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Resumo

UECKER, Julia Neitzel. Screening de bactérias acido lacticas isoladas de leite e
derivados com potencial probiético. 2018. 76f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2018.

Bactérias acido lacticas (BAL) sdo as principais representantes dos probiéticos em
alimentos, proporcionando efeitos benéficos a saiude do hospedeiro. Devido aos
efeitos ja relatados na literatura, a procura por novas linhagens com essas
caracteristicas tem sido relevante. Assim, o objetivo deste estudo foi isolar,
identificar e caracterizar BAL presentes em alimentos de origem lactea com
potencial probiético, bem como analisar o efeito antimicrobiano, a capacidade
antioxidante e a presenca de fatores de viruléncia e de resisténcia. Para isso, foram
isolados 40 micro-organismos de diferentes produtos lacteos (yakult®, san bios®,
leite de vaca, Ricota, queijo minas frescal e kefir), escolhidos 17 micro-organismos
de forma aleatéria para as analises futuras, como: avaliagdo das propriedades
probiodticas pelos testes de tolerancia ao pH, sais biliares e trato gastrointestinal
superior; determinacao das propriedades antioxidantes pelos métodos de captura do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e reacdo ao acido tiobarbitdrico (TBARS);
atividade antimicrobiana frente a micro-organismos patogénicos pelos métodos
difusdo em pocos e difusdo em discos; susceptibilidade a antimicrobianos; aspectos
de seguranca por diversos métodos e detec¢cdo de genes com potencial fator de
viruléncia relacionados a adesédo, agregacao e resisténcia a vancomicina, além da
identificacdo molecular do 16S rDNA pelo método de Sanger. Por meio dos
resultados obtidos observou-se que todos 0Ss micro-organismos apresentaram
alguma caracteristica probibtica relacionada; todos apresentaram potencial
antioxidante pelo método DPPH, porém pelo método TBARS apenas trés micro-
organismos apresentaram inibicdo da peroxidacao lipidica. A andlise antimicrobiana
por difusdo em pocos demonstrou que 0s micro-organismos R1l, F3 e F4
apresentaram inibicdo frente a Escherichia coli; R1 e R9 frente a Listeria
monocytogenes e K1, K2, R1, R5, e R9 apresentaram ag¢ao antimicrobiana frente ao
Staphylococcus aureus. A atividade antimicrobiana por difusdo em disco demonstrou
gue os micro-organismos Y1, Y2, SB4, SB6, R1, R5, R9, L1, L2, L4, K1 e K2
apresentaram inibicdo frente a E. coli; SB4, SB6, F1, F2 e L4 frente a Salmonella
Enteretidis; frente a L. monocytogenes SB6 e L4 apresentaram ac¢éo inibitoria; e em
relacdo a S. aureus foi observada atividade antimicrobiana quando analisados o0s
micro-organismos L4 e L5. Os micro-organismos foram classificados como
homofermentativos, gelatinase, lipase e DNAse negativa; a-hemoliticos, nao
formadores de biofilme, e ndo apresentam genes de viruléncia como agg, asa e
genes de resisténcia como vanA. Assim, conclui-se que 0s micro-organismos R9
(Lactococcus lactis subsp. Lactis) e L1 (Leuconostoc citreum), destacaram-se como
micro-organismos promissores com potencial de uso como probidtico, bem como
apresentaram caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes satisfatoria. Este
resultado torna-se de suma importancia, visto o possivel uso destes na producao
futura de alimentos.

Palavras-chave: caracterizacdo; antimicrobianos; antioxidante; viruléncia,
resisténcia.



Abstract

UECKER, Julia Neitzel. Screening of lactic acid bacteria isolated from milk and
probiotic potential. 2018. 76f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2018.

Lactic acid bacteria (BAL) are the main representatives of probiotics in foods,
providing beneficial effects to host health. Due to the effects already reported in the
literature, the search for new lineages with these characteristics has been relevant.
Thus, the objective of this study was to isolate, identify and characterize BAL present
in dairy foods with probiotic potential, as well as to analyze the antimicrobial effect,
the antioxidant capacity and the presence of virulence and resistance factors. To that
end, 40 microorganisms from different dairy products (yakult, San Bios, fresh cow's
milk, Ricotta, Frescal cheese and Kefir) were selected, and 17 microorganisms were
randomly chosen for future analyzes, such as: evaluation of the probiotic properties
by pH, bile salts and upper gastrointestinal tolerance tests; determination of the
antioxidant properties by the methods of capture of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
radical (DPPH) and reaction with thiobarbituric acid (TBARS); antimicrobial activity
against pathogenic microorganisms by well diffusion and disk diffusion methods;
susceptibility to antimicrobials; safety aspects by several methods and detection of
genes with potential virulence factor related to adhesion, aggregation and
vancomycin resistance, as well as the molecular identification of 16S rDNA by the
Sanger method. By means of the obtained results it was observed that all the
microorganisms presented some related probiotic characteristic; all presented
antioxidant potential by the DPPH method, but by the TBARS method only three
microorganisms showed inhibition of lipid peroxidation. Antimicrobial analysis by well
diffusion showed that the microorganisms R1, F3 and F4 showed inhibition against
Escherichia coli; R1 and R9 against Listeria monocytogenes and K1, K2, R1, R5, and
R9 presented antimicrobial action against Staphylococcus aureus. The antimicrobial
activity by disk diffusion showed that the microorganisms Y1, Y2, SB4, SB6, R1, R5,
R9, L1, L2, L4, K1 and K2 showed inhibition against E. coli; SB4, SB6, F1, F2 and L4
against Salmonella Enteretidis; against L. monocytogenes SB6 and L4 presented
inhibitory action; and in relation to S. aureus, antimicrobial activity was observed
when the L4 and L5 microorganisms were analyzed. The microorganisms were
classified as homofermentative, gelatinase, lipase and DNAse negative; a-hemolytic,
non-biofilm forming, and do not show virulence genes such as agg, wing and
resistance genes such as vanA. Thus, it was concluded that the microorganisms R9
(Lactococcus lactis subsp. Lactis) and L1 (Leuconostoc citreum) have been shown to
be promising microorganisms with potential for use as probiotics, as well as
satisfactory antimicrobial and antioxidant properties. This result becomes of
paramount importance, considering the possible use of these in future food
production.

Keywords: Description; antimicrobials; antioxidant; virulence, resistance.
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1 Introducéo

A dieta ocidental, caracterizada pelo baixo teor de fibras e elevado consumo
de gordura, € um dos principais fatores que contribuem com a maior proliferacéo de
bactérias patogénicas na microbiota intestinal (JUMPERTZ et al., 2011). Devido este
fato, uma ampla variedade de produtos lacteos vem sendo estudada, utilizando
estes aliados microbianos de uma forma eficiente para suprir as necessidades
diarias de alguns micronutrientes e se obter uma alimentacdo mais natural. Esses
produtos lacteos abrangem uma ampla variedade de produtos incluindo bebidas
como iogurtes, queijos, kefir e demais produtos fermentados.

A aplicacao tecnolégica de bactérias acido lacticas (BAL) em alimentos vém
sendo amplamente explorada, tendo em vista 0 aumento da demanda de alimentos
fermentados funcionais, estimulando o desenvolvimento de novos produtos. Um
alimento funcional se caracteriza como um produto que promove a saude e o bem-
estar além de nutrir (MEIRA et al., 2012). As BAL constituem um grande grupo de
bactérias benéficas que possuem propriedades semelhantes e que produzem como
produto final do processo de fermentacao o acido (MOGENSEN et al., 2003).

Sado as principais representantes dos probiéticos em alimentos. Estas séo
consideras bactérias probioticas definidas como suplemento vivo, que melhoram o
equilibrio da microbiota intestinal e possuem efeitos benéficos para a salude do
hospedeiro. Dentre essas bactérias podemos incluir muitas espécies de
Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus (CABRE & GASSULL, 2007).

As células probidticas depois de ingeridas devem ser capazes de
sobreviverem as condi¢Bes adversas no trato gastrointestinal, como suco gastrico,
sais biliares e enzimas digestivas além de manter sua viabilidade e atividade
metabdlica no intestino para exercerem os efeitos benéficos aos hospedeiros
(SAAD, 2006; ARAUJO, 2007).

Para exercer um impacto benéfico a saude, a concentracdo de probidticos no
produto deve atingir niveis adequados (DONKOR et al., 2007). Shah (2000) sugere
um minimo de 10° Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) mL™, porém recomenda
108 UFC.mL* para compensar a reducdo que ocorre no nimero de micro-
organismos viaveis durante a passagem pelo trato gastrintestinal. De acordo com a
legislacéo brasileira, a quantidade minima viavel para os probidticos deve estar na
faixa de 10 a 10° UFC.mL™ na porcéo diaria (BRASIL, 2007).
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Muitos beneficios vém sendo associados com culturas probidticas, incluindo
atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, melhoria no metabolismo da
lactose, propriedades antimutagénicas, propriedades anticarcinogénicas,
propriedades antidiarréicas, estimulacdo do sistema imune, melhoria da sindrome do
intestino irritavel e supressao de infec¢des causadas por Helicobacter pylori (TUOHY
et al. 2003). Quanto aos seus efeitos anticarcinogénicos, estes podem ser atribuidos
a inibicdo de enzimas pro-carcinogénica ou a estimulacdo do sistema imune do
hospedeiro (ISOLAURI et al.,, 2004). Alguns dos beneficios relatados estédo
devidamente documentados, enquanto outros tém demonstrado resultados
promissores em estudos com animais.

Deste modo, o presente estudo visa identificar BAL presentes em leite in
natura e derivados lacteos com potencial probiético, antioxidante e antimicrobiano e,

da mesma forma caracteriza-las quanto a seguranca aos fatores de viruléncia e

resisténcia a antimicrobianos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Isolar, identificar e caracterizar BAL presentes em leite e derivados lacteos
com potencial probidtico, bem como analisar o efeito antimicrobiano, a capacidade

antioxidante e a presenca de fatores de viruléncia e de resisténcia.

2.2 Objetivos Especificos

e |solar e caracterizar BAL de leite e derivados lacteos;

e Avaliar o potencial probiético dos isolados, por meio da resisténcia a acidos e
sais biliares e tolerancia ao trato gastrointestinal superior;

e Determinar a atividade antioxidante por meio da inibicdo da peroxidacéo
lipidica e sequestro de radicais livres;

e Avaliar a atividade antimicrobiana frente a micro-organismos indicadores;

e Investigar a atividade das enzimas gelatinase, lipase, DNAse, hemolisina e
formacéo de biofilmes in vitro, bem como a presenca dos genes envolvidos com o0s
fatores de viruléncia (asa e agg);

e Analisar a resisténcia aos antimicrobianos e a presenca de genes ligados a
vancomicina,;

e Identificar molecularmente os micro-organismos isolados.
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3 Reviséo da literatura

3.1 Bactérias acido lacticas

O isolamento e a identificacdo de micro-organismos a partir de fontes naturais
tem sido um instrumento amplamente utilizado para a obtencéo de novas linhagens
(ADNAN & TAN, 2007). As bactérias acido lacticas (BAL) além de possuirem
funcBes como a conservacao das propriedades nutricionais, aumentar a vida util de
alimentos pereciveis, incrementar o sabor dos alimentos quando comparados a
matéria prima original e, aumentar a biodisponibilidade de nutrientes, tem como
principal funcdo manter a acidificacdo dos produtos alimentares em um pH proximo
a 4, o que ajuda a impedir a multiplicacdo de bactérias patogénicas e deteriorantes
conservando desta forma os alimentos por mais tempo e conferindo maior
seguranca alimentar para o produto. (BROMBERG et al., 2006). As BAL veem sido
utilizadas na producgéo de iogurtes, queijos, manteiga, bebidas, leites fermentados,
produtos carneos, entre outros produtos, conferindo aos produtos caracteristicas
sensoriais Unicas como aroma, textura e flavor (BRUNO & CARVALHO, 2009).

As BAL adicionadas aos alimentos com a finalidade de prolongar a vida Uutil
dos alimentos ou inibir patégenos sédo denominadas culturas protetoras (BUDDE et
al., 2003), podendo interferir na multiplicacdo de bactérias deteriorantes e
patogénicas por meio de mecanismos como competicdo por sitios de ligacdo e
producdo de substancias antagonisticas, competicdo por nutrientes e oxigénio,
especialmente por meio de peptideos antimicrobianos (HUGAS, 1998). As BAL
abrangem um grupo amplo de micro-organismos no qual se destacam como
principais géneros: Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Weissella, Lactobacillus, Lactosphaera, Streptococcus e Vagococcus (MOGENSEN
et al., 2003).

BAL sdo micro-organismos Gram positivos, ndo formadores de esporos,
anaerobios, anaerobios facultativos ou microaerdfilos que apresentam melhor
desenvolvimento em meios com baixas tensées de oxigénio; sdo acido tolerantes,
aerotolerantes, fastidiosos, com metabolismo estritamente fermentativo, desprovidos
de flagelos, na grande maioria catalase negativa, com excecao de algumas espécies
de Pediococcus, produzem pseudocatalase e apresentam o acido lactico como
produto principal da fermentacdo dos carboidratos (De MARTINIS et al., 2002).
Apresentam-se na forma de bacilos ou cocos, ndo esporulados, gelatinase

negativos, ndo redutores de nitrato a nitrito, e incapazes de utilizar o lactato. A
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temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 35 e 45°C e o pH entre 6,0 e 7,0 e
suas variacdes (FERNANDES et al., 2013).

3.2 Probidticos

Com o aprimoramento das pesquisas cientificas inimeras definicbes do termo
"probidtico” ja foram descritas, mas segundo a Associacdo Cientifica Internacional
para Probioticos (REID et al., 2003) e a Food and Agriculture Organization of the
United Nations - World Health Organization (FAO — WHO, 2001) probioticos sdo
considerados "micro-organismos vivos, que quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Porém, Salminen et al.
(2006) sugerem que a seguranca e a eficacia dos probioticos tém que ser
demonstradas para cada linhagem e produto. Os alimentos probidticos estdo cada
vez mais inseridos no mercado como alimentos funcionais, ou seja, alimentos que
oferecem beneficios a saude, além de suas func¢des nutricionais basicas, e estao
disponiveis em varias formas, como os produtos lacteos fermentados, produtos de
confeitaria, formulacdes para animais, produtos farmacéuticos (FERREIRA, 2003).
Esses micro-organismos trazem melhorias no equilibrio da microbiota intestinal de
individuos que os consomem periodicamente, pois possuem a capacidade de se
manterem vivos no produto fermentado e sobreviverem a passagem pelo trato
gastrointestinal, fixando-se no intestino (BEHRENS et al., 2001). A concentracéo de
micro-organismos varia conforme a por¢ao do intestino, sendo o colon a regido do
trato gastrointestinal mais densamente povoada por bactérias (JAGER et al., 2013).
E de realcar que as quantidades de micro-organismos na microbiota podem variar
bastante entre individuos, podendo ocorrer mudancas significativas, tendo por base
a idade do organismo hospedeiro, a dieta e estado de saude. Fatores genéticos
também tém um papel importante (BIEN et al., 2013).

Para que 0s micro-organismos possam exercer suas propriedades
probidticos, depois de ingeridos, devem conter algumas caracteristicas essenciais,
como sobreviver, crescer e se fixar ao epitélio intestinal, sobreviver as condi¢cfes de
estresse do trato gastrointestinal, como o0 suco gastrico, os sais biliares e as enzimas
intestinais e estomacais (FRANCO et al., 2006). N&o possuirem propriedades
patogénicas, téxicas, alérgicas, mutagénicas ou carcinogénicas, ter capacidade
antagbnica a bactérias patogénicas, producdo de substancias antimicrobianas,

incluindo bacteriocinas, peroxido de hidrogénio e acidos orgéanicos e, ndo serem
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capazes de transmitir genes de resisténcia a outros micro-organismos (FURLAN et
al., 2004). O consumo recomendavel de bactérias probidticas, por dia, &€ variavel.
Segundo Vinderola & Reinheimer (2000) para se obter o efeito benéfico desejado é
necessaria a ingestdo entre 10® e 10 UFC. mL ou g dependendo da linhagem
empregada. Conforme Oliveira et al. (2002) para as bactérias manterem-se viaveis e
em quantidades desejaveis, a populacdo minima deve ser de 10’ UFC.mL ou g no
seu local de acdo especifico, podendo este ser no intestino delgado ou grosso,
exercendo efeitos benéficos ao seu hospedeiro. Ja Samona & Robinson (1991)
preconizam um ndmero minimo de células vidveis de 10° UFC.mL ou g.
Possivelmente, essas contagens sejam efetivas quando consumidos produtos
lacteos com frequéncia regular (VINDEROLA & REINHEIMER, 2000).

Os micro-organismos probiéticos devem ser preferencialmente aqueles
nativos ao consumidor alvo, por ndo serem reconhecidos como antigenos pelo seu
sistema imune (KLAENHAMMER & KULLEN, 1999). Ainda, devem se manter viaveis
por longo tempo durante a estocagem e transporte e, em quantidades apropriadas
no produto até o final da sua data de validade (SAAD, 2006). Alguns fatores podem
afetar sua sobrevivéncia no produto alimenticio como, por exemplo, a concentracao
do inoculo, cepa utilizada, acidez do meio, interacdo com as bactérias presente no
alimento, presenca de conservantes, nivel de oxigénio dissolvido, disponibilidade de
nutrientes e de fatores de crescimento, tempo de incubacdo e temperatura de
armazenamento, entre outros (PANDEY et al., 2008).

E necesséario conhecer a seguranca que 0s probibticos oferecem ao serem
ingeridos, pois podem conter culturas bacterianas desconhecidas como também
bactérias totalmente conhecidas e quantificadas (SILVA & PINHEIRO, 2008).
Algumas das espécies ja aprovadas pela ANVISA (2008) como probidticas sao:
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus parasacei,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium  longum,  Bifidobacterium  animalis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis ssp. lactis e Enterococcus faecium.
Os principais micro-organismos bacterianos estudados como probidticos sdo os
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, contudo, nem todas as espécies
pertencentes a estes géneros sao consideradas probidticas. As bifidobactérias
costumam colonizar preferencialmente o célon, enquanto os lactobacilos colonizam

preferencialmente a porcéo terminal do ileo (SAAD et al., 2011).
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O consumo de produtos contendo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
bifidum, segundo Pupin (2002) possuem potencial de aumentar 0s movimentos
peristalticos do intestino auxiliando na absorcdo de nutrientes, controlando ou até
prevenindo infeccBes intestinais, dificultando o0s receptores dos patdgenos,
inativando os efeitos das enterotoxinas e evitando que micro-organismos resistentes
a patdgenos se desenvolvam. Ao mesmo tempo, possuem a capacidade de
melhorar a digestdo da lactose em pessoas com resisténcia a mesma, metabolizar
alguns tipos de farmacos, reduzir o nivel de colesterol e, da mesma forma, reduzir a

incidéncia de cancer de célon.

3.3 Probidticos e seus beneficios

A literatura destaca diversos beneficios a saude humana atribuida a ingestéao
de culturas probidticas. Alguns destes estdo descritos a seqguir.

3.3.1 Alivio da constipacéo

Um estudo clinico realizado por Gotteland et al. (2010) afirmaram que o
consumo de bebida lactea simbidtica (produto no qual se combinam prebioticos e
probiéticos) reduziu de forma significativa a constipacdo nos individuos (homens e
mulheres) estudados. Em outro estudo, Matsumoto et al. (2006), comprovou da
mesma forma, reducdo da constipacdo, em individuos submetidos ao consumo
diario de leite fermentado contendo Lactobacillus casei durante um més, avaliando a
consisténcia das fezes, frequéncia de defecacdo, movimentos intestinais, além do
histérico de constipacédo dos individuos. As causas encontradas para a melhora da
constipagdo nos individuos estudados foram: aumento na frequéncia de movimentos
intestinais e no numero de lactobacilos e bifidobactérias presentes nas fezes, pois a
medida que aumentam em numero, as bactérias contribuem para a formacdo do
bolo fecal e uma boa formacéo de bolo fecal esta relacionada a um transito intestinal

mais rapido.

3.3.2 Estimulacao do sistema imune

J& é sabido que alguns géneros de bactérias intestinais, como Lactobacillus e
Bifidobacterium estdo relacionados com o estimulo da resposta imune por aumento
da producdo de anticorpos, ativacdo de macréfagos, proliferacdo de células T e
producéo de interferom (LODDI et al., 2002). Jin et al. (1997) relatam que o género

Lactobacillus pode ser importante no desenvolvimento de imunocompeténcia,
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exercendo protecdo contra antigenos que causam reacoes inflamatdrias no intestino.
Entretanto, o verdadeiro mecanismo pelo qual estes micro-organismos considerados

probidticos estimulam o sistema imune, ainda ndo esta completamente elucidado.

3.3.3 Aumento da absorcdo de minerais e producdo de vitaminas

A desregulacdo da microbiota leva a diminuicdo da produgé&o de vitaminas,
inativando as enzimas fazendo com que estas ndo desempenhem com éxito suas
funcdes, com conseguinte producdo de toxinas, destruindo a mucosa intestinal,
causando assim a reducao da absorcado dos nutrientes (ALMEIDA et al., 2009). A
competicdo por nutrientes ndo ocorre entre o hospedeiro e a bactéria e, sim, entre
as bactérias intestinais pelos seus nutrientes especificos (PELICANO et al., 2003).
As bactérias probidticas se nutrem com as substancias degradadas de forma parcial
pelas enzimas digestivas normais, ou pelas adicionadas a dieta intencionalmente

como, por exemplo, os prebidticos (LODDI et al., 2002).

3.3.4 Promocdao da resisténcia gastrointestinal a colonizacéo por patégenos

E de grande relevancia a presenca de micro-organismos com propriedades
probiéticas no intestino, considerando que estes por meio de um efeito competitivo
pela producdo de compostos inibitérios ajudam a impedir a colonizagdo por espécies
patogénicas (GRANATO et al., 2012) conferindo efeito protetor contra infeccbes
intestinais. As bactérias probibticas ocupam sitios de ligacdo na mucosa intestinal,
formando uma barreira fisica contra a colonizacdo das bactérias patogénicas
(FURLAN et al., 2004). Loddi et al. (2002), afirmam que o bloqueio dos sitios de
ligacdo na mucosa entérica pelas bactérias intestinais, pode reduzir a area de
interacdo no ceco pelas bactérias patogénicas, sendo necessario aproximadamente
40 bactérias para recobrir a superficie de uma célula intestinal. Desta forma, as

bactérias patogénicas seriam excluidas por competicao.

3.3.5 Promocéao da digestéo da lactose em individuos intolerantes a lactose

Pela inducdo da quebra de proteinas com potencial alergénico no trato
gastrointestinal, 0s micro-organismos probidticos também estdo associados a
reducdo de alergias a proteinas alimentares (MORAIS & JACOB, 2006). Os micro-
organismos probidticos auxiliam na reducdo dos efeitos indesejaveis em individuos

que possuem intolerancia a lactose, pois estes digerem a lactose na luz intestinal,
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7

por possuirem a enzima [-D-galactosidase, a qual em individuos intolerantes é
produzida em pequena quantidade ou totalmente ausente. Desta maneira, as
diarreias osmoticas e o desconforto abdominal promovido pelo excesso de lactose
nao ocorrem com tanta veeméncia (SAAD, 2006). Fan et al. (2006) relataram em seu
estudo que um produto contendo micro-organismos probiéticos dos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus, foi ingerido por um ano por pacientes
com sintomas da sindrome do intestino irritado, e verificaram uma reducdo em 73%

dos sintomas nos pacientes analisados.

3.3.6 Controle da microbiota intestinal e sua estabilizacdo apés o uso de
antibioticos

Determinados tratamentos com antibioticos permanecem com seus efeitos
por longos periodos no corpo humano, isSso gera uma pressao para a selecao de
bactérias. Estudos tém mostrado alterac6es na microbiota apds antibiocoterapicos,
destacando as bactérias mais sensiveis que sdo destruidas com a medicacéo e as
gue sobrevivem e se destacam como resistentes (JERNBERG et al., 2010). A
aderéncia de alguns micro-organismos na parede do intestino € um importante
elemento que controla a composi¢do das comunidades epiteliais e do lumen. Certos
micro-organismos apresentam estruturas de adesdo denominadas adesinas, as
quais possibilitam o reconhecimento nos eritrocitos da mucosa, sendo possivel
dessa forma, a adesdo do micro-organismo na parede do intestino e auxilia na sua
multiplicagdo (BARBOSA et al., 2010). Conforme Macari & Furlan (2005), os
probibticos apresentam-se como alternativa aos antimicrobianos promotores de
crescimento, pois 0s probidticos possuem caracteristicas que podem reduzir a

excrecao de nutrientes melhorando o aproveitamento dos alimentos.

3.3.7 Diminuicdo da populacdo de patdogenos por meio da producdo de
compostos antimicrobianos

Durante a colonizacdo de micro-organismos patogénicos na mucosa do
intestino aqueles que sdo probidticos desfavorecem esse ambiente intestinal devido
a producdo de substancias antimicrobianas, como acidos orgéanicos (acético,
propidnico, butilico e lactico), bacteriocinas, diéxido de carbono e perdxido de
hidrogénio (PELICIA, 2004). Além destes efeitos citados acima, outros efeitos tém

sido atribuidos a estes micro-organismos, embora ainda haja poucos estudos na
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literatura referenciando suas func¢des, como a redugdo da concentracdo plasmatica
de colesterol, efeitos anti-hipertensivos e antitumorais (TUOHY et al., 2003), além de
efeitos inibitérios sobre a mutagenicidade, prevencao de infec¢cdes urogenitais,

reducao do risco de cancer de colon e de doenca cardiovasculares (SAAD, 2006).

3.4 Atividade antioxidante

O estudo dos antioxidantes tem atraido a atencdo de uma grande parcela da
comunidade cientifica, principalmente devido as descobertas sobre o efeito dos
radicais livres no organismo e sua relagdo em varios processos fisiopatolégicos de
diversas doengas humanas (SAIDET & GILLILAND, 2005). Antioxidantes s&o
substancias que podem retardar a velocidade da oxidacao, inibir a oxidacao, diminuir
a concentracdo dos radicais livres no organismo e/ ou quelar ions metalicos
(RODRIGUES et al., 2003) por meio de um ou mais métodos. A maioria destes é de
natureza exogena, 0s quais necessitam ser ingeridos pela dieta ou, podem ser de
natureza endogena, quando sado produzidos pelo préprio organismo (DUARTE-
ALMEIDA, 2006).

Os seres humanos possuem sistemas de defesa antioxidantes préprios, que
evoluiram para protegé-los contra os danos oxidativos, porém, infelizmente, ndo séo
suficientemente eficazes para impedir totalmente este dano. Apesar disso, alimentos
gue contenham antioxidantes, suplementos e substancias antioxidantes, podem
servir para ajudar a reduzir o dano oxidativo do organismo (SIES et al., 2005). Além
destes, as BAL também vém sendo investigadas em relacdo a sua capacidade
antioxidante. As propriedades das BAL podem beneficiar o consumidor, pelas
bactérias probidticas com potencial producdo de antioxidantes durante o trato
intestinal (SAIDET & GILLILAND, 2005).

As maiorias das bactérias é&cidas lacticas apresentam esse potencial
antioxidante através da producdo de enzimas superoxido dismutase, que catalisam
radicais superdxido a oxigénio e peréxido de hidrogénio e da glutationa peroxidase
gue elimina peréxido de hidrogénio e os radicais hidroxila (STECCHINI et al., 2001).
Algumas bactérias acido lacticas podem também produzir antioxidantes né&o
enzimaticos, com atividade de reducédo e capacidade quelante de ions metalicos
(LEE et al., 2005). Os Lactobacillus podem melhorar a defesa antioxidante do

hospedeiro, pois possuem sistemas para manter os radicais livres em niveis que nao
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sdo toxicos para as células. O uso de cepas especificas pode demonstrar diferentes
mecanismos de acgao.

A atividade antioxidante pode ser analisada por diferentes métodos tais como
pelo sequestro do radical 2-2- difenil-1-picrilhidrazila pelo método DPPH, o qual tem
como base a transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um
oxidante; e pelo método TBARS (reacdo as substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico), utilizado para estimar a peroxidacao lipidica.

A determinacdo da atividade antioxidante dos alimentos e das BAL, além de
prognosticar o potencial antioxidante do alimento antes de ser consumido, é
importante também para avaliar oxidagdo e a deterioracdo do alimento,
demonstrando rea¢Bes que poderiam levar a reducdo da sua qualidade e valor
nutricional. E sugerido ainda que, a capacidade antioxidante das cepas probiéticas,
gue podem reduzir os danos oxidativos ao organismo humano pelas EROS, estéo
relacionadas com a idade e o aparecimento de doengas cronicas (MEIRA, 2011).

3.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das BAL tem sido relatada por diversos autores,
pois possuem um potencial elevado de uso como bioconservadores por serem
considerados micro-organismos seguros para o consumo (ANVISA, 2002), e por
produzirem compostos proteicos denominados bacteriocinas, 0s quais possuem
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, podendo agir inibindo (efeito
bacteriostatico) ou destruindo (efeito bactericida) espécies relacionadas (MADIGAN
et al., 2004). Durante o tempo de armazenamento, as BAL preservam as
caracteristicas sensoriais do alimento, as qualidades nutritivas da matéria-prima,
prolongam a vida atil do alimento e sdo também capazes de inibir micro-organismos
patogénicos indesejaveis (FERNANDES et al., 2014).

Uma grande variedade de linhagens de BAL tem sido utilizada rotineiramente
como culturas iniciadoras na fabricacdo de produtos carneos, lacteos e vegetais
(BROMBERG et al., 2006). Devido a ampla importancia econdmica das BAL para a
industria de alimentos e bebidas fermentados, estudos sobre a fisiologia, bioquimica,
genética e biologia molecular das bacteriocinas tiveram um avango significativo,
permitindo o esclarecimento dos mecanismos de acéo e das estruturas de muitos
desses compostos. O modo de agdo de muitas bacteriocinas parece ocorrer

inicialmente em nivel da membrana citoplasmatica (KLAENHAMMER, 1993).
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O reconhecimento dos micro-organismos Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella Enteritidis e
Staphylococcus aureus como principais patégenos em alimentos, despertou o
interesse no desenvolvimento de novos métodos para a obtencdo de alimentos
seguros (FRIEDMAN et al., 2003). As pesquisas relacionadas ao uso de linhagens
de BAL produtoras de bacteriocinas visando a inibicdo de Listeria monocytogenes
(RODRIGUEZ et al., 2005) vem aumentado devido o fato de ser um importante
patdgeno nas doencas transmitidas pelos alimentos (DTA), sendo um micro-
organismo que se encontra amplamente disseminado na natureza (SCHWAB &
EDELWEISS, 2003). Listeria monocytogenes € patogénica tanto para o homem
guanto para animais, e sua ampla distribuicdo ambiental é favorecida pela sua
capacidade de se desenvolver entre 1°C e 45°C, embora sua faixa ideal de
crescimento seja entre 30°C e 37°C, essa bactéria possui a capacidade de
sobreviver em alimentos congelados. Tolera pH extremos de 4 a 9, baixa atividade
de agua e concentracfes de NaCl de 10% ou superiores (JAY, 2005). Este micro-
organismo € considerado um patégeno emergente de grande interesse na area da
saude devido as dificuldades de sua eliminacdo, como também, a possibilidade de
causar a listeriose, uma doenca em que a gravidade depende das condi¢gbes
imunolégicas do hospedeiro e do tipo de infeccdo (CATAO & CEBALLOS, 2001).

3. 6 Seguranca do uso de probidticos na alimentacao

Alguns aspectos de seguranca para 0 uso de uma bactéria considerada
probiética incluem: sua identificacdo adequada em nivel de espécie, origem da
estirpe, ndo carrear genes plasmidiais de resisténcia a antibioticos, ndo promover a
degradacdo da mucosa intestinal, ndo possuir fatores de patogenicidade, né&o
apresentar histérico de associacdo com doencas ou desordens intestinais
(SAARELA et al., 2000).

Os fatores de viruléncia, também conhecidos como fatores de patogenicidade,
referem-se a mecanismos observados em comuns entre varios micro-organismos
patogénicos. Segundo Schaechter et al. (1999), fator de patogenicidade é qualquer
elemento do micro-organismo que potencializa a sua capacidade em causar ou
adquirir doencas. Os fatores de viruléncia sdo mecanismos utilizados pelas bactérias
por meio dos quais estas colonizam e invadem o intestino, causando danos ao

hospedeiro. Os fatores de viruléncia de um micro-organismo séo regulados pela
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presenca de seus genes codificantes em regides especificas do genoma,
conhecidas como ilhas de patogenicidade (HACKER & KAPER, 2000). Esses genes
podem estar presentes em elementos extra-cromossomais como plasmideos e
transposons ou N0 Cromossomo.

A presenca das atividades de gelatinase, lipase, DNAse e hemodlise em BAL
com potencial probidtico também ndo sédo desejaveis. A gelatinase € uma enzima
proteolitica capaz de hidrolisar a gelatina, caseina, colageno, hemoglobina e outros
peptideos bioativos e esta associada a viruléncias em humanos e a processos
inflamatérios (FISHER & PHILLIPS, 2009). Esta tem como fungdo na patogénese o
fornecimento nutricional para as bactérias a partir da degradacdo do tecido
hospedeiro. Segundo Franz et al. (2001) ha uma elevada incidéncia de producao de
gelatinase em isolados de produtos lacteos como o queijo, por serem ricos em
proteinas e as utilizarem como fonte de aminoacidos.

As lipases sdo enzimas hidrossolluveis que possuem como principal funcao
catalisar a hidrolise total ou parcial de triacilglicerol (TAG), liberando diacilglicerol
(DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e acidos graxos livres (VAZ & CHOUPINA,
2012). De acordo com Barbosa et al. (2010), a DNAse é uma enzima capaz de
degradar o &cido nucleico (DNA), promovendo uma vantagem competitiva ao micro-
organismos, permitindo, assim, a infec¢éo do hospedeiro.

A enzima hemolisina € uma toxina bacteriana, e a sua producédo ocorre devido
ao requerimento de ions de ferro, micronutriente fundamental que atua como co-
fator enzimético no desenvolvimento de micro-organismos patogénicos (HUSAIN,
2008). A sua patogénese ocorre devido a inibicdo dos leucécitos e lise dos
eritrocitos, a liberacéo de ferro e nutrientes (FISHER & PHILLIPS, 2009).

A substancia de agregacdo é uma adesina, que promove a formacdo de
agregados durante a conjugacao, auxiliando assim na transferéncia de plasmideos,
expressa pelos genes asa e agg (KOCH et al., 2004).

A vancomicina por meio de uma ligagao na extremidade terminal D-alanina-D-
alanina de unidade precursora da parede celular inibe a sua sintese (CUI et al.,
2006). Muitos genes sao responsaveis pela resisténcia a vancomicina, como por
exemplo, VanA. O gene VanA pode ser ativado pela exposicdo da bactéria a
vancomicina, induzindo a producdo de proteinas que conferem resisténcia,

classificada como altamente resistente (MURRAY, 1998).
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A autoagregacdo e a coagregacado dos probidticos também séo considerados
mecanismos importantes, pois podem formar empecilhos que previnem a
colonizacdo por patdégenos, podem envolver um ou mais micro-organismos, sendo
um processo necessario para que ocorra a adesao ao epitélio intestinal (DEL RE et
al., 2000). A aderéncia das bactérias que pertencem a mesma estirpe pode ser
denominada como autoagregacdo, e a coagregacao ocorre quando duas ou mais
bactérias, de espécies diferentes, interatuam formando um aglomerado podendo ser
considerado um fator de viruléncia (KHEMALLELAKUN et al., 2006). Entretanto, vale
ressaltar que algumas caracteristicas fisico-quimicas celulares podem impedir a
adeséo, como a hidrofobicidade (DEL RE et al., 2000).

Medeiros (2011) reforca a importancia da seguranca na utilizacdo desses
micro-organismos em alimentos, pois relata que genes de viruléncia podem ser

encontrados em amostras de origem alimentar.
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4. Material e Métodos

4.1 Isolamento, selecéo e caracterizacdo da amostra

Esta pesquisa foi desenvolvida nos Laboratérios de Microbiologia e
Nutrifisiogenbmica da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), localizados na
cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.

Conforme normas preconizadas (SILVA et al., 2001), a unidade analitica (leite
e produtos lacteos) foi coletada assepticamente e transferida para sacos de
Stomacher previamente esterilizados e tarados sobre uma balanca, apos foram
homogeneizados. O preparo da primeira diluicdo constou da adicdo de 225mL de
agua peptonada 0,1% e 25g de cada amostra (yakult®, san bios®, leite de vaca,
Ricota, queijo minas frescal e kefir). Apds, foi transferido para equipamento
Stomacher durante 2min para a homogeneizacdo da amostra.

Foram realizadas diluicdes seriadas da amostra homogeneizada até a diluicdo
10™. Para isolamento das bactérias acido lacticas, foi realizada a inoculacdo de
0,1ml de cada diluicdo na superficie em placas de Petri estéreis com o Agar Man
Rogosa Sharpe (MRS), sendo estas incubadas invertidas e incubadas a 37°C por
48-72h.

Foram isolados 40 micro-organismos do leite in natura e dos produtos lacteos.
Todas os micro-organismos isolados foram submetidos a testes de coloracdo de
Gram de acordo com a metodologia descrita por Bier (1985) e teste de catalase de
acordo com Tortora et al. (2012). Apenas os isolados classificados como Gram-
positivos e catalase negativos foram submetidos as analises posteriores por serem
ja aceitas como caracteristicas de BAL. Apods, foram selecionados 13 micro-
organismos para continuacdo no estudo, os quais foram isolados de produtos como
kefir e alimentos lacteos como leite de vaca in natura, ricota e queijo minas frescal.
Quatro micro-organismos foram utilizados como controle, isolados do iogurte-yakult®
e do queijo minas frescal - san bios®.

Estes micro-organismos estdo mantidos em cultura estoque em ultrafreezer a

-80°C no Laboratorio de Nutrifisiogenémica da UFPEL.
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4.2 Critérios para selecdo de isolados com caracteristicas probidticas

4.2.1 Tolerancia a condicdes acidas

A resisténcia do isolado sob diversas condi¢cGes acidas foi realizada de acordo
com Erkkila & Petaja (2000), com algumas modificac6es. As BAL foram inoculadas
em caldo BHI a 37°C por 24h. A resisténcia dos isolados sob diferentes condigdes
acidas foi avaliada em caldo MRS (pH 7) ajustado a pH 2, 3 e 4 com &cido cloridrico
(HCL) concentrado, sendo que o pH 7 foi usado como controle. Um mililitro (1mL) da
cultura foi adicionado aos tubos contendo 10mL de caldo BHI acidificado. Apos a
exposi¢do as condi¢des acidas por Oh, 2h, e 4h, diluicbes seriadas de cada tempo
foram inoculadas em placas contendo Agar Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a
37°C por 24h. Posteriormente, foi realizada a contagem da sobrevivéncia das células
que foi expressa como valores de log de Unidades Formadoras de Colénias por mL
(log.UFC.mL™). A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada com a seguinte
equacdo: % de sobrevivéncia: contagem final (UFC.mL™) / controle (UFC.mL™) x

100. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.2 Resisténcia aos sais biliares

Apo6s a incubagdo em caldo MRS a 37°C por 24h, as células dos micro-
organismos isolados foram coletadas por centrifugacéo (10000 x g por 15min a 4°C)
e a avaliacdo da resisténcia bacteriana aos sais biliares foi realizada utilizando 10mL
de caldo BHI esterilizado, suplementado com uma mistura de colato de sodio e
desoxicolato de sédio (Sigma) na proporcéo de 1:1, obtendo uma concentracao final
de 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1% (m/v). A contagem de células viaveis foi determinada,
guando expostas aos sais biliares por Oh, 2h, e 4h de incubacdo, em placas
contendo Agar BHI. Em cada periodo foram realizadas diluicbes seriadas das
amostras e incubadas a 37°C por 24h. Os dados foram expressos como valores de
log.UFC.mL™ (PERELMUTER et al., 2008). O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.3 Tolerancia ao transito gastrointestinal superior de forma simulada

A avaliacdo de tolerancia ao transito gastrointestinal superior foi avaliada de
forma simulada conforme Huang & Adams (2004). Apds 24h de incubacdo a 37°C
foram separadas por centrifugacdo (1200 x g por 5min) as células dos micro-
organismos isolados, lavadas duas vezes com tampao fosfato salina (0,85%) (PBS,

Laborclin®), e ressuspendidas em solucéo salina a 0,5%. Uma aliquota de 200ul da
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suspensao celular foi ministrada a 0,3mL de solugéo salina e 1mL de suco géstrico
ou intestinal simulado e incubados a 37°C. A contagem de células viaveis foi
realizada no tempo Oh, 2h e 4h para a tolerancia gastrica e para a determinacao da
tolerancia ao transito no intestino delgado.

O suco gastrico simulado consistiu em pepsina (3mg.mL™) e pH 2 com ou
sem a adicao de leite integral; enquanto o suco intestinal simulado foi composto por
pancreatina (Img.mL™), pH 8 com ou sem adicdo de 0,5% de sais biliares. O efeito
da presenca de um alimento na sobrevivéncia durante o transito gastrico em pH 2 foi
avaliado da mesma forma, porém, substituindo a solu¢éo salina (0,85%) por 0,3mL
de leite integral reconstituido a 10% (m/v). A contagem do nimero de células viaveis
durante a simulacdo pelo trato gastrico e pelo trato intestinal foi realizada nos
tempos Oh, 2h e 4h em placas de Petri contendo Agar MRS. Os dados foram
expressos como valores de log.UFC.mL™. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.4 Capacidade de autoagregacao, coagregacao e hidrofobicidade

As propriedades in vitro de autoagregagcdo e coagregacdo foram realizadas
conforme descrito por Collado et al. (2008) e a hidrofobicidade foi realizada como
descrito por Vinderola & Reinhemer (2003), ambas com modificagdes. Suspensdes
celulares das culturas crescidas em caldo MRS a 37°C por 24h a uma absorbancia
de 0,25 + 0,02 a 600nm, foram preparadas para os testes. A autoagregacao foi
determinada a 37°C nos tempos de 2h, 20h e 24h. A absorbancia foi medida a
600nm e os resultados foram expressos em percentual, conforme [1 — (A600nm da
suspensao inicial/A600nm da suspensao final) x 100]. Para determinar a capacidade
de coagregacdo do isolado ao patdgeno L. monocytogenes, volumes iguais (2ml de
L. monocytogenes e 2mL do micro-organismo avaliado) das suspensdes celulares
bacterianas foram misturados e incubados a 37°C. A absorbancia foi monitorada em
2h, 4h e 24h. Os resultados foram expressos em percentual, conforme [(Apat +
Aisol)/2 — (Amix )/( Apat + Aisol)/2] x 100, onde Apat e Aisol representam a
absorbéancia das suspensfes bacterianas em separado em tubos controle e Amix
representa a absorbancia das suspensdes celulares misturadas nos diferentes
tempos (Oh e 24h). Para avaliar a adeséo bacteriana ao hidrocarboneto, reagente
tolueno (Synth) foi empregado a suspenséao celular (3mL) foi agitada em vértex por
60 segundos com 400uL de octano. Depois de 2h a 37°C, a fase aquosa foi

cuidadosamente removida e a absorbancia a 600nm foi medida no



28

espectrofotometro. A hidrofobicidade foi determinada como o percentual de adeséo,
conforme [(AO-A)/A] x 100, onde AO e A sédo as absorbancias antes e depois da

extracdo com tolueno, respectivamente. O experimento foi realizado em duplicata.

4.3 Capacidade Antioxidante

4.3.1 Preparacao do sobrenadante bruto

Os isolados foram inoculados em 10mL em caldo MRS e incubados a 37°C
por 24h. Apos este periodo, as células foram centrifugadas a 14000rpm por 15min.
O sobrenadante resultante foi neutralizado (pH 7) com hidréxido de sodio (NaOH)
1M e aquecido em banho seco a 75°C por 10min.

4.3.2 Determinagdo das Substdncias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
(TBARS)

A reacdo ao Acido Tiobarbitirico foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Ohkawa et al. (1979). Primeiramente foram incubados em
banho maria a 80°C, tubos de ensaio contendo agua Mili Q e Azeite de Oliva Extra
Virgem, e os tubos foram submetidos a oxidacdo por 100uM de sulfato ferroso, por
10min. Posteriormente, foram adicionados em cada tubo a amostra do sobrenadante
bruto de cada micro-organismo, Lauril Sulfato de Sddio (SDS) 8,1% sendo a aliquota
de 200puL; Tampéo de Acido Acético pH 3,44 (500uL) e Acido Tiobarbittrico (TBA)
0,6% sendo 500 pL. Em seguida, os tubos foram incubados novamente em banho
maria a temperatura de 100°C por 1h.

Os produtos da reacao foram determinados por medida de absorbéancia em
532nm em espectrofotdmetro. A concentracdo de TBARS foi calculada por meio de
uma curva padrdo, utilizando concentragdes conhecidas de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano. A curva padrao foi composta por concentracdes de agua
destilada, MDA 0,03mM, SDS 8,1% (200uL), Tampéo de acido acético pH 3,44
(500uL) e TBA 0,6% (500uL), e incubados em banho maria a 100°C, por 1h. Os
dados foram expressos em nmol de MDA.mL™. O experimento foi realizado em

triplicata em dois experimentos independentes.
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4.3.3 Capacidade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil)

O método DPPH utilizado foi realizado de acordo com Brand-Williams et al.
(1995) baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515nm. O DPPH foi
preparado na concentracdo de 60umol.L™, dissolvido em &lcool metilico (CH3OH),
sendo, posteriormente, a solucdo homogeneizada e transferida para um frasco de
vidro ambar, devidamente etiguetado. A solucéo preparada foi usada apenas no dia
da andlise. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 0,1mL do
sobrenadante bruto (relatado no item 4.3.1) de cada micro-organismo para tubos de
ensaio contendo 3,9mL da solucdo dissolvida do radical DPPH (60umol.L™) e
homogeneizada em vortex. A solucdo controle foi realizada utilizado 0,1mL da
solucdo controle (composta por 40mL alcool metilico 50%, 40mL acetona 70% e
20mL de &gua destilada) com 3,9mL do radical DPPH (60pmol.L™Y) e, apds
homogeneizado, foi armazenado no escuro por 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 12h e 24h,
sendo que para a analise do sequestro de radicais livres foram utilizados o primeiro
(1h) e dltimo periodo (24h). Como branco utilizou-se o &lcool metilico. A curva
padréo foi realizada em concentracdes entre 0-60pmol.L™* de DPPH. Os resultados
foram expressos em ECso (ug.mL™) que é definida como a concentracdo minima do
antioxidante necessaria para reduzir 50% da concentracdo do DPPH inicial a partir
do momento que o extrato atingir a estabilidade. O experimento foi realizado em

triplicata em dois experimentos independentes.

4.4 Atividade Antimicrobiana

4.4.1 Teste de difusdo em pocos

Os isolados foram avaliados quanto a sua atividade antagonista e
bacteriocinogénica, utilizando-se 0 sobrenadante bruto, conforme descrito
anteriormente (item 4.3.1). A atividade bacteriocinogénica dos isolados de BAL foi
avaliada por meio do método de difusdo em pocgos descrito por Biscola et al. (2013)
com modificagbes. A atividade antimicrobiana dos isolados foi testada frente aos
micro-organismos indicadores Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes
ATCC 19114, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella enteritidis ATCC
13076.
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Aliquotas de 20puL do sobrenadante bruto foram adicionadas sobre placas de
Petri contendo Agar BHI com aproximadamente 10° UFC.mL™* de cada micro-
organismo. Apds a completa absorcédo da aliquota pelo meio de cultura, as placas
foram incubadas a 37°C por 24h. A presenca de halo de inibicdo no meio (=5mm) foi
considerada indicadora da producéo de bacteriocina, caracterizando a capacidade
bacteriocinogénica dos isolados. O experimento foi realizado em duplicata em dois

experimentos independentes.

4.4.2 Teste de difuséo de disco

Micro-organismos indicadores (Escherichia coli ATCC 8739, Listeria
monocytogenes ATCC 19114, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella
enteritidis ATCC 13076) foram suspendidos em solucdo salina 0,85% e
padronizados a 0,150 por ODgoonm €M espectrofotdmetro. Apds, aliquotas de 20uL
do sobrenadante bruto conforme descrito anteriormente (item 4.3.1) dos micro-
organismos isolados de BAL foram aplicados sobre discos estéreis de celulose
(5mm) alocados em placas com Agar BHI previamente inoculadas com 0s micro-
organismos indicadores com auxilio de swab. As placas foram incubadas a 37°C e
as zonas de inibicdo foram mensuradas apés 24h com o auxilio de um paquimetro,
considerados inibitorios os halos 27mm (BROMBERG et al., 2006). O experimento

foi realizado em quadriplicada em dois experimentos independentes.

4.5 Fatores de viruléncia

4.5.1 Gelatinase

A deteccdo da producao de gelatinase foi realizada de acordo com Marra et
al. (2007). Os micro-organismos em estudo foram inoculados em tubos contendo
4mL de caldo BHI com 12% de gelatina por 48h a 37°C. Apés a incubacéo, os tubos
foram alocados em banho de gelo por 30min, sem agitacdo. Foi utilizado como
controle positivo Staphylococcus aureus ATCC 25923. O resultado foi interpretado
como negativo: meio sélido ou positivo: meio liquido. O experimento foi realizado em

duplicata em dois experimentos independentes.

4.5.2 Producao de lipase
A producdo de lipase foi realizada de acordo com Barbosa et al. (2010).

Aliquotas de 2puL do sobrenadante bruto de cada cultura foram semeados
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pontualmente em placas contendo Agar BHI suplementado com 2g.L™* de Cloreto de
célcio (CaCly) e 10g.L™ de Tween 80 e, em seguida, as placas foram incubadas a
37°C por 48h. A atividade lipolitica foi identificada pela formacé&o de halos opacos ao
redor das colbnias. O experimento foi realizado em duplicata em dois experimentos

independentes.

4.5.3 DNAse

A atividade de DNase foi testada como descrito por Bannerman (2003), com
adaptacdes, utilizando o Agar DNAse (Oxoid, S&o Paulo, Brasil). Os isolados foram
estriados diretamente na placa com o Agar DNase e incubados por 24h a 37°C.
Apods o tempo de incubacao a placa foi coberta com acido cloridrico 1N por 3min. A
formacéo de halo claro em torno das colénias foi considerado indicativo de resultado
positivo. Foi utilizado como controle positivo Staphylococcus aureus ATCC 25923. O

experimento foi realizado em duplicata em dois experimentos independentes.

4.5.4 Atividade Hemolitica

As linhagens foram testadas quanto a atividade hemolitica segundo Foulquié-
Moreno et al. (2003), utilizando Agar Sangue (7% v/v de sangue de cavalo) e
incubacédo a 37°C por 48h. A interpretacdo dos resultados foi realizada da seguinte
forma: a-hemdlise - linhagens que produziram zonas verdes em torno das colénias;
y-hemolise - ndo produziram qualquer efeito sobre as placas de Agar Sangue (foram
consideradas ndo hemoliticas). Linhagens, que apresentam zonas de lise de sangue
ao redor das coldnias foram classificadas como hemoliticas (B-hemdlise). O

experimento foi realizado em duplicata em dois experimentos independentes.

4.5.5 Avaliacdo da suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avaliada pelo teste de difusdo em agar
Mdller-Hinton (MH, Oxoid®), realizado de acordo com as normas do documento
M100-S22 do Clinical and Laboratory Stardards Institute (CLSI, 2017). ApGs o cultivo
em caldo BHI a 37°C por 24h, os micro-organismos isolados foram repicados para
solucédo salina estéril (0,85%) e mensuradas espectrofotometricamente a 0,150 +
0,02 (Densidade Optica - DO600nm). Em seguida, com o auxilio de swab, a cultura
foi semeada em &gar MH e foram adicionados os discos impregnados com

diferentes tipos de antimicrobianos. Foram utilizados seis agentes antimicrobianos:
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clindamicina-2ug  (CLI), cloranfenicol-30ug (CLO), Meropen-10ug (MER),
Eritromicina-15ug (ERI), vancomicina-30ug (VAN) e penicilina-10ug (PEN), todos da
marca Laborclin (Laborclin®). Apdés, as placas foram incubadas a 37°C por 24h e os
diametros das zonas de inibicdo foram medidos utilizando-se paquimetro Digimess®

e expressos em milimetros. O experimento foi realizado em quadriplicata.

4.5.6 Avaliacao da capacidade de formacéo de biofilme

Foi analisado a capacidade de formacao de biofilme dos micro-organismos de
acordo com Stepanovic et al. (2000). Os micro-organismos foram previamente
inoculados em uma micro placa contendo Agar BHI e incubados a 37°C durante 24h.
Placas de microtitulacdo foram preenchidas com 180uL de caldo BHI esterilizado.
ApOs crescimento overnight, as coldénias dos micro-organismos foram ressuspensas
em solucéo salina e ajustadas, espectrofotometricamente a 0,150 + 0,02 (DOgoonm)-
Em seguida, 20uL desta solucdo foram inoculadas em cada poco. Staphylococcus
epidermidis ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo, e no controle negativo
foi utilizado apenas caldo BHI. As placas foram cobertas e incubadas a 37°C durante
24h. Apos crescimento, 0os micro-organismos foram absorvidos com uma pipeta de
canais multiplos e os pocos foram lavados trés vezes com uma solucédo de 200uL de
solugcéo salina (0,85%). A micro-placa foi invertida sobre papel absorvente para
secar e as amostras foram fixadas posteriormente com 150uL de metanol (CHsOH)
durante 20min. Apds este tempo, o metanol foi descartado e as placas foram
mantidas invertidas por 12h. As amostras foram coradas com 150pL de violeta de
cristal (5g.L™") durante 15min. Posteriormente as placas foram invertidas e o0 excesso
foi removido sob agua corrente. Apés um curto periodo de secagem, 150uL de
etanol (95% v/v) foi adicionado nas placas e apdés 30min a absorbancia foi medida
em um leitor de microplacas (Anthos 2010 Tipo 4894 17550) a 450nm. Com base na
DO produzida por biofilmes, cepas foram classificadas nas seguintes categorias: nao
produtor de biofilme (-), fraco (+), moderado (++) ou forte produtor de biofilme (+++).
O ponto de corte de DO (DOc) foi definido como trés desvios padrdo acima da
média DO do controle negativo. As cepas foram classificadas como segue: DO <
DOc = sem producéao de biofilme, DOc <DO < (2 x DOC) = fraco produtor, (2 x DOC)
<DO =< (4 x DOC) = moderado produtor (4 x DOcC ) <DO = forte produtor. O

experimento foi realizado em duplicata.
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4.5.7 Deteccao de genes de viruléncia e resisténcia

Extracdo feita conforme o item 4.7.1, os 17 micro-organismos foram
analisados quanto a presenca de genes de agregacao: agg e asa. A reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) foi realizada num volume total de 20uL contendo: 10uL
GoTag- Promega, Madison, WI USA, 1ul de cada oligonucleotideo iniciador, 1uL de
amostra e 7uL de agua ultrapura (Milli-g). Os micro-organismos também foram
avaliados para o gene de resisténcia: vanA. A reacdao de PCR foi realizada num
volume total de 20ul como descrito acima. As sequéncias de iniciadores estéao
descritas na Tabela 1. Tempo de extenséo para todos os genes foram desnaturacéo
a 94°C durante 5min, seguidas de 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C durante 1min,
extensdo com temperaturas de anelamento de acordo com a Tabela 1, seguida de
extensdo final a 72°C durante 10min. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% de. A visualizagao dos fragmentos resultantes
foi obtida em um fotodocumentador com transluminacéo ultravioleta apds coloracéo
com Syber Safe (Invitrogen®). Como controle positivo do agg, asa, VanA foi utilizado
0 micro-organismo Enterococcus faecalis ID 2389.

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores e a temperatura de anelamento usado para detectar os
genes de viruléncia.

Oligonucleotideo Sequencia (5’-3’) Produto  TA* Referéncia
(BP) (°C)
vanA f GGGAAAACGACAATTGC 736 50 Departieu, Perichon, &

vanAr GTACAATGCGGCCGTTA Courvalin, 2004
asaf GATACAAAGCCAATGTGGTTCCT 101 48 Dunny, Craig, Carron, &
asar TAAAGAGTCGCCACGTTTCACA Clewell, 1979

agg f AAGAAAAAGTAGACCAAC 1553 48 Eaton & Gasson, 2001
agg r AACGGCAAGACAAGTAAATA

*TA: Temperatura de anelamento

4. 6 Fermentacao de glicose

A capacidade de fermentar glicose com producdo de gas (CO,) foi
determinada de acordo com Lima et al. (2009), a partir do cultivo de 24h a 37°C em
caldo MRS. Os micro-organismos isolados foram reinoculados (1% v/v) em caldo
MRS suplementado com 3% de glicose (Synth®), em tubos de ensaio contendo
tubos de Durhan e incubados a 37°C por 48h. Lactobacillus fermentum ATCC 9338 e
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 foram utilizados como controle positivo e
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negativo, respectivamente. Nos tubos em que se observou turbidez do meio e
producdo de gas, os isolados foram classificados como heterofermentativos,
engquanto aqueles que apresentarem somente turvacdo do meio foram classificados

como homofermentativos. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.7 ldentificagdo molecular

4.7.1 Extragdo de DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido de células de todos os micro-organismos
isolados, as quais foram incubadas em microtubos de 1,5mL contendo 100upL de
EAR Buffer e 5uL de Proteinase K (20mg.mL™, Invitrogen®) a 55°C durante 4h. Apés
resfriamento das amostras em temperatura ambiente, foi adicionado 750uL de TE
Buffer. Apds centrifugacéo, foi utilizado 1puL do sobrenadante contendo o DNA
extraido para a técnica PCR. As técnicas de extracdo de DNA e PCR foram
realizadas de acordo com protocolo padronizado no laboratério.

4.7.2 Amplificagdo do DNA por reagédo em cadeia da polimerase

Os genes de rRNA 16S dos micro-organismos foram amplificados utilizando
oligonucleotideos iniciadores universais 27F (5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3’) e
1492R (5’- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). Foram preparadas reacoes
contendo 17uL de mistura especial para PCR (GoTag- Promega, Madison, Wl USA),
1ul de cada oligonucleotideo iniciador, 1uL de amostra e 1uL de agua ultrapura
(Milli-q), totalizando 20pL de volume final. Em um termociclador da marca
Amplitherm, os genes de rRNA 16S foram amplificados utilizando o seguinte
protocolo térmico: desnaturacdo inicial, 95°C durante 5min; 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C durante 30segundos, anelamento a 50°C durante 1min e
extensdo a 72°C durante 1min; e extensdo final, a 72°C por 5min. Os produtos
amplificados pela PCR foram analisados em gel de agarose a 1% ap0s eletroforese.
A visualizagdo dos fragmentos resultantes foi obtida em foto documentador com
transluminacdo ultravioleta ap6s coloragdo com Syber Safe (Invitrogen®). Os
produtos da PCR foram recortados do gel e enviados para a Unidade de Analises
Moleculares e de Proteinas, do Centro de Pesquisa Experimental, do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre — RS) para purificacdo e sequenciamento.
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4.7.3 Sequenciamento de DNA

Para o ciclo de sequenciamento de DNA foi utilizado o kit BigDye® Terminator
Cycle Sequencing de acordo com instrucdes do fabricante, juntamente com o
oligonucleotideo iniciador 519r (GWATTACCGCGGCKGCTG) em reacles
independentes. A partir do sequenciamento, se teve conhecimento das espécies de
bactérias isoladas, e a similaridade das sequéncias de nucleotideos foi avaliada
utilizando o Genbank BLAST (N)

4.8 Anédlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando a andlise de varidncia Two-Way
(ANOVA) com auxilio do programa GraphPad Prism 7.0 e o teste de comparacéo de
médias (teste Tukey), tomando como base os niveis de significAncia maiores que
95% (p< 0,05).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizagdo dos isolados de BAL

Dos 17 isolados selecionados para identificacdo e caracterizacéo,
apresentaram morfologia de bacilos (6) ou cocos (11), coloracdo Gram-positiva e
catalase negativa. A partir desses resultados os isolados de cada produto foram
denominados yakult® (Y1 e Y2), san bios® (SB4 e SB6), leite de vaca (L1, L2, L4 e
L5), ricota (R1, R5 e R9), kefir (K1 e K2) e queijo minas frescal (F1, F2, F3 e F4). Os
dados relativos as diferencas significativas entre os diferentes tratamentos

analisados no presente estudo estao descritas nas Figuras 1 e 3.

5.2 Caracteristicas Probioticas

5.2.1 Tolerancia as condi¢cdes acidas

De acordo com os resultados obtidos na andlise de tolerancia as condi¢cdes
acidas o micro-organismo Y1 apresentou sobrevivéncia em todos os tempos para 0s
tratamentos pH 3 e pH 4; jA os micro-organismos Y2, SB6, R5, L4, e L5 obtiveram
sobrevivéncia em todos os tempos nos tratamentos pH 3 e pH 4 e, no pH 2, apenas
no tempo Oh (Figura 1). Ao analisar o isolado R1 constatou-se que houve
sobrevivéncia somente nos tratamentos pH 3 e pH 4 para todos os tempos. Ja os
micro-organismos R9, L2 e K2 obtiveram sobrevivéncia em pH 2 no tempo Oh e 2h
e, ha andlise de pH 3 e pH 4, obtiveram sobrevivéncia em todos os tempos
analisados. Ainda, verificou-se que o0 micro-organismo F4 obteve sobrevivéncia
somente no tempo Oh nos pHs 3 e 4. Ao analisar os micro-organismos F2 e F3 néo
foi observado sobrevivéncia em nenhuma condi¢é@o acida analisada (Figura 1).

Na andlise dos resultados do micro-organismo K1 observou-se sobrevivéncia
no pH 2 no tempo Oh; no pH 3 no tempo Oh e 2h e, no pH 4, sobrevivéncia em todos
os tempos analisados. O micro-organismo L1 obteve sobrevivéncia somente no
tempo Oh para todos os tratamentos (pH 2, pH 3 e pH 4). J4 o micro-organismo SB4
apresentou sobrevivéncia no pH 2 no tempo Oh e, para a andlise do pH 4 em todos
os tempos analisados. O isolado F1 no tempo Oh apresentou sobrevivéncia em
todos os pHs analisados, e nos demais tempos apenas no pH 4.

Para a escolha de um micro-organismo probidtico € essencial a capacidade
de sobreviver no ambiente no qual ira agir (MARAGKOUDAKIS et al., 2006). Para
sobreviver no intestino, os micro-organismos devem ser tolerantes ao baixo pH do

estbmago, que geralmente varia de 2,5 a 3,5, mas pode ser tdo baixo quanto 1,5
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durante o jejum ou 4,5 apds uma refeicdo. Esta elevada acidez provoca a destruicdo
de muitos micro-organismos ingeridos, porgue a maior parte dos micro-organismos €
sensivel a valores de pH abaixo de 3. A natureza do alimento afeta o tempo de
transito, mas normalmente o alimento permanece de 2h a 4h (HUANG & ADAMS,
2004).

Em estudo realizado por Meira (2011), as BAL quando expostas a diferentes
condicbes acidas nao obtiveram diferencas significativas entre o controle e o
tratamento em pH 4; quando analisadas em pH 3 as linhagens foram resistentes
apos 4h; ja no pH 2 observou-se que a contagem bacteriana esteve abaixo do limite
de deteccdo apds este periodo, o que corrobora com os resultados do presente
estudo quando comparado com 0s micro-organismos isolados Y1 e R1.

Segundo Abdel-Daim et al. (2013), as cepas de Lactobacillus mantiveram a
viabilidade quando as expuseram a um ambiente acido nos valores de pH de 2-3,
resultados semelhantes foram encontrados no R9, L2 e K2.

Com isso, observa-se que 0s micro-organismos R9, L2 e K2 obtiveram melhor
sobrevivéncia em relagdo aos demais, apresentando sobrevivéncia no pH 2 nos
tempos Oh e 2h, e no pH 3 em todos os tempos. Os micro-organismos com letras

iguais nédo diferiram estatisticamente de forma significativa.
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5.2.2 Tolerancia aos sais biliares

A toleréancia aos sais biliares estd demonstrada na Figura 2. Observou-se na
concentracdo de 0,1% de sais biliares em todos os tempos analisados que os micro-
organismos Y1, Y2, SB4, SB6, R1, R5, R9, F1, L1, L2, L4, L5, K1 e K2 mantiveram-
se viaveis em relacdo ao controle. No entanto ao analisar os micro-organismos F3 e
F4 foi constatado viabilidade somente no tempo Oh. Na andlise do tratamento com
0,3% de sais biliares os micro-organismos, Y1, Y2, SB4, SB6, R9, F1, L5 e K1
apresentaram-se viaveis em todos os tempos analisados.

J& ao analisar o tratamento com 0,5% de sais biliares os micro-organismos K1
e L5 apresentaram viabilidade somente no tempo Oh, e 0 micro-organismo K2
obteve viabilidade menor em relacdo ao controle somente no tratamento 0,3% de
sais biliares no tempo Oh. Quando analisado os micro-organismos Y1, Y2, SB4, SB6,
R9 e F1 ambos foram vidveis em todos os tempos analisados (Oh, 2h e 4h).

Por meio da andlise com tratamento de 1% de sais biliares verificou-se que os
isolados Y1, Y2, SB6, R9 e F1 permaneceram viaveis para todos os tempos
analisados (Figura 2). O micro-organismo K1 obteve viabilidade apenas no tempo
Oh. Entretanto, ndo foi observada sobrevivéncia dos micro-organismos isolados
(SB4, R1, R5, F2, F3, F4, L2, L4, L5 e K2) a concentracédo de 1% de sais biliares em
nenhum dos tempos analisados.

Os sais biliares possuem um papel essencial na eliminacdo de bactérias
patogénicas presentes no trato gastrointestinal, pois sdo capazes de solubilizar a
membrana plasmatica dos agentes patogénicos pela sua acdo detergente. Essa
acdo, porém, ndo afeta exclusivamente as bactérias patogénicas e 0S micro-
organismos probidticos necessitam, portanto, serem tolerantes a esses sais biliares
para que possam exercer efeitos benéficos aos seus consumidores (BALLUS et al.,
2010).

A concentracgdo de &cidos biliares varia conforme o estado de alimentacdo da
pessoa, podendo estar em baixa nos periodos de jejum e uma concentracdo mais
alta ap6s uma refeicdo. Apdés uma refeicdo, como uma carga maior de &cidos
biliares € liberada para o intestino e, consequentemente, para a circulagdo portal
para a reciclagem, os valores pos-prandiais em pessoas saudaveis podem aumentar
de trés a quatro vezes (NELSON & COUTO, 2006). No intestino, apos a liberacdo da

bile, uma parte dos acidos biliares primarios que nao € absorvida pelo intestino sofre
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acdo de bactérias da microbiota intestinal e sao convertidos nos &cidos biliares
secundarios, que sdo absorvidos no intestino (LIEBERMAN & MARKS, 2013).

De acordo com estudo realizado por Tavakoli et al. (2017), os isolados a partir
de um queijo tradicional iraniano "Koozeh Paneer" analisados apresentaram
tolerdncia aos sais biliares sendo que oito isolados mantiveram-se viaveis nas
concentragdes de 0,3 e 0,5%, seis isolados na concentragao de 1,0% e trés isolados
apresentaram resisténcia quando adicionado 2,0% de sais biliares. Meira (2010), ao
avaliar o potencial probidtico de BAL provenientes de leite e queijo de ovelha
observou que o0s micro-organismos foram capazes de tolerar apenas baixas
concentracdes de sais biliares (0,1% e 0,3%) e somente um dos micro-organismos
apresentou contagem celular apds exposicéo a 0,5% de sais biliares.

A variabilidade de susceptibilidade a sais biliares de BAL isoladas de
diferentes origens foi também observada por Chateau et al. (1994) e Vinderola &
Reinheimer (2003), os quais observaram que amostras probidticas possuem uma
maior resisténcia a sais biliares que BAL “starters”, porém, mesmo sendo
probiodticos, 0os micro-organismos sofrem inibicAo no seu crescimento pelos sais
biliares.

De acordo com os dados obtidos verificou-se que 0s micro-organismos Y1,
Y2, SB6, R9 e F1 sobreviveram a maior concentracdo avaliada (1%). Segundo
Huang & Adams (2004) a concentracdo de sais biliares entre 0,1 e 0,3% para a
avaliacdo in vitro da passagem pelo intestino delgado ja tem sido reconhecido como
potencial probiético, sendo estes resultados promissores e demonstram que 0s
demais micro-organismos avaliados que sobreviveram a menor concentracéo (0,1%)

possuem da mesma forma, potencial para serem utilizados como probiéticos.
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Figura 21— Andlise da tolerdncia dos micro-organismos na presenca de diferentes concentrac@es de sais biliares. Os resultados foram expressos em média
de Log.UFC.mL"™.
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5.2.3 Tolerancia ao transito gastrointestinal

Os resultados da analise de tolerdncia ao suco gastrico simulado estao
demonstrados na Figura 3. Para os tratamentos com pepsina pH 2 e pepsina pH 2 +
leite nos tempos Oh, 2h e 4h, os micro-organismos R1, R5, R9, K1 e K2
apresentaram viabilidade semelhante ou maior em relagdo ao controle. Porém,
constatou-se que 0s micro-organismos Y1, Y2, SB4, SB6, F1, L4 e L5 apresentaram
1 ciclo logaritmico maior que o controle no tratamento pepsina pH 2 (Figura 3). Ja os
isolados F4 e L2 apresentaram sobrevivéncia apenas em pepsina pH 2 nos tempos
Oh e 2h.

Referente a andlise de tolerancia ao suco intestinal simulado (Figura 3),
observa-se que 0s micro-organismos controle, SB4 e SB6, apresentaram
sobrevivéncia em ambos tratamentos (pancreatina pH 8 e pancreatina pH 8 + 0,5%
de sais biliares) e em todos tempos analisados. J& quando analisado os demais
micro-organismos controles, Y1 apresentou sobrevivéncia semelhante ou maior em
todos os tempos analisados no tratamento pancreatina pH 8. J& 0 micro-organismo
controle Y2 apresentou sobrevivéncia somente no tempo Oh em ambos os
tratamentos analisados, pancreatina pH 8 e pancreatina pH 8 + 0,5% de sais
biliares.

Quando analisado o0s micro-organismos tratamento em todos o0s tempos
analisados foi constatado que R1, R9, F2, F3, L1, L2, L5, K1 e K2 apresentaram-se
viaveis no tratamento pancreatina pH 8. Quando analisados 0s micro-organismos R5
e F4 no mesmo tratamento, observou-se viabilidade somente no tempo Oh. Ja o
micro-organismo F1 apresentou-se viavel no tempo Oh e 2h.

Ao analisar pancreatina pH 8 + 0,5% de sais biliares os micro-organismos F1,
F2, L4 e L5 obtiveram sobrevivéncia em ambos os tempos analisados (0h, 2h e 4h).
No tempo Oh e 2h foi observado que os L1 e K2 apresentaram sobrevivéncia. E que
0S micro-organismos R1, R9, F4 e L2 apenas obtiveram-se viaveis no tempo Oh.

De acordo com estudo realizado por Sehn (2015) a qual analisou o potencial
probidtico no suco gastrico simulado utilizando o isolado inoculado em leite integral,
0 micro-organismo manteve-se viavel entre 1 e 2h, demonstrando efeito protetor do
alimento sobre a sobrevivéncia do isolado LC254 (Lactobacillus curvatus) durante a
passagem no estdbmago do hospedeiro. Porém, este mesmo micro-organismo nao
foi capaz de sobreviver ao suco gastrico simulado (pH 2,5 + 3 mg.mL-1 de pepsina),

nao sendo observada contagem celular ja nos primeiros 15min de ensaio, quando
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inoculado em solugéo salina. Observou-se ainda neste estudo que o isolado LC254
foi capaz de resistir &s condicées do trato intestinal simulado (pancreatina 1 mg.mL™
e pH 8), sem diferenca significativa (p>0,05) entre a contagem no tempo inicial e
apos 4h, na maioria das condi¢cdes avaliadas.

Em estudo realizado por Meira (2011) sobre tolerancia ao transito intestinal, a
contagem de ceélulas viaveis ndo diferiu significantemente do tempo inicial apdés 4h
em pancreatina pH 8 e houve reducdo de aproximadamente 1 ciclo logaritmico na
presenca de pancreatina pH 8 + 0,5% de sais biliares.

A presenca de alimentos e ingredientes alimentares tem sido relatada como
um viabilizador de micro-organismos durante o0 transito gastrointestinal,

particularmente por seu efeito tamponante e protetor (HUANG & ADAMS, 2004).
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5.3 Atividade antioxidante

5.3.1 Método TBARS

Para analisar a atividade antioxidante pelo método de TBARS se utilizou o0 azeite
de oliva (acido graxo monoinsaturado) como substrato e o sulfato ferroso como um pro-
oxidante, uma vez que pode-se dividir os hidroperéxidos lipidicos (SOUZA et al., 2017).
A oxidacgéo do 4cido graxo monoinsaturado foi inibida pela adicdo do sobrenadante bruto
das amostras F1, F3 e F4, onde pode-se perceber que estas apresentaram capacidade
de inibicdo da peroxidacdo lipidica, sugerindo potencial antioxidante (Figura 4).
Observou-se ainda que, os micro-organismos Y2, L1, L2 e K2 apresentaram efeito pro-
oxidante. E importante ressaltar que os micro-organismos controle utilizados neste
estudo (Y1, SB4 e SB6) ndo apresentaram capacidade antioxidante por este método.

A oxidacdo lipidica € uma reacdo importante que limita a vida atil de varios
alimentos, sendo um dos mecanismos primarios da deterioracdo da qualidade em
produtos alimenticios (ACHKAR et al., 2013). As reacdes de oxidacdo podem ser
evitadas dependendo das condicBes ambientais ou por meio da utilizagcdo de compostos
antioxidantes. Os antioxidantes sdo substancias que impedem a formacédo de radicais
livres ou impedem a etapa de propagacao dessas reacdes doando hidrogénio de forma
gue a molécula alvo permaneca estavel e, assim, possa agir no retardo ou na prevencao
da oxidacdo (WANG et al, 2013). Devido o fato de alguns antioxidantes e
antimicrobianos sintéticos serem alvos de questionamentos quanto a inocuidade,
demonstrando a possibilidade de desencadear alguma complicacdo a saude do
consumidor existem buscas crescentes por compostos antimicrobianos e antioxidantes
de fontes naturais (SOUSA et al., 2007) para que deste modo se evite DTA e a
deterioracdo dos produtos, aumentando a vida util dos mesmos, mantendo assim seu
valor nutricional (BROINIZI et al., 2007).

Lin & Chang (2000) investigaram o efeito antioxidante pelo método TBARS do
extrato intracelular do Bifidobacterium longum (ATCC 15708) e Lactobacillus acidophilus
(ATCC 4356), e verificaram atividade antioxidante pela inibicdo da peroxidagéo do acido
linoleico (28-48%) nas duas linhagens em estudo. Zanoni et al. (2008), demonstraram
em seu estudo que todas as linhagens (Bifidobacterium lactis, Lactobacillus plantarum e
Streptococcus thermophilus), apresentaram atividade antioxidante pelo método de
inibicdo da peroxidagéo lipidica.

O consumo de alimentos contendo BAL pode contribuir para uma alimentacao

saudavel, associada aos efeitos benéficos exercidos por estas bactérias, como culturas
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probidticas, agregando ainda, o0s beneficios atribuidos ao consumo de fontes
antioxidantes, como a inibicdo dos danos oxidativos provocados pela producdo de
radicais livres (PIENIZ et al., 2015).
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Figura 4 - Atividade antioxidante de BAL isoladas de leite e derivados analisada pelo método de TBARS
ap6s 1h. Os resultados foram expressos em nmol de MDA mL™. *Médias seguidas por letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). Y1: Yakult 1; Y2: Yakult 2; SB4: San Bios 4;
SB6: San Bios 6; R1: Ricota 1; R5: Ricota 5; R7: Ricota 7; R9: Ricota 9; F1: Queijo minas frescal 1; F2:
Queijo minas frescal 2; F3: Queijo minas frescal 3; F4: Queijo minas frescal 4; L1: Leite 1; L2: Leite 2; L4:
Leite 4; L5: Leite 5; K1: Kefir 1; K2: Kefir 2.

5.3.2 Método DPPH

A andlise da atividade antioxidante pelo método de DPPH utilizando o
sobrenadante bruto das BAL revelou que todos os micro-organismos Y1, Y2, SB4, SB6,
R1, R5, R9, F1, F2, F3, F4, L1, L2, L4, L5, K1 e K2 apresentaram atividade antioxidante
(Figura 5) quando avaliados apds 1h, e quando analisados apds 24h o resultado foi o
mesmo revelando que todos 0s micro-organismos analisados apresentaram atividade
antioxidante quando comparados com o controle (Figura 5), confirmando assim sua agao
antioxidante perante a capacidade destas bactérias em sequestrar o radical DPPH, pela
mudanca significativa na sua colora¢do que passa da cor violeta para coloracdo amarela
guando entra em contato com a substancia antioxidante. Quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Estudo semelhante realizado por Moura (2016) apresentou resultados

semelhantes aos do presente estudo referentes ao método DPPH, onde todas as
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amostras de queijo analisadas apresentaram capacidade antioxidante. Outro estudo
realizado por Schlabitz (2014) com amostras de bebidas lacteas com diferentes
formulacdes (bebidas lacteas adicionadas de vitamina C e E, resveratrol e com polpa de
frutas), relatou que todas as amostras analisadas apresentaram atividade antioxidante
pelo método DPPH.

O método DPPH ¢é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidrazina) é um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio
para tornar-se uma molécula estavel e, desta forma, € reduzido na presenca de um
antioxidante. O radical DPPH tem sido muito usado para avaliar a capacidade
sequestrante de radicais livres em produtos naturais (ALVES et al., 2010). A atividade
antioxidante do radical DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para uma espécie radicalar que, ao se reduzir perde sua coloracdo purpura.
A atividade do antiradical é expressa pelo parametro ECso € definida como a quantidade
do antioxidante necessério para diminuir 50% da concentracdo do DPPH inicial (PIENIZ
et al., 2015).
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Figura 5- Atividade antioxidante de BAL isoladas de leite e derivados lacteos analisada pelo método de
DPPH. A) DPPH apés 1h; B) DPPH ap6s 24h. Os resultados foram expressos em ECs, pg mL™. Médias
seguidas por letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). Y1: Yakult
1; Y2: Yakult 2; SB4: San Bios 4; SB6: San Bios 6; R1: Ricota 1; R5: Ricota 5; R7: Ricota 7; R9: Ricota 9;
F1: Queijo minas frescal 1; F2: Queijo minas frescal 2; F3: Queijo minas frescal 3; F4: Queijo minas frescal
4; L1: Leite 1; L2: Leite 2; L4: Leite 4; L5: Leite 5; K1: Kefir 1; K2: Kefir 2.
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5.4 Atividade Antimicrobiana

5.4.1 Difusédo em Pocgos

A atividade antimicrobiana dos isolados foi testada frente aos micro-organismos
indicadores Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes ATCC 19114,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076.

Quanto a atividade antimicrobiana por difusdo em poc¢os observou-se que 0S
micro-organismos R1, F3 e F4 apresentaram inibicdo frente ao micro-organismo
indicador Escherichia coli (16,8mm + 0,08, 16,0mm =+ 0,06; 16,8mm = 0,08;
respectivamente). Ao analisar a atividade antimicrobiana frente ao micro-organismo
Listeria monocytogenes observou-se que os isolados R1 e R9 apresentaram halos de
inibicdo (12,3mm <+ 0,05; 13,8mm =* 0,08; respectivamente). Quanto a acéao
antimicrobiana dos isolados frente ao Staphylococcus aureus observou-se que 0s
isolados K1, K2, R1, R5 e R9 (13,5mm % 0,05; 12,0mm % 0,06; 7,7mm £ 0,08; 7,7mm +
0,08; 13,7mm = 0,14; respectivamente) apresentaram atividade antimicrobiana. Ao
analisar a acdo inibitéria dos isolados frente ao crescimento do micro-organismo
indicador Salmonella Enteritidis, n&o foi observada atividade antimicrobiana.

Em estudo semelhante Guedes Neto et al. (2005) relataram inibicdo das BAL
isoladas de queijos de coalho artesanal e industrial frente ao Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli, as quais apresentaram acao
antagonista frente a estes micro-organismos indicadores. Os possiveis mecanismos de
acao inibitérios das BAL podem ser devido a produc¢éo de acidos organicos, producéo de
peréxido de hidrogénio, producdo de substdncias com acbes bactericida ou
bacteriostatica. Por esse motivo, ha grande interesse na utilizacdo dessas bactérias em

alimentos como integrantes da microbiota humana e animal (PAN et al., 2009).

5.4.2 Difusé@o em Discos

Por meio da analise da atividade antimicrobiana por difusdo em disco observou-se
gue o sobrenadante dos micro-organismos Y1, Y2, SB4, SB6, R1, R5, R9, F1, F2, L1,
L2, L4, K1 e K2 apresentaram inibi¢cdo frente a Escherichia coli (Tabela 2). Ao analisar o
efeito inibitério dos isolados frente a Salmonella Enteritidis os micro-organismos SB4,
SB6, F1, F2 e L4 apresentaram atividade antimicrobiana. Ao analisar a atividade dos
isolados frente ao micro-organismo Listeria monocytogenes observou-se que SB6 e L4

apresentaram acao inibitoria. Quanto ao micro-organismo indicador Staphylococcus
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aureus foi observado atividade antimicrobiana pelos micro-organismos L4 e L5,
conforme apresentado na Tabela 2.

A constante procura por BAL que produzam substancias com potencial
antimicrobiano torna-se importante para uma aplicacdo futura em alimentos. Por meio do
seu metabolismo, as BAL transformam carboidratos em é&cido latico. Entretanto, outros
metabdlitos como peptideos antimicrobianos, por exemplo, podem inibir diversos micro-

organismos patogénicos e deteriorantes (CASTELLANO et al., 2017).
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Tabela 2 - Andlise da atividade antimicrobiana das BAL isoladas de leite e produtos lacteos por meio de
difusdo em disco. Os resultados foram expressos em média (cm) + desvio padréo.

Amostras Escherichia Listeria Staphylococcus Salmonella
coli monocytogenes aureus Enteritidis
ATCC 8739 ATCC 19114 ATCC 25923 ATCC 13076

Y1 1,45+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Y2 1,42+0,08 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
SB4 1,05+0,08 0,00+0,00 0,00+0,00 1,30+0,06
SB6 1,18+0,08 1,42+0,25 0,00+0,00 1,15+0,10
R1 1,28+0,08 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
R5 1,25+0,14 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
R9 1,38+0,08 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
F1 1,65+0,24 0,00£0,00 0,00+0,00 1,52+0,40
F2 1,57+0,20 0,00£0,00 0,00+0,00 1,28+0,23
F3 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
F4 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L1 1,43+0,08 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L2 1,38+0,12 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L4 1,22+0,10 1,73+0,23 1,65+0,21 1,07+0,05
L5 0,00+0,00 0,00+0,00 1,32+0,15 1,20+0,19
K1 1,50+0,09 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
K2 1,32+0,08 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

*Y1: Yakult 1; Y2: Yakult 2; SB4: San Bios 4; SB6: San Bios 6; R1: Ricota 1; R5: Ricota 5; R7: Ricota 7;
R9: Ricota 9; F1: Queijo minas frescal 1; F2: Queijo minas frescal 2; F3: Queijo minas frescal 3; F4: Queijo
minas frescal 4; L1: Leite 1; L2: Leite 2; L4: Leite 4; L5: Leite 5; K1: Kefir 1; K2: Kefir 2. D.P.: Desvio
Padrao.

5.5 Avaliacédo dos fatores de viruléncia

5.5.1 Atividade das enzimas gelatinase, lipase, DNase e hemolisina

A determinacdo do potencial de viruléncia dos micro-organismos é necessaria
para garantir a seguranca, até mesmo para aqueles grupos de bactérias que geralmente
sao reconhecidos como seguros (GRAS) (FAO / WHO, 2002). Os resultados referentes
as analises de viruléncia revelaram que todos os isolados apresentaram atividade
enzimatica negativa para gelatinase, lipase, DNAse e hemolisina.

A gelatinase hidrolisa caseina, gelatina, colageno, hemoglobina e outros
peptideos bioativos (WANG et al., 2011). Franco (2016) avaliou oito BAL isoladas de
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alimentos brasileiros que ndo apresentaram atividade da enzima gelatinase. Mahasneh
et al. (2015) analisaram 17 isolados de Lactobacillus spp. com potencial probiético
provenientes de produtos fermentados e observaram que estes ndo apresentaram
atividade da gelatinase. Resultados esses que corroboram com os resultados obtidos no
presente estudo.

Lipases sdo enzimas que hidrolisam lipideos de cadeia longa, sendo que, as
lipases microbianas sdo de grande relevancia no metabolismo lipidico bacteriano, no
envolvimento em processos patogénicos e hidrolisam a gordura do leite com liberacdo
de acidos graxos no soro no caso de lacteos (XIE et al., 2012). De acordo com Semedo
et al. (2003) essa capacidade de degradar os lipideos é relatada como um fator de
viruléncia, descrita como vantagem adaptativa e competitiva de cepas patogénicas.
Moraes et al. (2010) avaliaram BAL isoladas de queijo e leite cru, e também verificaram
que nenhum dos isolados apresentou atividade lipolitica positiva.

A DNAse é uma enzima que permite a infecccdo do hospedeiro por ser capaz de
degradar o &cido nucleico (DNA). Geralmente esse fator de viruléncia ndo é observado
com muita frequéncia em amostras oriundas de alimentos quando comparados com
amostras clinicas (BARBOSA et al., 2010). Almeida Junior et al. (2015) e Luiz et al.
(2015) isolaram BAL a partir de amostras de leite de cabra e observaram que nenhum
dos isolados apresentou atividade da enzima DNAse, 0 que corrobora com os resultados
do presente estudo.

Na analise da atividade hemolitica observou-se hemolise incompleta (a-hemolise)
gue sdo enzimas capazes de lisar os eritrocitos no sangue humano, produzindo zonas
verde-coloridas em torno das colonias em Agar Sangue, sendo consideradas nao
hemoliticas, pois somente sdo considerados hemoliticos 0s micro-organismos que
apresentarem zonas de lise ao redor das colbnias (B-hemdlise) (BARBOSA et al., 2010).

Mesmo ja sendo citado na literatura que muitas BAL isoladas de diferentes
alimentos ndo apresentam os fatores de viruléncia citados acima, recomenda-se que
sejam submetidos a esses testes para excluir a possibilidade de indicativo de

patogenicidade e que possam, desta forma, futuramente, serem aplicados em alimentos.

5.5.2 Fermentacéao da Glicose
Os micro-organismos foram analisados quanto ao teste de fermentacao de glicose
gue é um teste importante para que esses micro-organismos possam ser utilizados em

alimentos. Quanto ao perfil fermentativo, todas as BAL analisadas foram consideradas
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como homofermentativos apresentando turvacédo do meio, porém sem producéo de gas.
Este resultado é promissor devido ao fato das bactérias homofermentativas produzirem
o acido lactico evitando problemas de flavor decorrentes da formacgéo de 4cido acético e
caracteristicas indesejaveis causadas pela producao de CO, (KOSTINEK et al., 2007).
Carr et al. (2002) e Hermanns (2013) relataram que as bactérias
homofermentativas produzem &cido latico como o principal produto de fermentacdo da
glicose, enquanto que as heterofermentativas produzem, além de acido laticas,
substancias como dioxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetileno.
Hermanns (2013) ao analisar amostras de BAL isoladas de leite e queijos artesanais
encontrou 0s mesmos resultados que o presente estudo, onde nenhum dos 21 isolados

analisados produziu gas a partir da glicose, classificando-os como homofermentativos.

5.5.3 Capacidade de autoagregacao, coagregacéo e hidrofobicidade

Sabe-se que a autoagregacao e coagregacao entre bactérias desempenham um
papel importante na prevencdo da colonizacdo de superficies por agentes patogénicos
(GARCIA-CAYUELA et al., 2014), ja é elucidado na literatura que as habilidades de
coagregacao de cepas de BAL pode interferir na capacidade das espécies patogénicas
em infectar o hospedeiro e ainda podem prevenir a colonizacdo de patdégenos
transmitidos por alimentos (GARCIA-CAYUELA et al., 2014).

Na Figura 6 podem-se observar os resultados obtidos na avaliacdo da capacidade
de autoagregacao, coagregacao e hidrofobicidade dos 17 micro-organismos isolados.

A capacidade de autoagregacdo dos micro-organismos avaliados aumentou
exponencialmente no decorrer do periodo avaliado, atingindo valor maximo em 4h
(47,8% (R1); 43,4% (F3); 42,8% (F1)). Posterior a este periodo (24h) observou-se um
decréscimo em todos 0s micro-organismos avaliados. Em relacdo a capacidade de
coagregacao dos micro-organismos, foi observada pouca variancia na porcentagem
entre os tempos avaliados (2h; 4h e 24h).

Neste estudo, 0s micro-organismos mostraram porcentagens de hidrofobicidade
as quais variaram de 0,4% (L5), apresentando menor capacidade de adesédo a 48%
(SB4); 36,8% (F4) as quais apresentaram maior capacidade de adeséao (Figura 6).

Vinderola et al. (2003) descrevem que a capacidade de autoagregacao e
hidrofobicidade estdo inteiramente ligadas a habilidade de adeséo a superficie epitelial,
sendo o passo inicial para que micro-organismos probidticos colonizem o intestino.

Marthara et al. (2008) descrevem a hidrofobicidade como habilidade de aderéncia a
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hidrocarbonetos, onde, quanto maior o valor, maior a capacidade de ades&o. De acordo
com Meira et al. (2010) os micro-organismos isolados de queijo de ovelha, apresentaram
percentuais de autoagregacao superior a 50%, apos 24h de incubacéo.

Dos Santos et al. (2014) analisaram amostras de queijo coalho produzido na
regido Nordeste do Brasil e verificaram que oito isolados de Lactobacillus apresentaram
baixos indices de hidrofobicidade, em especial Lactobacillus plantarum (5,4%).
Fernandes (2017) avaliou isolados de Pediococcus pentosaceus oriundos de leite de
ovelha e verificou que todos o0s micro-organismos apresentaram valores de
hidrofobicidade inferior a 10%.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, 0s micro-organismos possuem
potencial para serem utilizado como probidticos, uma vez que apresentam capacidade

de autoagregacao e coagregacao com Listeria monocytogenes.
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Figura 6- Capacidade de autoagregacao, coagregacao e hidrofobicidade de BAL isoladas de leite e derivados lacteos em diferentes tempos de avaliagéo.
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5.5.4 Susceptibilidade a antimicrobianos

Na Tabela 3 podem ser observados os resultados de susceptibilidade dos
micro-organismos isolados aos antimicrobianos testados nos isolados de acordo
com os padrdes da Clinical and laboratory Standards Institute (CLSI) para BAL
(CLSI, 2017). Os 17 micro-organismos isolados foram avaliados quanto a resisténcia
ou susceptibilidade aos antimicrobianos: penicilina, vancomicina, meropenem,
eritromicina, clindamicina e cloranfenicol. Quando avaliados 0s antimicrobianos
penicilina e vancomicina, 0S micro-organismos se mostraram susceptiveis (215 e
=17mm, respectivamente) com excessdo do micro-organismo L5. Apenas 0 micro-
organismo L4 apresentou resisténcia ao antimicrobiano meropenem (216mm), os
demais foram susceptiveis. Quando avaliada a suscpetibilidade a eritromicina (=
23mm) o0s micro-organismos F1, F2 e L4 apresentaram resisténcia ao
antimicrobiano; F3 e L5 apresentaram sensibilidade intermediaria quando expostos a
eritromicina (<23mm). Observou-se resisténcia a clindamicina (=21mm) pelos micro-
organismos L2 e L4; e ainda, todos o0s micro-organismos avaliados foram
classificados como susceptiveis (218mm) ao antimicrobiano cloranfenicol.

A resisténcia antimicrobiana apresentada por micro-organismos é um fator
diretamente ligado a seguranca dos alimentos e deve ser sempre investigado
qguando se pretende utilizar novas linhagens em produtos alimentares (FAO/WHOO,
2006). Estas novas linhagens de BAL podem carrear genes de resisténcia, 0s quais
podem ser transferidos para outras bactérias, consequentemente, aumentar o
potencial de viruléncia e, apresentar resisténcia a diferentes antimicrobianos. Uma
vez no alimento ou no intestino humano, essas bactérias podem disseminar estes
genes de resisténcia tornando-os um fator de risco para a saude publica.

Segundo Giraffa (2002), a resisténcia aos antimicrobianos pode ser
acentuada por meio da capacidade de formacgao de biofilme, estando relacionada
com o uso destas drogas na terapéutica humana e veterinaria. Diminuir os riscos da
resisténcia antimicrobiana a saude humana requer estratégias para o uso de
antimicrobianos em animais. Deve-se primeiramente, reduzir o uso de
antimicrobianos na producdo animal, que serdo futuramente consumidos pela
populacdo em geral, e ainda, reduzir o uso abusivo de antimicrobianos na medicina
humana. Desta forma, pode-se consequentemente, reduzir o desenvolvimento e a
propagacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos nos alimentos
(COLLIGNON et al., 2009).
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Tabela 3 - Andlise da susceptibilidade dos micro-organismos a antimicrobianos e classificacdo segundo a CLSI (2017). Os resultados foram

expressos em milimetros (mm).

---- Halo de inibigdo (mm) ----

Y1 | Y2 | SB4 | SB6 | R1 R5 R9 F1 | F2 F3 F4 L1 L2 L4 L5 K1 | K2
Penicilina 23 26 28 25 27 29 28 21 19 16 35 27 28 35 0 31 | 29
(susceptibilidade = 15)
Classificagdo CLSI S S S S S S S S S S S S S S R S S
Vancomicina 21 22 24 25 22 24 23 26 25 18 37 24 27 37 0 25 | 27
(susceptibilidade = 17)
Classificagéo CLSI S S S S S S S S S S S S S S R S S
Meropenem 20 22 29 29 31 32 34 33 31 18 20 28 30 0 25 18 | 20
(susceptibilidade = 16)
Classificacéo CLSI S S S S S S S S S S S S S R S S S
Eritromicina 23 23 25 26 25 26 26 0 0 21 23 25 27 0 21 24 | 23
(susceptibilidade = 23)
Classificagéo CLSI S S S S S S S R R | S S S R | S S
Clindamicina 23 24 25 25 24 24 25 32 30 23 25 27 0 0 22 24 | 22
(susceptibilidade = 21)
Classificacéo CLSI S S S S S S S S S S S S R R S S S
Cloranfenicol 26 26 27 28 26 28 27 31 37 19 22 28 21 25 21 25 | 22
(susceptibilidade = 18)
Classificagdo CLSI S S S S S S S S S S S S S S S S S

* Y1: Yacult 1; Y2: Yacult 2; SB4: San Bios 4; SB6: San Bios 6; R1: Ricota 1; R5: Ricota 5; R9: Ricota 9; F1: Queijo Minas Frescal 1; F2: Queijo Minas
Frescal 2; F3: Queijo Minas Frescal; F4: Queijo Minas Frescal; L1: Leite 1; L2: Leite 2; L4: Leite 4; L5: Leite 5; K1: Kefir 1; K2: Kefir 2; S- sucetivel; I-
intermediério; R- resistente.
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5.5.5 Formacéao de Biofilme

Os micro-organismos analisados ndo demonstraram capacidade de formacéao
de biofilme in vitro, sendo classificados como nao formadores de biofilme, de acordo
com o padrdo estabelecido por Stepanovic et al. (2000). Este resultado é
considerado promissor, devido ao fato do desenvolvimento de biofilmes em locais de
processamento de alimentos tornarem estes ambientes potenciais fontes de
contaminacdao e possiveis infec¢des alimentares (COUTINHO et al., 2007).

Biofilme é considerado um agregado de micro-organismos aderidos sobre
uma superficie, disposta em multicamadas finas e envolta por uma matriz polimérica
amorfa e hidratada, produzida pelos préprios micro-organismos (FEY & OLSON,
2010). A formacado de biofilme gera grandes problemas na industria de alimentos,
pois pode representar uma importante fonte de transmissédo de doencas bacterianas
e de contaminacdo (ROMEO, 2008). Podendo as células se transferir do biofilme e
colonizar linhas de processamento de alimentos e o préprio alimento e outras
superficies de contato, afetando deste modo a qualidade e a seguranca do produto
final, colocando em risco a saude dos consumidores (VERMELHO et al., 2008).

Diversas bactérias patogénicas e comensais sdo capazes de transitar entre
ambiente e hospedeiros humanos e todas podem ser capazes de se adaptar a
mudancas repentinas (TREVORS, 2011). Acredita-se que a formacao de biofilmes
esteja associada a protecdo contra o0 ambiente, gracas a presenca da matriz
exopolissacaridica, que pode impedir fisicamente a penetracdo de agentes
antimicrobianos no biofilme, sendo mais propicias as trocas genéticas, a protecao
contra células do sistema imune, nutrientes, suportando as variacdes de pH e
concentracfes mais altas de antimicrobianos, pois podem apresentar de 10 a 100
vezes mais resisténcia aos antibidticos do que células plancténicas (MOHAMED &
HUANG, 2007).

Segundo Jefferson, (2004) bacteriocinas, peptideos antimicrobianos
produzidos por bactérias, tem potencial para reducdo de biofilmes. Nisina, uma
bacteriocina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis, tem o0 uso autorizado em
alimentos em diversos paises e € eficaz contra muitas bactérias, especialmente as
gram-positivas. Além de usada como aditivo alimentar para controlar o crescimento
de micro-organismos indesejaveis, nos ultimos anos pesquisas exploram o efeito de

nisina e de outras bacteriocinas sobre os biofilmes.
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Cunha (2017) ao analisar um micro-organismo identificado como Lactococcus
lactis sups. Lactis isolado de Ricota corroborou com os resultados do presente

estudo onde ndo houve formacéo de biofilme.

5.5.6 Detecc¢éo de genes de viruléncia e resisténcia

A presenca de genes de viruléncia foi investigada por genotipagem. Os genes
para as substancias de agregacao (agg e asa) nao foram detectados nas BAL
isoladas, do mesmo modo, as BAL foram avaliadas quanto ao gene de resisténcia
vanA e, da mesma forma, ndo demonstraram a presenca deste fator de resisténcia.
Para o estabelecimento da infeccdo, a aderéncia da bactéria € a primeira etapa
desse processo. No caso das BAL que sdo comensais do trato gastrointestinal, as
mesmas precisam se ligar aos receptores das células eucarioticas na superficie da
mucosa, e para isso secretam adesinas facilitando esta fixagdo, caso contrario, as
mesmas provavelmente seriam eliminadas por meio do fluxo intestinal (JETT et al.,
1994). Desta forma, a substancia de agregacédo € um fator de viruléncia que parece
mediar a ligacéo especifica ao epitélio intestinal (SUSSMUTH et al., 2000).

Estudo feito por Pieniz et al. (2015) os quais isolaram o micro-organismo
Enterococcus durans LAB18s de queijo “Minas Frescal” corroboraram com os
resultados do presente estudo, onde o micro-organismo isolado ndo apresentou
presenca dos fatores de viruléncia avaliados (agg e asa) e genes de resisténcia a
vanA.

Abreu (2015) isolou 30 micro-organismos de leite e queijo caprino e avaliou
guanto a presenca dos genes relacionados aos fatores de viruléncia (asal e ace) e a
resisténcia a vancomicina (vanA). O gene de substancia de agregacdo (asal) foi
identificado em duas amostras (6,45%), 0 gene relacionado a adesao ao colageno
(ace) foi encontrado em quatro das cepas estudadas (12,9%) e foi verificada a
presenca do gene vanA em uma Unica amostra (3,2%), sendo todos 0s micro-

organismos identificados como Lactobacillus plantarum.
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5.6 Identificagcdo molecular

Foram submetidos a amplificacdo do gene 16S rRNA e apresentaram
fragmentos com tamanho aproximado de 1500pb os quais foram submetidos ao
sequenciamento. O resultado do sequenciamento do gene 16S rRNA, as
similaridades e o nimero de acesso dos respectivos micro-organismos no GenBank
estdo descritos na Tabela 4.

Os micro-organismos isolados do grupo controle Y1 e Y2 foram identificados
como Lactobacillus casei, confirmando o resultado esperado, visto que 0 micro-
organismo comercial utilizado para este produto € Lactobacillus casei Shirota.

Os micro-organismos oriundos do leite bovino in natura mostraram-se
diferentes em géneros, tendo a amostra L1 apresentado 76% de similaridade com
Leuconostoc citreum, e o isolado L2 apresentou 96,5% de similaridade com
Aurantimonas altamirensis. Meira et al. (2010) analisando amostras de leite ovino
identificou Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei. Estes resultados
sugerem que, embora seja 0 mesmo produto, o género de micro-organismo
predominante em leites varia conforme a espécie produtora.

Os isolados oriundos de ricota apresentaram 0 género predominante
Lactococcus lactis, porém com subespécies distintas. Os isolados R1 e R9 foram
identificados com similaridade de 95% a 95,7% com a subespécie lactis, enquanto a
amostra R5 apresentou 92% de similaridade com a subespécie cremoris. Segundo
Nomura et al. (2006) as subespécies lactis e cremoris sdo as mais empregadas na
industria de produtos lacteos, principalmente na producao de queijos, justificando
nossos resultados.

As amostras de queijo tipo “Minas Frescal” apresentaram distincdo nas
espécies identificadas: o isolado F3 apresentou 98,2% de similaridade com
Lactococcus lactis e o isolado F4 98,1% de similaridade com Streptococcus
parauberis. Andrade (2014) ao analisar amostras de queijo Minas artesanal
identificou uma frequéncia de 74% de isolados do género Lactobacillus, além dos
géneros Enterococcus e Bacillus. J& Meira et al. (2010) identificaram Lactobacillus
brevis e Lactobacillus plantarum na sua composi¢éao de queijos ovinos.

Nas amostras de kefir identificou-se com 94% de similaridade a espécie
Lactococcus lactis com variagcdo na subespécie lactis e cremoris, respectivamente
para K1 e K2. Com o mesmo propdésito, Carneiro (2010) identificou oito micro-

organismos distintos em 22 amostras de kefir, entre eles trés foram identificados
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como Lactococcus lactis subespécie lactis; um como Lactococcus lactis subespécie

cremoris; dois Lactobacillus casei e dois isolados como Leuconostoc mesenteroides

subespécie mesenteroides.

Tabela 4 - Identificagéo dos micro-organismos isolados de BAL pelo sequenciamento do 16S rRNA.

Isolados Fonte Espécie Similaridade GenBank namero
de acesso
*Y1 Yakult Lactobacillus casei 96,6% LC188883
Y2 Yakult Lactobacillus casei 98,0% LC188883
SB4 San Bios N&o identifficado -
SB6 San Bios N&o identifficado -
R1 Ricota Lactococcus lactis subsp. lactis 95,0% KF879126
R5 Ricota Lactococcus lactis subsp. cremoris 92,0% JQ953682
R9 Ricota Lactococcus lactis subsp. lactis 95,7% KF879126
F1 Queijo Minas Frescal Nao identificado e
F2 Queijo Minas Frescal Nao identificado e
F3 Queijo Minas Frescal Lactococcus lactis 98,2% KF879126
F4 Queijo Minas Frescal Streptococcus parauberis 98,1% NR_043001
L1 Leite de vaca Leuconostoc citreum 76,0% HM803934.1
L2 Leite de vaca Aurantimonas altamirensis 96,5% GQ994985
L4 Leite de vaca N&o identifficado e
L5 Leite de vaca N&o identifficado e
K1 Kefir Lactococcus lactis subsp. lactis 94,1% KF879126
K2 Kefir Lactococcus lactis subsp. cremoris 94,3% KJ531392

*Y1: Yacult 1; Y2: Yacult 2; SB4: San Bios 4; SB6: San Bios 6; R1: Ricota 1; R5: Ricota 5; R9: Ricota
9;F1: Queijo Minas Frescal 1; F2: Queijo Minas Frescal 2; F3: Queijo Minas Frescal; F4: Queijo Minas
Frescal; L1: Leite 1; L2: Leite 2; L4: Leite 4; L5: Leite 5; K1:Kefir 1; K2: Kefir 2.
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6. Conclusao

Os micro-organismos isolados apresentaram pelo menos uma caracteristica
probidtica, antioxidante, antimicrobiana e ainda, aspectos de seguranca viaveis para
serem futuramente aplicado em alimentos como culturas iniciadoras. Ressalta-se
gue os micro-organismos R9 (Lactococcus lactis subsp. Lactis) e L1 (Leuconostoc
citreum), merecem destaque na pesquisa, visto que, estes foram os dois micro-
organismos que apresentaram aspectos positivos em todos os quesitos avaliados

neste estudo.
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7. Considerac0es finais

A presente pesquisa faz parte de um estudo maior em que o isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de micro-organismos isolados do grupo de BAL estao
sendo investigados com o objetivo de usa-los como composto probiotico in vivo no
tratamento e profilaxia de doencas, como por exemplo, o cancer de colén. Ainda,
esta sendo analisado quanto a capacidade de producéo de acido linoleico conjugado

e folato para uso futuro em matrizes alimentares.
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