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RESUMO

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades apropriadas, produzem efeitos benéficos a saude do individuo. O
objetivo deste trabalho foi analisar o potencial probiético de trés cepas (Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus rhamnosus e isolado FIL 01) empregadas em alimentos
probidticos. Os métodos utilizados foram a avaliagao in vitro da estabilidade das
cepas frente a acidez gastrica, a bile e as enzimas digestivas, analise in vitro da
capacidade de adesao e colonizagdo das cepas a mucosa intestinal e observacao
da presenca de atividade antimicrobiana. A analise da capacidade de resisténcia das
cepas ao trato gastrointestinal mostrou alta instabilidade frente ao pH 2,0 e a acéo
da pepsina, uma vez que houve perda de 100% da viabilidade celular nas primeiras
duas horas do ensaio. Em relacdo a propriedade de adesido e colonizacdo da
mucosa intestinal, as melhores caracteristicas foram expressas pelo Lactobacillus
rhamnosus, seguida por Lactobacillus paracasei. O isolado FIL 01 foi o que menos
demonstrou a caracteristica de hidrofobicidade. Quanto a capacidade de produgao
de compostos antimicrobianos, observou-se que nenhuma cepa empregada neste
estudo foi capaz de inibir o crescimento dos patdgenos utilizados como indicadores.
Pelo fato da resposta e atuacdo das cepas sofrerem interferéncias de diversos
fatores do hospedeiro e do tipo de alimento veiculo utilizado, sugerem-se pesquisas
futuras que incorporem as cepas em alimentos e realizem ensaios in vivo para

melhor estimar a capacidade probidtica das cepas.

Palavras-chave: Probidtico. Viabilidade. Funcionalidade.



ABSTRACT

The probiotics are live microorganisms which when administered in adequate
amounts, have beneficial effects on health of the individual. The purpose of this study
was to analyze the probiotic potential of three strains (Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus rhamnosus and isolated FIL 01) used in probiotic foods. The methods
used were the in vitro evaluation of stability of front strains to gastric acid, to bile and
digestive enzymes, in vitro analysis of adhesion capacity and colonization of the
strains to the intestinal mucosa and observation of the presence of antimicrobial
activity. The analysis of the resistance capacity of the strains to the gastrointestinal
tract showed high instability against pH 2.0 and pepsin action, since there was a loss
of 100% of cell viability in the first two hours of the assay. Regarding the property of
adhesion and colonization of the intestinal mucosa, the best characteristics were
expressed by Lactobacillus rhamnosus, followed by Lactobacillus paracasei. The FIL
01 isolate was the least likely to demonstrate the hydrophobicity characteristic.
Regarding the production capacity of antimicrobial compounds, it was observed that
no strain used in this study was able to inhibit the growth of the pathogens used as
indicators. Due to the fact that the response and action of the strains are influenced
by different factors of the host and the type of food used, future research is
suggested that incorporate the strains into foods and perform in vivo assays to better

estimate the probiotic capacity of the strains.

Key words: Probiotic. Viability. Functionality.
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1. INTRODUGCAO

A influéncia de habitos alimentares saudaveis na manutencdo da saude e
prevencdo de doengas € um assunto que tém ganhado importante destaque nos
dias atuais. A percepc¢ado dos consumidores sobre os efeitos prejudiciais de uma
alimentagao desequilibrada despertou uma crescente busca por alimentos que, além
de fornecerem os nutrientes basicos, apresentem algum beneficio especifico a
saude (OLIVEIRA et al., 2002; ANNUNZIATA, VECCHIO, 2011).

Neste contexto se enquadram os alimentos funcionais, que sao definidos
como quaisquer alimentos ou ingredientes que, devido aos seus componentes
fisiologicamente ativos, possam proporcionar algum beneficio a saude, além da
fungao nutricional basica (MORAES, COLLA, 2006; SILVEIRA, VIANNA, MOSEGUI,
2009).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
alimentos e ingredientes que possuem alegagdes de propriedade funcional ou de
saude comprovados atualmente sdo os acidos graxos, carotenoides, fibras
alimentares, polidis, proteina de soja e probiodticos (BRASIL, 2016). Dentre esta
variedade de ingredientes e produtos alimenticios, destacam-se os probidticos
(OLIVEIRA et al., 2002).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades apropriadas, produzem efeitos benéficos a saude do individuo
(FAO/WHO, 2002). Entretanto, para acarretar tais resultados, € necessario que a
quantidade minima viavel do microrganismo esteja entre 10® e 10° Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) na recomendacao diaria do produto pronto para o
consumo, conforme indicagcdo do fabricante (BRASIL, 2008; BRASIL, 2002;
VANDENPLAS, HUYS, DAUBE, 2015).

Além da caracteristica anterior, os probiéticos devem possuir algumas
propriedades, tais como: resisténcia as condi¢des de estresse presentes no trato
gastrointestinal humano, como a acidez gastrica, o acido biliar e a agdo das enzimas
digestivas; fazer parte da microbiota residente do aparelho digestivo humano, sendo,
portanto, considerado nao patogénico e seguro para o consumo humano; nao

possuir genes que levem a resisténcia a antibioticos; ser capaz de aderir e colonizar
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a mucosa intestinal, ao menos temporariamente; ser metabolicamente ativo no
intestino e apresentar atividade antimicrobiana (SAAD, 2006; NOGUEIRA,
GONCALVES, 2011; RANADHEERA et al., 2012; RAMIREZ et al., 2011).

Os beneficios a saude propostos pelos probidticos sdo baseados no
conhecimento de que a microbiota intestinal pode proteger os individuos contra
infeccdes e que o disturbio dessas populagdes de microrganismos pode aumentar a
suscetibilidade as infecgdes (SAAD, CRUZ, FARIA, 2011; OUWEHAND, SALMINEN,
ISOLAURI, 2002). Dentre os beneficios incluem-se a modulagdo da microbiota
intestinal (GUARNER, MALAGELADA, 2003; VANDENPLAS, HUYS, DAUBE, 2015);
prevencao de quadros de diarreia e/ou constipagdo (TABBERS et al., 2011; SAAD,
CRUZ, FARIA, 2011; OUWEHAND, SALMINEN, ISOLAURI, 2002); tratamento dos
sintomas relacionados com a intolerdncia a lactose (PINTO et al, 2015;
OUWEHAND, SALMINEN, ISOLAURI, 2002); aumento da resposta do sistema
imunolégico (MEYER et al., 2006; COPPOLA, GIL-TURNES, 2004; PASCHOAL et
al., 2007) e outros possiveis efeitos (melhora das reagdes alérgicas, reducdo dos
lipideos séricos, prevencgédo contra o cancer de célon, entre outros) (FAO/WHO,
2001; MORAIS, JACOB, 2006; SHEHATA et al., 2016; LI, 2012; DENIPOTE,
TRINDADE, BURINI, 2010; LEBLANC, PERDIGON, 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

O efeito positivo do consumo regular de alimentos probiéticos € um assunto
que ja esta estabelecido na literatura. Os beneficios a saude sédo baseados no
entendimento de que a microbiota intestinal pode proteger os individuos contra
infeccbes e que o desequilibrio entre as populagdes de microrganismos presentes

na mucosa intestinal pode aumentar a suscetibilidade a doengas.

Por este motivo, é necessario que o0s microrganismos probidticos
permanecam viaveis no trato gastrointestinal humano apods sua ingestdo, sejam
capazes de se multiplicar e colonizar a mucosa intestinal, bem como produzir

compostos antimicrobianos para impedir a colonizagédo de bactérias patogénicas.

Para um alimento ser considerado probiético, 0 mesmo deve atender a alguns
requisitos minimos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), dentre os quais estdo o teste de tolerancia ao trato gastrointestinal, a
avaliacdo da capacidade de colonizagdo da mucosa intestinal e a analise da

produgao de compostos antimicrobianos.

Considerando os aspectos mencionados acima, a avaliagdo prévia do
potencial probiético de uma cepa, utilizando os testes mencionados anteriormente,
torna-se uma ferramenta indispensavel no processo de reconhecimento e

comprovacao de propriedades funcionais e ou de saude alegadas em alimentos.
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3 OBJETIVOS

Geral:
Analisar e comparar o potencial probidtico de trés cepas empregadas em

alimentos probidticos.

Especificos:

e Cultivar e isolar a cepa obtida do leite fermentado filmjolk;

e Caracterizar a cepa isolada do leite fermentado filmjolk;

e Reativar culturas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei;

e Avaliar in vitro a estabilidade das cepas frente a acidez gastrica, a bile e as
enzimas digestivas;

e Analisar in vitro a capacidade de adesao e colonizacdo das cepas a mucosa
intestinal.

e Verificar presenga de atividade antimicrobiana.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Alimentos Funcionais

4.1.1 Contextualizacao e Definigao

A influéncia de habitos alimentares saudaveis na manutengdo da saude e
prevencdo de doengas € um assunto que tém ganhado importante destaque nos
dias atuais. A percepg¢ao dos consumidores sobre os efeitos prejudiciais de uma
alimentagao desequilibrada despertou uma crescente busca por alimentos que, além
de fornecerem os nutrientes basicos, apresentem alguma caracteristica de alegagéo
funcional (OLIVEIRA et al., 2002; ANNUNZIATA, VECCHIO, 2011).

O termo “alimentos funcionais” foi proposto primeiramente no Japao em 1984,
em decorréncia de uma pesquisa de grande escala sistematica financiada pelo
governo, que tinha como objetivo a redugédo das despesas com a saude publica. Tal
termo foi descrito em 1991 como “Alimentos para uso especifico de saude” (Foods
for Specified Health Use - FOSHU) (ARAI, 1996; STRINGHETA et al., 2007;
MARTIROSYAN, SINGH, 2015).

Os alimentos funcionais foram definidos inicialmente pelo Ministério da Saude
e Bem Estar japonés como sendo qualquer alimento que pudesse exercer
determinado beneficio a saude, devido a relevancia de seus constituintes, ou
aqueles alimentos que tiveram seus alérgenos removidos, e ainda qualquer alimento
que passou por alguma modificacdo cientificamente avaliada, seja a adigdo de
novas substdncias ou a remocdo de seus constituintes, para apresentar os
beneficios esperados a saude (GIBSON, WILLIANS, 2000).

De acordo com Martirosyan and Singh (2015), em 2014, o Centro de
Alimentos Funcionais (FFC), localizado em Dallas (EUA) propés uma nova definigao
para o termo alimento funcional, na qual eles sdo mencionados como alimentos
naturais ou processados que contém compostos biologicamente ativos conhecidos
ou nao, que nao apresentam efeitos toxicos e que exercem benéficos a saude
clinicamente comprovados e documentados para a prevencao ou tratamento de

doencas crénicas.
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4.1.2 Legislacao para alimentos funcionais

A legislacdo brasileira ndo estabelece uma definigdo para os alimentos
funcionais, mas sim para a alegacdo de propriedade funcional ou de saude
(STRINGHETA et al., 2007). De acordo com o Regulamento Técnico da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece as diretrizes basicas para
analise e comprovacao de propriedades funcionais e/ou de saude dos alimentos, a
alegacédo de propriedade funcional refere-se ao papel metabdlico ou fisiolégico que o
nutriente ou nao nutriente exerce no crescimento, desenvolvimento, manutencao e
outras fungdes normais do organismo humano. Ja a alegagao de propriedade de
saude € aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacdo entre o
alimento ou ingrediente com determinada doenga ou condi¢do relacionada a saude
(BRASIL, 1999; MORAES, COLLA, 2006). Excluem-se destas definicbes as
alegacbdes que fagcam referéncia a cura ou prevencao de doengas (SILVEIRA,
VIANNA, MOSEGUI, 2009).

O alimento ou ingrediente que referir propriedades de alegag¢ao funcional ou
de saude deve, além de suas atribui¢des nutricionais normais, quando se tratar de
nutriente, produzir efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos positivos a
saude, devendo ser seguro para consumo sem acompanhamento médico e, além
disso, ser enquadrado e devidamente registrado junto ao o6rgdo competente
(BRASIL, 1999; STRINGHETA et al., 2007).

Constantemente a ANVISA avalia os pedidos para comprovagao de
propriedades de alegacdo funcional ou de saude dos alimentos. Ela utiliza como
base o0s requisitos minimos e as evidéncias necessarias para comprovacio da
seguranga e eficacia tanto dos novos alimentos que buscam um registro, quanto

daqueles que estao passando por renovacgao do protocolo (BRASIL, 2016).

Nesse contexto, em margco de 2016, a ANVISA publicou uma atualizacédo da
lista dos alimentos e ingredientes que possuem alegag¢des de propriedade funcional
ou de saude. Nesta lista estdo inclusos os acidos graxos, carotenodides, fibras
alimentares, polidis, proteina de soja e probidticos. Dentre as alteragdes que foram
feitas a partir dessa atualizagdo, destacam-se a atualizacdo dos critérios basicos
para a comprovagao de seguranca e eficacia de probidticos e a remogao da lista de
microrganismos (BRASIL, 2016).
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4.2 Probiodticos

4.2 .1 Histérico e Definicao

A palavra probidtico, do grego “pro” e do latim “bios”, que significa “pro-vida”,
foi introduzida inicialmente por Lilly e Stillwell em 1965 para descrever as
substancias secretadas por espécies de protozoarios que estimularam o crescimento
de outros organismos, sendo relatadas, portanto, como componentes opostos aos
antibioticos (IANNITTI, PALMIERI, 2010; FULLER, 1989; LILLY, STILLWELL, 1965).

Os probidticos foram definidos primeiramente por Fuller (1989) como
suplemento alimentar a base de microrganismos vivos que ocasiona beneficios ao

hospedeiro, melhorando o equilibrio da microbiota intestinal.

Outro conceito, proposto por Havernaar e Huis In't Veld (1992), descreve os
probioticos como culturas unicas ou mistas de microrganismos viaveis que,
administrados em animais ou humanos, produzem efeitos benéficos ao hospedeiro

por melhoria das propriedades da microbiota nativa.

A definicdo de probidticos atualmente aceita internacionalmente é a que foi
apresentada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em parceria com a
Organizacao das Nacodes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO), na qual eles
sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades apropriadas, produzem efeitos benéficos a saude do individuo
(FAO/WHO, 2002).

4.2 .2 Beneficios a saude

Os beneficios propostos pelos probiéticos sao baseados no conhecimento de
que a microbiota intestinal pode proteger os individuos contra infecgées e que o
disturbio dessas populagbes de microrganismos pode aumentar a suscetibilidade a
doengas (SAAD, CRUZ, FARIA, 2011; OUWEHAND, SALMINEN, ISOLAURI, 2002).
A seqguir estao descritas as principais aplicagcbes dos mesmos na saude humana.
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4.2.2.1 Modulagao da microbiota intestinal

Os probidticos auxiliam a recompor a microbiota intestinal através do
mecanismo de exclusdo competitiva, onde ocorre a adesdo e colonizacdo das
mesmas a mucosa intestinal, impedindo a adesao e subsequente producado de
toxinas ou invasdo das células epiteliais por bactérias patogénicas (GUARNER,
MALAGELADA, 2003). Além disso, os probidticos competem com as bactérias
patdgenas pelos nutrientes fornecidos pela alimentagdo do hospedeiro e que estédo
disponiveis na mucosa. Os probiéticos também podem impedir a multiplicacédo de
seus competidores, através de compostos antimicrobianos (VANDENPLAS, HUYS,
DAUBE, 2015).

4.2.2.2 Prevengao de diarreia

Pelo fato de regularem a microbiota intestinal, através dos mecanismos
citados anteriormente, os probidticos previnem e/ou auxiliam no tratamento de
diarreia associada a infecgbes ou ao tratamento com antibioticos. Alguns autores
consideram que esse efeito seja dose-dependente ou cepa-dependente (SAAD,
CRUZ, FARIA, 2011; OUWEHAND, SALMINEN, ISOLAURI, 2002).

4.2.2.3 Prevencgao de constipagao intestinal

A justificativa para tal beneficio se da principalmente pela capacidade dos
probiéticos diminuirem o tempo de transito intestinal, promovendo aumento no peso
e volume das fezes, aumento da concentragdo de acidos graxos de cadeia curta no
[lumen intestinal, reducdo do pH, producdo de gases, estimulo a produgdo de
colecistocinina, reducao do limiar de resposta a estimulo quimico da musculatura
lisa do ceco e metabolizagado bacteriana dos acidos biliares liberados (TABBERS et
al., 2011).

4.2.2.4 Tratamento do quadro de intolerancia a lactose

A utilizagao de probidticos como coadjuvante no tratamento da intolerancia a

lactose se baseia na melhoria do quadro clinico apresentado pelos pacientes. Os



20

microrganismos reduzem os efeitos indesejaveis causados pela intolerancia a
lactose através da melhora da digestdo da lactose na luz intestinal, uma vez que os
mesmos possuem a enzima B-D-galactosidase, a qual é ausente ou produzida em
pequena quantidade pelos individuos intolerantes (PINTO et al., 2015; OUWEHAND,
SALMINEN, ISOLAURI, 2002).

4.2.2.5 Modulagao da imunidade

A melhora da resposta imunolégica apds a ingestdo regular de
microrganismos probidticos esta relacionada com a capacidade dos mesmos em
ativarem os macrofagos, através do aumento nos niveis de citocinas, da atividade
das células destruidoras naturais (NK - “natural killer’) e/ou dos niveis de
imunoglobulinas (MEYER et al, 2006; COPPOLA; GIL-TURNES, 2004).
Adicionalmente, eles estimulam o desenvolvimento e maturagdo do sistema imune
entérico e sistémico (GALT e MALT) e promovem a alteragdo da relagao entre
citocinas pro e anti-inflamatéria, reduzindo a produgao de citocinas pré-inflamatoérias
(TNF-a, Interferon, IL-8) e aumentando a producéo de citocinas anti-inflamatdrias
(IL-10 e TGF-R) (PASCHOAL et al., 2007).

4.2.2.6 Melhora das reagdes alérgicas

Outro importante beneficio atribuido ao consumo de alimentos probidticos € a
reducao de reacgdes alérgicas a proteinas alimentares. Os mecanismos envolvem a
inducédo da quebra de proteinas com potencial alergénico no trato gastrintestinal, o
que possivelmente acarreta uma diminuicdo da sua alergenicidade (MORAIS,
JACOB, 2006).

4.2.2.7 Prevengao contra cancer de célon

O consumo de alimentos probidticos pode ocasionar em efeito protetor contra
atividades carcinogénicas no colon. Os mecanismos envolvem a inibicdo das
bactérias responsaveis por converter substancias pré-carcinogénicas (como o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e nitrosaminas) em carcinogénicas; a

inibicdo direta da formagao de células tumorais e capacidade de inativacdo da
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carcinogénese (DENIPOTE, TRINDADE, BURINI, 2010). Outro mecanismo proposto
€ a possivel capacidade dos probidticos em suprimir as enzimas B-glicuronidase e
nitroredutase, produzidas por bactérias patogénicas. A redugao dessas enzimas leva
a hidrélise de compostos carcinogénicos e, consequentemente, diminuicdo das
substancias nocivas (LEBLANC, PERDIGON, 2005).

4.2.2.8 Reducéo do colesterol sérico

A atividade anticolesterolémica proposta pelos probidticos apoia-se na
atuacao da enzima BSH, que ao catalisar a desconjugacao dos sais biliares, desvia-
0 da circulacdo entero-hepatica e estimula sua eliminacdo pelas fezes. Devido a
excregao fecal, a reabsor¢ao dos sais biliares fica comprometida e para compensar
a perda, o corpo utiliza o colesterol endégeno para sintetizar novas moléculas de
sais biliares, com isso a concentragédo sérica de colesterol é reduzida (SHEHATA et
al., 2016; LI, 2012).

4.2.3 Bactérias acido laticas (BAL)

O emprego de bactérias laticas na fermentagdo de alimentos é uma atividade
praticada desde os tempos remotos (SHAH, 2007). Por serem habitantes normais do
trato gastrointestinal de seres humanos saudaveis e apresentarem um baixo
potencial patogénico, a incorporagdo das mesmas aos alimentos é considerada uma

pratica segura para o consumo humano (FAO/WHO, 2002).

As bactérias acido laticas compreendem um grupo representativo de
microrganismos que apresentam caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e
metabdlicas semelhantes (RAMIREZ et al., 2011). Geralmente apresentam-se como
cocos ou bacilos gram-positivos, ndo esporulantes, desprovidos de flagelos, sem
citocromos, anaerébios ou microaerdfilos, oxidase e catalase negativos e produzem
acido latico como unico ou principal produto da fermentagdo dos carboidratos,
podendo produzir também diéxido de carbono, acido acético e etanol (FAO/WHO,
2002; CARR, CHILL, MAIDA, 2002). Dentre os diversos géneros que integram este
grupo, destacam-se Lactobacillus e Bifidobacterium (URNAU et al., 2012; SAAD,
CRUZ, FARIA, 2011; SHAH, 2007).
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O género Lactobacillus abrange 56 espécies reconhecidas oficialmente até o
momento. As espécies pertencentes a este género possuem temperatura 6tima de
crescimento entre 30 °C e 40 °C e o pH ¢étimo de crescimento situa-se numa faixa
entre 5,5 e 6,2. Ha relatos de que o local de preferéncia de colonizagao intestinal
desse grupo de bactérias seja o ileo terminal (NOGUEIRA, GONCALVES, 2011;
SAAD, CRUZ, FARIA, 2011; MACEDO et al., 2008;). Dentre as bactérias que mais
se destacam estdo Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei subsp. paracasei e
subsp. ftolerans, Lb. paracasei, Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lb. johnsonii, Lb.
plantarum, Lb. rhamnosus e Lb. salivarius (SAAD, CRUZ, FARIA, 2011; SAAD,
2006).

Atualmente, existem 30 espécies do género Bifidobacterium, as quais foram
isoladas tanto de fontes humanas quanto de animais. A temperatura 6tima de
crescimento dessas bactérias varia entre 37 °C a 41 °C, ndo havendo crescimento
em temperaturas abaixo de 25 - 28 °C e acima de 43 - 45 °C. O pH détimo de
crescimento oscila entre 6,0 a 7,0, ndo ocorrendo crescimento abaixo de 4,5 a 5,0
ou acima de 8,0 a 8,5. O colon é relatado como sendo o local de preferéncia de
colonizagao intestinal desse grupo de bactérias (NOGUEIRA, GONCALVES, 2011;
SAAD, CRUZ, FARIA, 2011; MAZO et al., 2009). As bactérias mais relevantes deste
grupo sao B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B.
thermophilum (SAAD, CRUZ, FARIA, 2011; SAAD, 2006).

4.2.4 Propriedades intrinsecas

Para um microrganismo probidtico apresentar beneficios a saude, ele deve
possuir algumas caracteristicas, tais como: resisténcia as condi¢gdes de estresse
presentes no trato gastrointestinal humano, como a acidez gastrica, o acido biliar e a
acao das enzimas digestivas; fazer parte da microbiota residente do aparelho
digestivo humano, sendo, portanto, considerado ndo patogénico e seguro para o
consumo humano; n&o possuir genes que levem a resisténcia a antibidticos; ser
capaz de aderir e colonizar a mucosa intestinal, a0 menos temporariamente; ser
metabolicamente ativo no intestino e apresentar atividade antimicrobiana (SAAD,
2006; NOGUEIRA, GONCALVES, 2011; RANADHEERA et al., 2012; RAMIREZ et
al., 2011).
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As caracteristicas de adesdao a mucosa intestinal, tolerdncia ao trato
gastrointestinal e a presenca de atividade antimicrobiana serdo abordadas com mais

detalhes neste trabalho.

A aderéncia dos microrganismos probioticos a mucosa intestinal depende de
interagdes reversiveis ou irreversiveis entre superficies. O estagio inicial e reversivel
€ mediado por um complexo de interagdes fisico-quimicas, incluindo hidrofobicidade
e cargas, que apesar de nao serem consideradas especificas, sdo propriedades
importantes (PELLETIER et al., 1997).

Além disso, o processo de adesédo inclui a atuagcao de forgas atrativas e
repulsivas das superficies que entram em contato entre si e a agdo de alguns
elementos, como as adesinas bacterianas, composicdo da parede celular e
receptores da mucosa intestinal (PEREZ et al., 1998). A interacéo entre todos esses
fatores resulta na fixagdo da bactéria a mucosa e dificulta sua eliminacdo para o
exterior do organismo atraveés do peristaltismo intestinal e das correntes de fluidos
(BARBOSA et al., 2005).

A capacidade de resisténcia a acidez pelos microrganismos probiodticos €&
atribuida a presenga de um gradiente constante entre o pH extracelular e o pH
citoplasmatico. A partir do momento que o pH interno atinge valores limitrofes, as
funcdes celulares sao inibidas e a célula entra em apoptose (KASHKET, 1987). Os
organismos Gram-positivos possuem uma enzima denominada FOF7-ATPase, a qual
€ responsavel por proteger a célula das condi¢cdes acidas. A funcao de tal enzima
nos organismos isentos de cadeia respiratoria € gerar a forga préton motiva,
mediante expulsdo de prétons, bem como acarretar um provavel aumento do pH
intracelular quando a célula se encontra em pH extracelular baixo (CORCORAN et
al., 2005).

Devido a propriedade emulsificante, os sais biliares podem ocasionar perda
da integridade e da permeabilidade da membrana das bactérias, tanto pela
capacidade de alterar a conformacdo das proteinas de membrana das bactérias,
causando sua desnaturacido, quanto pela habilidade de se ligarem aos lipidios das
membranas (LI, 2012).
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O mecanismo pelo qual os probiéticos resistem aos sais biliares ainda nao foi
esclarecido, porém ha suposi¢cdes de que esta caracteristica € decorrente da acéo
de uma enzima denominada hidrolase de sais biliares (BSH), que catalisa a
desconjugacao de sais biliares em acidos biliares primarios, que por sua vez liberam
aminoacidos e colesterol, que podem ser utilizados como substrato pelos probidticos
e auxiliarem na integridade da membrana celular bacteriana respectivamente
(SHEHATA et al., 2016; LI, 2012).

A atividade antimicrobiana dos probidticos € uma técnica empregada para
eliminar, por meio de competi¢cdo, as bactérias patogénicas ou inibir a atividade das
mesmas. Os mecanismos de acado propostos envolvem a producao e liberacdo de
compostos antimicrobianos, tais como acidos graxos de cadeia curta e outros acidos
organicos, como o acido latico e o acido acético, que reduzem o pH e aumentam o
efeito bacteriostatico; bacteriocinas, que sao peptideos produzidos por bactérias que
possuem atividade bacteriostatica ou bactericida; e espécies reativas de oxigénio,
como peroxido de hidrogénio, altamente reativos e que aumentam o estresse
oxidativo dos microrganismos patdogenos (MAKRAS, VUYST, 2006; VANDENPLAS,
HUYS, DAUBE, 2015; ARGYRI et al., 2013).

4.2.5 Legislagao para probioticos

A ANVISA é o orgao brasileiro que estabelece os requisitos minimos
necessarios para comprovagao da seguranga e eficacia dos produtos probidticos.
Em 2008 foi publicada uma lista dos microrganismos reconhecidos como probidticos
e as exigéncias basicas para a comprovagao da funcionalidade dos mesmos. Dentre
0s microrganismos da lista, estdo o Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade
defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus Lactis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum,

Enterococcus faecium.

Em relagcdo as exigéncias basicas, foi estabelecida a quantidade minima
viavel para os probidticos desempenharem suas fungdes adequadamente, a qual
varia entre 10® e 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) na recomendacdo

diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicagdo do fabricante. Valores



25

menores podem ser aceitos, desde que a sua eficacia seja comprovada (BRASIL,
2008; BRASIL, 2002; VANDENPLAS, HUYS, DAUBE, 2015).

Uma nova atualizagao, realizada pela ANVISA em marco de 2016, determina
que as exigéncias minimas necessarias para comprovacado da alegagao probidtica

de um produto deva incluir:

e Caracterizagdao do microrganismo (ex: género, espécie, origem);

o Perfil de resisténcia antimicrobiana;

e Determinacdo da atividade hemolitica, no caso de espécies com potencial
hemolitico;

e Estudos dos efeitos adversos das cepas;

e Demonstracao da eficacia, baseada em evidéncias cientificas;

e Comprovacido da viabilidade, através de laudo com a quantidade minima
viavel do microrganismo necessaria para exercer a propriedade de alegagao

funcional até o final da validade do produto.

4.3 Alimentos que veiculam microrganismos probiéticos

O leite fermentado €& o alimento mais empregado como veiculo de
microrganismos probidticos, sendo o mais popular e o0 mais consumido em todo o
mundo (FONDEN et al., 2003). De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), eles sao definidos como produtos adicionados ou néo de
outras substancias alimenticias, obtidas por coagulagéo e diminuigdo do pH do leite,
ou reconstituido, adicionado ou nao de outros produtos lacteos, por fermentacao
lactica por meio da acao de cultivos de microrganismos especificos, os quais devem
ser viaveis, ativos e abundantes no produto final ao longo do seu prazo de validade
(BRASIL, 2007).

Os produtos lacteos fermentados s&o classificados em produtos de
fermentacdo lactica de cepas de BAL mesodfilas ou termofilas, produtos da
fermentacao alcodlica-lactica, a qual envolve levedura e BAL, e produtos resultantes
da combinagdo dos dois tipos de fermentagédo citados anteriormente (SURONO,
HOSONO, 2006).
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Existem numerosos tipos de leites fermentados fabricados em diferentes
partes do mundo. Cerca de 400 nomes sdo aplicados a métodos tradicionais e
produtos lacteos fermentados em todo o planeta. A caracteristica basica de cada
tipo de leite fermentado resulta tanto do tipo de microrganismo utilizado, quanto das
condigdes do processo de producdo empregado (BATT; TORTORELLO, 2014).

4.3.1 Filmjolk

O Filmjélk € um tipo de leite fermentado tradicional da Suécia que surgiu no
inicio dos anos 30. Apesar de ser um produto lacteo antigo, seu consumo médio
anual ainda é considerado importante, uma vez que ultrapassa 10 Kg per capita
(FONDEN, LEPORANTA, SVENSSON, 2006; TAMIME, ROBINSON, 1988).

Por ser um produto de fermentacdo espontanea, a identidade exata das
bactérias que compdem esse tipo de leite fermentado n&o esta totalmente
esclarecida. Alguns autores relatam que as cepas principais sao Lactococcus lactis
ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. biovar diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides
ssp. Cremoris (TAMIME, 2006; FONDEN, LEPORANTA, SVENSSON, 2006).

Em relacdo as propriedades do produto, o Filmjolk apresenta um teor de
gordura variando entre 0,5 e 3 %, sabor suave, elevada viscosidade e um aroma
intenso  tipico. Tais caracteristicas s&o derivadas da formagdo de
exopolissacarideos, diacetilo e dioxido de carbono, que s&o produzidos pelo
processo fermentativo (SURONO, HOSONO, 2006; RUAS-MADIEDO,
HUGENHOLTZ, ZOON, 2002).

Através de estudos sobre a viabilidade desse leite fermentado, foi verificado
que o mesmo se constitui num veiculo viavel para os probioticos, uma vez que o pH
do produto e a taxa de sobrevivéncia das cepas se mantém constante durante o
periodo de armazenamento, o que permite um periodo de vida util de até trés
semanas, se mantidas as condigdes adequadas de umidade e temperatura
(SURONO, HOSONO, 2006; TAMIME, 2006).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Microrganismos

Foram empregadas trés cepas probidticas que foram obtidas das seguintes

formas:

e [actobacillus rhamnosus: Adquirida a partir da colegao de culturas do
Laboratério de Bioprocessos do Centro Académico de Vitdria,
Universidade Federal de Pernambuco.

e Lactobacillus paracasei: Isolado de um leite fermentado comercial.

e FIL 01: Isolado a partir de amostras desidratadas da cultura Filmjolk
fornecida via correios por uma doadora de Fortaleza-CE e responsavel

pelo site Kefirbr.com.

5.1.1 Etapa de reativagéo e isolamento do Filmjolk

As culturas desidratadas foram reativadas em leite em pé integral diluido e
incubadas em B.O.D. a 30 °C e a 37 °C durante 48 h. Apods a fermentacao do leite,
as amostras foram diluidas (10'1) e aliquotas de 100 ul foram semeadas em placas
de Petri com meio de cultura MRS Agar (acrescidos de 2 % p/v de glicose),
utilizando a técnica de semeadura pour plate e semeadura de superficie. As
amostras foram incubadas novamente em B.O.D. nas temperaturas de 30 °C e 37 °C
durante 48 h.

ApOs a reativacao das cepas, as colbnias identificadas visualmente passaram
por uma analise no microscopio e em seguida foram repicadas isoladamente em
placas de Petri com o meio de cultura MRS Agar (acrescidos de 2 % p/v de glicose),
utilizando a técnica de semeadura pour plate. As coldnias foram incubadas a 37 °C
durante 48 h, e as cepas individuais foram confirmadas através de analise

microscopica.
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5.2 Testes para caracterizacao do isolado FILO1

5.2.1 Teste de atividade de catalase

Sobre laminas de vidro foram adicionadas gotas de culturas liquidas contendo
as cepas isoladas. Em seguida adicionou-se uma gota de solugdo aquosa de
peroxido de hidrogénio a 3 % sobre cada cepa e observou-se a formacgéo imediata

de bolhas de gas, que indica a presencga da enzima catalase.

5.2.2 Coloragao de Gram

Foi feito um esfregaco de cada cepa em laminas de vidro com auxilio de alca
bacteriologica. Com o objetivo de fixar o material, o esfregagco foi passado
ligeiramente na chama do bico de Bunsen por trés vezes. Posteriormente cobriu-se
o esfregaco seco com solugao cristal de violeta, deixou secar por um minuto e em
seguida o material foi lavado em agua corrente. Tal procedimento se repetiu com a
solugdo de lugol. O passo seguinte foi pingar gotas de alcool-acetona durante trinta
segundos e lavar com agua corrente. Por fim, cobriu-se a lamina com solugdo de
fucsina por trinta segundos e lavou-a. Apds a secagem suave com papel filtro, as

mesmas foram examinadas em microscoépio para identificagdo de células coradas.

5.3 Manuteng¢ao das cepas

Foram realizados repiques periddicos dos isolados selecionados para este
estudo utilizando o meio de cultura caldo MRS (acrescidos de 2 % p/v de glicose),
de acordo com o mesmo processo de incubagdo descrito na etapa de isolamento.
Com o objetivo de conservar as cepas por um intervalo de tempo maior, as culturas
isoladas foram congeladas com glicerol a 40 % e mantidas em uma temperatura

aproximada de -20 °C por um periodo maximo de 6 meses.

5.4 Teste in vitro de tolerancia gastrointestinal

A sobrevivéncia das células de L. rhamnosus, L. paracasei e do isolado FILO1

foi avaliada em sucos gastrico e entérico simulados, utilizando-se pepsina,
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pancreatina e bile. Os experimentos foram realizados com base nos procedimentos

de Liserre et al. (2007), com modificagdes.

Inicialmente foi preparada uma solugédo de pepsina (3 g/L) em solugao acida
(37,5 mL de HCI 1N, 1 g de NaCl em agua destilada até completar 500 mL). O pH

dessa solugao foi ajustado para 2,0 usando uma solugédo de NaOH 1N.

Um volume de 2 mL de células centrifugadas foi lavado por duas vezes
utilizando-se solugéo salina a 0,85 % (p/v). 1 mL desta suspensao celular foi
adicionado a um Erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 30 mL da solugao
acida contendo pepsina preparada anteriormente, sendo a mistura incubada a 37 °C

em shaker por 120 min a 150 rpm.

Posteriormente, foram adicionados pancreatina (1 g/L) e bile (10 g/L) e o pH
da amostra foi ajustado para 5,6. A mistura foi novamente incubada a 37 °C em
Shaker por 120 min a 150 rpm. Na ultima etapa, o pH foi elevado para 7,5 e as
concentracdes de pancreatina e bile foram ajustadas novamente para 1 g/L e 10 g/L,

respectivamente. A mistura foi novamente incubada nas mesmas condicgoes.

A contagem de células viaveis foi realizada mediante a retirada de amostras
no inicio € no final de cada etapa, e as diluicbes das amostras foram realizadas

empregando-se agua peptonada a 0,1 % (p/v).

As solugdes empregadas no ensaio foram esterilizadas por meio de filtragdo

em membrana de 0,22 um.

5.2 Teste de hidrofobicidade

Este ensaio foi realizado em triplicata, de acordo com as técnicas descritas
por Rosenberg, Gutnick e Rosenberg (1980), Pelletier et al. (1997) e Pérez et al.

(1998), com modificagdes.

Foram utilizadas cepas de L. rhamnosus, L. casei e do isolado FILO1,
cultivadas durante 48 h a 37 °C em Erlenmeyer com 100 mL de meio caldo MRS

suplementado com 2 % (p/v) de glicose.
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Os cultivos foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos em tubos tipo
Falcon. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes com
10 mL de solugdo tampédo KH;PO4-Na;HPO, (50 mM, pH 7,0). O material
remanescente do isolado FILO1 foi ressuspenso em 8 mL de solugdo de NaNO3; (0,1
M, pH 6,2), enquanto que o do L. rhamnosus e L. casei foi ressuspenso em 32 mL

da mesma solugéo.

Em seguida, 5 mL das suspensdes bacterianas foram transferidos para tubos
de vidro rosqueaveis e adicionou-se 1 mL dos seguintes solventes: xilol (solvente
apolar), cloroféormio (solvente acido) e acetato de etila (solvente basico). O material
ficou em repouso por 5 minutos e logo depois as fases foram agitadas em vértex por

2 minutos.

ApOs a agitacdo, os tubos permaneceram em repouso durante 60 minutos, e
apo6s a separacao total das fases, foi feita a leitura de absorbancia da fase aquosa a

600 nm em espectrofotdmetro (Spectrum®).

O percentual de adesao das cepas, de acordo com o solvente utilizado, foi

determinado de acordo com a seguinte férmula:

(DOA — DOB) x 100

H (%) = DOA

Onde:

H (%) — grau de hidrofobicidade

DOA = Branco — 5 mL de solugdo de NaNOg;
Amostra — 5 mL de solugao de NaNO3 + Células

DOB = Branco — 4 mL de solucdo de NaNO3 + 1 mL dos solventes em cada tubo
Amostra — 5 mL de suspensao celular em solugdo de NaNO3 + 1 mL dos

solventes em cada tubo.

5.3 Atividade antimicrobiana

Este ensaio foi realizado com base no método de disco-difusao descrito por
Bauer et al. (1996), com adaptacdes. Os microrganismos patégenos testados foram:
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Streptococcus
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pyogenes clinica, os quais foram obtidos a partir da colecdo do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Centro Académico de Vitoria, da Universidade Federal

de Pernambuco.

As cepas probidticas foram repicadas em meio caldo MRS e incubadas a 37
°C por 24 h e os patdogenos foram repicados em tubo inclinado contendo agar

nutriente e incubados a 37 °C por 24 h.

Para cada patégeno, foi preparada uma suspensédo em solug¢ao salina estéril
0,85 % (p/v) com turvagcdo compativel ao tubo 0,5 na escala McFarland (1,5 x 108
UFC/mL). Com auxilio de swabs estéreis, as suspensdes dos patdogenos foram
semeadas em placas de Petri contendo o meio de cultura Mueller-Hinton e deixadas
em repouso por aproximadamente 10 minutos para a completa absorgdo dos

indculos.

As cepas probidticas foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi reservado e as células foram ressuspensas em solugéo salina
estéril 0,85 % (p/v).

Utilizando-se uma pinga, discos de papel mata-borrdo (6 mm de didmetro)
foram embebidos nas amostras das células e do sobrenadante das bactérias
probidticas e aplicados diretamente nas placas contendo o meio com os patdégenos.
Para o controle negativo e positivo, foi adicionado em cada placa um disco estéril e

um disco de cloranfenicol 30ucg, respectivamente.

Apos 24 h de incubacdo a 37 °C, a possivel presengca de atividade
antimicrobiana foi detectada através da formacao de halos em torno dos discos, os
quais foram medidos com paquimetro e expressos em milimetros. Os resultados
foram expressos em presenca ou auséncia de atividade, conforme tamanho dos

halos de inibi¢ao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao do isolado FIL01

As Figuras 1 e 2 mostram o resultado dos testes utilizados para caracterizar a
cepa FILO1 isolada do leite fermentado Filmjolk. Como pode-se observar, a cepa
apresenta-se como cocos livres ou em cadeias, Gram-positivos e catalase negativos.

Ensaios genéticos sdo necessarios para esclarecer a identidade de tal cepa.

Figura 1. Resultado da coloragdo de Gram para a cepa isolada do leite fermentado
Filmjolk

o:: "
\'} LI 4

e Al :
ey S

L

\J

T
ot -y TR
8§ X% f; LN ;3&

&>
S Y ShtA > R
Fonte: A autora (2016).

Figura 2. Resultado do teste da atividade de catalase para a cepa isolada do leite
fermentado Filmjolk

onte: autor (2016).

6.2 Teste in vitro de tolerancia gastrointestinal

Um dos critérios basicos adotados para selecionar uma bactéria com

potencial probidtico é a avaliagdo da sua capacidade de resisténcia as condigdes de
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estresse presentes no trato gastrointestinal humano (SHEHATA et al., 2016; KLU,
CHEN, 2015; GARCIA et al., 2016).

Dessa forma, foi analisada a capacidade de resisténcia das cepas
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei e FILO1. Como pode-se observar
na Figura 3, as cepas ndo se mostraram resistentes ao pH 2,0 e a agao da pepsina,
uma vez que s6 se mantiveram viaveis no inicio da simulagdo da fase gastrica.
Houve uma perda de 100 % da viabilidade celular nas primeiras duas horas do

ensaio.

Figura 3- capacidade de resisténcia das cepas L. paracasei, L. rhamnosus e

FIL 01 ao trato gastrointestinal
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FILO01 L. rhamnosus L. paracasei

Um resultado similar ao encontrado neste trabalho foi relatado por Garcia et
al. (2016), onde foi avaliada a resisténcia de cinco espécies de Lactobacillus
isoladas de subprodutos de processamento de polpa de frutas. Foi visto que a
exposicao ao pH 2,0 acarretou uma redugcdo acentuada nas contagens das
diferentes cepas. Todas elas perderam a viabilidade total antes de 45 min de
exposicao, exceto L. lactis (ATCC 11454), que mostrou resisténcia até 180 min do

ensaio, com uma redugéo de 2,5 log na viabilidade neste tempo.

Zarate et al. (2000) mostraram que a viabilidade de bactérias laticas foi
seriamente afetada quando submetidas a pH 2, corroborando com o resultado

encontrado neste trabalho.
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Ja Handa e Sharma (2016), ao avaliar as propriedades probioticas do L.
plantarum F22, encontraram alta tolerancia a baixos valores de pH (1,0; 2,0 e 3,0) e

aos sais biliares (0,3%).

Klu e Chen (2015), observaram a estabilidade de trés espécies de bactérias
probiéticas, mesmo em pH de 1,6. Os autores estudaram o efeito de matrizes de
manteiga de amendoim sobre a viabilidade dos probidticos e concluiram que ela
pode ser considerada um alimento viavel para incorporagdo de microrganismos
probidticos, pois promove uma protecdo contra o estresse presente no trato

gastrointestinal.

Estda comprovado que associacdo dos microrganismos probiéticos com
alimentos melhora a viabilidade dos mesmos durante a passagem pelo trato
gastrointestinal humano (MONTEAGUDO-MERA et al.,, 2012). Os alimentos que
possuem um alto teor de gordura e de proteinas sao capazes de proteger as
bactérias do acido do estbmago, acarretando uma melhor sobrevivéncia ao transito
intestinal (ZARATE et al., 2000; KLU, CHEN, 2015).

A capacidade de resisténcia dos probidticos também sofre influéncia dos
ingredientes utilizados no alimento veiculo, como por exemplo, as substancias
prebidticas, como inulina, fruto-oligossacaridos, galacto-oligossacarideos e lactulose
(RANADHEERA et al., 2012).

Em vista disso, ndo se pode afirmar precisamente que os microrganismos
empregados neste estudo ndo possuem propriedade probidtica, posto que a
tolerancia dos probidticos ao trato gastrointestinal depende tanto de sua resisténcia
intrinseca, quanto do tipo de alimento veiculo empregado (MONTEAGUDO-MERA et

al., 2012), e neste caso as cepas foram analisadas isoladamente.

Além disso, a maioria dos trabalhos que relataram sobrevivéncia de cepas
probidticas ao trato gastrointestinal, como o de Garcia et al. (2016) e o de Handa e
Sharma (2016), utilizaram metodologias com ensaios isolados e ndo associaram os
valores de pH e as enzimas envolvidas em cada fase da digestao, diferentemente do

presente estudo.
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6.3 Teste de hidrofobicidade

A colonizacado do epitélio intestinal por determinadas bactérias depende da
capacidade de adesdo das mesmas as células da mucosa intestinal (PELLETIER et
al.,, 1997). Esta é uma caracteristica importante, pois é através do mecanismo de
competicdo por sitios de adeséo na superficie do epitélio intestinal que as bactérias
probidticas exercem suas fungdes (PEREZ et al., 1998; BARBOSA et al., 2005).

Um dos fatores determinantes na adesdo microbiana a mucosa intestinal € a
ocorréncia de interagdes hidrofdbicas entre as membranas celulares da cepa e do
hospedeiro (GARCIA-CAYUELA et al., 2014; BETORET et al., 2016).

O presente estudo avaliou a capacidade in vitro de adesao e colonizagao das
cepas L. rhamnosus, L. paracasei e do isolado FILO1 a mucosa intestinal. A Figura 4
mostra o comportamento de cada cepa frente aos diferentes tipos de solventes

utilizados.

Os resultados foram expressos em percentual e as caracteristicas acido-
basicas da parede celular das cepas foram analisadas através do grau de migragao
para a fase apolar (solvente xilol) e pela caracteristica acida ou basica da superficie

celular (solventes cloroférmio e acetato de etila, respectivamente).

Figura 4 - Porcentagem de Hidrofobicidade da parede celular de L. paracasei,

L. rhamnosus e FIL 01
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A cepa que expressou maior hidrofobicidade foi Lactobacillus rhamnosus,

visto que a mesma apresentou um elevado grau de migragdo para a fase apolar
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(94,25 %) e exibiu uma superficie celular mais acida (99,78 %) e menos basica
(35,78 %).

Ja Lactobacillus paracasei apresentou uma baixa porcentagem de migracao
de células para a fase apolar (4,59 %), porém expressou uma superficie celular mais
acida (52,44%) e menos basica (18,81%).

O microrganismo que menos demonstrou a caracteristica de hidrofobicidade
foi o isolado FIL 01, uma vez que esta cepa exibiu a menor porcentagem de
migragéo de células para a fase polar (3,15 %) e uma superficie celular com cargas

acidas e basicas proporcionais (12,06 e 12,08 %, respectivamente).

Assim como neste estudo, variacdes do nivel de hidrofobicidade entre cepas
de lactobacilos foram relatadas por Vinderola e Reinheimer (2003), onde foram
encontrados percentuais entre 10,9 % e 67,8 %, indicando que esta caracteristica

pode ser amplamente divergente dentro da mesma espécie.

Por outro lado, Garcia-Cayuela et al. (2014) encontraram altos valores de
hidrofobicidade (60 %) para todas as cepas de lactobacilos analisadas em seu
estudo, o que corroborou com seu argumento que os lactobacilos normalmente

possuem superficies celulares de natureza mais hidrofébica.

Santos et al. (2016) encontraram baixos valores de hidrofobicidade em cepas
de lactobacilos isoladas da fermentacdo do cacau. O maior percentual foi 16,87 %, o
que indica que a matriz da polpa de cacau interferiu na capacidade hidrofébica das

cepas.

Alteragbes no grau de hidrofobicidade das cepas sao comuns e diversos
fatores interferem nesta propriedade, tais como condi¢des de cultivo, nivel de
crescimento, pH, temperatura, osmolaridade, entre outros (WANG, HAN, 2007;
VINDEROLA, REINHEIMER, 2003).

6.4 Atividade antimicrobiana

A inibicdo de patégenos por bactérias probidticas € uma condigdo importante
na manutencdo de uma microbiota intestinal saudavel e depende de mecanismos

que envolvem a producéo e liberagao de compostos antimicrobianos (acidos graxos
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de cadeia curta e outros acidos organicos, como o acido latico e o acido acético),
bacteriocinas e espécies reativas de oxigénio, como por exemplo, peroxido de
hidrogénio (ARGYRI et al., 2013; MAKRAS, VUYST, 2006).

A produgdo de tais compostos pelas bactérias probidticas pode exercer
efeitos benéficos durante a conservacdo de alimentos e evitar a proliferagdo de
patogenos veiculados pelos alimentos (MONTEAGUDO-MERA et al., 2012).

Na tabela 1 sido apresentados os resultados observados no ensaio
antimicrobiano, onde foi analisada a capacidade inibitéria das células livres e dos
metabolitos de L. rhamnosus, L. paracasei e do isolado FILO1 contra trés patdégenos

utilizados como indicadores.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana de células e liquido metabdlico de L. rhamnosus,

L. paracasei e do isolado FILO1

Cepas indicadoras

Amostra E. coli ATCC S. aureus ATCC S. pyogenes
25922 29213 clinica

L. rhamnosus (Célula) - - -

L. rhamnosus (Metabdlito) - - -
L. paracasei (Célula) - - -
L. paracasei (Metabolito) - - -
FILO1 (Célula) - - -
FILO1 (Metabdlito) - - -

Legenda: (-) atividade negativa

Apesar das bactérias acido laticas serem conhecidas como produtoras de
compostos antimicrobianos (BALCAZAR et al., 2008), nenhuma cepa empregada
neste estudo mostrou-se capaz de inibir o crescimento dos patdégenos utilizados
como indicadores (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
29213 e Streptococcus pyogenes clinica). A Figura 5 mostra o resultado do ensaio

com mais detalhes.



38

Figura 5. Resultado do ensaio antimicrobiano

Legenda: A: Escherichia coli; B: Staphylococcus aureus; C: Streptococcus

pyogenes; + controle positivo; - controle negativo; AC: célula do FILO1; AM:
metabdlito do FILO1; BC: célula de L. rhamnosus; BM: metabdlito de L. rhamnosus;
CC: célula de L. paracasei; CM: metabdlito de L. paracasei.

Fonte: a autora (2016).

Resultados similares a este foram observados no estudo de Argyri et al.
(2013), onde foi analisado o potencial probidtico de algumas bactérias laticas e néo
foi constatado inibicdo do crescimento dos patdégenos pelas cepas testadas.
Balcazar et al. (2008) também mostraram que, de trés cepas de bactérias laticas
avaliadas, apenas uma (Lactis CLFP 101) reduziu a adesao de todos os patégenos

empregados em seu estudo.

Por outro lado, diversos estudos apontam a atividade antimicrobiana de
bactérias acido laticas. Andrade et al. (2014) avaliou a atividade antagonista de
Lactobacillus spp. contra diversos patdégenos, incluindo Escherichia coli e

Staphylococcus aureus. Todos os patégenos tiveram seu crescimento inibido.

Garcia et al. (2016) examinaram a efetividade de cinco cepas de Lactobacillus
em inibir bactérias patogénicas. Os resultados mostraram que todas as cepas foram
capazes de inibir o crescimento dos patogenos, dentre as quais estdo E. coli, L.

monocytogenes, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium e S. aureus.
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Ao analisar a capacidade antimicrobiana de nove cepas de Lactobacillus
fermentum isoladas de produtos lacteos, Bao et al. (2010) constataram que todas

possuiram atividade contra cinco patdgenos alimentares.

Além dos fatores mencionados anteriormente, Campaniello et al. (2015)
sugerem que a atividade antimicrobiana poderia ser atribuida a baixos valores de
pH, uma vez que a inibicdo de E. coli O157:H7 por propioniobactérias em seu
estudo s6 foi possivel em culturas celulares e sobrenadantes que apresentaram pH
4,5. Tanto as culturas celulares quanto os sobrenadantes que tiveram seu pH

ajustado para 6,5 ndo apresentaram atividade inibitoria.

Pereira e Gémez (2007) mostraram que a atividade antagonista de bactérias
probioticas € dependente das condigbes de cultivo, como concentragdo de oxigénio
no meio, temperatura empregada e periodo de incubagado. Esses fatores interferem
no pH e na quantidade de acido latico produzida, elementos sugeridos por eles
como o responsaveis pela inibicdo. A maxima atividade antagonista observada pelos

autores foi apds 72 horas de incubacéo das cepas, a 37°C e em aerobiose.

Pelo fato do presente trabalho ter utilizado patégenos comuns do trato
gastrointestinal humano como bactérias indicadoras, esperava-se que as amostras
apresentassem algum nivel de inibicdo do crescimento dos mesmos. Apesar disso,
estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a capacidade antagonista das
bactérias laticas utilizando-se outras condigdes de cultivos e outros tipos de

patogenos.
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8 CONCLUSOES

A analise da capacidade de resisténcia das cepas ao trato gastrointestinal
mostrou alta instabilidade frente ao pH 2,0 e a agdo da pepsina, uma vez que houve

uma perda de 100% da viabilidade celular nas primeiras duas horas do ensaio.

Em relagdo a propriedade de adesao e colonizagdo da mucosa intestinal, as
melhores caracteristicas foram expressas pelo Lactobacillus rhamnosus, visto que
esta cepa apresentou a maior hidrofobicidade. Em contrapartida, Lactobacillus
paracasei demonstrou uma razoavel capacidade de colonizar a mucosa intestinal,
pois apesar do baixo grau de migragao para a fase apolar, ele exibiu uma superficie
celular mais acida. O microrganismo que menos demonstrou a caracteristica de
hidrofobicidade foi o isolado FIL 01.

Quanto a capacidade de produgédo de compostos antimicrobianos, observou-
se que nenhuma cepa empregada neste estudo foi capaz de inibir o crescimento dos

patdgenos utilizados como indicadores.

Deve-se levar em consideragcdo que testes in vitro, apesar de serem
ferramentas importantes no entendimento dos mecanismos e caracteristicas
intrinsecas das cepas, nem sempre expressam as condi¢des in vivo, uma vez que
diversos fatores do hospedeiro interferem no mecanismo de resposta e atuacido das
bactérias. Além disso, o alimento veiculo dos microrganismos probidticos também é

um fator que deve ser considerado.

Como perspectivas futuras, sugere-se a incorporacdo das cepas utilizadas
neste estudo em alimentos e a realizagdo de ensaios in vivo para melhor estimar a

capacidade probiética das cepas.
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