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1. INTRODUGAO

As bactérias probidticas, para fornecer beneficios aos individuos, quando
ingeridas devem ser capazes de sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal
(TGI), mostrar resisténcia ao acido estomacal e aos sais biliares, e ainda serem
capazes de sobreviver e proliferar no intestino (VANDENPLAS et al., 2014).

Lactococcus lactis (L. lactis), pertence ao grupo de bactérias acido-laticas
(BAL), € muito utilizada para a fermentacgéo lactica dos alimentos pela produg¢ao
de acidos organicos, além de ajudar na preservagao dos produtos (SONG et al.,
2017). Além disso, a bacteria Lactococcus lactis subsp. lactis R7 (L. lactis R7) que
foi isolada por CUNHA (2017) e foi avaliada nesse estudo, apresentou potencial
probiotico in vitro, pois mostrou tolerancia ao pH acido e sais biliares. Segundo
EL-SALAM & EL-SHIBINY (2015), além de passar por essas condicbes de
estresse é recomendado que permanega em concentragdes = 6 log UFC g™ ou
mL™" ao fim da passagem pelo TGI.

Entre os produtos lacteos, os leites fermentados favorecem a viabilidade de
probidticos durante o periodo de armazenamento. O iogurte &€ um leite
fermentado, resultante do processo de fermentacao lactica, adicionado ou nao de
frutas, acgucar e outros ingredientes que melhorem sua apresentagcéo e
modifiquem seu sabor (Robert, 2008). Desta forma, o araga (Psidium cattleianum
Sabine), fruta nativa do Brasil, apresenta sabor agradavel e unico, e contém alto
teor de compostos bioativos (PEREIRA et al.,, 2018), poderia melhorar a
composic¢ao nutricional e as caracteristicas sensoriais do iogurte.

Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de Lactococcus
lactis subsp. lactis R7, pela passagem no TGl in vitro quando presente em
diferentes matrizes alimentares como extrato de araga, iogurte e iogurte
adicionado de extrato de araca.

2. METODOLOGIA

A bactéria potencialmente probidtica Lactococcus lactis subsp. lactis R7,
isolada de ricota (acesso GenBank - KF879126), foi previamente ativada em caldo
De Man Rogosa & Sharpe (MRS) por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, aliquotas
do cultivo foram centrifugadas por 10 minutos a 7.000 rpm e na sequéncia, o
pellet de células foi ressuspenso em solucéao salina 0,85% e, apds a realizacéo de
duas lavagens, as suspensdes celulares foram ajustadas para uma turvagao
correspondente a 4 na escala de Mc Farland (~ 12 x 108 UFC/mL).
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O extrato de araca foi preparado a partir das polpas/cascas da fruta,
liofilizadas. As amostras foram trituradas com etanol 95% (1:4, p/v) durante 5 min
em ultraturrax. Os homogeneizados foram centrifugados e o sobrenadante
coletado. Apods isso, foram concentrados por evaporagdo a vacuo, até total
eliminacao do etanol e, congelados para posterior liofilizagao.

Para a realizagao do teste, foi avaliada a viabilidade de L. /actis R7, sob a
passagem ao TGl (fase gastrica e intestinal), quando presente nas matrizes
alimentares: extrato de aracga, iogurte natural e iogurte adicionado de extrato de
aracga. Misturou-se 0,2 mL da suspensdo celular com 0,3 mL de extrato de araca
(4%), iogurte ou iogurte com aragd em 1 mL de suco gastrico (pepsina) na fase
gastrica ou 1 mL de suco intestinal (pancreatina e sais biliares) na fase intestinal e
incubou-se a 37 °C.

A viabilidade celular foi verificada pela inoculagdo de 20 pL das solucdes
gastricas contendo a bactéria, em placas com agar MRS nos tempos 0, 15, 30,
60, 120, 180 e 240 minutos e das solugdes intestinais no tempo 0 e 240 minutos
e, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas, em anaerobiose. A viabilidade
foi determinada a partir das contagens de unidades formadoras de colénias (UFC)
com aplicagao da férmula: [(n°® colbnias x 0,2) / 1,5] (HUANG; ADAMS, 2004). O
teste foi realizado em duplicata.

A analise estatistica foi realizada no programa Graphpad Prism® 6.0,
através dos testes: Two-way Anova e Tukey para correlagdo de variancia entre as
diferentes matrizes e os tempos, considerando-se o nivel de significancia de (p <
0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir da analise de variancia observou-se diferenga significativa em
relacdo as diferentes matrizes para a fase gastrica (p = 0,0002) onde o extrato de
araga se destacou e, teve também o melhor resultado entre as matrizes e tempos
na fase intestinal (p = 0,0141 e p = 0,0207, respectivamente). Para todas as
matrizes e tempos, a viabilidade se manteve acima do recomendado (= 6 log
UFC/mL) e, os resultados podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Viabilidade de de Lactococcus lactis subsp. lactis R7 a simulagao ao
trato gastrointestinal em diferentes matrizes alimentares

Matriz alimentar (log UFC mL")

Fase Extrato de araga logurte Iogudrte * Ex’t rato
e araca
Gastrica
TO 9,23 +0,110 9,06 £ 0,020 8,74 £ 0,040
T15 9,54 + 0,055 8,95 + 0,050 8,74 £ 0,200
T30 9,76 £ 0,050 8,90 £ 0,050 8,24 + 0,200
T60 9,42 + 0,035 8,85 + 0,000 8,78 £ 0,075
T120 9,37 £ 0,065 8,78 £ 0,075 8,15+ 0,150
T180 9,13 £ 0,050 8,70 £ 0,000 8,95 + 0,200
1240 9,03 + 0,080 8,60 + 0,000 8,50 + 0,200
Intestinal
TO 9,92+0,070aA 9,02+0,020aA 9,36 £ 0,095 aA
1240 9,58 +0,045aA 8,48+0,000bB 8,80 +0,200 aB
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Resultados expressos em média £ desvio padrdo; T = tempo (minutos). Letras
minusculas indicam diferenca estatistica entre as colunas (Tukey); Letras
maiusculas indicam interac&o estatistica entre alimento e tempos (Tukey).

Segundo ROSOLEN et al. (2019), células livres de L. lactis R7 quando
expostas ao suco gastrico apresentaram em todos os pH testados, decréscimos
de 2,18, 1,00 e 1,78 ciclos logaritmicos para pH de 2,0, 2,5 e 3,0 respectivamente.
No entanto, foi observado no presente estudo que no extrato de araca, iogurte e
iogurte com extrato de araga, L. lactis R7 apresentou um decréscimo de 0,20,
0,46 e 0,24 ciclos logaritmicos respectivamente, sendo assim constatamos que as
matrizes alimentares ajudaram na viabilidade da bactéria, visto que, ndo houve
um decréscimo tdo acentuado na sua concentragao.

As simulagdes do TGI realizadas que continham extrato de araca,
apresentaram uma menor perda na viabilidade e, tal resultado pode estar
relacionado, segundo WU et al., (2020), ao fato de que os compostos fendlicos
podem ser capazes de inibir enzimas digestivas especificas. Ao comparar os
resultados obtidos no presente estudo, com os resultados obtidos por ANTUNES
(2018), onde foi verificado que sucos de frutas acidas como laranja, limao e uva
promovem uma diminuicdo de até de 3 log na viabilidade de L. acidophilus da
fase gastrica a fase intestinal, ficou evidente que a diminuigdo de viabilidade ( <
de 1 log) de L. lactis subsp. lactis R7 pode realmente ter sido inferior devido a sua
composi¢cao de compostos fendlicos.

Na matriz extrato de araga + iogurte, L. lactis R7 teve uma perda de 0,24
log na fase gastrica, e na fase intestinal 0,56 ciclos logaritmicos, totalizando 0,8
log entre as duas fases. Segundo NASCIMENTO (2016), para o iogurte de leite
caprino sabor goiaba com a bactéria L. acidophilus houve uma variagcéo de 0,96
log no TGI, onde concluimos que o extrato de araga ajuda na viabilidade da
bactéria pelo TGI.

Na simulagdo com iogurte, nas fases gastrica e intestinal, pode-se
perceber uma maior redugdo nas contagens quando comparado as que contém
araca (extrato e iogurte + extrato). Segundo VIEIRA et al., (2011), no leite de
cabra houve uma redugao de 4 log de L. paracasei LPC37 na fase gastrica e 0,54
log na fase intestinal. Isso n&o ocorreu no iogurte com L. lactis R7 na fase gastrica
onde decaiu 0,46 log, porém ocorreu na fase intestinal também com uma
diminuic&o de 0,54 log.

4. CONCLUSOES
Os ensaios de L. lactis R7 na passagem do TGl in vitro, demonstraram que
a matriz alimentar tem uma influéncia significativa na viabilidade de Lactococcus
lactis subsp. lactis R7, que apresentou alta taxa de viabilidade, destacando-se o
extrato de araca como a matriz que mais favoreceu a bactéria em questao, frente
as condigdes do TGI simulado chegando a 9,92 UFC mL" na fase gastrica e 9,28
UFC mL™" na fase intestinal.
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