano expresso pelo logi;o das UFC/mL (unidade

formadora de colonia por mililitro) em fungéo do tempo, em horas.

4.7 SELECAO DAS CULTURAS DE LACTOBACILOS PARA A PRODUCAO DE
CLA

A partir da solucdo estoque de &cido linoleico (20 mg/mL) foi preparado meio
liguido MRS com concentracao final de &cido linoleico igual a 0,5% (MRS/AL).

As culturas de lactobacilos crescidos em caldo MRS/AL foram incubadas a 30°C
em condi¢des anaerdbias durante 48 horas. Em seguida, elas foram centrifugadas a
4.000 rpm durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em membrana de
0,22um politetrafluoroetileno (Chromafil®) e isentos de lactobacilos foram utilizados
para a deteccdo e quantificacdo de CLA.

Apenas as linhagens que apresentaram uma maior capacidade para produzir

CLA, foram selecionadas para a etapa seguinte.



68

4.8 OTIMIZACAO PARA PRODUCAO DE cis-9, trans-11-CLA e trans-10,cis-12-
CLA

A partir da mesma solucédo estoque de &cido linoleico utilizada na etapa anterior,
foi preparado meio liquido MRS cuja concentragdo final de acido linoleico foi de
0,05%.

Para avaliar a capacidade das bactérias selecionadas anteriormente de
produzirem CLA, foi inoculado 1 mL da cultura de cada linhagem de lactobacilo com
24 h de incubacdo em 9 mL de MRS contendo as diferentes concentracfes de acido
linoleico, finalizando uma concentracéo de inéculo em 10° UFC/mL. Em seguida, todas
as amostras foram incubadas a 30 °C por 24 e 48 h, com o0 objetivo de detectar o melhor
periodo para a producéo.

ApoOs esses dois periodos de incubacdo, as respectivas culturas foram
centrifugadas a 4.000 rpm durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em
membrana de 0,22um politetrafluoroetileno (Chromafil®). Posteriormente, o caldo

fermentado isento de lactobacilos foi utilizado para a deteccdo e quantificagdo de CLA.
4.9 PRODUCAO DE CLA
4.9.1 Extracéo de lipidios

Um mililitro e meio de cada caldo fermentado e 3 mL de isopropanol foram
misturados vigorosamente em vortex por 30 segundos. Em seguida, foram adicionados
2mL de hexano bidestilado, agitados novamente em vortex por 3 minutos e a amostra
foi deixada em repouso por 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos. Apos essa etapa, a camada superior foi
recolhida e mais 2 mL de hexano foi adicionado, repetindo a etapa da centrifugacéo e
recolhimento da fase hexanica. As fases hexanicas foram reunidas e evaporadas para a
realizacdo da etapa seguinte (ALONSO; CUESTA; GILLILAND, 2003).



69

4.9.2 Hidrolise de lipidios

Os lipidios extraidos foram hidrolisados em acidos graxos livres pela adigdo de
trés mililitros de KOH 1M em etanol e aquecimento em banho ultrassonico (Branson
B2510E-DTH) a 50°C por 30 minutos. Apos resfriamento, dois mililitros de agua
destilada e dois mililitros de hexano foram adicionados as amostras e a mistura foi
homogenizada vigorosamente. A fase hexanica contendo os compostos insaponificaveis
foi descartada e a fase aquosa recolhida e acidificada com um mililitro de HCI até pH 3.
Apos acidificagdo foi acrescentado dois mililitros de hexano, em seguida as fases foram
homogeneizadas, separadas e as fases organicas reunidas para a etapa da metilagdo
(JIANG et al., 1996; ALONSO; CUESTA,; GILLILAND, 2003)

4.9.3 Metilacéo

Os &cidos graxos livres em hexano (etapa anterior) foram metilados pela adigéo
de 300 L de trifluoreto de boro em metanol a 14% (Sigma®) por 30 minutos a 50°C em
banho ultrassénico (Branson B2510E-DTH). Posteriormente, as amostras foram
homogenizadas em agitador magnético e em seguida a camada organica foi recolhida e
depositada em novos tubos. O hexano foi evaporado sob Argbnio e as amostras
armazenadas a -20°C até serem analisadas através de cromatografia gasosa (JJANG et
al., 1996; ALONSO; CUESTA,; GILLILAND, 2003).

4.9.4 Deteccéo de CLA

Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram dissolvidos em um
mililitro de hexano e armazenados a -20 ° C antes da analise por cromatografia gasosa
(CG). Os FAMEs foram analisados utilizando um cromatografo Fast GC-Master (Dani,
Milan, IT) equipado com uma coluna HP INNOWAX (60 m x 0,25 mm i.d., 0,25 pm de
espessura).

Foi injetado um microlitro de cada amostra. O injetor foi mantido a 250 ° C e 0
forno da coluna foi ajustado para 140 ° C durante 4 min, depois aumentado para 190°C
(taxa, 10°C/min) e 240°C durante 12 min. Os compostos foram detectados utilizando
um detector de ionizacdo de chama (FID, a 250°C), enquanto o fluxo de nitrogénio

através da coluna foi mantido constante a 2,0 mL/min. Os tempos de retengdo foram
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comparados com os padrdes cis-9, trans-11-CLA e trans-10,cis-12- CLA (Sigma) para
identificar os &cidos graxos presentes na amostra. As concentracfes foram entéo
calculadas utilizando curvas de calibracdo do padrdo interno acido heptadecanoico
(Sigma®) (MULLER et al., 2011).

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Calculos estatisticos foram utilizados para descricdo do comportamento
individual da variavel em estudo (crescimento microbiano estimado em Unidades
Formadoras de Col6nias): médias e desvios padrao.

Para verificacdo de variagdo destes dados obtidos em fungdo da concentragédo do
Twenn 80 e do &cido linoleico, foi utilizado o teste estatistico de anélise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de Dunnett.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, foram utilizados o teste estatistico de
andlise de variancia (ANOVA), seguido dos testes de Dunnett e Turkey’s.

Para analise dos dados de pH, producéo de acidos orgéanicos, etanol e producao
de CLA foi utilizado o teste t.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism ©, versdo 5.01 para Windows. Foram consideradas diferencas significativas para
p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DOS LACTOBACILOS

Nove isolados que se apresentaram como bacilos Gram positivos, néo
esporulados sem atividade de catalase e citocromo oxidase, com colénias de forma
regular e coloracdo variando em sua maioria do amarelo ao azul no MRS com azul de
bromofenol foram selecionados como sugestivos de Lactobacillus spp (Quadro 3,
figuras 21 e 22). Apenas um de nossos isolados apresentou colonia de coloragéo

esbranquigada no meio (Figura 22G).

Quadro 3 - Origem dos lactobacilos isolados

Cepas isoladas Origem

LFBM 01 Leite fermentado A

LFBM 02 Medicamento Arkoprobiotics®
LFBM 04 Kefir-AL cultivado em leite
LFBM 05 Leite fermentado B

LFBM 06 Kefir-PE cultivado em leite
LFBM 07 Medicamento Vaginorm forte®
LFBM 08 Kefir-PE cultivado em agua
LFBM 09 Kefir-PE cultivado em agua
LFBM 10 Leite fermentado C

Nossos resultados corroboraram aos de Lee & Lee (2008), que isolaram
lactobacilos a partir de iogurtes comerciais utilizando MRS com azul de bromofenol. As
linhagens encontradas pelos autores também variaram em tamanho, cor (diferentes tons
de azul) e forma, permitindo o isolamento de espécies a partir de uma cultura mista de
bactérias. Eles também obtiveram colénias de L. plantarum com o centro azul escuro,

semelhante a encontrada em nosso estudo (Figura 22E).
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Sutula, Coulthwaite e Verran (2012) também utilizaram MRS com azul de
bromofenol para isolar L. casei Shirota de amostras da cavidade oral de voluntéarios que
tomavam Yakult® diariamente. Neste experimento, eles utilizaram diferentes espécies
de lactobacilos como referéncia e, assim como em nosso trabalho, obtiveram isolamento
de coldnias brancas e com diferentes tons de azul.

Segundo Hartemink, Domenech e Rombouts (1997), essa auséncia de coloragéo
pode ocorrer em algumas linhagens de lactobacilos, que séo incapazes de modificar sua
coloragdo, mesmo em diferentes valores de pH.

O isolamento diferencial de bactérias acido-laticas € muitas vezes dificil, devido
a presenca de espécies com caracteristica fenotipicas semelhantes. Por isso, os meios de
isolamento seletivos sdo preferidos para o isolamento desse grupo de micro-organismos
(SACCARO et al., 2012).
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Figura 21 - Aspecto macroscoépico (A, C, E e G) e aspecto microscopico (B, D, F e H) (1000x)
de L. paracasei (AB - LFBM 01, CD - LFBM 05, EF — LFBM 06, GH — LFBM 10).

Fonte: Mesquita, A. R. C.
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Figura 22 - Aspecto macroscopico (A, C, E, G e H) e aspecto microscopico (B, D, F, H e J)
(1000x) de L. plantarum (AB — LFBM 02, CD - LFBM 04, EF - LFBM 07, GH - LFBM 08, 1J
- LFBM 09).

Fonte: Mesquita, A. R. C.
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Diversos meios tém sido utilizados para isolar bactérias acido-laticas (LEE, LEE
et al., 2008). Porém, os mais amplamente utilizados sdo: MRS (DE MAN; ROGOSA;
SHARPE, 1960), Rogosa (ROGOSA; MITCHEL; WISEMAN, 1951) e &gar seletivo
para lactobacilos (MITSUOKA, 1978), entretanto esses meios ndo séo seletivos para o
isolamento exclusivo de lactobacilos (SUTULA; COULTHWAITE; VERRAN, 2012).

Por isso, uma grande variedade de modificagdes nos meios de cultura tem sido
empregada para melhorar o isolamento diferencial dessas bactérias. As mudancas
incluem a adigcdo de substancias que favorecem o crescimento (vitaminas e minerais);
modificacdo das temperaturas de incubagdo, suplementacdo com agentes seletivos
(antibioticos, bile, cloreto de litio, propionato de sédio), e a adicdo de indicadores de
pH, principalmente azul de bromofenol e pdrpura de bromocresol (LIN et al., 2006;
LEE, LEE et al.,, 2008; SUTULA; COULTHWAITE; VERRAN, 2012; ASHRAF;
SMITH, 2015).

5.2 IDENTIFICACAO GENETICA

A identificacdo genética de Lactobacillus spp. foi realizada utilizando o
sequenciamento das regifes 16S rDNA, que identificou conclusivamente (99% - 100%)
cinco amostras, L. plantarum (LFBM 02, LFBM 04, LFBM 07, LFBM 08 e LFBM 09).
Como controle negativo das reac@es, foi utilizado o mix da PCR sem amostra de DNA e
como controle positivo L. plantarum ATCC 8014.

Para determinacdo conclusiva da espécie das amostras Lactobacillus spp. LFBM
01, LFBM 05, LFBM 06 e LFBM 10, foram utilizados os parametros descritos por Song
et al. (2000), através da amplificacdo da regido intergénica 16-23S. Como controle
negativo das reacdes, foi utilizado o mix da PCR sem amostra de DNA e como controle
positivo L. rhamnosus ATCC 9595. Dessa forma, estes isolados puderam ser
identificados como L. paracasei (99% - 100%).

Pesquisas relatam o isolamento de Lactobacillus spp. a partir do cultivo de gréos
de kefir em leite ou acUcar realizadas em diversos paises como: Alemanha (GULITZ et
al., 2011), China (GAO et al., 2012), Turquia (KESMEN; KACMAZ, 2011), Africa do
Sul (WITTHUHN; SCHOEMAN; BRITZ, 2004), Argentina (GARROTE; ABRAHAM;
ANTONI, 2001), e Brasil (MIGUEL et al., 2011).
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Miguel et al. (2011) isolaram L. paracasei e L. casei, mas ndo encontraram L.
plantarum a partir de amostras de kefir obtidas de diferentes regides do pais (SP, GO,
MG, AL, RJ, DF, ES, BA) e identificadas através da analise da sequéncia de DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis).

Zaniratti et al. (2015) identificaram diferentes espécies de lactobacilos através da
analise de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) ou do sequenciamento
do gene 16S rRNA. L. casei pertencente ao grupo de mesmo nome, foi a espécie mais
isolada, porém os autores ndo encontraram L. paracasei ou L. plantarum, espécies
prevalentes em nossas amostras. As amostras de kefir desse estudo foram provenientes
dos estados de MG, BA e PR.

Nossos resultados corroboraram com os de Santos et al. (2003) que tambem
encontraram L. plantarum e L. paracasei em amostras de kefir, porém neste estudo as
amostras foram originadas de diferentes paises europeus.

De acordo com alguns autores, a composi¢do microbiana dos gréos de kefir, pode
variar de acordo com o local de origem do mesmo, o substrato utilizado no processo de
fermentacdo, o cultivo e os métodos de manutencdo (PRADO et al., 2015; ZANIRATI et
al, 2015). Isso pode justificar a ndo obtencdo das mesmas espécies de lactobacilos que as
isoladas em nosso trabalho, mesmo nas mesmas regides do pais.

A atual taxonomia do grupo Lactobacillus casei compreende cinco espécies
intimamente relacionadas: L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. paracasei subsp.
tolerans, L. zeae e L. rhamnosus (FELIS; DELLAGLIO, 2007). Uma analise
comparativa da sequéncia do 16S rRNA e comumente utilizada como método de
identificacdo molecular. Cepas que apresentam uma similaridade superior a 97% no 16S
rRNA sdo consideradas da mesma espécie. Infelizmente, um alto grau de similaridade
(entre 98,7-99,9%) € observado nas sequéncias genéticas do 16S rDNA de cepas
pertencentes ao grupo L. casei. Por isso, € necessaria a utilizacdo de parametros da PCR
especifica do 16S rDNA (WARD; TIMMINS, 1999; HUANG et al., 2011).

Outro grupo de espécies intimamente relacionadas é o grupo L. plantarum, que
consiste nas espécies L. plantarum, L. paraplantarum, e L. pentosus. Segundo Singh et
al. (2009), este grupo apresenta niveis muito elevados de homologia do DNA e a
semelhanca entre L. plantarum e L. pentosus, por exemplo é em torno de 99%, com
apenas uma diferenca de 0,3% na sequéncia do gene 16S rRNA. Porém, mesmo com

essa similaridade, é possivel fazer a identificacdo baseado no 16S rRNA.
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Torriani et al. (2001) também realizou com sucesso a diferenciacdo entre as
espécies desse grupo, entretanto eles utilizaram metodologia baseada em primers
direcionados ao gene rec A.

5.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactobacillus spp. EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE TWEEN 80

Objetivando a influéncia do Tween 80 no crescimento de lactobacilos, amostras
contendo diferentes concentragbes desse composto em caldo MRS foram inoculadas
com diferentes linhagens de Lactobacillus por 72 horas de incubacdo. Os respectivos
perfis de crescimento foram analisados através de uma curva de crescimento construida
a partir de aliquotas coletadas em diferentes intervalos de tempo (0, 6, 9, 12, 24, 48 e 72
horas). Os resultados desta avaliacdo estéo representados nas figuras 23, 24 e 25.

O crescimento de todas as linhagens L. paracasei (LFBM 01, LFBM 05, LFBM
06 e LFBM 10); L. plantarum (LFBM 02, LFBM 04, LFBM 07, LFBM 08 e LFBM 09)
e L. rhamnosus ATCC 9595 foram semelhantes. Ndo foi visualizada diferenca
significativa (p < 0,05) entre o crescimento dos grupos controles e as culturas com o
Tween 80 em diferentes concentragdes.

L. paracasei apresentou uma fase estacionaria prolongada, quando comparada a
de L. plantarum e L. rhamnosus. Essa fase teve inicio com 24 h de incubacdo e
continuou até as 72 h de experimento (Figura 23).

L. plantarum e L. rhamnosus apresentaram uma queda no crescimento logo apés
as 24 h, tempo de crescimento maximo para ambas as espécies (Figuras 24 e 25).

O crescimento maximo das culturas de L. rhamnosus e L. plantarum ocorreu
apos 24 horas de crescimento e foi de 10,36 = 0,05 e 10,38 £ 0,17, respectivamente. Em
contrapartida, as culturas de L. paracasei apresentaram crescimento maximo de 9,98 +

0,28 apos 48 h de incubacéo.
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Figura 23 - Crescimento das linhagens de L. paracasei em meio MRS adicionado de diferentes
concentracgdes de Tween 80 (0,6 % TW, 0,4% TW e 0,2% TW).

A L. paracasei LFBM 01 B L. paracasei LFBM 05

11

-
7:" E
S O
e —+—Controle e —+—Controle
=] =2
= —=—0,6%TW =] —8—0,6%TW
= S g —A—0,4%TW
i} ' -
——0,25%TW ——0,2%TW
5 —— T 5 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 B0 72
Tempo (horas) Tempo (horas)
C L. paracasei LFBM 06 D L. paracasei LFBM 10
11 11
10 10
- -
5 ° S
L =#—Controle [l —+—Controle
= s = g
o —.—0,6%TW = —=—0,6%TW
= =
e ——0,4%TW g7 —i—0,4%TW
- r -
6 - ——0,2%TW 6 - ——0,2%TW
5 —— T 5 T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas) Tempo (horas)

A: L. paracasei LFBM 01, B: L. paracasei LFBM 05, C: L. paracasei LFBM 06; D: L.
paracasei LFBM 10. Controle: meio MRS; AL: MRS + Tween 80.
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Figura 24 - Crescimento das linhagens de L. plantarum em meio MRS adicionado de diferentes
concentracgdes de Tween 80 (0,6 % TW, 0,4% TW e 0,2% TW).
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Figura 25 - Crescimento de diferentes espécies de lactobacilos em meio MRS adicionado de
diferentes concentragdes de Tween 80 (0,6 % TW, 0,4% TW e 0,2% TW).

A L. plantarum LFBM 09 B

11
10

o —
el —+— Controle % a
= (=]
pt —=—0,6%TW =
- = 7
g —— 0,4%TW 3
2 6
6 —0,25%TW

5 T T T T T T
0O 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

A: L. plantarum LFBM 09, B: L. rhamnosus ATCC 9595.
Tween 80.

L. rhamnosus ATCC 9595

i —+—Controle
| —m—0,6%TW
p —— 0, 4%TW
——0,2%TW

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

Controle: meio MRS; AL: MRS +



80

De forma geral, o Tween 80 ndo alterou significativamente (p<0,05) o
crescimento das culturas de lactobacilos, quando as mesmas foram comparadas com 0s
seus respectivos controles. Estes resultados corroboram aos encontrados por Corcoran et
al. (2007) que ao realizar pesquisas com L. rhamnosus GG, encontraram a mesma taxa
de crescimento das culturas, independente da presenga ou ndo do Tween 80 em meio
GEM (meio de cultura alternativo ao MRS).

Os resultados obtidos em nossa pesquisa também estdo de acordo com os de Li
et al. (2011), que estudaram o efeito de 1,5% de Tween 80 sobre o crescimento de L.
acidophilus F0221 em presenca de 0,1 a 0,9% de bile bovina. Esses autores também néo
encontraram influéncia deste surfactante sobre o nimero de células bacterianas viaveis,
quando comparada a amostra controle sem Tween. Porém nas culturas com a presenca
da bile, o Tween teve um efeito protetor sobre a membrana celular, mantendo a
integridade da mesma e a viabilidade celular.

Ricciardi et al. (2015) e Zota et al. (2016) obtiveram resultados semelhantes
utilizando meio quimicamente definido e Tween 80 para cultivar diferentes espécies de
lactobacilos em condi¢bes aerobicas e anaerObicas. Eles concluiram que a
suplementacdo com Tween 80 promoveu 0 crescimento em culturas aerobicas de
lactobacilos, mas ndo afetou o crescimento da cultura anaerébica, mesma condicéo e
resultado obtido em nosso trabalho. Os autores sugerem uma relacdo positiva do Tween
80 na membrana celular e ativacdo do padréo aerdbico.

Segundo Zota et al. (2016) mais investigaces sdo necessarias para descobrir o
mecanismo do Tween 80 sobre a ativacdo do padrdo aerobico das bactérias acido-
laticas, que promove um aumento no crescimento bacteriano.

Partanen et al. (2001), investigaram o efeito do Tween 80 sobre o0 crescimento de
diferentes linhagens de L. delbrueckii. Estes autores usaram varias fontes de acidos
graxos incluindo Tweens 20, 40, 60 e 80 como fatores de crescimento. Eles concluiram
gue a maioria destas linhagens necessitou dos Tweens 20 e 80 para 0 Seu crescimento,
Tweens que possuem em comum a presenca do acido oleico em sua composicao. Esses
Tweens diferem entre si pelo tipo de acido graxo associado ao radical polioxietileno
sorbitano, que € comum aos quatro surfactantes. Monolaurato, monopalmitato,
monoestearato e monooleato sdo 0s acidos graxos correspondentes aos Tweens 20, 40,

60 e 80, respectivamente.
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Endo et al. (2006) substituiram o Tween 80 do meio MRS por &cidos graxos
saturados e insaturados e cultivaram 5 linhagens de Lactobacillus (2 L. gasseri, 2 L.
plantarum e 1 L. reuteri) por 24 h, com o objetivo de estudar o efeito dos acidos graxos
sobre o crescimento de lactobacilos. Entre os &cidos graxos utilizados, acidos
ocatadecanoicos como o acido oleico foram capazes de estimular o crescimento das
referidas linhagens. Entretanto, em nossos resultados ndo evidenciamos diferenca
significativa ao acrescentar diferentes concentracfes de Tween 80 ao meio MRS.

Tween 80 é um surfactante, ndo idnico que contém mais de 90% de éacido oleico
e tem sido extensivamente utilizado para facilitar a dissolu¢do dos compostos insollveis
em agua (TAOKA et al., 2011; ZOU et al., 2013).

O é&cido oleico é incorporado na membrana bacteriana, conferindo maior
permeabilidade celular e atuando como &cidos graxos estruturais. Podendo também
atuar como promotor de crescimento, por ser utilizado como fonte de carbono (TAOKA
etal. , 2011).

Depois de incorporado, o acido oleico pode ser convertido a &cido
diidroesterculinico, acido graxo caracteristico dos lactobacilos (PARTANEN et al.,
2001). Esse acido graxo junto com o acido oleico e acido vacénico sdo os acidos
ocatadecanoicos mais prevalentes em lactobacilos, perfazendo de 14 a 67% do total de
acidos graxos de sua composicdo (KANKAANPAA et al., 2004).

Alguns autores acreditam que o acido diidroesterculinico promove um aumento
na fluidez da membrana celular de bactérias acido laticas, além de protegé-las contra os
efeitos adversos do ambiente, como baixas temperaturas no processo do congelamento e
baixo pH (PARTANEN et al., 2001; ANANTA et al., 2004). Entretanto, outros autores
acreditam que a presenca do acido oleico, pode conferir a essas bactérias uma maior
rigidez da membrana plasmatica e essa caracteristica promoveria um aumento na
toleréncia a bile e adesdo ao epitélio intestinal (CORCORAN et al., 2007).
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5.4 ANALISE DOS ACIDOS ORGANICOS E ETANOL POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os tempos de retencdo para os padrdes acido latico, &cido acético e etanol foram
13,22 min.; 1551 min. e 20,13 min., respectivamente. As concentracbes dos
metabdlitos foram calculadas através da equacdo da reta obtida a partir da curva de
calibragéo de cada padrao.

As dez espécies de lactobacilos cultivadas em MRS contendo 0,6% de Tween 80
produziram quantidades significativas de acido latico, &cido acético e etanol,
confirmando o padréo heterofermentativo dessas linhagens.

N&o houve diferenca significativa entre a producéo dos trés metabdlitos, quando
foram comparados as suas respectivas amostras controles (p < 0,05). Entre esses
metabolitos secundarios, o acido latico foi o principal &cido organico produzido apos 48
horas de incubacao.

A quantidade de &cido latico produzida pelas linhagens em estudo variou entre
18,59 g/L e 23,32 g/L e as linhagens responsaveis por essa producdo foram L.
plantarum LFBM 09 e L. paracasei LFBM 06, respectivamente (Figura 26). Acido
acético e etanol também foram detectados no sobrenadante, mas em menores
quantidades.

Para acido acético, a producéo variou entre 3,93 g/L a 4,74 g/L produzido por L.
paracasei LFBM 10 e L. plantarum LFBM 08, nesta sequéncia (Figura 27). Em relacdo
ao etanol os valores minimo e maximo foram de 1,08 g/L e 1,49 g/L, para L. plantarum
LFBM 04 e L. paracasei LFBM 05. respectivamente (Figura 28).

Os valores de pH dos caldos fermentados apds 48 h de fermentacdo variaram
entre 3,85 e 4,10 (Figura 29). N&o houve diferenca significativa entre esses valores (p <
0,05). L. plantarum LFBM 09 foi a linhagem que apresentou maior valor para o pH.
Este resultado estd de acordo com o obtido para producdo de acido latico, no qual a

mesma linhagem foi a que apresentou menor producéo do referido acido.
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Figura 26 - Producgdo de acido latico por diferentes linhagens de lactobacilos apds 48 h de
cultivo em MRS contendo 0,6% de Tween 80 (TW 0,6%).
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Figura 27 - Producdo de acido acético por diferentes linhagens de lactobacilos apds 48 h de
cultivo em MRS contendo 0,6% de Tween 80 (TW 0,6%).
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Figura 28 - Producdo de etanol por diferentes linhagens de lactobacilos ap6s 48 h de cultivo em

MRS contendo 0,6% de Tween 80 (TW 0,6%).
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Figura 29 - Valores de pH dos caldos fermentados de diferentes linhagens de lactobacilos apds

48 h de cultivo em MRS contendo 0,6% de Tween 80 (TW 0,6%).
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Broadbent et al. (2014) estudaram a influéncia da suplementacdo de Tween 80,
em menores concentracdes que a nossa (0,02 e 0,2 %) e diferentes valores de pH (4,5;
4,0; 3,8) na producdo dos &cidos latico e acético por L. casei ATCC 334. Os autores
também concluiram que ndo houve diferenca significativa (p < 0, 05) nos rendimentos
dos dois acidos por L. casei apds fermentacdo em pH 4,0 e 4,5 nas diferentes
concentragdes de Tween 80. Por outro lado, a adicdo de 0,2 % desse surfactante
aumentou significativamente o rendimento de acido latico pelos lactobacilos em pH 3,8.
Os pesquisadores atribuiram esse aumento a influéncia do Tween 80 na composicdo e
consequente protecdo da membrana celular contra o estresse acido do meio. Porém esse
aumento na producdo ndo foi observado em nossos resultados, mesmo utilizando uma
concentracdo maior de Tween 80.

Nossos resultados corroboram aos de Endo et al. (2006) que investigaram a
producdo de acido latico por L. gasseri LA158 com outros acidos octadecanoicos
substituindo o Tween 80 (&cido oleico, &cido elaidico e &cido cis-vacénico) durante 24 h
a 37°C com a finalidade de estudar o efeito desses acidos na fermentacdo dos
lactobacilos. Os autores verificaram que ndo houve influéncia desses acidos
octadecanoicos na producdo de &acido latico. Embora, eles tenham observado que os
acidos octadecanoicos foram incorporados nos lipidios presentes na membrana
citoplasmatica. A concentragdo de acido latico detectada no meio de cultura variou entre
9,6 e 10,0 g/L, resultado muito inferior ao encontrado em nosso estudo, cujos valores
ficaram entre 18,59 e 23,32 g/L.

Zalan et al. (2010) também estudaram a producéo de acidos organicos por dez
linhagens de lactobacilos em trés diferentes meios de cultura, incluindo o caldo MRS.
Assim como em nosso estudo, eles relataram que acido latico e acido acético (nesta
ordem) foram os principais acidos organicos produzidos no caldo MRS. Entretanto, eles
encontraram uma concentracdo de acido latico superior a que encontramos, os valores
ficaram entre 36,03 e 76,65 g/L. Em contrapartida, os valores de acido acético (1,5 -9
g/L) foram semelhantes aos encontrados no presente estudo.

Segundo Panesar et al. (2010), essas variacdes na producédo de acido latico entre
diversas pesquisas, ocorre devido as diferentes condicdes de cultivo, do tipo de meio de
cultura e da natureza de cada linhagem utilizada. Os referidos autores estudaram a
producdo de &cido latico por L. casei cultivado em meio a base de soro de leite em pd,
com 4% lactose como fonte de carboidrato sob diferentes pardmetros (tempo de

incubacdo, pH, tamanho do indculo, temperatura). Eles concluiram que a producéo
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méaxima de acido latico ocorreu ap6s 36 h de incubacdo e foi de 33,73 g/L, valor baixo
se considerarmos que os autores utilizaram o dobro de carboidrato que utilizamos em
nosso estudo.

Diversos autores relatam o periodo de incubacdo de 48 h como o ideal a ser
utilizado para producdo de é&cido latico por lactobacilos (CHIARNI et al., 1992;
GANDHI et al.,, 2000; KUMAR et al., 2001). Esse periodo corresponde a fase
estacionaria do crescimento, sendo o acido latico um produto final do metabolismo
microbiano, é esperado que nessa fase ocorra uma maior concentracdo desse acido
(KOSTOV et al., 2011).

Lima et al. (2010) elaboraram um meio de cultura para lactobacilos contendo 55
g/L de lactose e obtiveram um rendimento de &cido latico equivalente a 18,68 g/L. Esse
valor foi semelhante ao que encontramos em nosso estudo. Porém, os autores também
utilizaram o dobro da concentracdo de carboidrato que utilizamos. Com o objetivo de
otimizar a producdo de acido latico, os autores modificaram pardmetros como
temperatura, pH e concentracdo de lactose (59,64 g/L) e verificaram que a concentracao
de acido aumentou para 52,37 g/L. Esses resultados confirmam o que Panesar et al.
(2010) afirmou sobre a relagédo entre a influéncia das condicdes de cultivo e a producao
de acido latico.

Nossos resultados foram equivalentes aos de Kostov et al. (2011). Esses
pesquisadores estudaram a influéncia da glicose e lactose separadamente na producao
de acido latico por L. casei NBIMCC 1013. O meio utilizado foi o caldo MRS,
contendo 20 g/L de glicose ou lactose. Eles observaram que a produgdo maxima ocorreu
apos 48 h de incubacao e o melhor carboidrato foi a glicose. Apos as 48 h de incubacdo,
a producdo de acido latico foi equivalente aos nossos resultados (19,81 g/L). Segundo
0s autores o0s outros componentes do meio MRS que influenciaram na producdo de
acido latico foram: extrato de carne e extrato de levedura.

Slavica et al. (2015) também estudaram a producdo de acidos organicos por
lactobacilos (L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004) a partir do caldo MRS. Foi
constatado que os principais acidos produzidos foram os mesmos encontrados em nosso
trabalho: &cido latico e &cido acético. No entanto, os valores encontrados foram bem
inferiores aos nossos: 13,07 g/L e 2,02 g/L, respectivamente. Também foram detectados

etanol, acido formico e CO..
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Costa et al. (2008) estudou a producdo de acido latico, acido acético e etanol por
17 linhagens de lactobacilos isolados de fermentagdes alcodlicas industriais. De todas
essas cepas, apenas nove produziram os trés metabdlitos. Os valores variaram de acordo
com cada cepa e 0 metabdlito produzido: &cido latico (5,32 — 10,8 g/L), &cido acético
(0,1 — 1,68 g/L) e etanol (0,00 — 1,31 g/L). Esses valores menores que os encontrados
em nossa pesquisa podem ser justificados pela menor quantidade de glicose utilizada
(10 g/L). Segundo os autores as variagdes entre as cepas ocorreu em decorréncia dos
diferentes padr6es metabdlicos de cada uma delas.

55 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO CALDO
FERMENTADO DE LACTOBACILOS SOBRE ESPECIES MULTIRRESISTENTES

Os resultados da atividade antimicrobiana do caldo fermentado de lactobacilos
apos 48 h de cultivo em MRS contendo 0,6% de Tween 80 frente espécies
multirresistentes de S. aureus e K. pneumoniae estdo apresentados nas figuras 30 e 31.

Para as cepas de S. aureus, a maior (97,5% £ 1,3) e a menor (65,7 % * 5,0)
atividade inibitdria foram promovidas por L. paracasei LFBM 05 e L. plantarum LFBM
09, respectivamente, quando comparadas com as outras linhagens de lactobacilos (p <
0,05) (Figura 30). L. plantarum LFBM 09 também apresentou a menor producdo de
acido latico e o maior valor de pH. Esses resultados demonstram uma forte influéncia

do &cido latico na atividade antimicrobiana sobre S. aureus.
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Figura 30 - Atividade antimicrobiana do caldo fermentado de lactobacilos ap6s 48 h de cultivo
em MRS contendo 0,6% de Tween 80 frente diferentes linhagens de MRSA e MSSA.
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O valor percentual da inibicdo do crescimento seguido por diferentes letras diferem
significativamente (p<0,05).

Em relacdo as linhagens de K. pneumoniae, L. rhamnosus ATCC 9595
apresentou a melhor atividade inibitéria (96,3 % + 2,7) e L. paracasei LFBM 10, L.
paracasei LFBM 01 e L. plantarum LFBM 09 apresentaram as menores atividades:
84,1 +3,1; 85,2 + 3,0; e 86,8 £ 3,6, respectivamente, quando comparadas com as outras
linhagens de lactobacilos (p < 0,05) (Figura 31).

Quando comparamos as atividades dos caldos fermentados frente as duas
espécies de patdgenos testados, verificamos que ndo houve diferenca significativa entre
as atividades inibitdrias (p < 0,05).
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Figura 31 - Atividade antimicrobiana do caldo fermentado de lactobacilos ap6s 48 h de cultivo
em MRS contendo 0,6% de Tween 80 frente diferentes linhagens de K. pneumoniae produtoras
de carbapenemase.
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O valor percentual da inibicdo do crescimento seguido por diferentes letras diferem
significativamente (p<0,05).

Bian et al. (2016) estudaram a atividade inibit6ria do caldo fermentado de L.
helveticus e também encontraram forte atividade antimicrobiana frente bactérias Gram
positivas (S. aureus, Listeria monocytogenes) e Gram negativas (Salmonella enterica
sorovar Typhi, Escherichia coli O157:H7). Os autores reportaram que a atividade
antimicrobiana primaria foi devido a producéo de &cidos organicos, especialmente latico
e acético.

Nossos resultados também estdo de acordo com os de Tejero-Sarifiena et al.
(2012) que relataram a producao de acidos (latico e acético) por Lactobacillus spp. e a
consequente reducdo de pH, como um dos principais mecanismos inibitorios contra
bactérias patogénicas.

Amin et al. (2017) comprovaram uma significante atividade antimicrobiana de
59 linhagens de lactobacilos isolados da vagina frente a Clostridium perfringes,
utilizando E-test modificado como metodologia. Dec et al. (2016) tambem

comprovaram a atividade inibitoria de diferentes espécies de lactobacilos frente C.
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perfringes, além de Salmonella enterica e E. coli. Os autores deste estudo relataram que
a reducdo do pH promovida pela producdo de &cido latico pode ser o principal
mecanismo envolvido na inibi¢do do crescimento dos patégenos.

Leite et al. (2015) estudaram a atividade antimicrobiana de L. paracasei frente a
S. aureus ATCC 25.923 através do teste de spot e ndo encontrou inibicdo do
crescimento para este micro-organismo. Porém em nossos estudos, L. paracasei LFBM
05 demonstrou a melhor atividade inibitéria para S. aureus, quando comparado aos
demais lactobacilos, inclusive para S. aureus ATCC 25.923. Contudo os autores
obtiveram uma boa atividade inibitoria das linhagens de L. paracasei frente E. coli, S.
enteria e L. monocytogenes.

Pesquisas realizadas anteriormente confirmam a atividade inibitoria de diversas
espécies de lactobacilos (L. plantarum, L. casei, L. acidophilus e L. fermentum) frente
cepas de MRSA (AROKIYAMARY; SIVAKUMAR, 2011; MAXTON et al., 2013;
AL-MADBOLY; ABDULLAH, 2015).

Diferentes estudos também relatam a forte atividade inibitéria de L. plantarum
contra diversas espécies de patdgenos alimentares (Enterococcus faecalis, S. aureus,
Shigella flexneri, Salmonella enterica sorovar Typhi, E. coli), além de Pseudomonas
aeruginosa (ABUMOURAD et al., 2013; AL-MADBOLY; ABDULLAH, 2015).

A atividade antimicrobiana do caldo fermentado de lactobacilos também foi
evidenciada por estudos realizados com P. aeruginosa multirresistentes, atraves do teste
de spot (JAMALIFAR et al., 2011).

Os &cidos latico e acético na forma ndo dissociada ao entrarem na célula do
patogeno se dissociam liberando prétons no seu interior. O aumento intracelular desses
protons induz a acidificacdo citoplasmatica, prejudicando a atividade de enzimas
sensiveis a acidez, o que gera danos para proteinas, DNA e consequente inibicdo de
processos fornecedores de energia e a sintese de macromoléculas. (GOBETTI et al,
2005; LEBEER et al, 2008). Esse pode ter sido o mecanismo que gerou a atividade

antimicrobiana dos lactobacilos em nosso estudo.
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56 CRESCIMENTO DE LACTOBACILOS EM MRS COM DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE ACIDO LINOLEICO

Objetivando observar a influéncia da concentracdo do &cido linoleico sobre o
crescimento de lactobacilos, amostras contendo diferentes concentragdes desse acido
graxo em caldo MRS foram inoculadas com diferentes linhagens de Lactobacillus por
72 horas de incubacéo. Os respectivos perfis de crescimento foram analisados através de
uma curva de crescimento construida a partir de aliquotas coletadas em diferentes
intervalos de tempo (0, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 horas). Os resultados desta avaliagdo estdo
representados nas figuras 32, 33 e 34.

A apresentacdo grafica do crescimento dos lactobacilos apresentaram curvas
com exibicdo das fases de adaptacdo (fase lag),crescimento (fase log) e estacionaria. A
duracdo de cada uma destas fases variou de acordo com a espécie e a presenca do acido
linoleico nas diferentes concentraces. O tempo de adaptacdo dos lactobacilos ao meio
contendo acido linoleico variou entre 6 e 12 horas. As linhagens que tiveram uma fase
lag prolongada e que apresentaram maior sensibilidade ao acido linoleico, independente
da concentracdo do mesmo, foram todas L. paracasei (LFBM 01, LFBM 05, LFBM 06,
LFBM 10), nas demais linhagens esta fase foi de apenas 6 horas.

L. paracasei LFBM 06 foi a linhagem mais sensivel a presenca do &cido
linoleico, como ilustra a figura 1C. Sua fase de adaptacdo durou 12 horas e exibiu uma
queda no crescimento de 3 log;o UFC/mL, quando comparado a populagdo inicial de
6,24 UFC/mL. O crescimento maximo das culturas de L. paracasei em contato com o
acido linoleico ocorreu apds 48 horas e a média deste crescimento foi 9,25 + 0,21.

Diferente do que foi observado com as espécies de L. paracasei, ndo foi
visualizada diferenca significativa (p<0,05) nas primeiras 24 horas no crescimento de
todas as espécies de L. plantarum LFBM 02, LFBM 04, LFBM 07, LFBM 08 e LFBM
09 nas diferentes concentracdes de &cido linoleico.

A taxa de crescimento maximo foi em média de 10,20 + 0,12 para os cultivos em MRS

com &cido linoleico.
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Figura 32 - Crescimento de linhagens de L. paracasei em meio MRS adicionado de diferentes
concentracgdes de acido linoleico (0,5 % AL, 0,25% AL e 0,125% AL).

A L. paracasei LFBM 01

11

10 A

—+—~Controle

0,5% AL

Log 10 UFC/mL
oo

; —+—0,25% AL

—+—0,125% AL

5 T T T T T T
0 1z 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

C L. paracasei LFBM 06
11

-
E
E e Cirit ol
=2
e 0,5% AL
b4 —s—0,25% AL
-

—+—0,125% AL

0 1z 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

B

Log 10 UFC/mL

Log 10 UFC/mL

11

10 A

L. paracasei LFBM 05

—+—Controle
0,5% AL
——0,25% AL

—+—0,125% AL

Tempo (horas)

L. paracasei LFBM 10

—+—Controle
—u—0,5% AL
—4—0,25% AL

——0,125% AL

T
12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

A: L. paracasei LFBM 01, B: L. paracasei LFBM 05, C: L. paracasei LFBM 06; D: L.
paracasei LFBM 10.Controle: meio MRS; AL: MRS + Acido Linoleico.



93

Figura 33 - Crescimento de linhagens de L. plantarum em meio MRS adicionado de diferentes
concentracgdes de acido linoleico (0,5 % AL, 0,25% AL e 0,125% AL).
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Figura 34 - Crescimento de diferentes espécies de lactobacilos em meio MRS adicionado de
diferentes concentracdes de acido linoleico (0,5 % AL, 0,25% AL e 0,125% AL).
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L. rhamnosus ATCC 9595 ndo demonstrou diferencas significativas (p<0,05)
entre as amostras contendo diferentes concentragdes de &cido linoleico. Seu crescimento
maximo ocorreu apos 24 horas de incubacgéo e foi da ordem de 9,96 + 0,01 UFC/mL.

Acido linoleico apresentou uma atividade inibitoria sobre o crescimento das
espécies de L. paracasei e essa atividade tem sido relatada por varios autores que
estudaram bactérias acido-laticas (BOYAVAL et al, 1995; JIANG et al., 1998;
COAKLEY et al., 2003). Em concordancia com esses autores, foi demonstrado que o
referido acido graxo inibiu o crescimento das diferentes linhagens de L. paracasei,
quando comparados aos controles que ndo o0 possuiam.

Os resultados deste trabalho também estdo de acordo com os encontrados por
Kankaanp&é et al. (2001) que relataram inibicdo de L. casei Shirota e L. bulgaricus,
entretanto também ndo evidenciaram esta inibicdo em cepas de L. rhamnosus GG. Os
autores utilizaram concentrages bem inferiores as nossas (de 5 a 40 pg), demonstrando
que a inibicdo ndo ocorre apenas em altas concentragdes.

Segundo Nieman (1954), essa inibi¢do acontece porque os acidos graxos alteram
na membrana celular das bactérias acido-laticas, promovendo o bloqueio da entrada de
nutrientes essenciais ou liberacdo de componentes vitais para a célula bacteriana.
Entretanto, Kankaanpéé et al. (2001) revelaram que esses acidos graxos poli-insaturados
(PUFA) ndo foram letais na concentracdo de 40 pg, porém comprometeram o
funcionamento do ciclo celular normal das células bacterianas.

O preciso mecanismo dessa atividade antibacteriana dos acidos graxos
insaturados ainda ndo esta totalmente elucidado. Estudos realizados por Zheng et al.
(2005), demonstraram que o éacido linoleico inibe a enzima Fabl enoil-(proteina
transportadora de acila) redutase, responsavel por catalisar a etapa de elongacdo da
sintese de 4&cidos graxos na membrana citoplasmética. Esses resultados foram
observados em bactérias Gram negativas e positivas como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, respectivamente.

Jenkins & Courtney (2003) avaliaram a atividade antibacteriana de diferentes
concentragdes de &cido linoleico (250-1000 ug/mL) suplementadas em meio MRS sobre
cinco cepas de lactobacilos (duas linhagens de L. reuteri, L. zeae, L. acidophilus e L.
helveticus) ap6s 10 horas de incubacdo. Eles observaram que a inibi¢do dos lactobacilos
foi dose-dependente, e que variou de acordo com a espécie. Os autores obtiveram
diferencas significativas entre as duas linhagens de L. reuteri. Esta afirmacdo vai de

encontro aos resultados obtidos neste estudo, pois as linhagens da mesma espécie
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apresentaram resultados muito semelhantes e a inibicdo do crescimento pelos
lactobacilos ndo foi dose-dependente. Entretanto, também foi encontrada variacdo dos
resultados em espécies diferentes.

Van Nieuwenhoveret al. (2007) utilizaram diferentes concentragdes de &cido
linoleico (50-100 pg/mL) incorporados no meio MRS e estudaram a influéncia deste
sobre diferentes espécies de bactérias acido laticas (Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus spp.) durante 48 horas de incubacdo. Eles
observaram que todos 0s micro-organismos foram capazes de crescer na concentragdo
maxima de &cido linoleico utilizada. Este resultado mais uma vez corrobora com o0s
resultados da nossa pesquisa.

Estudos de cinética microbiana realizados também com diferentes concentracdes
do referido acido graxo (0,1-1 mg/mL) com L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L.
paracasei, L rhamnosus e Bifidobacterium longum durante 48 horas, mostrou que todas
foram capazes de crescer na presenca do acido linoléico, ndo havendo diferenca
significativa (p<0,05) entre L. casei, L. paracasei e L. acidophilus. B. longum foi a cepa
mais sensivel em relacdo a todas testadas. Ao contrario do que observamos em nossa
cinética, este estudo ndo apresentou uma fase de adaptacdo observada no estudo das
linhagens de L. paracasei (XU et al., 2008).

O efeito antibacteriano do acido linoleico presente no 6leo de girassol (1-1,2
mg/mL) foi observado em cinco das seis linhagens de L. plantarum em estudo realizado
por Li et al. (2011). Estes resultados sdo divergentes aos observados nos nossos
experimentos, onde as cepas de L. plantarum foram as mais tolerantes ao acido linoleico
em relacdo a todas as cepas estudadas. Em contrapartida, nossos resultados corroboram
aos de Khosravi et al. (2015) que trabalharam com nove espécies diferentes de
lactobacilos e relataram que apenas L. plantarum foi tolerante a concentracdo de acido
linoleico (0,3%) utilizada no meio MRS. Os autores atribuiram essa alta tolerancia ao
mecanismo de detoxificacdo realizado por essa espécie.

A detoxificacdo € realizada através da biohidrogenacéo, que é transformacdo dos
acidos graxos insaturados em saturados com a finalidade de inibir a atividade
antimicrobiana das moléculas de &cidos graxos (MAIA et al., 2010).

Uma das explicacBes para justificar a maior toxicidade dos &cidos graxos
insaturados em lactobacilos em relacdo aos saturados, € que a presenca de duplas
ligacbes presentes nos primeiros, pode mudar a conformacdo da molécula e, a desta

forma, de promover o rompimento dos lipidios da bicamada da membrana plasmatica
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(KEWELOH; HEIPIEPER, 1996). Entretanto, ainda ndo esta claro se a toxicidade é
necessariamente um efeito membranar (MAIA et al., 2010).

5.7 PRODUCAO DE CLA

Visto que ndo houve diferenca significativa entre o crescimento dos lactobacilos
nas diferentes concentracfes de &cido linoleico, foram selecionadas as amostras
contendo 0,5% de &cido linoleico para verificacdo da producéo de CLA.

Os cromatogramas dos padrées &cido linoleico, cis-9, trans-11-CLA e trans-10,
cis-12-CLA demonstraram que os tempos de retencdo encontrados foram 20,58 min.;
21,72 min. e 21,88 min., respectivamente (Figuras 35, 36 e 37).

Figura 35 - Cromatograma do padrdo Acido Linoleico (AL)
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Figura 36 - Cromatograma do padrdo cis-9, trans-11-CLA
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Figura 37 - Cromatograma do padréo trans-10, cis-12-CLA
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A capacidade de todas as linhagens de lactobacilos, incluindo L. paracasei
(LFBM 01, LFBM 05, LFBM 06, LFBM 10) e L. plantarum (LFBM 02, LFBM 04,
LFBM 07, LFBM 08 e LFBM 09) em produzir CLA foi analisada. Entretanto, das dez

cepas estudadas, apenas duas produziram picos visiveis, porém ndo quantificaveis de
CLA: L. plantarum LFBM 07 e L. plantarum LFBM 09 (Figura 38 e 39).

Figura 38 - Cromatograma de CLA para L. plantarum LFBM 07 em MRS com 0,5% de acido

linoleico.
[m\/] i
1407 3 — CALIB\FID_414 - FID
1207
100
g 80
s trans-10, cis-12
601 \1,
£
=
401 - R
| = &
o~ | o~ ~
201 - S < = § E P U\T'” ]
%ﬁ 2 3 = = g ww S 3
- T’T‘Tl‘ \ﬁ TT — ‘ jl—r*fl'"ﬁ" """"""""" ‘ """""""""
0 5 10 15 20 25



98

Figura 39 - Cromatograma de CLA para L. plantarum LFBM 09 em MRS com 0,5% de &cido

linoleico.
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Quando analisamos as amostras de L. plantarum LFBM 07 e L. plantarum
LFBM 09 nas concentragdes de 0,05%, verificamos que ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) entre as duas linhagens.

Em relacdo a L. plantarum LFBM 07, ndo houve diferenca significativa para a
producdo total de CLA, porém o maior valor foi obtido apos 24h de incubacdo foi de
(73,62 pg/mL) e o isdbmero com maior producéo foi trans-10, cis-12-CLA (56,90 pg/mL)
(Tabela 2).

L. plantarum LFBM 09 foi a linhagem que mais produziu CLA (83,62 pg/mL).
Essa producdo foi maxima apos 48h, ndo ocorrendo diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s dois isdmeros: cis-9, trans-11-CLA (41,05 pg/mL) e trans-10, cis-12-CLA
(42,57 pg/mL).

Tabela 2 - Produgo total e individual dos isémeros CLA por L. plantarum LFBM 07 e LFBM

09 em diferentes tempos de incubacdo em caldo MRS contendo 0,05% de &cido linoleico

CLA
Tempo de ] )
Amostras ) cis-9-tans-11  trans-10-cis12 Total
incubacéo (h)
(Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)
L. plantarum LFBMO7 24 16,72 56,90 73,62
L. plantarum LFBMO7 48 33,23 37,79 71,02
L. plantarum LFBMO09 24 29,53 41,70 71,23

L. plantarum LFBMO09 48 41,05 42,57 83,62
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Devido a essas linhagens terem apresentado picos dos isdbmeros CLA na
concentracdo de 0,5%, elas foram escolhidas para serem inoculadas em meio MRS com
uma menor concentracdo de &cido linoleico (0,05%), visto que a alta concentracdo desse
acido graxo pode ter um efeito inibitorio sobre a producdo de CLA.

Embora o &cido linoleico atue como substrato na biossintese de CLA, ele
também inibe o crescimento bacteriano e consequentemente a producdo deste
metabdlito. A tolerdncia dos micro-organismos ao acido linoleico varia entre as
diferentes concentracOes e linhagens bacterianas (NIEMAN, 1954; JIANG et al., 1998;
KIM et al., 2000; VAN NIEUWENHOVE et al., 2007). E segundo alguns autores, essa
producdo é maior na fase estaciondria (LIN et al., 1999; ALONSO; CUESTA;
GILLILAND, 2003; LIU et al., 2011).

Liu et al. (2011) selecionaram 43 linhagens de bactérias acido-laticas isoladas de
picles, cultivadas em caldo MRS com uma concentragdo de acido linoleico cinco vezes
menor (0,1 mg/mL)do que a utilizada nesse trabalho (0,5 mg/mL). O valor maximo de
CLA produzido relatado pelos autores foi de 26,1 pg/mL por L. plantarum Ip15. Valor
bem inferior comparado ao nosso, cuja media foi 74,87 £ 5,9 pg/mL.

Esses resultados divergem de alguns autores os quais afirmam que altas
concentragbes de acidos graxos poli-insaturados conduzem a inibicdo da bio-
hidrogenacdo, particularmente em seu processo final (McKAIN; SHINGFIELD;
WALLACE, 2010).

Nossos resultados corroboram com os de Khosravi et al. (2015), que cultivaram
L. plantarum em caldo MRS contendo 0,06% de &cido linoleico, e obtiveram 95,25
pg/mL como valor maximo de CLA produzido, resultado semelhante ao encontrado em
nossa pesquisa.

Yang et al. (2014) avaliaram a capacidade de producdo de CLA em diferentes
espécies de lactobacilos originados de variadas fontes alimentares. Os autores
cultivaram L. plantarum ZS2058 em caldo MRS com 0,05% de AL (mesma
concentracdo utilizada em nosso trabalho). Entretanto, valor de CLA obtido por eles foi
muito superior ao nosso (221,7 pg/mL).

Nossos resultados confirmam L. plantarum como uma espécie promissora para a
producdo de CLA, como relatado por diversos autores em trabalhos anteriores
(KISHINO et al., 2002; ZENG et al., 2009; LIU et al., 2011; YANG et al., 2014;
KHOSRAVI et al., 2015).
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Entretanto, ainda é incerta a razdo pela qual algumas linhagens de lactobacilos,
em particular L. plantarum, apresentarem uma maior producdo de CLA enquanto outras
ndo produzem niveis significativos (YANG et al., 2014). Porém, acredita-se que esse
mecanismo estad relacionado com o processo de detoxificacdo que esses micro-
organismos realizam para se manterem vivos em ambientes com a presenca de acidos
graxos, como o &cido linoleico (MAIA, 2007; 2010).

Contudo, outras bactérias podem transformar &cido linoleico em CLA,
principalmente cis-9, trans-11-CLA e trans-10, cis-12-CLA. Essas incluem:
Propionobacterium freudenreichii, Streptococcus salivarius, Lact ococcuslactis, L.
delbrueckii, L. casei, L. acidophilus, L. reuteri, L. plantarum, Clostridium sporogenes,
Clostridium bifermentans, Clostridium sordelli e Bacteroides spp. (VERHULST et al.,
1985; LIN et al, 1999; OGAWA et al., 2001; RAINIO et al., 2001; ALONSO;
CUESTA,; GILLILAND, 2003; LEE et al., 2003; OGAWA et al., 2005).

Identificar e caracterizar os mecanismos pelos quais essas bactérias catalisam a
conversdao do acido linoleico em CLA tem sido o assunto de muitas pesquisas
(HENNESSY et al., 2016). Essas resultaram na identificacdo da enzima conhecida
como Propionibacterium acnes isomerase (PAI) cuja atividade é caracterizada pela
bioconversdo de é&cido linoleico em trans-10, cis-12-CLA (LIAVONCHANKA;
FEUSSNER, 2008; LIAVONCHANKA et al., 2009), e um complexo enzimatico
caracterizado pela bioconversdo do acido linoleico em cis-9, trans-11-CLA e trans-9,
trans-11-CLA referida como linoleato isomerase (LAI) (IRMAK et al. 2006; KISHINO
et al. 2011a, 2011b).

Posteriormente, em uma analise genémica com L. plantarum AKU1009a,
Kishino et al. (2013) demonstraram que esse complexo é formado por trés enzimas:
CLA-HY, CLA-DH e CLA-DC, todas indispensaveis para a producdo dos isdmeros cis-
9, trans-11 e trans-10, cis-12.

Estudos indicaram que a enzima (LAI) esta associada a membrana celular e tem
uma especificidade para conjugar acidos graxos insaturados C18 que contém uma
ligacdo dupla nas posicdes 9, 12 (KISHINO et al. 2011b; HENNESSY et al., 2016).

Em uma pesquisa sobre a producdo de CLA em diferentes linhagens de B.
fibrisolvens, bactéria Gram positiva muito prevalente em animais ruminantes, Fukuda et
al. (2005) verificaram que as cepas mais tolerantes ao acido linoleico apresentavam uma

maior quantidade de linoleato isomerase.
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O CLA produzido por bactérias acido-laticas é mais puro e seguro do que aquele
sintetizado por processos quimicos. 1sso acontece, porque durante o processo de
producdo, substancias tdxicas podem ser produzidas. Além desse fato, o custo do CLA
sintético € muito elevado (ZHENG; ZHANG; SUN, 2003). Dessa forma, a producdo
biotecnoldgica de CLA pode ser uma solucéo para esse problema e € de grande interesse
comercial (CHEN et al., 2012).
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6 CONCLUSOES

= Foram isoladas 4 diferentes linhagens de L. paracasei (LFBM 01, LFBM 05,
LFBM 06, LFBM 10) e 5 diferentes linhagens de L. plantarum (LFBM 02,
LFBM 04, LFBM 07, LFBM 08, LFBM 09);

= N&o houve influéncia do Tween 80 sobre o crescimento e producdo de
metabdlitos de todas as espécies de lactobacilos estudadas;

= Acido latico foi o metabdlito mais produzido, seguido de acido acético e etanol;

= QOs valores de pH dos caldos fermentados apds 48 h de fermentacdo variaram
entre 3,85 e 4,10;

= Foi evienciada uma grande atividade antimicrobiana dos caldos fermentados dos

lactobacilos frente a S. aureus e K. pneumoniae.
= L. paracasei (LFBM 01, LFBM 05,LFBM 06 e LFBM 10) foram as linhagens
que tiveram a fase lag mais prolongada e que apresentaram maior sensibilidade

ao acido linoleico;

= L. plantarum (LBFM 02, LBFM 04, LBFM 07, LBFMO08 e LBFM 09) foram as

linhagens mais adaptadas a presenca do &cido linoleico;

= L. plantarum LBFM 07 e 09 foram os maiores produtores de CLA;

= Trans-10, cis-12-CLA foi o principal isdmero produzido.
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Figura 1 - CLAE de L. paracasei LFBM 01 em caldo MRS controle
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Figura 2 - CLAE de L. paracasei LFBM 05 em caldo MRS controle
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Figura 3 - CLAE de L. paracasei LFBM 06 em caldo MRS controle
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Figura 6 - CLAE de L. plantarum LFBM 04 em caldo MRS controle
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Figura 8 - CLAE de L. plantarum LFBM 08 em caldo MRS controle
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Figura 10 - CLAE de L. rhamnosus ATCC 9595 em caldo MRS controle
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Figura 11 - CLAE de L. paracase| LFBM 01 em caldo MRS com 0,6% de Tween 80
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Figura 12 - CLAE de L. paracasei LFBM 05 em caldo MRS com 0,6% de Tween 80
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Figura 13 - CLAE de L. paracasei LFBM 06 em caldo MRS com 0,6% de Tween 80
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Figura 16 - CLAE de L. plantarum LFBM 04 em caldo MRS com 0,6% de Tween 80
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