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RESUMO

Probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando ingeridos em quantidade suficiente,
proporcionam beneficios a salde de quem os consomem. Contudo, para serem incorporados
como alimentos funcionais na dieta, necessitam de estudos detalhados que comprovem sua
seguranga e beneficios. As cepas selecionadas para uso como probidtico ndo podem ter
caracteristicas patogénicas nem devem transmitir genes de resisténcia a antibi6ticos e
precisam sobreviver a passagem através do trato gastrointestinal e proliferar no intestino, a
fim de garantir sua funcionalidade. Esse estudo foi desenvolvido para avaliar o potencial
probidtico de cepas de Lactobacillus spp. isoladas de subprodutos do processamento de frutas.
Para avaliacdo do potencial probidtico foram realizados testes de sobrevivéncia a diferentes
valores de pH e diferentes concentracdes de sais biliares, antagonismo frente a bactérias
patogénicas, sensibilidade a antimicrobianos e capacidade de sobrevivéncia ao trato
gastrointestinal. As cepas apresentaram-se, no geral, tolerantes quando expostas a valores de
pH &cido, onde algumas foram tolerantes a pH 3 durante duas e trés horas. A capacidade de
tolerancia aos sais biliares também pode ser observada, sendo as bactérias capazes de tolerar a
concentracdo de 1% por até trés horas. Os resultados obtidos acerca do antagonismo frente a
bactérias patogénicas variaram entre os testes utilizados, onde todas as estirpes foram capazes
de formar halo de inibicdo quando a atividade antagdnica foi testada na presenca das células
de lactobacillus, enquanto que o sobrenadante livre de células de certas cepas ndo conseguiu
inibir Staphylococcus aureus além de formarem halos menos expressivos que outras cepas
testadas. Quando submetidas as condicGes simuladas do trato gastrointestinal, no geral,
apresentaram boa viabilidade, mantendo valores elevados ao longo de todo o teste exceto duas
estirpes que perderam viabilidade apds 122 e 92 minutos simulagdo, respectivamente. A
maioria parte das cepas testadas exibiram resisténcia aos antimicrobianos, em especial a
Kanamicina, eritromicina e tetraciclina. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam
que as cepas testadas apresentam boa viabilidade e potencialidade para serem utilizadas como
probidticos, sendo necessario o desenvolvimento de mais estudos que certifiquem a seguranca

de tais cepas a fim de incorpora-las em alimentos.

Palavras-chave: alimentos funcionais; residuos; viabilidade.



ABSTRACT

Probiotics are living microorganisms that when ingested in sufficient amounts provide health
benefits. However, to be incorporated as functional foods in the diet, probiotics require
detailed studies to prove their safety and benefits. Strains selected for use as probiotics cannot
have pathogenic characteristics or transmit antibiotic resistance genes and must survive
passage through the gastrointestinal tract and proliferate in the gut in order to ensure their
functionality. This study was designed to evaluate the probiotic potential of Lactobacillus spp.
strains isolated from fruit processing by-products. To assess the probiotic potential, survival
tests at different pHs and different concentrations of bile salts, antagonism against pathogenic
bacteria, sensitivity to antimicrobial agents and survivability to the gastrointestinal tract were
performed. Strains were in general tolerant when exposed to acidic pH, some of which were
tolerant to pH 3 for two to three hours. Tolerance to bile salts was also observed, and bacteria
were able to tolerate 1% concentration for up to three hours. The results obtained about
antagonism against pathogenic bacteria varied among tests used, in which all strains were able
to form inhibition halos when the antagonistic activity was tested in the presence of
lactobacilli cells, while supernatant of cells free from certain strains failed to inhibit
Staphylococcus aureus and formed less significant halos compared to other strains tested.
When submitted to conditions of gastrointestinal tract simulation, in general, they showed
good viability, keeping high values throughout the test except for two strains that lost viability
after 122 and 92 minutes of simulation, respectively. Most of the strains tested exhibited
antimicrobial resistance, in particular to kanamycin, tetracycline and erythromycin. The
results obtained in this study indicate that the strains tested have good viability and potential
to be used as probiotics, but further studies should be conducted to certify the safety of such

strains in order to incorporate them into foods.

Keywords: functional foods; waste; viability
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1 INTRODUCAO

Os consumidores tém buscado uma alimentacdo nutricionalmente mais equilibrada,
aumentando a procura por produtos que além de boas caracteristicas sensoriais estejam
aliados a promoc¢do da salde. Essa mudanca do perfil de exigéncia do consumidor tem
despertado o interesse da comunidade cientifica na busca e compreensao da atuacdo de certos
alimentos na diminuicdo de riscos de algumas doencas (MADI et al., 2011). Nesse cenario,
destacam-se os alimentos funcionais. Esse termo foi introduzido no Japdo, em meados dos
anos 80, referindo-se a alimentos processados que contém ingredientes que além de
fornecerem a nutricdo béasica sdo capazes de promover satde (COLLI, 1998).

Os alimentos funcionais possuem mecanismos nao previstos pela nutricdo
convencional que sdo capazes de promover saude, entretanto, vale salientar que esses efeitos
ndo se aplicam a cura de doencas (OLIVEIRA et al., 2002).

Os probioticos fazem parte dos componentes que formam essa categoria. Consistem
em micro-organismos Vvivos, incorporados aos alimentos, capazes de exercer efeitos benéficos
ao hospedeiro. Entretanto, para ser utilizado em alimento, o probidtico deve sobreviver as
condices adversas as quais sdo expostos durante a passagem pelo trato gastrointestinal e
colonizar o intestino, mesmo que temporariamente, a fim de exercer seus efeitos (COELHO,
2013).

Entre os representantes dos probidticos estdo determinadas bactérias laticas e outras
bactérias, que fazem parte do grupo de micro-organismos capazes de exercer efeitos positivos
no hospedeiro (OLIVEIRA et al, 2002). Estas bactérias possuem capacidade de
desenvolvimento em diversos ambientes, podendo ser encontradas em alimentos como leite,
carnes, vegetais, graos, frutas e bebidas (GONCALVES et al., 2015).

Alguns dos beneficios atribuidos a ingestdo de culturas probioticas estdo
principalmente relacionados a desordens intestinais e modulacdo da microbiota intestinal
(SAAD, 2006). Entretanto, para que os produtos probidticos apresentem tais efeitos, faz-se
necessaria a ingestdo de uma quantidade minima viavel desses micro-organismos por porcao
fornecida do alimento, sendo a dose necessaria para tal efeito variada em funcdo da cepa e do
produto (WGO, 2011).

O mercado de produtos probioticos teve um crescimento importante nos Gltimos anos,
sendo os de matrizes lacteas os mais disseminados. No Brasil, a venda de alimentos
funcionais corresponde a aproximadamente 1% do total de alimentos, onde cerca de 65%

desses sdo probidticos (GRANATO et al., 2010). Apesar de apresentarem maior distribui¢do
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no mercado, os produtos probidticos baseados em matrizes lacteas ndo podem ser utilizados
por muitos consumidores, por possuirem alergias a componentes do leite, intolerdncia a
lactose, pela presenca de colesterol entre outras razbes (JIMENEZ, 2012). A limitada
variedade de produtos probidticos no mercado e a crescente demanda por esses alimentos
aumenta o interesse e a busca pelo desenvolvimento de alimentos probidticos utilizando
outras matrizes que ndo a lactea, podendo ampliar os beneficios de tais alimentos a uma maior
gama de consumidores (COELHO et al., 2009).

Outros alimentos tem mostrado potencial para a administracdo de culturas probidticas
como produtos carneos fermentados (MACEDO et al., 2005) e sucos de frutas (COSTA et al.,
2013; SANTOS et al., 2008). A viabilidade da cepa incorporada na matriz alimenticia
depende de fatores como: pH do produto, temperatura de estocagem, micro-organismos
competidores e substancias inibidoras (OLIVEIRA et al, 2002).

Vérios estudos tém mostrado a presenca de bactérias acido-laticas em matrizes
vegetais. Cepas dessas bactérias foram isoladas em rucula, espinafre, frutas frescas, sementes
e vegetais organicos ndo processados ((KRUGER, 2010; SATHE et al., 2007; TRIAS et al.,
2008). Nesse contexto, matrizes de plantas podem constituir uma fonte alternativa de
probidticos.

O consumo de frutas vem aumentando nos ultimos anos, devido seu valor nutritivo e
possiveis efeitos terapéuticos. A busca por esse tipo de alimento decorre do interesse da
populacdo por uma alimentacdo nutricionalmente equilibrada. Frutas e vegetais sdo fontes de
micronutrientes, fibras e componentes com propriedades funcionais (VAN DUYN;
PIVONKA, 2000). O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutas,
consequentemente, € um dos paises que mais produz residuos agroindustriais. Atualmente sao
produzidas milhdes de toneladas de residuos resultantes do processamento agroindustrial,
sendo muitos destes ricos em compostos bioativos (MELO et al., 2011), a exemplo dos
residuos de frutas provenientes do seu processamento para a industria de polpas.

O aproveitamento dos subprodutos de frutas para obtencdo de componentes com
caracteristicas funcionais pode ser uma alternativa promissora para a elaboracdo de novos
ingredientes provenientes desse tipo de matriz. Entdo o objetivo do presente estudo foi avaliar
propriedades probidticas de cepas de Lactobacillus spp. isoladas de subprodutos do

processamento de frutas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os efeitos benéficos de alguns tipos de alimentos sobre a satde de quem os consomem
ja sdo conhecidos hd muito tempo. O Japdo foi o primeiro pais a explorar o potencial
terapéutico dos alimentos, onde em meados dos anos 80 foi introduzido o termo alimentos
funcionais, fazendo referéncia a alimentos processados, similares em aparéncia aos alimentos
convencionais, consumidos como parte da dieta, que contém ingredientes que além de
fornecerem a nutricdo basica sdo capazes de promover saude (SOUZA, 2008). Segundo
Roberfroid (2005), um alimento pode ser considerado funcional, quando for demonstrado que
0 mesmo afeta beneficamente uma ou mais fungdo do organismo, além de garantir um efeito
nutricional adequado, de modo que seja relevante ndo s6 para o bem-estar e a saide como
também para reducdo do risco de doengas.

Devem apresentar-se sobre forma de alimentos comum, sendo consumidos na dieta
cotidiana, mas devem regular funcdes corporais de modo que auxiliem na protecdo contra
doencas crbnicas degenerativas, a exemplo de hipertensdo, diabetes e coronariopatias
(SOUZA et al,. 2003). O International Life Science Institute organizou em 1995 o First
International Conference of East-West Perspedtives on Fucntional Food. Vérios foram os
paises participantes do encontro, estabelecendo-se ap0s consenso a definicdo de alimentos
funcionais, sua distincdo de vitaminas, minerais e outros compostos usados na suplementacao
dietética e a demonstracdo cientifica de seus efeitos através de estudos laboratoriais e
humanos a fim de serem incluidos ou ndo na classe de alimentos funcionais (SOUZA, 2008).

Seguindo a tendéncia mundial, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA
elaborou a Resolucdo n. 18, esclarecendo as diretrizes basicas para comprovacdo das
propriedades funcionais de um alimento (ANVISA, 1999). Esse regulamento objetiva que as
alegacGes sejam comprovadas cientificamente, a fim de que o consumidor ndo seja induzido
ao engano. Esses ingredientes devem ainda ser comprovadamente seguros para consumo. O
enquadramento e registro de tais alimentos sdo previstos pela Resolucdo n. 19/1999 e
Resolucdo n. 2/ 2002.

Fazem parte da lista da ANVISA (2008) para nutrientes e ndo nutrientes com alegacéo
de propriedades funcionais: &cidos graxos eicosapentaenoicos (EPA) e docosaexaenoico
(DHA), carotenoides, luteina, zeaxantina, fibras alimentares, frutooligossacarideos, goma

guar parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose, polidextrose, quitosana, fitoesterdis, proteina
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de soja e probidticos. Ainda de acordo com essa lista, as espécies bacterinas que possuem
efeito probidtico comprovado sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium

animallis, Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.

2.2 PROBIOTICOS

O termo probidticos foi introduzido em meados da década de 60 por Lilly e Stillwell
(1965), fazendo referéncia a um fator de origem microbiol6gica que estimula o crescimento
de outros organismos. Atualmente, sdo definidos como micro-organismos Vivos, nao
patogénicos, que possuem capacidade de exercer efeito positivo sobre a saide de quem 0s
consome, quando ingeridos em quantidade adequada (FAO/WHO, 2006). Varias espécies e
géneros compdem o grupo dos probioticos, contudo, as linhagens de maior importancia
comercial sdo as bactérias acido lacticas, com destaque para o0s Lactobacillus e
Bifidobacterium spp (MEIRA, 2011).

Varios sdo os beneficios atribuidos a ingestdo de culturas probidticas, onde alguns sdo
bem elucidados e documentados, enquanto outros possuem potencial promissor. Alguns dos
efeitos sdo: controle da microbiota intestinal, estabilizacdo da microbiota intestinal apds o uso
de antibidticos, promocao da resisténcia a colonizagéo intestinal por patdégenos, diminuicéo da
populacdo de patdogenos por meio da producdo de substancias com propriedades
antimicrobianas, promocdo da digestdo da lactose em individuos intolerantes a lactose,
estimulacdo do sistema imune, alivio da constipacdo, aumento da absorcdo de minerais e
producdo de vitaminas (SAAD, 2006). Entretanto, de acordo com a lista de alegacdes de
propriedade funcional aprovada pela ANVISA em julho de 2008, a quantidade minima viavel
desses micro-organismos, necessarias para que um produto probidtico exerca seus efeitos
deve estar situada entre 10° e 10° Unidade Formadora de Col6nia (UFC) por porcéo fornecida
do alimento.

A teoria para 0 mecanismo de acdo desses micro-organismos é baseada em alteracGes
no ecossistema intestinal. Os probidticos afetam as bactérias do intestino, provocando um
aumento nas bactérias anaerObias benéficas, concomitante a diminuicdo das populacdes
patogénicas. Tais mudancas na microbiota intestinal estimulam o sistema imunolégico da
mucosa e 0 ndo-imunoldgico através do antagonismo frente aos patdgenos potenciais,

resultando nos efeitos benéficos provocados por tais micro-organismos (WGO, 2011).
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Contudo, 0s mecanismos pelos quais 0s probioticos efetuam esses efeitos ainda ndo sdo bem
elucidados. Acredita-se que envolvem modificagdes no pH, a producdo de compostos
antimicrobianos, competicdo com patdgenos pelos sitios de ligagdo e por nutrientes,
estimulagdo das células imunomoduladoras entre outras a¢des (MEIRA, 2011).

Para ser aplicado como probidtico, o micro-organismo utilizado, precisa ter
identificacdo internacionalmente conhecida, além de atender a critérios de seguranca,
tecnoldgicos e funcionais. As consideracfes de seguranca incluem: ndo ter historico de
patogenicidade, ndo estar associadas a outras doencas, ser estdveis geneticamente e ndo
apresentar genes dominantes de resisténcia a antimicrobianos bem como transmiti-los
(URNAU, 2012; OLIVEIRA et al., 2002). No que concerne aos aspectos tecnologicos, as
cepas devem: ter propriedades sensoriais agradaveis, manter caracteristicas desejaveis durante
processamento e estocagem, ser viaveis durante o processamento e apresentar estabilidade no
periodo de armazenamento do produto (MEIRA, 2011; SAARELA et al., 2000). Os critérios
funcionais que devem ser atendidos para a 0 uso como probidtico sdo: estabilidade quando
expostos a pH &cido e aos sais de bile, capacidade de adesdo a mucosa intestinal, capacidade
de colonizagdo, ao menos temporariamente, do intestino, producdo de compostos
antimicrobianos e manter-se metabolicamente ativo a nivel intestinal (OLIVEIRA et al,
2002).

Diversos produtos ja sdo comercializados como probidticos, sendo os lacteos mais
explorados pela industria, tais como iogurte, outros tipo de leite fermentado, queijos e
produtos ndo fermentados como sorvete e soro de leite. Outros produtos que ndo lacteos
também vem recebendo a adicdo de probioticos, como maionese, sucos de frutas, produtos
carneos, produtos a base de aveia, salame, cereais entre outros, evidenciando um crescente

interesse em formulac6es baseadas em outras matrizes (MEIRA, 2011).

2.3 0 GENERO LACTOBACILLUS

Os Lactobacillus foram um dos géneros de maior relevancia no grupo das Bactérias
Acido Léticas, constitui um grupo heterogéneo de bactérias Gram-positivas, apresentadas em
forma de bastonetes, imoveis, ndo formadoras de esporos, catalase negativa, anaerdbios, que
produzem acido latico como principal produto resultante do metabolismo dos carboidratos
(GAVA, 2008). Apresentam requisitos de crescimento complexos, requerendo baixa tensdo de
oxigénio, carboidratos fermentaveis, certas quantidades de vitaminas do complexo B, &cidos

graxos insaturados livres, alguns minerais entre outros fatores (GOMES e MALCATA, 1999).
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Podem ser divididos em trés grandes grupos, baseados em suas caracteristicas
fermentativas, sendo eles: homofermentativos obrigatérios, heterofermentativos facultativos e
heterofermentativos obrigatérios. Os Lactobacillus homofermentativos exclusivos fermentam
apenas a glicose em 4&cido latico, a citar como exemplo Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus crispatus e Lactobacillus salivarius. Os heterofermentativos obrigatorios
fermentam hexoses em acido latico, &cido acético, etanol e didxido de carbono, apresentando
como caracteristica desse grupo a producdo de gas a partir da glicose. Sdo exemplos desse
grupo Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis e Lactobacillus buchneri. Entre os
lactobacilos heterofermentativos facultativos estdo as espécies Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei e Lactobacillus curvatus, caracterizados por fermentarem hexoses em
acido latico com producédo de géas a partir de gliconato e ndo pela glicose (BURITI e SAAD
2007; CHAVES, 2013).

Sua utilizacdo na industria de alimentos € bastante variada, estando envolvidos na
producdo de inumeros produtos. Estdo presentes em diversos tipos de alimentos, desde
cereais, vegetais, queijos, produtos lacteos e bebidas fermentadas, a carnes e derivados. Essa
ampla disseminacdo em diferentes matrizes decorre da sua ocupacdo em variados nichos,
como solo, pele, trato grastrointestinal, sistema respiratério e vaginal de animais e humanos
(SANDES, 2013).

2.3.1 Lactobacillus como probidtico

Bacterias do género Lactobacillus estdo entre 0s micro-organismos probidticos mais
importantes que vem sendo pesquisados. Fato decorrente do seu reconhecimento como parte
da flora intestinal humana, bem como de seu amplo consumo de forma segura durante
séculos, através de alimentos fermentados (FORSYTHE, 2013).

Os produtos lacteos sdo 0s mais disseminados no segmento dos probioticos, sendo 0s
leites fermentados mais optados pela indudstria para uso como veiculo de culturas probidticas
e/ou prebioticas (COSTA, 2013). No mercado brasileiro, os produtos probioticos estdo
praticamente restritos a tipos de leites fermentados, cenario diferente da Europa, Estados
Unidos e Canada, onde cereais e diversos tipos de queijo também estdo disponiveis
(RIBEIRO et al., 2009).

PreparacGes probidticas a partir de matriz lactea contendo Lactobacillus séo

amplamente referidas na literatura, onde as bebidas lacteas e leites fermentados com adicdo
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dessas culturas sé&o citados por diversos autores (CUNHA et al., 2008; GUEIMONDE, 2004,
OLIVEIRA e SILVA, 2011; VIEGAS et al., 2010).

Dentre os produtos lacteos fermentados, o queijo tem sido sugerido como um melhor
veiculo de culturas probiéticas que os demais (ONG et al., 2006). No geral, apresentam
caracteristicas que lhes conferem vantagens em relacdo a outros produtos, como pH menos
acido que iogurtes e leites fermentados, tornando o meio mais estavel para sobrevivéncia dos
micro-organismos probiéticos (RIBEIRO, 2009).

Novos produtos com alegagdo funcional estdo sendo elaborados, inclusive a partir de
outras matrizes que nao a lactea, onde varias espécies de lactobacilos vém sendo utilizadas
como cultura probidtica. Valencia (2015) elaborou sobremesa lactea probidtica com adicdo de
L. paracasei subsp. paracasei LBC 81, tendo como resultado um produto de boa qualidade e
boa viabilidade como probidtico. Cepas foram testadas quanto a sobrevivéncia em sucos de
frutas, apresentando crescimento significativo (NUALKAEKUL e
CHARALAMPOPOULOQOS, 2011; COSTA et al., 2013; PIMENTEL et al, 2011). Os
lactobacilos vém sendo usados também na elaboracdo de embutidos e produtos carneos
fermentados (BOMDESPACHO et al., 2011; CAMPAGNOL et al., 2007; MACEDO, 2005).

2.4 PROCESSAMENTO DE FRUTAS

O processo de profissionalizacdo da fruticultura no Brasil, objetivando produzir frutos
em larga escala e de boa qualidade, vém sendo marcado pela exploracdo de maiores areas
concomitante ao uso de novas tecnologias. Esse aumento significativo da agroindustria tem
resultado em uma ampliacdo da producéo de residuos ou subprodutos (JUNIOR et al., 2006).
Os residuos sdo formados, dependendo do tipo de fruta, por cascas, carocos, sementes e
bagacos, onde, apresentam em sua composicdo vitaminas, minerais, fibras, constituintes
bioativos e antioxidantes (SOUSA et al., 2011).

A falta de conhecimento acerca do potencial desse material contribui para que o
mesmo nao seja reaproveitado, onde seu descarte coadjuva para 0 aumento da producdo de
lixo organico, que precisa ser descartado corretamente, a fim de se evitar maiores danos
ambientais (NATALE et al, 2013). Todavia, esses residuos apresentam elevada
potencialidade, possuindo em sua estrutura vitaminas, minerais, fracdes ndo digeriveis e
outros compostos com propriedades funcionais (SILVA, 2014).

No ambito das frutiferas do Nordeste brasileiro, sdo destaques pelo grande volume de

residuo gerado o caju (Anacardium occidentale), maracuja (Passiflora edulis), meldo
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(Cucumis melo), abacaxi (Ananas comosus) e acerola (Malpighia emarginata) (PEREIRA et
al., 2009). Além da criacdo de problemas ambientais, o descarte dos subprodutos representa
perda de matérias-primas e energia (PELIZER, 2007).

Diante dessa realidade, estudos tém sido conduzidos para se investigar o valor
nutritivo desses residuos organicos, mostrando alternativas para utilizacdo dos mesmos,
reduzindo, assim, os problemas ambientais provocados pelo seu descarte na natureza (SOUSA
et al., 2011). Melo et al. (2011) obtiveram resultados positivos quanto a presenca de
compostos bioativos e atividade antioxidante de bagaco de uva Isabel (Vitis labrusca), de uva
Verdejo (Vitis vinifera) e de goiaba (Psidium guajava). Resultados semelhantes foram
encontrados por Infante et al. (2013), observando atividade antioxidante significativa dos
residuos de abacaxi, maracuja, caju e manga. Outros autores também relataram a presenca de
compostos bioativos e atividade antioxidante de subprodutos de frutas (ARBOS et al., 2013;
DAIUTO et al., 2014)

3 MATERIAL E METODOS

O estudo experimental foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica de Alimentos, Departamento de Nutricdo, do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa — PB.

3.1 CEPAS BACTERIANAS

A partir do banco de cepas de Lactobacillus spp., pertencentes ao Laboratorio de
Microbiologia e Bioguimica de Alimentos, previamente isoladas de frutas e seus subprodutos
do processamento de polpas, cinco cepas foram selecionadas com base no desempenho
apresentado em testes prévios do seu potencial probi6tico. As mesmas foram mantidas a -20
°C, em caldo MRS com 20% de glicerol, sendo sua reativacdo realizada em caldo MRS a
37°C. Uma cepa de Lactobacillus plantarum (Lp49) e uma de Lactobacillus brevis (Lb59)
isoladas a partir de residuos de acerola (Malpighia emarginata), uma cepa de Lactobacillus
paracasei (Lpal08), isolada de residuo de graviola, Annona muricata, uma cepa de
Lactobacillus fermentum (Lf111), isolada a partir de residuo de graviola e uma cepa de

Lactobacillus pentosus (Lpel129) isolada de residuo de manga, Mangifera indica L.
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3.2 TESTES DE AVALIACAO DO POTENCIAL PROBIOTICO DOS ISOLADOS

3.2.1 Toleréncia a diferentes valores de pH

Para desenvolvimento do teste, inicialmente caldo MRS foi inoculado e incubado a
37°C durante 24 horas. Caldos com crescimento visivel sofreram ajuste de in6culo para obter-
se ODgjs nm de 0,5 (absorbancia) correspondente a cerca de 6 — 7 log.UFC.mL™. Os caldos
foram centrifugados por 3 min. a 10.000 rpm e os pellets foram lavados duas vezes com
tampdo fosfato (PBS). A tolerancia das cepas a diferentes valores de pH foi determinada a
partir do ajuste do pH com Acido Cloridrico 1M para 2; 3; 5 e 7,2 (controle) com posterior
incubacdo a 37°C durante 0; 2 e 3 horas. A cada periodo de tempo o nimero de células
viaveis foi determinado por contagem em placas utilizando-se a técnica da microgota
(REHAIEM et al., 2014; SAARELA et al., 2006), com prévia incubacdo a 37°C/48 horas em

anaerobiose.

3.2.2 Tolerancia a diferentes concentracdes de sais de bile

As cepas foram inoculadas em caldo MRS a 37°C por 24 horas. Para desenvolvimento
do teste, inicialmente o caldo MRS foi inoculado e incubado a 37°C durante 24 horas. Caldos
com crescimento visivel sofreram ajuste de inoculo para obter-se ODgys nm de 0,5
(absorbancia) correspondente a cerca de 6 — 7 log.UFC.mL™. Os caldos foram centrifugados
por 3 min. a 10.000 rpm e os pellets foram lavados duas vezes com tampéo fosfato, sendo
finalmente diluidos em solucdes teste elaboradas com PBS com concentragdes de 0%; 0,15%;
0,30% e 1% de sais biliares. As solu¢des foram incubadas a 37°C em banho maria, por 0; 1; 2
e 3 horas. A cada periodo de tempo, o nimero de células foi determinado por contagem em
placa através da técnica de microgota (REHAIEM et al., 2014; SAARELA et al., 2006), com

prévia incubacdo a 37°C/48 horas em anaerobiose.

3.2.3 Antagonismo frente a bactérias patogénicas

Na avaliacdo de antagonismo frente a bactérias patogénicas as cepas de lactobacilos
foram testadas contra cepas de Staphylococcus aureus (INCQS 00015, origem ATCC 25923),
Salmonella enterica subsp. typhimurium (INCQS 00150, origem ATCC 14028), Salmonella
entérica subsp. enteritidis (INCQS 00258, origem 13076), Listeria monocytogenes (INCQS
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00266, origem ATCC 7644) e Escherichia coli (INCQS 00219, origem 8739) utilizando-se a
técnica 4gar spot test e por meio de difusdo em pogo, segundo metodologia descrita por
Ahmadora et al. (2013), com modificaces.

Para a realizacdo dos testes, caldo MRS foi inoculado com as cepas de lactobacilos e
padronizado a OD 625, = 0,5 correspondendo a 6 — 7 log.UFC.mL™. As cepas patogénicas
foram inoculadas em caldo brain-heart-infusion (BHI), a 37°C durante 24 horas, com in6culo
ajustado a OD 625, = 0,1.

e Agar spot test: Nesse método, a partir do caldo inoculado com lactobacilo, foi

transferida uma aliquota de 10 uL para placa de petri previamente preparada contendo
agar MRS, utilizando a técnica da microgota, em seguida as placas foram incubadas a
37°C, por 24 horas em anaerobiose. Ap0s esse periodo, verteu-se uma sobre camada
de 20 mL de agar BHI semissélido contendo uma espécie de bactéria patogénica a ser
testada. As placas foram novamente incubadas a 37°C, durante 24h em aerobiose.
Apos esse periodo foi realizada a leitura do halo de inibicdo utilizando-se um
paquimetro (JACOBSEN et al., 1999)

e Difusdo em pogo: A partir do caldo MRS inoculado com lactobacilo obteve-se o

sobrenadante livre de celulas (SLC) através de centrifugacdo do caldo e posterior
filtracdo em membrana (0,22um). Previamente foi preparada uma placa de petri
contendo agar BHI semi-solido inoculado com uma das espécies de bactérias
patogénicas testadas. Pocos de 5 mm foram realizados na placa e 50 pL de SLC foi
adicionado ao poco. As placas foram incubadas a 37°C/24 horas em aerobiose. Apos 0
periodo realizou-se a leitura do halo utilizando-se um paquimetro (VITALI et al.,
2012).

3.2.4 Resisténcia a antibioticos

Para os testes de resisténcia aos antibioticos, estirpes bacterianas foram inoculadas
(1%, v / v) em caldo MRS suplementado com 0s seguintes antibi6ticos: cloranfenicol,
gentamicina, kanamicina, eritromicina, tetraciclina (Sigma), a concentracées finais de 2, 4, 8,
16, 32, 64, 128, 256, 512 ¢ 1024 ],Lg.ml'l e ampicilina, clindamicina e vancomicina (Sigma), a
concentragdes finais de 0,125; 0,5; 1;2; 4; 8; 16; 32 ¢ 64 pg.ml’l. Os testes foram realizados
em triplicata utilizando-se 0 método de microdiluicdo em caldo, de acordo com metodologia

descrita por Argyri et al. (2013). Apos a elaboracdo das microplacas e passadas as 24 horas de
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incubagdo a 37°C avaliou-se a OD 625 nm em um leitor de microplacas. A concentracdo
inibitoria minima (CIM) foi determinada segundo critérios da (CLSI, 2012) e EFSA, (2012).

3.3 SOBREVIVENCIA DAS CEPAS EM CONDICOES SIMULADAS DO TRATO
GASTROINTESTINAL (TGI)

Inicialmente cada cepa teste foi inoculada em caldo MRS e incubada a 37°C/24 horas.
Posteriormente foram incorporadas (1% v/v) em caldo MRS para serem submetidas a
condicdes simuladas do trato gastrointestinal, a citar, fase de mastigagdo (100 U/mL de a-
amilase, pH ajustado para 6,9 e tempo de exposi¢cdo de 2 minutos a 200 rpm), esdfago-
estdmago (25 mg/mL de pepsina, pH ajustado gradualmente para 2,0 e tempo de exposicéo de
90 minutos a 130 rpm), duodeno (2 g/L de pancreatina e 12 g/L de sais biliares bovinos e
tempo de exposicdo de 30 minutos a 45 rpm) e ileo (pH ajustado para 6,5 e tempo de
exposi¢cdo de 60 minutos a 45 rpm), de acordo com a metodologia descrita por Madureira et
al. (2011) e Oliveira et al. (2014), Durante todo o teste, amostras do caldo MRS inoculado
foram mantidas a 37°C sem exposic¢do as condi¢des de simulacdo do TGI, sendo utilizados
como controle. A agitacdo mecéanica foi utilizada para simular os movimentos peristalticos e o
teste foi realizado em estufa incubadora a 37 °C com ajuste de rotacdo em cada fase. A
simulacdo foi continua, de modo que o volume de trabalho aumentou gradualmente a partir
dos 25 mL da amostra inicial. A contagem de células viaveis foi realizada a partir da técnica
da microgota (REHAIEM et al., 2014; SAARELA et al., 2006), com prévia incubacdo a

37°C/48 horas em anaerobiose.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TESTE DE TOLERANCIA A DIFERENTES VALORES DE PH

Para que possam ser capazes de exercer sua funcionalidade, as bactérias probidticas
devem resistir ou tolerar a variacGes de pH, em especial ao pH &cido do estdmago, e a
secrecdes da bile ao longo do intestino delgado (ANDRADE et al., 2014). As cepas testadas
apresentaram-se, no geral, tolerantes a exposicao a valores de pH 3,0; 5,0 e 7,2 ap0s duas e
trés horas, exceto Lpel29 (Figura 1), onde ndo foram detectadas células viaveis ap6s duas

horas de teste.
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Figura 1. Contagem de células viaveis de Lactobacillus pentosus (Lpel29) quando expostos a diferentes valores
de pH: controle - 7,2 (e); 2,0 (m); 3,0 (A) € 5,0 (V).
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A contagem de todas as bactérias diminuiu no pH 2 nos primeiros minutos, onde a
contagem bacteriana esteve abaixo do limite de deteccdo apoOs duas e trés horas. Cepas de
Lactobacillus isoladas de queijo Parmegiano Reggiano por Solieri et al. (2014) perderam a
viabilidade quando expostas ao pH 2. Em pH 3 verificaram-se diferentes comportamentos

entre elas. Lf111 (Figura 2) e Lb59 (Figura 3) mostraram-se tolerantes mesmo apos 180

minutos de exposicao.

Figura 2. Contagem de células viaveis de Lactobacillus fermentum (Lf111) quando expostos a diferentes valores
de pH: controle - 7,2 (e); 2,0 (m); 3,0 (a) e 5,0 ().

2

f=%:____— _; .
. \

.,

o TFC ml.




22

Figura 3. Contagem de células vidveis de Lactobacillus brevis (Lb59) quando expostos a valores de pH:
controle - 7,2 (e); 2,0 (m); 3,0 (a) € 5,0 ().

Tempa (h)

O pH do estdbmago situa-se, em meédia, entre 2,5 e 3,5, a depender da natureza do
alimento, sendo esses valores maiores ou menores apos a alimentacdo ou durante jejum. O
alimento afeta ainda o tempo de transito estomacal, entretanto, a média de permanéncia é de
duas a quatro horas (MEIRA et al., 2010). Assim, os lactobacilos do presente estudo que
apresentaram células viaveis em valor de pH 3 por pelo menos duas horas podem vir a
sobreviver a passagem pelo estdmago a depender do alimento ao qual sera vinculado.

A cepa Lp49 (Figura 4) apresentou viabilidade quando exposta a pH 3,0 por 2 horas,
reduzindo um ciclo de log. Tulumoglu et al. (2013) obteve dados diferentes ao analisar
diferentes espécies de bactérias laticas, onde observou reducdo significativa das contagens

nesse valor de pH.

Figura 4. Contagem de células vidveis de Lactobacillus plantarum (Lp49) quando expostos a valores de pH:
controle — 7,2 (e); 2,0 (m); 3,0 (&) € 5,0 (v)
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Em pH 5 e 7,2 (controle) todas as bactérias testadas apresentaram viabilidade em todos
0s tempos de exposic¢do. Os resultados da cepa de L. paracasei (Lpal08) sdo apresentados na
Figura 5. Essa cepa mostrou bom crescimento em pH 3,0; 5,0 e 7,2. Entretanto, obteve

decréscimo significativo quando exposta em pH 2,0 ap6s 0s primeiros minutos

Figura 5. Contagem de células vidveis de Lactobacillus paracasei (Lpal08) quando expostos a valores de pH:
controle -7,2 (e); 2,0 (m); 3,0 (a) € 5,0 (V).
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Meira, (2011) que relatou tolerancia ao pH 3 e 4 de bactérias laticas isoladas de leite e
queijo de ovelha, entretanto, a contagem esteve abaixo do limite de deteccdo em pH 2 entre
cepas testadas, semelhante a dados obtidos no presente estudo. Andrade et al., (2014),
observaram resisténcia de Lactobacillus spp. isolados de queijos minas artesanais, mostrando
capacidade de sobrevivéncia em pH 2 em todos os tempos testados, diferindo dos resultados

aqui expostos.
4.2 TESTE DE TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRACOES DE SAIS DE BILE

Microrganismos probioticos devem ser resistentes a acdo da bile para que possam
atingir as porcOes distais do intestino e colonizé-las (GIBSON; FULLER, 2000). Os sais
biliares possuem capacidade de desestruturar a membrana celular, sendo téxicos as células
(MEIRA et al, 2010).A Figura 6 apresenta os dados de tolerancia dos lactobacilos testados a
diferentes concentracdes de sais de bile.

As cepas mostraram-se viaveis quando expostas a concentragcdes de sais biliares de
0,15%; 0,30% e 1% apds uma, duas e trés horas, com contagens superiores a 5,18

log.UFC.mL™. As bactérias foram capazes de tolerar até mesmo a concentracéo de 1% ap6s 3
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horas. Diferente do resultado encontrado nesse estudo, nenhuma das linhagens de

Lactobacillus avaliadas por Meira, (2011) foi viavel na concentracdo de 1 % de sais de bile.

Figura 6 — Contagem de células viaveis (média + desvio padrdo) (A) Lp49, (B) Lb59, (C) Lpal08, (D) Lfl1le
(E) Lpel29 quando expostos a solucdes de sais de bile a 0% - controle (e), 0,15% (m), 0,30% (v) e 1% (& ).
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A resisténcia de algumas bactérias Gram-positivas, especialmente linhagens presentes
no trato gastrintestinal, & acdo da bile pode ser justificada pela capacidade que algumas
possuem em produzir a enzima sal biliar hidrolase. Essa enzima hidrolisa a ligagdo amida dos
sais biliares conjugados, liberando sais biliares livres com menor capacidade detergente
(MEIRA, 2011).

Outros autores relatam a resisténcia de cepas de bactérias acido laticas Gram-positivas
a acdo da bile, a citar Urnau et al., (2012), Andrade et al., (2014) e Tussolini et al., (2007).

43 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTAGONICA FRENTE A BACTERIAS
PATOGENICAS

A producdo de bacteriocinas e peptideos bacterianos ou proteinas ativas, que agem
contra outras bactérias € uma importante caracteristica das BAL na inibicdo de patdgenos
(CLOSE, 2000). A pesquisa por bactérias acido-laticas produtoras de substancias
antimicrobianas inibidoras de micro-organismo patogénicos vem sendo bastante difundida
para 0 uso das mesmas na producdo de alimentos (HERMANNS, 2013), onde essas
bacteriocinas podem vir a ser utilizadas como bioconservantes (ORTOLANI, 2009).

Na avaliacdo do antagonismo frente a patdégenos pela técnica de difusdo em poco,
utilizou-se apenas o sobrenadante livre de células das bactérias laticas. Os resultados obtidos
nesse teste foram menos expressivos, tendo em vista a menor concentracao de substancias
antimicrobianas presentes na auséncia das células. Contudo, a presenca de um halo de
inibicdo, independente do diametro, € um indicativo de antagonismo frente a bactérias
patogénicas (NETO et al., 2005). Os resultados de ambas as técnicas estdo dispostos na Tab.
1. Bactérias acido-laticas isoladas de queijo minas foram testadas contra micro-organismos
indicadores, onde todas as cepas de lactobacilos apresentaram antagonismo contra esses
patdgenos em testes realizados por Costa et al., (2013) utilizando apenas substancias
antimicrobianas produzidas. Resultados semelhantes também foram encontrados por Sandes,
(2013) onde bacteérias laticas isoladas foram capazes de inibir a maioria dos patdgenos

testados.
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Tabela 1 — Halos de inibicdo em mm de BAL frente a patdgenos

S. aureus S. S. enteritidis L. E. coli

typhimurium monocytogenes

Difusdo Spot Difusdo Spot  Difusido Spot Difuséo Spot Difuséo Spot

Lp49 2,75 9 2,5 7,5 0,5 12 3 8 3 5,25
Lb59 - 4 2 6 1,5 5 2,5 4 2 4,5
Lpal08 - 7 3 8 3 8,25 2 8 4 8,5
Lf111 - 5 2 6,75 3 8,5 2 6 1,5 6

Lpel29 4 7 2,5 8,5 3 10,5 4 8 4,5 6,5

Lp49 = Lactobacillus plantarum, Lb59 = Lactobacillus brevis, Lpal08 = Lactobacillus

paracasei, Lf111 = Lactobacillus fermentum, Lpel129 = Lactobacillus pentosus.

Na avaliacdo empregando-se a técnica de spot, as bactérias laticas apresentaram maior
atividade antagbnica contra os patdgenos testados. A atividade antimicrobiana é expressa
através da formacéo de halo decorrente da inibicdo do crescimento das bactérias patogénicas.
O halo € medido em milimetros, indicando atividade antimicrobiana. Todos os Lactobacillus
spp. testados foram capazes de inibir as cepas das bactérias patogénicas. O L. plantarum
(Lp49) apresentou halos de 5,25 mm a 12 mm de diametro, variando entre os diferentes
patdgenos, sendo seu antagonismo diante da Escherichia coli o seu menor resultado. Ja o
Lpel29 apresentou halos de 6,5 mm a 10,5 mm e assim como o Lp49, também apresentou
menor atividade antag6nica contra E. Coli, e maior contra Salmonella enteritidis. As cepas
Lpal08 e Lfl11l mostraram seus menores halos na presenca de Staphylococcus aureus,
medindo 7 mm e 5 mm respectivamente.

Bacteérias acido-laticas isoladas de leite e queijos artesanais foram capazes de inibir
cepas de patdgenos em estudo realizado por Hermanns, (2013). Utilizando metodologia
semelhante a esse experimento Pereira; Gomes, (2007) obtiveram resultados positivos ao
analisar a inibicdo de E. coli e S. aureus por Lactobacillus acidophilus.

Outros autores encontraram resultados semelhantes aos deste estudo como Guedes
Neto et al., (2005) que revelaram a inibicdo de quatro cepas de Lactobacillus spp. frente a
Staphylococcus spp. e E. coli. e Martins et al., (2006) que ao avaliarem bactérias acido laticas
isoladas de suinos também verificaram cepas capazes de inibir a maioria dos microrganismos

patogénicos as quais foram expostas.
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4.4 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Os bons resultados obtidos através do uso de antibiéticos na reducdo da ocorréncia de
doencas infecciosas e da mortalidade associada a esses levaram a uma extensa utilizagdo dos
mesmos. Diante do uso generalizado, muitas vezes em doses erréneas, surgiram os indicios de
resisténcia dos micro-organismos patogénicos (CHAVES, 2013). A resisténcia bacteriana a
antibiéticos pbe em risco a salde publica, sendo um problema de amplitude mundial
(CASTANHEIRA, 2013). Diante disso, micro-organismos que venham a ser utilizados como
aditivo alimentar ndo devem possuir genes de resisténcia a antibioticos, bem como, nédo
transferi-los.

A Tabela 2 apresenta os resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos
lactobacilos testados através da concentracdo inibitoria minima (CIM). As cepas séo
consideradas resistentes quando apresentam CIM maior que o breakpoint estabelecido pela
EFSA (2012).

Tabela 2 — Resisténcia a antibidticos de Lactobacillus spp.

Cepas CIMs (ug/ml)

Kan. Chl. Gen. Amp.  Clin. Van. Eri. Tet.
Lactobacillus 256" 2 64" 025 1 64 1024% 4
plantarum (49)
Lactobacillus 1287 2 16 2 328 64 1024%  1024%
brevis (59)
Lactobacillus ~ 1024% 2 10247 64% 647 64 1024%  1024%
paracasei (108)
Lactobacillus 1287 2 8 0,5 0,5 025 5127 3R
fermentum
(111)
Lactobacillus 2567 2 647 025 1 0,125 256° 16
pentosus (129)

R Resisténcia de acordo com breakpoint da EFSA (2012). Kan.= kanamicina,
Chl.=cloranfenicol, Gen.=gentamicina, Amp.=ampicilina, Clin.=clindamicina,

Van=vancomicina, Eri.=eritromicina e Tet.=tetraciclina.
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Todas as cepas testadas apresentaram resisténcia a kanamicina e eritromicina. Outras
publicacbes mostraram a resisténcia de Lactobacilos a kanamicina. Resultados obtidos por
Argyri et al., (2013) mostraram resisténcia da maioria dos isolados de bactérias &cido-laticas
de azeitonas fermentadas frente a kanamicina. No mesmo estudo, cepas de Lactobacilos
apresentaram resisténcia a gentamicina, tetraciclina, ampicilina e cloranfenicol. Resisténcia a
kanamicina por lactobacilos e Bifidobacterium spp. foi vista em estudo feito por D’ Aimmo et
al., (2007). Diferindo dos resultados apresentados nesse trabalho, isolado de L. plantarum
foram sensiveis a eritromicina (CHAVES, 2013). O mesmo foi observado em lactobacilos
isolados de amostras de queijo-de-minas (COSTA et al., 2013). Em relacdo a gentamicina e
tetraciclina a maioria dos Lactobacillus spp. também apresentou resisténcia. Essa resisténcia
também foi observada em outros trabalhos (TEMMERMAN et al., 2003; LIU et al., 2009;
AZEVEDO et al. 2000; BELLETTI et al., 2009).

Cepas sensiveis a antimicrobianos foram descritas anteriormente, contrapondo com 0s
resultados do presente experimento. Todas as amostras testadas por Costa et al. (2013) foram
sensiveis a eritromicina e tetraciclina. O mesmo foi encontrado por Andrade et al. (2014),
onde todos os lactobacilos foram sensiveis a eritromicina.

Apesar de algumas bactérias apresentarem resisténcia a determinados antibioticos,
entre elas cepas de Lactobacillus spp., normalmente ndo € mediada por plasmidios, ndo sendo,
assim, transmissivel (SAARELA et al., 2000). A resisténcia desse género ao antimicrobiano
vancomicina é uma caracteristica comum (ANDRADE et al., 2014). Cepas de Lb. rhamnosus
e Lb. paracasei foram resistentes a esse antibidtico, com CIM >250 pg/mL (FELTEN, 1999).
O mesmo resultado foi obtido em outros trabalhos (LIU et al., 2009; TEMMERMAN et al.,
2003; ACURCIO, 2011; RODRIGUEZ-ALONSO et al. 2009; D’ AIMMO et al., 2007).

4.5 CAPACIDADE DE SOBREVIVENCIA AS CONDICOES SIMULADAS DO TRATO
GASTROINTESTINAL

Um dos principais critérios para a selecdo de micro-organismos probidticos e sua
incorporacdo em alimentos € a sua tolerancia as condi¢cdes impostas pelo trato gastrointestinal
(ROLIM et al., 2015). A matriz alimentar em que a estirpe é vinculada pode protegé-la das
condicdes adversas ao longo do trato gastrointestinal, sendo a sobrevivéncia dependente tanto
do probidtico quanto da matriz alimentar vinculada (CONCEICAQ, 2012).

As células de L. plantarum e L. paracasei apresentaram reducdo das contagens apos

exposicdo ao pH &cido referente ao estdmago, com recuperacdo das contagens ao final do
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experimento (Figura 7 e 8). Além de apresentarem valores de células viaveis proximos entre a
primeira e a Ultima fase, ndo se observou diferenca significativa entre as bactérias expostas e
ndo expostas a simulacdo. Resultados semelhantes foram mostrados por Conceicdo (2012),
onde os lactobacilos cultivados em MRS, ao final da simulacdo, apresentaram contagens de

células viaveis proximas entre as que foram ou ndo submetidas ao estresse.

Figura 7. Contagem de células viaveis de Lactobacillus plantarum ( Lp49) expostos ( @) ou ndo (@) as
condic6es simuladas do trato grastrintestinal.
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Figura 8. Contagem de células viaveis de Lactobacillusparacasei (Lpal08) expostos ( @) ou ndo ( @ ) as
condigBes simuladas do trato grastrintestinal.
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Cepas de Lactobacillus acidophilus em queijos armazenados por 15 e 30 dias foram
capazes de sobreviver a simulacdo da passagem pelo trato gastrointestinal, apresentando
diminuicdo de dois ciclos logaritmicos (CHAVES et al., 2009). A cepa de Lactobacillus

brevis (Lb59) se comportou de maneira semelhante, evidenciando capacidade de
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sobrevivéncia as condi¢cBes as quais foi exposta, entretanto com diminuicdo das células

viaveis (Figura 9).

Figura 9. Contagem de células vidveis de Lactobacillus brevis (Lb59) expostos ( @) ou ndo (@ ) as

condicBessimuladas do trato grastrintestinal.

10 =

o TRl

Log

P

T4
-

s

| I f i T f
W23 30 T 20 120

Ll ;
— e I

i
Lan

Duas das cinco cepas testadas ndo apresentaram contagens ao final da simulagdo do

trado gastrintestinal, onde as bactérias se encontraram abaixo do limite de deteccdo apos 120 e

90 minutos de testes, respectivamente (Figura 10 e 11). Oliveira et al., (2014) obtiveram

dados semelhantes, onde bactérias probioticas cultivadas em caldo MRS ndo mostraram

crescimento apds 122 minutos de exposicdo as condigdes simuladas do TGI.

Figura 10. Contagem de células vidveis de Lactobacillus fermentum (Lf111) expostos (@) ou ndo (M) as

condigBes simuladas do trato grastrintestinal.
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Figura 11. Contagem de células vidveis de Lactobacillus pentosus (Lp129) expostos (@) ou ndo ( @) as
condigBes simuladas do trato grastrintestinal.
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Todas as cepas que ndo foram submetidas as condigcdes de estresse mantiveram um
padréo de resisténcia similar no decorrer do teste. Cepas de Lactobacillus rhamnosus testadas
por Vamanu et al., (2011) apresentaram boa viabilidade apds simulacdo das condicdes
gastricas e intestinais. Outros autores também relataram capacidade de sobrevivéncia de
micro-organismos probidticos ao trato gastrointestinal (MADUREIRA et al., 2005;
BRINQUES, AYUB, 2009; MICHIDA et al., 2006; LIAN et al., 2003).
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5 CONCLUSAO

As cepas avaliadas apresentaram boa tolerancia a pH 3 e concentragdo de 1% de sais
biliares. Foram capazes ainda de produzir substancias antimicrobianas, mostrando resultados
positivos na inibigdo de patdgenos em ambos os testes utilizados. Trés dos cincos lactobacilos
testados sobreviveram as condi¢fes adversas aos quais foram expostos durante a simulacdo do
trato gastrintestinal. Entretanto, todos revelaram resisténcia a pelo menos 3 dos 8
antimicrobianos testados. Assim, diante dos testes desenvolvidos pode-se evidenciar que 0s
lactobacilos apresentam potencial probi6tico. Contudo, de maneira geral, todas as cepas
devem ser investigadas em futuros estudos para avaliacdo da natureza da resisténcia a

antibidticos, para maior seguranca no uso dessas bactérias como culturas probidticas.
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