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RESUMO GERAL
A crescente preocupacdo dos consumidores em conhecer as caracteristicas dos
alimentos tem conduzido ao desenvolvimento de produtos funcionais como o0s
probidticos, que promovem a saude e o bem-estar, além da nutricdo. Os critérios de
selecédo de bactérias lacticas probidticas compreendem entre outras caracteristicas, a
resisténcia ao baixo pH, aos sais biliares, a capacidade de autoagregacdo e
coagregacado e a inexisténcia ou a baixa frequéncia de resisténcia adquirida a
antibidticos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial probiético de cepas de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus pentosus isoladas de salames obtidos por
fermentacdo natural, com perspectiva a sua utilizacdo como cultura starter em produtos
carneos probioticos. Para tanto, 54 cepas de L. plantarum e L. pentosus foram
submetidas aos seguintes testes: resisténcia fenotipica a ampicilina, eritromicina e
tetraciclina pelo método de disco difusdo; presenca de genes de resisténcia para esses
antibidticos por reagdo de polimerizacdo em cadeia, utilizando primers especificos;
capacidade de crescimento na presenca dos prebidticos inulina e oligofrutose;
capacidade de autoagregacao e de coagregacdo com Listeria monocytogenes (ATCC
19111), Escherichia coli (O157:NM 02-1840) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028);
resisténcia as concentracdes de 0,15% e 0,30% de sais biliares e ao baixo pH. A
resisténcia microbiana fenotipica foi observada em maior frequéncia para tetraciclina e
a presenca de genes de resisténcia ndo foi observada com os primers utilizados. A
capacidade maxima de autoagregacéao verificada em 24 horas foi de 64,61%, enquanto
a média de coagregacao observada com Listeria monocytogenes (ATCC 19111) foi de
7,02%, com E. coli (O157: NM02-1840) de 6,23% e com S. Typhimurium (ATCC 14028)
de 4,92%. Do total de cepas de Lactobacillus, nove apresentaram maior crescimento
na presenca de inulina em comparagdo aos meios controle (glicose e sacarose) apos
24 h. Entre as cepas testadas, cinco cepas de Lactobacillus plantarum (131, 192, 341,
343 e 442) demonstraram potencial probiético e podem ser candidatas a uso como

starter de produtos carneos fermentados probiéticos.

Palavras-chave: Probioticos. Produto carneo fermentado. Lactobacillus plantarum.

Lactobacillus pentosus.



ABSTRACT
The growing concern of consumers to know the characteristics of food has led to the
development of functional products that promote health and well-being such as the
probiotic food. The criteria for selection of probiotic lactic acid bacteria comprise among
other characteristics, the resistance to low pH, the resistance to bile salts, the ability to
auto and to coaggregate and the absence or the low frequency of acquired resistance to
antibiotics. This study aimed to evaluate the probiotic potential of Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus pentosus strains isolated from artisanal salami, for their
future use as probiotic starter culture in meat products. For this purpose, 54 strains of L.
plantarum and L. pentosus were subjected to the following tests: phenotypic resistance
to ampicillin, erythromycin and tetracycline by the disk diffusion method; genotypic
resistance to those antibiotics by polymerase chain reaction; ability to grow in the
presence of prebiotic carbohydrates (inulin and oligofructose); autoaggregation capacity
and coaggregation capacity with Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Escherichia
coli (O157: NM 02-1840) and Salmonella Typhimurium (ATCC 14028); resistance to
concentrations of 0.15% and 0.30% bile salts and to low pH. The phenotypic
antimicrobial resistance was observed in a higher frequency to tetracycline. However,
the presence of resistance gene was not observed with the primers used. The
maximum autoaggregation capacity after 24 hours was 64.61%, whereas the average
coaggregation capacity was 7.02% with E. coli (O157: NM 02-184), 6.23% with Listeria
monocytogenes (ATCC 191110) and 4.92% with S. Typhimurium (ATCC 14028).
Among the strains of Lactobacillus, 9 strains showed higher growth in the presence of
inulin compared to the control carbohydrates (glucose and sucrose) after 24 h. Among
54 strains of Lactobacillus, five strains of L. plantarum (131, 192, 341, 343 and 442)
demonstrated probiotic potential and may be candidates for their use as probiotic in

fermented meat products.

Keywords: Probiotic. Product fermented meat. Lactobacillus plantarum. Lactobacillus

pentosus.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Produtos carneos séo alimentos ricos em proteinas, vitaminas e minerais, que
sdo nutrientes desejaveis em alimentos e que podem ser um incentivo ao seu
consumo. No entanto, outras caracteristicas como teor de gordura, de sal, a adi¢do de
conservantes e outros aditivos podem influenciar o consumo de alimentos como
embutidos carneos, pois podem ser considerados pouco saudaveis por uma parcela da
populacdo preocupada com a relagéo alimentacéo x satide (TOLDRA et al., 2011).

Uma das estratégias para mudar esse conceito seria a inclusdo de ingredientes
funcionais nesses alimentos, que poderiam promover a saude e prevenir o risco de
enfermidades. No setor carneo, essa tendéncia se manifestou pela inclusdo de acido
linoleico conjugado, vitamina E, acidos graxos da familia 6mega 3 e selénio na dieta
dos animais visando o aumento da qualidade nutricional da carne e a adicdo de
ingredientes como proteinas vegetais, fibras dietéticas, ervas, especiarias e probibticos
em produtos carneos (ZHANG et al., 2010; KHAN et al., 2011).

O reconhecimento dos alimentos contendo probiéticos como alimentos
funcionais, que promovem beneficios para a saude do consumidor, tém incentivado a
divulgagcéo e o consumo desses produtos. Na industria carnea, o uso de probidticos
mostra-se mais promissor nos produtos crus fermentados como os salames, pois sao
fabricados com carne crua e consumidos sem prévio aquecimento, pois altas
temperaturas poderia causar a morte das bactérias lacticas (BAIls) probidticas (AMMOR
et al., 2007).

Embora a inclusdo de probidticos em produtos carneos nao seja um conceito
inteiramente novo, ainda é incipiente a utilizagdo de embutidos fermentados como
veiculos de probidticos. Isto se deve, em parte, a adicdo de BALs isoladas de fontes
nao carneas, principalmente de origem lactea. Contudo, micro-organismos ndo sao
adaptados ao ambiente carneo, o que resulta na reducdo de sua viabilidade e
funcionalidade no produto (DE VUYST et al., 2008; RIVERA-ESPINOZA et al., 2010;
TOLDRA et al., 2011).



Devido as condi¢cbes adversas inerentes dos produtos carneos fermentados,
como a baixa atividade de agua, a presenca de aditivos conservantes e de especiarias,
a pesquisa de propriedades probidticas em bactérias isoladas da microbiota nativa de
produtos carneos fermentados € uma estratégia para aumentar sua sobrevivéncia e
viabilidade nos produtos e contribuir para 0 aumento do consumo destes alimentos,
devido a acao funcional (RIVERA-ESPINOZA et al., 2010).

Entre os critérios para a classificacdo de uma cepa lactica como probidtica estdo
a capacidade de resisténcia ao processo digestivo e de crescimento no trato
gastrintestinal, que podem ser verificadas mediante testes in vitro ou in vivo (LUCKE,
2000; PAPAMANOLI et al., 2003; DE VUYST, 2008; RUIZ-MOYANO et al., 2008). Uma
condicdo indispensavel para uma cepa ser considerada probiodtica é ser reconhecida
como segura (GRAS — Generally recognized as safe). Mais recentemente, o conceito
de seguranca passou a incluir também a inexisténcia de resisténcia a antibioticos
avaliada pelo Programa Qualificado de Previsdo de Seguranca sugerido pela EFSA
(Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar). Esse é um importante critério para
a selecdo de probidticos para alimentos, visto que a capacidade de resistir a alguns
antibidticos pode ser geneticamente transmitida a microbiota natural do trato
gastrintestinal (PAN et al., 2009).

Dessa forma, a selecdo de bactérias lacticas com caracteristicas probiéticas da
microbiota natural de salames que estdo adaptadas a esse ambiente, possibilita o
desenvolvimento de produtos carneos probidticos com caracteristicas sensoriais
semelhantes aos produtos tradicionais. Diante desse contexto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial probidtico de bactérias lacticas isoladas de salames
produzidos por fermentacdo espontanea, com perspectivas a sua futura utilizacao
como cultura starter em produtos carneos probidticos.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- avaliar a resisténcia microbiana fenotipica e genotipica das bactérias lacticas a
antibidticos comumente usados na terapéutica humana,

- verificar a resisténcia das cepas ao baixo pH e a presenca de sais biliares,

- avaliar a capacidade de autoagregacdo e de coagregacdo das cepas lacticas

com cepas de bactérias patogénicas



- avaliar a capacidade das cepas lacticas em crescer na presenca de

carboidratos prebidticos.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alimentos funcionais: probiéticos

A crescente preocupacdo dos consumidores em conhecer as caracteristicas
benéficas a saude e inocuidade dos alimentos, tem conduzido ao desenvolvimento de
produtos que, além de sua funcdo de nutricdo, promovem a saude e o bem-estar
(TYOPPONEN et al., 2003).

De acordo com a Resolucdo n° 18 de 30 de abril de 1999, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude no Brasil, alimento funcional € todo aquele
alimento ou ingrediente que, além das fun¢des nutricionais basicas, quando consumido
como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos
benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo, sem supervisdo médica
(ANVISA, 1999).

Em julho de 2008, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) revisou
a lista de ingredientes com alegacéo de propriedade funcional no Brasil e aprovou o0s
seguintes ingredientes: os acidos graxos (bmega 3), carotenoides (licopeno, luteina,
zeaxantina), fibras alimentares (beta glucana, dextrina resistente, frutooligossacarideo,
goma guar parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose, polidextrose, Psyllium,
quitosana), fitoesterois, polidis (manitol, xilitol, sorbitol) e os probiéticos como
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei subespécie
rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a
subespécie Bifidobacterium lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium
(ANVISA, 2008).

Os probidticos séo definidos como micro-organismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo
(ZHANG et al., 2010; KHAN et al., 2011). No Brasil, todos os probiéticos reconhecidos



sao pertencentes ao grupo das bactérias lacticas, caracterizado por micro-organismos,
cujo principal produto de fermentacéo é o acido lactico (CARR et al., 2002).

A ANVISA (2008) estabelece que a quantidade minima viavel de probi6ticos em
alimentos com essa alegacéo no Brasil deve ser de 108 a 10° Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) na porcéo diaria do produto pronto para o consumo recomendada pelo
fabricante.

Alguns mecanismos sdo sugeridos para explicar os beneficios que os
probidticos podem trazer a saude do hospedeiro, os quais séo divididos em trés
categorias: 1) probidticos tém atividade antimicrobiana e podem excluir ou inibir o
crescimento de patdgenos; 2) bactérias probidticas podem gerar uma barreira protetora
no epitélio intestinal contra patdgenos; e 3) bactérias probidticas podem estimular a
resposta imune do hospedeiro (JENSEN et al., 2012).

Os micro-organismos probidticos consistem na grande maioria de cepas de
bactérias lacticas dos géneros Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp, (DE VUYST et al.,
2008; KOMOTSU et al.,, 2008; PRADO et al., 2008; RUIZ-MOYANO et al., 2009;
RANADHEERA et al. 2010).

Espécies do género Lactobacillus s&o filogeneticamente diversas e sé&o
encontradas naturalmente no leite, plantas, carnes, e nas superficies da mucosa oral,
intestinal, e do sistema reprodutivo de seres humanos e animais (GOH et al., 2010).
Nesse grupo, as espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus, e Lactobacillus zeae destacam-se entre 0S micro-organismos que
compdem a microbiota humana. Os Lactobacillus sdo descritos como um grupo
heterogéneo de bastonetes regulares, Gram-positivos, incapazes de formar esporos,
desprovidos de flagelo, anaerébios aerotolerantes (STEFE, 2008).

O género Bifidobacterium sp € composto por micro-organismos Gram-positivos,
nao formadores de esporos, desprovidos de flagelos e anaerdbios. As espécies desse
género mais utilizadas como probidticos sédo B. adolescentis, B. longum, B. infantis e B.
breve (RIVERA-ESPINOZA et al., 2009).

Os probiodticos representam uma grande parcela do mercado de alimentos

funcionais, sendo aplicados principalmente em bebidas lacteas, iogurtes, produtos a



base de cereais, formulas para alimentacdo infantil, sucos de frutas e sorvetes
(ARIHARA, 2006; LEROQY et al., 2006; DE VUYST et al., 2008).

No mercado norte-americano, 0s probidticos para a nutricdo humana séo
comercializados por cerca de 150 empresas, gerando receita de cerca de US$ 1,3
bilhdo (Rajagopal, 2012). Segundo o relatério Global Industry Analysis, feito pelo
Transparency Market Research (TMR) (Milk Point, 2013), o mercado de alimentos
probidticos movimentou mundialmente US$ 27,9 bilhdes em 2011, com previsdo de
alcancar US$ 44,9 bilhdes em 2018, sendo estimulado principalmente pela crescente
conscientizacdo dos consumidores com relacdo a saude intestinal. O relatério também
destacou que os principais alimentos de interesse para a inclusdo de probidticos sédo

os produtos lacteos, cereais, produtos fermentados de carne e alimentos desidratados.

2.2 Beneficios dos probioticos a saude humana

Os principais beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestédo de culturas
probidticas estdo apresentados na Tabela 1.

Os probidticos também podem exercer efeitos hipocolesterolémicos mediante
mecanismos que ainda permanecem em estudo. Algumas hipéteses tém sido
propostas, como a utilizagdo do colesterol no intestino, diminuindo a absorgao;
aumentando a excrecao de sais biliares e produzindo &cidos graxos volateis no célon
gue sdo absorvidos e interferem no metabolismo dos lipideos no figado. Esse efeito
hipocolesterolémico € provavelmente exercido pela inibicdo da 3-hidroxi 3-metilglutaril
(HMG) COA redutase, enzima que participa da via metabolica produtora do colesterol
(STEFE et al., 2008; MANZONI et al., 2008; KIM et al.; 2008).

Os probidticos também podem ser capazes de proteger o hospedeiro contra
atividades carcinogénicas, principalmente de adenomas e carcinomas do colon, pois
estimulam a resposta imune, inibem diretamente a formagcdo de células tumorais e
podem alterar a atividade de enzimas fecais, como por exemplo, beta-glicuronidase,
azorreductase e nitrorreductase, as quais desempenham um papel no desenvolvimento
de cancer de célon (STEFE, 2008; DAVIS et al., 2009; THIRABUNYANON et al., 2009;
DENIPOTE et al., 2010).



Tabela 1. Beneficios dos alimentos funcionais contendo agentes probioticos.

Efeito benéfico Autor (ano)

Controle da microbiota intestinal através de Nogueira et al. (2011)
competicdo por sitios de adesdo, nutrientes e
producdo de compostos antimicrobianos;

Promocédo da resisténcia gastrintestinal a colonizacéo Raizel et al. (2011)
por patégenos;
Diminuicdo da populacdo de patdgenos através da Saad (2006)

producdo de Acidos aceético, lactico, bacteriocinas e
outros compostos antimicrobianos;

Melhor digestdo da lactose beneficiando individuos Varavallo et al. (2008)
intolerantes;

Estimulo a producéo de células de defesa no sistema Oelschlaeger (2010)
imunologico;

Aumento da absorcéo de minerais como o calcio; Varavallo et al. (2008)
Diminuicéo de incidéncia de doencas coronarias; Stefe (2008)
Estimulo de atividades antitumorais e antimutagénicas; Ranadheera et al. (2010)
Produgéo de vitaminas B1, B6 e B12; Decker et al. (2010)
Tratamento e prevencao de diarreias; Schlee et al. (2008)
Inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori; Reiff et al. (2010)

Véarios probidticos como Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei e Lactobacillus
delbrueckii bulgaricus foram associados a efeitos terapéuticos nos casos de
encefalopatia hepatica, com resultados superiores quando comparados aos
tratamentos convencionais, diminuindo a pressdo do sistema porta e com isso,
reduzindo o risco de hemorragia. O tratamento para pancreatite aguda também pode
ser beneficiado com o uso de probioticos, pois pacientes que fizeram uso de L.
plantarum 299v mostraram diminuicdo na ocorréncia de infeccdo pancreatica, de
abcessos e menor tempo de internagdo em decorréncia da doenca (JAIN et al., 2014).

Souza et al. (2010) relatam que, apesar de haver evidéncias dos beneficios da
suplementacao precoce de probidticos na prevencdo da dermatite atGpica em criangas
de alto risco para alergias, e do uso de probiéticos no tratamento das dermatites

atopicas moderadas e graves mediadas por IgE, ha necessidade de ampliar os estudos
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guanto ao tempo de observacao dos individuos suplementados, quanto a seguranca e
aos efeitos em longo prazo.

De acordo com Varavallo et al. (2008) existem varias espécies de bactérias
probidticas em uso atualmente que proporcionam a melhoria e o bem estar do
hospedeiro. A curto ou médio prazo uma maior variedade de alimentos probiéticos
podera estar disponivel ao consumidor, com linhagens que desempenhem funcdes

especificas, trazendo beneficios a salde do consumidor.

2.3 Probioticos em produtos carneos

Embora a inclusdo de probiéticos em produtos carneos ndo seja um conceito
inteiramente novo, apenas alguns fabricantes consideraram o0 uso de embutidos
fermentados como veiculos para probioticos, com a utilizacdo de culturas de origem
lactea (DE VUYST et al. 2008; RIVERA-ESPINOZA et al.,, 2010). Em 1998, foi
comercializado na Alemanha um tipo de salame contendo trés bactérias lacticas
(Lactobacillus acidophilus, L. casei e Bifidobacterium spp.) e, neste mesmo ano, foi
desenvolvido no Japdo um paté de carne contendo L. rhamnosus FERM P-15120,
sendo estes, os primeiros relatos de produtos carneos probidticos (ARIHARA et al.,
2006; TOLDRA et al., 2011).

A incorporacdo de bactérias probidticas aos produtos carneos representa um
grande desafio tecnoldgico devido a conhecida sensibilidade desses micro-organismos
ao sal, as especiarias e as demais substéancias utilizadas em sua formulagdo. Além
disso, essa adicéo pressupde 0 uso de micro-organismos que resistam ao processo de
fermentacdo da carne, que permanecam viaveis durante a passagem pelo estbmago e
intestino delgado, para que possa exercer suas acgfes benéficas no organismo
(LUCKE, 2000).

Considerando que o ambiente carneo pode ser hostil para grande parte das
culturas lacticas ja caracterizadas como probidticas, € necessario o isolamento e a
verificagdo do potencial probiético de BALs da microbiota natural de produtos carneos,

sem a adicdo de cultura starter comercial, podendo ser uma estratégia interessante
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para o desenvolvimento de culturas probioticas para o setor carneo (PAPAMANOLI et
al., 2003; VILLANI et al., 2005; KLINGBERG et al., 2005; REBUCCI et al., 2007; DE
VUYST et al., 2008).

Tendo em vista as caracteristicas adversas do meio carneo aos probioticos,
varios estudos sugerem a selecdo de propriedades probidticas em BALs de cultura
starter comercial, tradicionalmente empregada nos produtos cérneos fermentados
industriais e, portanto, ja adaptadas a essas condi¢cdes de crescimento. Essas culturas
comerciais, que sdo geralmente obtidas de fabricantes multinacionais de in6culos para
alimentos, poderiam proporcionar ao produto carneo as mesmas caracteristicas
sensoriais e tecnologicas que as culturas starter tradicionais, além das acles
funcionais benéficas a satde (LUCKE, 2000; MARAGKOUDAKIS et al., 2009).

As culturas starter sdo fundamentais na fabricacdo de produtos carneos
fermentados, que a partir de acglcares presentes na massa carnea produzem acido
lactico, com consequente reducdo do pH. A queda do pH para valores proximos ao
ponto isoelétrico das proteinas reduz a capacidade de retencdo de agua, favorecendo
a secagem e a perda de peso do produto carneo fermentado. Essas alteracfes
conferem uma textura firme (consisténcia) e fatiabilidade ao produto final. Além dessas
vantagens tecnolOgicas, a acidez resultante dificulta o desenvolvimento de muitos
micro-organismos patogénicos e deteriorantes (AMMOR et al., 2007; CAMPAGNOL et
al., 2007).

De acordo com Leroy et al. (2006), L. sakei € a espécie de bactéria probittica
mais competitiva, representando frequentemente metade a dois tercos de todos os
isolados de bactérias lacticas probidticas de produtos céarneos fermentados
espontaneamente, enquanto L. curvatus é frequentemente encontrado em quantidades
de até um quarto de todas a bactérias lacticas isoladas. Outros Lactobacillus que
podem ser encontrados, geralmente em niveis menores incluem L. plantarum, L.
bavaricus, L. brevis, L. buchneri e L. paracasei.

De Vuyst et al. (2008) cita que a adicdo de BALs probioticas como L. rhamnosus
GG, L. rhamnosus E- 97800, e L. plantarum E- 98098 ndo afetaram negativamente as

propriedades tecnolégicas e sensoriais de embutido carneo, como sabor, cor e textura.



Em trabalho realizado por Macedo et al. (2008), embutidos carneos receberam a
adicdo das culturas de Lactobacillus, que demonstraram a reducdo acentuada do pH
durante o processamento, devido a atividade fermentativa desses micro-organismos
associada a acidificacdo causada pelas BALs da cultura starter. A reducdo de pH
verificada nos embutidos adicionados de culturas probiéticas influenciou a acidez
sensorial dos produtos, que apresentaram sabor notadamente mais acido do que o
tratamento controle, principalmente o tratamento que recebeu a adicdo de L.
rhamnosus. No entanto, as culturas probioticas de L. paracasei e L. casei preservaram
as caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais esperadas no produto.

Em pesquisa realizada por Zhang et al. (2010), o potencial probiético de culturas
para embutidos fermentados tiveram resultados positivos contendo L. casei, L.
paracasei paracasei, L. rhamnosus, L. sakei, L. plantarum e L. pentosus, ndo havendo
diferenca significativa na avaliacdo sensorial e apresentaram atividade antimicrobiana
contra bactérias patogénicas como Escherichia coli e Salmonella enterica ssp. entérica
(sorotipo Typhimurium). O mesmo foi relatado por Muthukumarasamy et al. (2007) com
cepas de L. reuteri e Bifidobacterium longum em embutidos fermentados que inibiram o
crescimento de bactérias patogénicas, podendo ser consideradas como conservantes
naturais destes produtos.

Goncalves (2009) detectou a capacidade inibitéria de diversas cepas de L.
plantarum isoladas de embutido carneo fermentado contra agentes patogénicos, como
Listeria monocytogenes e Streptococccus aureus, 0 que sugere a capacidade de

producédo de substancias bacteriostaticas por essas cepas lacticas.

2.4 Critérios de selecao para bactérias lacticas probidticas

Alguns critérios de selecdo para bactérias probidticas sdo necessarios para
garantir a seguranca dos consumidores, dentre eles estdo: o género ao qual pertence a
bactéria, ser encontradas em humanos; apresentar estabilidade frente aos sucos
digestivos; ter capacidade de aderir a mucosa intestinal; ter a capacidade de colonizar,

ao menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano; ter a capacidade de
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produzir compostos antimicrobianos; e ser metabolicamente ativo no intestino
(OLIVEIRA, 2002; ZOUMPOPOULOU, 2008; NOGUEIRA et al., 2011);

Além dos citados anteriormente, de acordo com Collins et al. (1998) e Saad
(2006), os principais critérios de selecdo para uma bactéria potencialmente probidtica
estdo relacionados a seguranca para uso alimentar em humanos e destaca-se: 0
histérico de ndo patogenicidade e ndo estarem relacionadas a outras doencas, como
por exemplo, a endocardite, além da auséncia de genes determinantes da resisténcia

aos antibioticos.

2.4.1 Resisténcia aos antibidticos

Para que as BALs possam ser utilizadas como probitticas, devem atender aos
requisitos de biosseguranca para serem aptas ao consumo por humanos (GRAS -
Generally Recognized as Safe). O conceito de seguranca inclui a resisténcia aos
antibidticos, tendo em vista que a capacidade de resisténcia apresentada pelas
bactérias utilizadas na fermentacdo de produtos cérneos pode ser transmitida
geneticamente a outros micro-organismos (AMMOR et al. 2007).

A determinacdo da susceptibilidade a antibiéticos € importante para verificar se
as bactérias possuem genes de resisténcia transferiveis, ja que essas bactérias nao
devem ser utilizadas como probidticos, devido a possibilidade de transferéncia de tais
genes para bactérias comensais e para as potencialmente patogénicas presentes no
trato gastrintestinal (LIU et al., 2009).

Essa resisténcia se refere aqueles micro-organismos que ndo sao inibidos pelas
concentracfes habitualmente alcancadas no sangue ou tecidos do correspondente
antimicrobiano, ou aqueles que apresentam mecanismos de resisténcia especificos
para antibioticos, gerando uma resposta clinica inadequada (MOTA et al., 2005).

A resisténcia a um determinado antibidtico pode ser inerente a espécie
bacteriana ou género, classificada como intrinseca ou adquirida. Resisténcia intrinseca
€ uma resisténcia natural presente em todas as cepas de uma espécie bacteriana, mas
embora intrinseca, a resisténcia geralmente é intransferivel. Enquanto que a resisténcia

adquirida € muitas vezes identificada como uma resisténcia encontrada em apenas
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certo numero de membros de uma determinada espécie e ocorre por meio de aquisicdo
de DNA exdégeno ou por mutacdo de genes selvagens (MATHUR et al. 2005;
ROSANDER et al. 2008; EFSA, 2015).

Elementos genéticos, tais como plasmideos ou transposons quando localizados
nas células bacterianas podem transferir caracteristicas de resisténcia a antibioticos
para a microbiota intestinal humana ou animal e para bactérias patogénicas. Portanto,
€ muito importante verificar se as cepas probidticas ndo adquiriram resisténcia
antimicrobiana antes de considera-las seguras para o consumo (KLARE et al. 2007).

Existem trés mecanismos pelos quais é possivel ser realizada a transferéncia
génica horizontal: transducdo, transformacdo e conjugacdo. A transducdo é um
mecanismo de transferéncia génica entre bactérias mediada por bacteriéfagos (fagos),
que sdo virus especializados em infectar células bacterianas. O processo de
transformacao € aquele no qual a bactéria é capaz de realizar recombinacédo genética
por meio da absorcédo ativa de DNA extracelular proveniente de diversas fontes como
cromossomos, plasmideos e fagos dispersos no ambiente. A conjugacdo é um
mecanismo de transferéncia génica entre bactérias no qual, contrariamente a
transformacao, existe a necessidade de um contato entre a célula doadora de material
genético e a célula receptora (MOREIRA et al., 2013).

A resisténcia a beta-lactamicos como a ampicilina € conferida pela inativacédo
enziméatica (B-lactamase), mutacdes no sitio de acdo do antibidtico e também pelo
sistema de bomba de efluxo (DEVIRGILIIS et al., 2013).

A resisténcia bacteriana a tetraciclina € mediada principalmente por dois
mecanismos, a protecdo dos ribossomos por grandes proteinas no citoplasma,
identificada em seis genes tet (M), (O), (B), (P), (Q) e (S) e também pelo sistema de
bomba de efluxo (AMINOV et al., 2001). A resisténcia a eritromicina também pode estar
ligada ao sistema de bomba de efluxo ou a modificacdes no ribossomo (TAVARES,
2000; ZETTLER et al., 2005).

12



2.4.2 Resisténcia aos sais biliares e baixo pH

Para que as BALs possam realizar o seu efeito probidtico no intestino, elas
devem ser capazes de sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal humano, sendo
essencial que obtenham sistemas de protecao para suportar o pH baixo no estébmago e
aos sais biliares secretados no intestino (JENSEN et al., 2012).

O pH do suco gastrico secretado no estbmago é de 0,9, porém a presenca do
alimento eleva o pH local para valores entre 2,5 e 3,5. Apos a ingestao do alimento, o
tempo para que o estbmago esvazie é de 2 a 4 h (URNAU et al., 2012).

O mecanismo de resisténcia aos sais biliares ainda ndo é bem entendido e é
complexo, pois a concentragao varia em funcéo do tempo e dos diferentes segmentos
do intestino. Apdés uma refei¢cao, a concentracdo de sais biliares aumenta rapidamente
no duodeno, alcancando a concentracdo de aproximadamente 15 mmol/L e vai
diminuindo progressivamente até 5 mmol/L. No jejuno, a concentracdo de sais biliares
€ de aproximadamente 10 mmol/L e, no ileo, diminui para 4 mmol/L devido a sua
absorcao ativa neste segmento intestinal. Deste modo, torna-se perigoso extrapolar os
resultados encontrados in vitro para in vivo, pois in vivo 0S estresses sucessivos (suco
gastrico, pH, sais biliares, temperatura, suco pancreéatico) em conjunto, exercem um
efeito antimicrobiano mais potente do que os parametros analisados individualmente
em experimentos in vitro (MARTEAU et al., 1997; MARTINS et al., 2005).

As BALs precisam sobreviver a diversas condicfes adversas durante o transito
no trato gastrintestinal. A presenca de sais biliares, acidez, micro-organismos
concorrentes e a resposta imune do hospedeiro sdo fatores que desafiam a efetiva
colonizagdo. Sendo assim, a tolerancia ao &cido gastrico e a bile tornou-se um
importante critério de selecdo para bactérias potencialmente probiéticas (HORN et al.,
2013).

2.4.3 Capacidade de autoagregacao e coagregacao

A interacdo de micro-organismos probioticos com a microbiota intestinal natural

€ essencial para o sucesso da colonizagcéo e persisténcia destes micro-organismos no
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intestino a longo prazo, constituindo assim, um importante mecanismo de defesa contra
bactérias patogénicas (PERES et al., 2014). Autoagregacéao se faz necessaria para que
as bactérias probidticas consigam se aderir as células epiteliais do intestino delgado e
a coagregacao determina a capacidade de formar biofilmes que possam proteger o
hospedeiro, impedindo a colonizacédo por patdgenos (NUR et al., 2010; PERES et al.,
2014).

A adesdo as células do hospedeiro € uma caracteristica desejavel dos
candidatos a probiéticos, uma vez que, com esta habilidade, seus efeitos podem ser
mantidos por longo periodo de tempo, sem a necessidade da continua administracédo
dos micro-organismos. Essa caracteristica favorece a protecdo da mucosa intestinal,
pois estes micro-organismos, ao aderirem aos enterdcitos, protegem os vilos e as
superficies absortivas contra toxinas produzidas por micro-organismos indesejaveis
(BARBOSA et al., 2011).

A adesdao exercida pelas bactérias é um sistema complexo, no qual proteinas da
superficie celular de bactérias lacticas possuem mecanismos de adesdo ao epitélio
intestinal. Outro mecanismo para aderéncia bacteriana também envolve a ligacdo de
moléculas da superficie celular microbiana com a camada de muco protetor que cobre
o epitélio intestinal humano (LUKIC et al., 2012).

A capacidade das bactérias probidticas para formar agregados pode
potencialmente inibir a aderéncia de bactérias patogénicas na mucosa intestinal,
formando uma barreira por meio de autoagregacdo, em que as proprias bactérias
lacticas se unem. Por sua vez, a coagregacado é formada com a unido de bactérias
probidticas com micro-organismos comensais a mucosa intestinal que podem ser
agentes patogénicos, o que facilita a eliminagcdo destes micro-organismos do
organismo humano evitando possiveis processos patoldgicos. Além disso, a agregacao
€ um mecanismo importante, pois favorece a troca genética, a adesao e colonizacdo no
trato gastrointestinal do hospedeiro, bem como a imunomodulacdo da mucosa intestinal
(GOH et al., 2010).
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2.4.4 Capacidade de crescimento na presenca de prebidticos

De acordo com a Instru¢cdo Normativa n°® 13 de 30 de novembro de 2004 do
MAPA, os prebidticos sdo ingredientes que nao séo digeridos pelas enzimas digestivas
do hospedeiro, mas que sao fermentados pela microbiota bacteriana do trato
digestorio, originando produtos como o acido lactico que estimulam seletivamente o
crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas e inibem a colonizacdo de bactérias
patogénicas ou indesejaveis (BRASIL, 2004).

As fibras consideradas prebitticas contribuem para o equilibrio da microbiota
intestinal, pois sao fibras solUveis que ndo sdo absorvidas pelo organismo, nao alteram
o valor calo6rico do alimento, ndo aumentam o nivel de aclUcar no sangue, podem
aumentar a absorcao de calcio, além de servir como substrato para o desenvolvimento
de bactérias lacticas (GALLINA et al., 2011) e estimulam seletivamente o crescimento
e/ou atividade de um numero limitado de bactérias no célon (HO et al., 2013).

Varios oligossacarideos sdo considerados prebidticos, como a inulina,
galactooligossacarideos, frutooligossacarideos e xilooligossacarideos. A inulina € o
prebidtico mais amplamente estudado, sendo a chicdéria a sua principal fonte, a partir
da qual, frutooligossacarideos sdo muitas vezes obtidos por hidrélise enzimatica
(FRANCK, 2002; GOURBEYRE et al., 2011). Pectina, lactose, lactulose, lactitol,
rafinose, sorbitol e o xilitol também sao exemplos de prebidticos (MAIA et al.; 2008).

A inulina e os frutooligossacarideos sdo 0s Unicos prebiéticos reconhecidos e
utilizados na industria alimentar de produtos funcionais. Esses prebioticos néo
aumentam a viscosidade da solugéo, ndo alteram a composi¢céao alimentar no intestino
delgado e, aparentemente, ndo se ligam aos sais biliares. Estimulam o crescimento
intestinal das bifidobactérias do célon, que agem suprimindo a atividade putrefativa de
outras bactérias, como Escherichia coli, Streptococcus fecalis e Proteus spp, atuando
também no aumento do bolo fecal no intestino delgado (ANJO, 2004).

A inulina € um polissacarideo linear, composto por ligagbes B (2-1), de frutose e
uma terminacéo de glicose, podendo obter de 2 a 60 unidades de frutose ligadas entre

si. A oligofrutose é obtida por hidrélise parcial da propria inulina, podendo ser uma
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mistura de ambas as moléculas, variando de 2 a 10 ligacdes, dependendo da marca e
origem do produto (SAMANTHA et al., 2013).

Gourbeyre et al. (2011) citam que se nenhuma fibra dietética est4 presente no
cblon, as bactérias probidticas extraem sua energia a partir da degradacdo de
proteinas. Este metabolismo leva a producéo de substancias toxicas e potencialmente
carcinogénicas, como por exemplo, amoniaco ou compostos fendlicos. Em contraste, a
fermentacdo de carboidratos, tais como fibras dietéticas, geram acidos graxos de
cadeia curta, como o acetato, propionato, ou butirato, que ndo sdo toxicos para o
hospedeiro e contribuem como um combustivel potencialmente energético para as
células epiteliais intestinais (KOLIDA et al., 2002).

Uma possibilidade adicional para o melhor desempenho da microbiota probidtica
no trato gastrintestinal € o uso de simbidticos, ou seja, a combinacdo de probidticos e
prebidticos. Esta simbiose afeta beneficamente o hospedeiro, melhorando a
sobrevivéncia e estimulando seletivamente o crescimento e/ou ativacdo do
metabolismo de um ou de um numero limitado de bactérias promotoras da saude,
assim melhorando o bem-estar do hospedeiro (DEPEINT et al., 2008; INDRIO et al.,
2009).

O uso de prebidticos em produtos carneos pode trazer beneficios, pois esses
ingredientes, além de promover beneficios a saldde, possuem baixos valores caloricos.
Estes, podem ser utilizados como substitutos parciais de gorduras, possuem excelente
capacidade de retencdo de agua, odor neutro, favorecem o fatiamento de produtos e
constituem-se em ingredientes com propriedades funcionais reconhecidas. A adicdo de
fiboras alimentares em alimentos consumidos frequentemente, como os produtos

carneos, pode ajudar a aumentar a ingestao diaria de fibras (FILHO et al., 2012).
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CAPITULO 3

3 POTENCIAL PROBIOTICO DE CEPAS NATIVAS DE LACTOBACILLUS
PLANTARUM E LACTOBACILLUS PENTOSUS ISOLADAS DE SALAMES
ARTESANAIS

RESUMO

A crescente preocupacdo dos consumidores em conhecer as caracteristicas dos
alimentos tem conduzido ao desenvolvimento de produtos funcionais, como o0s
probidticos, que promovem a saude e o bem-estar, além da nutricdo. Os critérios de
selecao das bactérias lacticas probidticas compreendem entre outras caracteristicas, a
resisténcia ao baixo pH, aos sais biliares, a capacidade de autoagregacao e
coagregacdo e a inexisténcia ou a baixa frequéncia de resisténcia adquirida a
antibidticos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial probiético de cepas de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus pentosus isoladas de salames obtidos por
fermentacdo natural, com perspectiva a sua utilizacdo como cultura starter em produtos
carneos probidticos. Para tanto, 54 cepas de L. plantarum e L. pentosus foram
submetidas aos seguintes testes: resisténcia fenotipica a ampicilina, eritromicina e
tetraciclina pelo método de disco difusdo; presenca de genes de resisténcia para esses
antibidticos por reacdo de polimerizacdo em cadeia, utilizando primers especificos;
capacidade de crescimento na presenca dos prebidticos inulina e oligofrutose;
capacidade de autoagregacao e de coagregagcao com Listeria monocytogenes (ATCC
19111), Escherichia coli (O157:NM 02-1840) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028);
resisténcia as concentragdes de 0,15% e 0,30% de sais biliares e ao pH 3. A
resisténcia microbiana fenotipica foi observada em maior frequéncia para tetraciclina e
a presenca de genes de resisténcia nao foi observada com os primers utilizados. A
capacidade de autoagregacdo, apos 24 horas atingiu 64,61% e a meéedia de
coagregacao observada com Listeria monocytogenes (ATCC 19111) foi de 7,02%, com
E. coli (O157: NM02-1840) de 6,23% e com S. Typhimurium (ATCC 14028) de 4,92%.
Entre as 54 cepas de BALs, 9 cepas apresentaram maior crescimento na presenca de

inulina em comparacdo aos meios controle (glicose e sacarose) apos 24 h. Portanto,
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conclui-se que cinco cepas de Lactobacillus plantarum (131, 192, 341, 343 e 442)
possuem potencial probidtico e sdo candidatas a uso como starter de produtos carneos
fermentados probidticos.

Palavras-chave: Probioticos. Produto céarneo fermentado. Lactobacillus plantarum.
Lactobacillus pentosus.

ABSTRACT

The growing concern of consumers to know the characteristics of food has led to the
development of functional products that promote health and well-being such as the
probiotic food. The criteria for selection of probiotic lactic acid bacteria comprise among
other characteristics, the resistance to low pH, the resistance to bile salts, the ability to
auto and to coaggregate and the absence or the low frequency of acquired resistance to
antibiotics. This study aimed to evaluate the probiotic potential of Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus pentosus strains isolated from artisanal salami, for their
future use as probiotic starter culture in meat products. For this purpose, 54 strains of L.
plantarum and L. pentosus were subjected to the following tests: phenotypic resistance
to ampicillin, erythromycin and tetracycline by the disk diffusion method; genotypic
resistance to those antibiotics by polymerase chain reaction; ability to grow in the
presence of prebiotic carbohydrates (inulin and oligofructose); autoaggregation capacity
and coaggregation capacity with Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Escherichia
coli (O157: NM 02-1840) and Salmonella Typhimurium (ATCC 14028); resistance to
concentrations of 0.15% and 0.30% bile salts and to low pH. The phenotypic
antimicrobial resistance was observed in a higher frequency to tetracycline. However,
the presence of resistance gene was not observed with the primers used. The
maximum autoaggregation capacity after 24 hours was 64.61%, whereas the average
coaggregation capacity was 7.02% with E. coli (O157: NM 02-184), 6.23% with Listeria
monocytogenes (ATCC 191110) and 4.92% with S. Typhimurium (ATCC 14028).
Among the strains of Lactobacillus, 9 strains showed higher growth in the presence of
inulin compared to the control carbohydrates (glucose and sucrose) after 24 h. Among

54 strains of Lactobacillus, five strains of L. plantarum (131, 192, 341, 343 and 442)
18



demonstrated probiotic potential and may be candidates for their use as probiotic in

fermented meat products.

Keywords: Probiotic. Product fermented meat. Lactobacillus plantarum. Lactobacillus

pentosus.

3.1 INTRODUCAO

A maioria dos probiéticos comercialmente disponiveis pertence ao grupo das
bactérias lacticas (BALs) dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Os Lactobacillus
fazem parte da microbiota intestinal humana e animal e sdo considerados como
indicadores de saude, uma vez que esses micro-organismos sao considerados como
seguros e normalmente usados como probidticos em alimentos para promover bem
estar (CHANG et al., 2011).

De acordo com Saad (2006) os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a
ingestdo de culturas probidticas que mais se destacam sdo: controle da microbiota
intestinal; estabilizacdo da microbiota intestinal ap6s o uso de antibidticos; promocéao
da resisténcia gastrintestinal a colonizacdo por patdégenos por meio da producdo de
acidos acético e lactico, bacteriocinas e de outros compostos antimicrobianos;
promocédo da digestdo da lactose em individuos intolerantes; estimulacdo do sistema
imune; alivio da constipacdo; aumento da absor¢cdo de minerais e producdo de
vitaminas.

Para que os probidticos exercam apenas beneficios a saude, alguns fatores
devem ser abordados para avaliar a segurancga, incluindo a patogenicidade, potencial
infeccioso, viruléncia, toxicidade, atividade metabdlica e as propriedades intrinsecas
dos micro-organismos. As normas utilizadas para assegurar a seguranca alimentar de
uma BAL probidtica compreendem estudos in vitro, estudos utilizando animais e
posteriormente ensaios clinicos em humanos (NAGPAL et al., 2013).

Um dos fatores para a seguranca e utilizacdo de bactérias probidticas em

produtos alimenticios € a determinacdo da susceptibilidade a antibioticos, sendo
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importante para verificar se as BALS possuem genes de resisténcia a antibidticos que
podem ser transferidos para bactérias comensais e para as potencialmente
patogénicas presentes no trato gastrintestinal. Por isso, visando a seguranca alimentar,
as linhagens selecionadas devem ser avaliadas antes da utilizacdo em alimentos (LIU
et al., 2009).

Além disso, para a selecédo de micro-organismos probioticos, deve-se avaliar sua
capacidade em crescer na presenca de carboidratos prebioticos (INDRIO et al., 2009) e
sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal humano, sendo essencial que
obtenham resisténcia ao pH baixo no estbmago e a presenca dos sais biliares
secretados no intestino (JENSEN et al.,, 2012). Do mesmo modo, € desejavel que
esses micro-organismos formem uma barreira no trato gastrintestinal, aderindo a
mucosa intestinal, colonizando-a ao menos temporariamente, para que possa exercer
as funcdes benéficas ao organismo humano (AMMOR et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial probidtico de cepas de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus pentosus isolados de salames obtidos por
fermentacao natural, com perspectiva a sua utilizagdo como cultura starter em produtos

carneos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Bactérias lacticas

Foram utilizadas 54 cepas de bactérias lacticas, previamente isoladas por Dalla
Santa et al. (2012). Esses micro-organismos sao provenientes de 50 salames
produzidos por fermentacdo espontanea em pequenas industrias de produtos carneos
localizadas em 16 municipios dos estados do Parana e Santa Catarina, conforme
Tabela 2.

Em estudo anterior, as cepas foram caracterizadas por metodos fenotipicos e
genotipicos, sendo identificadas como pertencentes ao género Lactobacillus, das
espécies L. plantarum e L. pentosus (WOLUPECK, 2013). As cepas 32, 123 e 201

foram classificadas como L. pentosus e as demais cepasp como L. plantarum.
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Tabela 2. Procedéncia das amostras de embutidos fermentados dessecados e semi-

dessecados nos estados do PR e SC, das quais as cepas de L. plantarum e L. pentosus foram

isoladas

Municipio de

procedéncia/estado

Lactobacillus plantarum Lactobacillus pentosus

Nova Santa Rosa /PR
Porto Vitéria /PR
Araucaria /PR

Quatro Barras /PR

Curitiba /PR

Sulina/PR

S&o José dos Pinhais /PR
Santa Izabel do Oeste /PR
Guarapuava /PR

Rio Negrinho /SC
Concordia /SC

Rio Branco do Sul /PR
Japura /PR

S&o0 Joao do Triunfo /PR
Campo Largo /PR
Prudentopolis /PR

22
35 32
44, 282, 283, 284 e 285
53
61, 192, 194, 195, 221, 224, 225, 226,
227,228, 229, 271, 341, 342,343 e
433
102, 103 e 104
131, 323,411 e 442
175
202 e 204
211, 212, 213, 214 e 215
231
251
293
364
385
484, 485, 501, 502, 503, 504 e 505

123

201

As cepas foram mantidas em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (HIMEDIA,

Mumbai, india) com adicdo de 20% (v/v) de glicerol estéril e armazenadas a -20 °C em

microtubos estéreis até o momento do uso. A ativacdo das cepas foi realizada

adicionando-se 100 pL da cultura em glicerol em tubos contendo 8 mL de caldo MRS
incubados a 37 °C por 24 h.
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3.2.2 Determinacao da resisténcia microbiana fenotipica a ampicilina, eritromicina

e tetraciclina nas cepas de L. plantarum e L. pentosus

Ampicilina, eritromicina e tetraciclina sdo antibidticos usualmente empregados na
terapéutica humana e sdo considerados antibidticos de resisténcia adquirida para o
género Lactobacillus. Por isso, esses antibiéticos foram escolhidos para a avaliacdo da
resisténcia fenotipica e genotipica nas cepas de L. plantarum e L. pentosus.

A resisténcia a ampicilina (10 pg), eritromicina (15 pg) e tetraciclina (30 ug)
(Laborclin, Pinhais-PR, Brasil) foi avaliada pelo método de disco-difusdo. As cepas
foram previamente cultivadas em caldo MRS, centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos
e ressuspendido em solucgéo salina (9 mL) com turbidez equivalente a 0,5 na escala de
McFarland foi espalhada em trés direcbes em agar MRS, com auxilio de uma al¢ca de
Drigalski. Logo ap0os, os discos de antibidticos foram aplicados e as placas identificadas
com as cepas correspondentes e incubadas a 37 °C por 24 h. Para interpretacdo dos
resultados de tetraciclina (< 14 mm) e eritromicina (< 13 mm), foram utilizados os
pontos de corte de resisténcia propostos para Lactobacillus sp. por Charteris et al.
(1998). Para ampicilina (= 16 mm), foi utilizado critério proposto para Enterococcus sp.,
preconizado pela norma M100-S21 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012).

3.2.3 Determinacdo de genes de resisténcia microbiana para ampicilina,

eritromicina e tetraciclina nas cepas de L. plantarum e L. pentosus

Primeiramente, as cepas foram cultivadas em caldo MRS a 37 °C por 48 h. O
volume de 1,5 mL de caldo cultivado foi centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos. O
sobrenadante foi removido e completamente descartado. O precipitado foi submetido a
extracdo de DNA utilizando o Kit HiPura™ para extragdo de DNA genbmico de
maltiplas amostras (HIMEDIA, Mumbai, india), seguindo o protocolo descrito a seguir.
O precipitado foi ressuspenso em 200 pL de solucédo de lisozima e incubado a 37 °C

por 30 minutos. ApoOs esse periodo, foram adicionados 20 pL de solugédo de
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proteinase K e 200 uL de solucéo de lise (detergente e sal) na amostra sob agitacao
por 10 segundos, seguida de incubacéo a 55 °C por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 200 pL de etanol (96-100%) ao lisado obtido, que foi transferido para a
Coluna Spin Miniprep HiElute e submetido a nova centrifugacdo a 6.500 x g por 1
minuto. Apos o descarte do sobrenadante, a Coluna Spin foi transferida para um tubo
de coleta e pré-lavada com 500 pL de solucdo de pré-lavagem, seguida de nova
centrifugacdo a 6.500 x g por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e a coluna
vazia foi centrifugada por mais 1 minuto na mesma velocidade. Novamente, o
sobrenadante foi descartado e a coluna transferida para um novo tubo de coleta, onde
foi realizada a separacdo do DNA. Para isso, 100 pL de tampao de eluicdo foram
pipetados no centro da Coluna. Apos 1 minuto de descanso a temperatura ambiente, o
material foi centrifugado a 6.500 x g por 1 minuto, repetindo-se 0 procedimento para
obtencao de quantidade adequada de DNA.

O DNA foi armazenado a -20 °C para posterior reacdo de polimerase em cadeia
(PCR). A presenca de DNA nas amostras foi confirmada pela visualizacdo em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

Para a verificacdo de genes de resisténcia a ampicilina, eritromicina e tetraciclina
foram testados os genes mais frequentemente citados em literatura para a resisténcia
em Lactobacillus, com excecdo do BlaZ, para o qual, utilizou-se primer recomendado
para Staphylococcus sp. conforme apresentado na Tabela 3.

A técnica de PCR foi realizada seguindo recomendacBes do fabricante
(Invitrogen, S&o Paulo-SP, Brasil) para cada primer. Os primers ermA, ermB, ermC,
tetL e tetM utilizaram o mesmo programa de PCR, com a desnaturacéo inicial a 95 °C
por 1 minuto, seguidos de 30 ciclos de amplificacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos, seguidos de
uma extensdo final durante 4 minutos a 72 °C. Para o tetS, a desnaturacao inicial
ocorreu a 94 °C por 5 minutos, seguidos de 25 ciclos a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 50 °C por 30 segundos e extenséo a 72 °C por 30 segundos, seguido de
uma extensédo final durante 7 minutos a 72 °C. Para o tetW, as condicbes de PCR
foram: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguidos de 25 ciclos de

amplificacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 64 °C por 30 segundos e
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extensdo a 72 °C por 30 segundos, seguidos de uma extensao final durante 7 minutos
a 72 °C. O volume final de cada reacdo foi de 25 uL, sendo que o0s reagentes
(Invitrogen, Sao Paulo-SP, Brasil) utilizados foram: 2,5 yL de tampéao de PCR 10X, 1 yL
de cloreto de magnésio 50mM, 4 uL de deoxirribonucleotideos trifosfato 1,25 mM, 1,25
ML de cada um dos primers com concentragdo de 10 pmol/pL, 0,4 yL de Tagq DNA

polimerase 5U, 10,1 pyL de agua ultra pura estéril e 2 uL da amostra de DNA.

Tabela 3. Primers utilizados para deteccdo por PCR de genes de resisténcia a

ampicilina, eritromicina e tetraciclina, com suas respectivas sequéncias e pares de

bases.
Primers Sequéncia PB Referéncia
ormA ermAl 5AAGCGGTAAACCCCTCTGA-3 190 Klare et al., 2007
ermA2 5-TTCGCAAATCCCTTCTCAAC-3
ermB1 5-TTTTGAAAGCCGTGCGTCTG-3 Klare et al., 2007
erm B ermB2 5-CTGTGGTATGGCGGGTAAGTT-3’ 202
ermC1 5-AATCGTCAATTCCTGCATGT-3 Klare et al., 2007
erm © ermC2 5-TAATCGTGGAATACGGGTTTG-3’ 299
tetL FW  5-TGGTCCTATCTTCTACTCATTC-3’ Klare et al., 2007
tet (0 tetL RV 5-TTCCGATTTCGGCAGTAC-3 385
tetM FW 5-GGTGAACATCATAGACACGC-3 Klare et al., 2007
tet (M) tetM RV 5-CTTGTTCGAGTTCCAATGC-3’ 401
tetS FW 5-GAAAGCTTACTATACAGTAGC-3’ Comunian et al., 2010
tet (5) tetS RV 3’- AGGAGTATCTACAATATTTAC-5 109
tetW FW  5-GAGAGCCTGCTATATGCCAGC-3’ Comunian et al., 2010
tet (W) tetW RV  3-GGGCGTATCCACAATGTTAAC-5 168
Blaz Blaz FW 5- TAAGAGATTTGCCTATGCTT-3 377 Olsen et al., 2006

Blaz RV  5- TTAAAGTCTTACCGAAAGCAG-3’

ApoOs a técnica de PCR, a amplificacdo dos genes foi verificada em gel de
agarose (Invitrogen, Carsbad-Califérnia, EUA) 1,5% corado com brometo de etideo

(Invitrogen, Sao Paulo-SP, Brasil).
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3.2.4 Capacidade de crescimento na presenca de carboidratos prebioticos

Para avaliar a capacidade de crescimento na presenca de prebidticos foram
testados os carboidratos oligofrutose (Beneo Orafit, Oreye, Bélgica), inulina (Beneo
Orafit, Oreye, Bélgica), glicose (NEON, Sao Paulo, Brasil) e sacarose (LabMaster,
BIOTEC, Pinhais-PR, Brasil). Glicose e sacarose foram usadas como carboidratos
controle. As cepas foram pré-ativadas em caldo MRS a 37 °C com incubagé&o por 24 h.
A partir dessa cultura, 1 mL foi transferido para tubo estéril e centrifugado a 10.000 x g
por 10 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 50 mL de caldo MRS modificado (pH
6,2) contendo 2% (p/p) de um dos carboidratos citados acima, conforme descrito na
Tabela 4. O crescimento das culturas foi monitorado apés 0, 4, 8 e 24 h de incubacéo a
37 °C pela medida da densidade optica (DOsoonm) em espectrofotdbmetro (Wavelength-
1105, Sao Paulo, Brasil) (PENNACCHIA et al., 2006). Um teste em branco foi realizado
seguindo o mesmo procedimento, com as culturas cultivadas no caldo MRS formulado

sem a adi¢ao de carboidratos. Todos esses testes foram realizados em triplicata.

Tabela 4. Formulacdo do meio MRS modificado para utilizagdo como meio de cultura
base (branco) para adicdo dos carboidratos glicose e sacarose (controle), inulina e

oligofrutose.

Composicao Quantidade (%)
Peptona bacteriolégica (Himedia, Mumbai-India) 10
Extrato de carne (Kasvi-Italia) 10

Extrato de levedura (Himedia, Mumbai-India)
Citrato de amoénio (LabSynth, Diadema-SP, Brasil)

Acetato de sddio (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro-RJ, Brasil)

Magneésio (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) 0,2
Manganés (LabSynth, Diadema-SP, Brasil) 0,05
Fosfato Dipotassio (LabMaster, Curitiba-PR, Brasil) 2
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3.2.5 Capacidade de autoagregacéo e coagregacao

A capacidade de autoagregacdo e de coagregacdo das cepas de bactérias
lacticas foi avaliada conforme procedimento descrito por Ekmekgi et al. (2009). Para a
avaliacao da capacidade de autoagregacao, as cepas foram previamente cultivadas em
caldo MRS a 37 °C com incubacé&o por 24 h. Em seguida, esse caldo foi centrifugado a
10.000 x g por 15 minutos. O precipitado lavado duplamente com solucdo salina
tampao fosfato contendo 8 g/L de NacCl, 0,34 g/L de KH2POse 1,21 g/L de K2HPO4 (pH
6,0). As células foram ressuspensas em solucdo tampao fosfato para atingir valor de
DOsoonm de 0,60, sendo esse valor considerado para o tempo O h. Posteriormente, as
suspensodes foram incubadas a 37 °C por 24 h para nova medida da DOsoonm (tempo
24h).

A capacidade de autoagregacao foi calculada pela seguinte formula:

Autoagregacédo (%) = [(DO1 - DO2)/(DO1) x 100], onde DO1 é a densidade
Optica da suspensdo da cepa de bactéria lactica e DO2 é a densidade Optica da
suspensao da cepa de bactéria lactica apos 24 h de incubacao.

Para avaliar a capacidade de coagregacdo, cada cepa de Lactobacillus
previamente crescida em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth, Himedia, Mumbai-
India) a 37 °C por 24 h, e culturas de Listeria monocytogenes (ATCC 19111),
Escherichia coli (0157: NM 02-1840) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028),
crescidas em caldo TSB (Caldo Triptona de Soja, Himedia, Mumbai-India) a 37 °C por
24 h, foram centrifugadas e ressuspensas em solucdo tampédo fosfato, conforme
descrito anteriormente. A DOsoonm das suspensdes de cada cepa de Lactobacillus e de
cada uma das cepas patogénicas foram medidas para atingir valor de DOsoonm de 0,60,
sendo os valores considerados como tempo 0 h. Posteriormente, volumes de 2 mL das
suspensodes de Lactobacillus e de cada uma das cepas patogénicas foram misturados
por 10 segundos e incubados a 37 °C por 4 h. Apos esse periodo, a DOsoonm de cada
suspensao foi determinada (tempo 4 h). Esses testes foram realizados em triplicada.

A capacidade de coagregacao foi calculada pela seguinte formula: Coagregacao
(%): [(DO3 + DO4) — 2 (DO5)/(DO3 + DO4) x 100], onde: DO3 é a densidade Optica da

suspensao da cepa de bactéria lactica, DO4 é a densidade Optica da suspenséao da
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bactéria patogénica e DO5 é a densidade Optica da mistura das suspensdes das cepas

citadas anteriormente apos 4 h de incubacéo.

3.2.6 Avaliacéo da capacidade de resisténcia ao baixo pH

O efeito do baixo pH sobre a viabilidade dos L. plantarum e L. pentosus foi
verificado mediante adaptacdo da técnica descrita por ERKKILA et al. (2001) que
consiste na inoculagdo de 1 mL da cultura ativada em caldo MRS a 37 °C por 48 h, em
tubos de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina estéril com pH ajustado para os
valores 3, 4, e 5 pelo emprego de solucéo de 4cido cloridrico a 8 M. A solucéo salina foi
preparada pela dissolucdo de 9 g/L de cloreto de sédio (NaCl), 9 g/L de fosfato de
sodio (NazHPOa4 x 2 H20) e 1,5 g/L de fosfato de potassio (KH2PO4) em agua destilada,
com posterior esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Os tubos de ensaio
foram incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C e a contagem do namero de células
viaveis de bactérias lacticas realizada apds a exposicdo da cepa a solucao salina acida
pelo periodo de 0, 1, 2,5 e 4 h. A contagem das células viaveis foi realizada em agar
MRS, mediante semeadura em profundidade, apds incubacédo a 37 °C por 48 h e o
resultado expresso em UFC/mL. A viabilidade celular observada em solucado salina com
pH 5,0 foi utilizado como controle para a comparacao dos resultados por ser o pH ideal

para o crescimento de Lactobacillus.

3.2.7 Avaliacdo da capacidade de resisténcia aos sais biliares

A resisténcia dos Lactobacillus aos sais biliares foi verificada pela inoculacdo de
1 mL das cepas pré-ativadas em 9 mL de caldo MRS, adicionado de 0,15% ou 0,30%
de sais biliares (SIGMA-Aldrich, St Louis-USA). Os tubos foram incubados a 37 °C e a
contagem das células viaveis realizada apos 0, 1, 2,5 e 4 h de exposi¢do em agar MRS
a 37 °C por 48 h. Para a comparacao dos resultados foi considerado como controle o
crescimento das bactérias lacticas no tubo de ensaio contendo caldo MRS sem a
adicdo de sais biliares (ERKKILA et al., 2001).
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3.2.8 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente pela descricdo das frequéncias
absolutas e relativas. A capacidade de crescimento de cada cepa nos diferentes
carboidratos em cada periodo de tempo foi analisada por ANOVA e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. Em todas as andlises utilizou-se o nivel de

significancia de 5% e o programa Statgraphics Centurion XVI Version 16.1.11©.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Resisténcia fenotipica das cepas de BALs a ampicilina, eritromicina e

tetraciclina

Para a resisténcia fenotipica, das 54 cepas de BALs avaliadas, 44,44% (24)
foram resistentes a tetraciclina, 29,62% (16) a eritromicina e 7,4% (4) a ampicilina,

conforme a Tabela 5.

Tabela 5. Cepas de L. plantarum e L. pentosus isoladas de salames artesanais

resistentes a ampicilina, eritromicina e tetraciclina pelo método de disco difuséo.

Antibiético L. plantarum L. pentosus
Ampicilina 229, 231, 485, 502;
Eritromicina 35, 194, 201, 202, 211, 227, 271, 293,
342, 385, 484, 501, 502, 503, 504, 505;
Tetraciclina 44, 53, 202, 204, 212, 214, 225, 226, 123, 201

227, 228, 229, 231, 251, 271, 282, 283,
293, 485, 502, 503, 504, 505;

Das 54 cepas de Lactobacillus spp. 1,85% (1) apresentou resisténcia fenotipica

aos trés antibioticos testados, 7,40% (4) apresentaram resisténcia a ampicilina e a
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tetraciclina, 14,81% (8) foram resistentes a eritromicina e a tetraciclina e 37,03% (20)
apresentaram resisténcia a apenas um dos antibioticos testados. De acordo com Nota
Técnica n® 1-2010 da Anvisa (2010) micro-organismos multirresistentes sdo aqueles
resistentes a diferentes classes de antimicrobianos testados em exames
microbiolégicos. Portanto, as cepas 201, 202, 227, 229, 231, 271, 293, 485, 502, 503,
504 e 505 podem ser consideradas multirresistentes, pois apresentaram resisténcia a
pelo menos dois antibidticos de classes diferentes analisadas neste estudo e néo
devem ser utilizadas como probioticos.

Tetraciclina, eritromicina e ampicilina sdo antibioticos muito utilizados na clinica
humana e animal (COMUNIAN et al., 2010; MAYHOFER et al., 2010). A tetraciclina &
utilizada para o tratamento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bactérias
intracelulares e para infec¢cdes por protozoarios (ROBERTS, 2005). Portanto, a
verificacdo da resisténcia para esses antibidticos é de extrema importancia em
bactérias probidticas para garantir a inocuidade alimentar.

Das 54 cepas de Lactobacillus testadas, 7,4% (4) apresentaram resisténcia a
ampicilina. O mesmo foi relatado em trabalho realizado por Cordeiro et al. (2010), com
cepas comerciais de trés géneros diferentes, sendo eles Lactobacillus, Pediococcus e
Staphylococcus e apenas o L. plantarum com 7,14% (2) apresentou resisténcia a esse
antibidtico.

De acordo com pesquisa realizada por Comunian et al., (2010) para a
suscetibilidade a tetraciclina e a eritromicina em cepas de L. paracasei isoladas de
alimentos fermentados, das 121 cepas analisadas, 22,3% apresentaram resisténcia a
tetraciclina e 5,8% a eritromicina. No entanto, no presente estudo, a resisténcia a esses
antibidticos foi mais frequente, com 44,44% dos micro-organismos apresentando
resisténcia a tetraciclina e 29,62% a eritromicina. No entanto, em trabalho realizado por
Justo et al. (2013), a resisténcia a tetraciclina foi de 100% e 97,77% a eritromicina em
Lactobacillus sp isolados de salames.

Muitas BALs sao resistentes a antibidticos, mas essa resisténcia é
frequentemente intrinseca e nao transmissivel (ZHOU et al., 2005). De acordo com
Pozza et al. (2011) os Lactobacillus sp. possuem resisténcia intrinseca a bacitracina,

kanamicina, gentamicina, metronidazol, estreptomicina, trimetoprima e vancomicina.
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Esse género ndo possui resisténcia intrinseca a ampicilina, cloranfenicol, eritromicina,
penicilina G e tetraciclina (KLARE et al., 2007).

3.3.2 Determinacdo de genes de resisténcia microbiana para ampicilina,

eritromicina e tetraciclina

Na avaliacdo de genes de resisténcia, a extracado de DNA gendmico das cepas
de L. plantarum e L. pentosus foi realizada e em todas as amostras foi encontrado o
DNA correspondente, evidenciando extracdo bem sucedida e que as amostras estavam

aptas a serem utilizadas para realizagao da PCR (Figura 1).

Figura 1. Gel de extragcao de DNA gendmico de 24 cepas de L. plantarum e L. pentosus

resistentes a tetraciclina.

44 53 123 201 202 204 212 214 225 226 227 228 229 231 251 271 282 283 293 485 502 503 504 505

As amostras de DNA gendmico das cepas resistentes a ampicilina, eritromicina
e tetraciclina foram testadas para o0 gene BlaZ que confere resisténcia a beta-

lactamicos como a ampicilina, ermA, ermB, ermC para eritromicina e tet(L), tet(M),
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tet(S) e tet(W) para tetraciclina. Todas as amostras de DNA gendmico extraidas das
bactérias resistentes fenotipicamente a ampicilina, eritromicina e tetraciclina
apresentaram resultados negativos na técnica de PCR para os genes de resisténcia,
nao havendo amplificacdo dos primers pesquisados nas amostras.

Os resultados encontrados no presente estudo sdo semelhantes aos relatados
por Cordeiro et al. (2010) e por Hummel et al. (2007) em cepas de Lactobacillus sp. e
de Pediococcus sp. resistentes fenotipicamente a eritromicina e a tetraciclina, mas que
nao demonstraram amplificacdo dos genes ermA, ermB, ermC, tet(L), tet(M) e tet(S),
além do gene blaZz em L. plantarum, o que indica que apesar dos genes testados
serem 0s mais pesquisados, a resisténcia fenotipica encontrada pode ser codificada
por outros genes néo testados ou estar presentes em outras sequéncias dos mesmos
genes.

Ouoba et al., (2008) determinaram a transferéncia de genes de resisténcia a L.
reuteri 12002, L. paraplantarum, L. fermentum, L. salivarus e Weissella confusa e
relataram que em testes fenotipicos as cepas demonstraram resisténcia a antibioticos
de diferentes classes, mas que nas analises genotipicas, apenas 0 gene ermB, que
confere resisténcia a eritromicina, apresentou amplificacdo especifica.

Ammor et al.,, (2007) avaliaram a resisténcia fenotipica e genotipica de
lactobacilos e de bifidobactérias e encontraram similaridade de resultados apenas para
L. johnsonii, que apresentou resisténcia fenotipica a eritromicina e amplificacdo
especifica para o gene ermB.

De acordo com Comunian et al.,, (2010), que avaliaram a resisténcia a
tetraciclina e a eritromicina em L. paracasei, 0s genes que codificam resisténcia a
esses antibioticos em Lactobacillus sdo raramente encontrados e quando localizados,
estdo associados com a presenca dos genes tet (M), tet (W) e ermB, respectivamente.

Klare et al., (2007) também néo identificaram a presenca dos genes ermA, ermB
ou ermC em cepas de Lactobacillus, Pediococcus e Lactococcus resistentes
fenotipicamente a eritromicina. No entanto, identificaram a presenca do gene tet (W)
em duas cepas de L. johnsonii resistentes a tetraciclina em teste fenotipico.

Gevers et al., (2003) pesquisaram a presenca dos genes de resisténcia a

tetraciclina, tet(M), tet(O), tet(S), tet(K) e tet(L), em 24 cepas de L. plantarum, L. sakei
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carnosus, L. sakei sakei, L.curvatus, e L. alimentarius isolados de embutidos carneos
fermentados e encontraram somente a presenca de tet (M) em todas as cepas
avaliadas. Os demais genes nao foram encontrados em qualquer uma das cepas
testadas. Por sua vez, Chang et al., (2011) avaliaram 111 cepas, entre elas L. reuteri,
L. amylovorus, L. salivarius, L. plantarum, L. ruminis, L. kefiri, L. fermentum, L. sakei, L.
coryniformis, L. parabuchneri e L. letivaz e verificaram a presenca do gene tet (W) em
82% das cepas. Os genes tet (L), tet (K) e tet (Q) estavam presentes em 14,4%, 8,1% e
0,9% das cepas, respectivamente.

Rosander et al.,, (2008) citam que em L. reuteri ATCC 55730, os genes
correspondentes a resisténcia aos beta-lactamicos estdo todos localizados no
cromossomo e ndo possuem qualquer mecanismo para transferéncia de resisténcia
para outras bactérias. Sugere-se portanto, que essa resisténcia € causada por uma
série de mutacBes pontuais em genes que codificam as proteinas PBP1a, PBP2a, que
sdo proteinas de ligacdo a ampicilina, sendo portanto, ndo transferiveis a outras
bactérias. Esse mesmo fato poderia explicar a baixa frequéncia de resisténcia
fenotipica a ampicilina e a ndo amplificacdo do gene BlaZ nas cepas de Lactobacillus
avaliadas no presente estudo.

Um processo importante de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana é a
aquisicdo de genes que sao transportados por bactérias resistentes, caracterizando a
evolugdo ou transferéncia horizontal. Quando localizados em elementos genéticos tais
como plasmideos ou transposons, essas caracteristicas de resisténcia podem ser
transferidas para a microbiota humana ou animal e para bactérias patogénicas que
podem estar no trato gastrintestinal (KLARE et al., 2007; MOREIRA et al., 2013).

Portanto, se faz necessario verificar se as cepas probidticas possuem
resisténcia a antibiéticos considerados de resisténcia adquirida ao género em estudo,
antes de considera-las seguras para serem inoculadas em alimentos. Neste contexto,
as cepas de Lactobacillus plantarum 22, 61, 102, 103, 104, 131, 175, 192, 195, 213,
215, 221, 224, 284, 285, 323, 341, 343, 364, 411, 433 e 442 e a cepa de Lactobacillus
pentosus 32 foram susceptiveis aos antibidticos ampicilina, eritromicina e tetraciclina e
podem ser consideradas seguras, quanto a transferéncia de resisténcia microbiana,

para possivel inoculagdo em produtos alimenticios.
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3.3.3 Capacidade de crescimento na presenca de carboidratos prebioticos

Entre as 54 cepas, 51 (94,44%) utilizaram a inulina como fonte de carboidrato.
Dessas, oito cepas de L. plantarum (cepas 22, 44, 61, 103, 204, 229, 271 e 485) e uma
de L. pentosus (cepa 32) foram capazes de utilizar a inulina com crescimento celular
semelhante ao obtido nos carboidratos controle (glicose e sacarose) apés 24 horas de
incubacéao (P<0,05) (Figura 2).

Entre as cepas avaliadas, 20,37% apresentaram capacidade semelhante de

crescer em presenca de dois ou mais carboidratos disponiveis no meio (P<0,05).

Figura 2. Evolucdo da densidade oOptica (600nm) de cepas de L. plantarum (cepas 22,
44, 61, 103, 204, 229, 271 e 485) e de L. pentosus (cepa 32) crescidas em caldo MRS

adicionado de diferentes fontes de carboidrato
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos em cada periodo de tempo

analisado (P<0,05).

Adebola et al., (2014) citam que apesar dos relatos de agéo prebidtica da inulina

e de sua utilizacdo generalizada como prebidtico em formulacdes comerciais, L.
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acidophilus NCTC 1723, L. delbrueckiiss bulgaricus NCTC 12712, L. acidophilus NCFM
e L. reuteri NCIMB 11951 néo conseguiram utilizar a inulina como fonte de carbono em
comparacdo com 0 meio que nao possuia carboidrato em sua formulagdo. Esses
autores também observaram que o0 uso da inulina ndo trouxe protecdo significativa das
BALs frente ao pH acido e que, se houver concentracbes elevadas de alguns
prebidticos, pode ocorrer diminuicdo no pH intestinal para valores abaixo de 5,0, com
efeito negativo sobre o crescimento de bactérias probioticas.

O meio de cultura contendo oligofrutose foi 0 meio no qual os Lactobacillus
testados apresentaram a menor capacidade de crescimento quando comparado aos
demais carboidratos. Apenas 3,7% das cepas (cepas 32 e 271) mostraram-se capazes
de metabolizar esse carboidrato e utiliza-lo como Unica fonte de carboidrato adicionada
(Figura 2).

De acordo com Gibson et al, (1994), os Lactobacillus apresentam
desenvolvimento superior em um meio contendo inulina e sacarose do que em meios
contendo oligofrutose.

De acordo com trabalho realizado por Kaplan et al., (2000) de 15 cepas de L.
bulgaricus, L. acidophilus, L. plantarum, L. lactis e L. casei, 12 foram capazes de
crescer na presenca do prebiotico oligofrutose. Todas as cepas de L. acidophilus, L.
plantarum MR240, L. plantarum MR191, L. casei e L. casei 685 foram capazes de
fermentar oligofrutose, enquanto que cepas de L. lactis e L. bulgaricus ndo foram
capazes de utilizar a oligofrutose como fonte de energia. No presente estudo, 35 cepas
(64,81%) de Lactobacillus foram capazes de utilizar os carboidratos presentes nos
meios de cultura como substrato, inclusive quando cultivadas em meio contendo
oligofrutose, comparado ao meio sem adi¢céo de carboidratos (branco).

No que se refere a sacarose, 27,77% das cepas de Lactobacillus apresentaram
maior valor de DO quando este carboidrato foi utilizado como substrato apds 24 h. Isso
pode ser devido ao numero de vias de metabolizacdo funcional da sacarose
apresentado pelas cepas de Lactobacillus, que podem compreender a hidrélise
extracelular, o transporte e fosforilagdo da sacarose pelo sistema fosfotransferase
Pts1BCA, e hidrélise da sacarose pela frutofuranosidase Saca/SCRB. Quando as

cepas possuem mais de uma dessas trés vias, a sacarose passa a ser o substrato de
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escolha para a fermentacao pelos Lactobacillus (REID et al., 2005; GANZLE et al.,
2012).

Do total de cepas, 51,85% apresentaram melhor crescimento, com maiores
valores de DO (P<0,05), quando a glicose estava disponivel no meio como o Unico
carboidrato adicionado. A glicose, por ser um monossacarideo, pode ser mais
facilmente metabolizada pelas BALs e utilizada como substrato para seu crescimento
(CARABIN, et al., 1999).

O mesmo foi relatado por Huebner et al. (2007), que avaliaram a capacidade de
Bifidobacterium adolescentis 15706, B. breve 15698, B. infantis 17930, B. longum
15708, B. bifidum NCI, L. acidophilus 33200, L. plantarum 4008; L. acidophilus NCFM,;
L. paracasei 1195; L. plantarum 12006, Escherichia coli ECOR 1, E. coli ECOR 2, e E.
coli ECOR 22 em crescer na presenca de prebidticos comerciais, incluindo inulina,
oligofrutose e glicose, como o carboidrato controle. Para as 50 combinacdes desses
prebidticos juntamente com as cepas citadas, 37 se desenvolveram melhor quando o
carboidrato utilizado como fonte de energia foi a glicose.

No presente trabalho foi observado desenvolvimento significativo de 44,44% das
cepas (22, 53, 61, 104, 175, 192, 201, 214, 215, 221, 224, 225, 228, 229, 271, 283,
323, 341, 342, 343, 433, 485, 501 e 502) nas primeiras 8 h de incubacdo quando a
glicose foi utilizada como fonte de energia. Esses resultados indicam que essas cepas
apresentam rapida multiplicacdo nas primeiras horas de incubacéo, sendo esta uma
caracteristica tecnolégica desejavel, pois apresentam rapida multiplicacdo desde as
primeiras horas de incubacédo (OLIVEIRA et al., 2002).

ApoOs o periodo de 8 h, o crescimento na presenca de glicose foi desacelerado
pela estabilizacdo dos valores de densidade Optica do meio, 0 que poderia indicar
estado de fase estacionaria de crescimento pela populacéo bacteriana (CUMMINGS et
al., 2011).

Resultado semelhante foi descrito por Hernandez-Hernandez (2012) que
testaram seis cepas de Lactobacillus, entre elas L. casei (ATCC11578) e L. delbrueckii
subsp. lactis (ATCC4797) e verificaram crescimento elevado quando o meio de cultura
foi enriquecido com glicose e lactulose. No entanto, apds 20 h de incubacao, as taxas

de crescimento de todos os Lactobacillus diminuiram rapidamente quando foram
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cultivados com estes acucares, enquanto o crescimento foi mantido na presenca do
prebidtico galactooligossacarideo. Essa resposta pode ser atribuida ao comprimento da
cadeia carbonica dos hidratos de carbono, que guanto maior, sdo mais lentamente
fermentados, levando mais tempo para atingir a mesma densidade 6ptica (CUMMINGS
et al., 2011). Da mesma forma, essa condic&do poderia explicar o maior crescimento das
cepas observado na presenca de glicose nas primeiras horas de incubacéao.
Considerando a capacidade de fermentacdo de carboidratos prebioticos, as
cepas de L. plantarum 22, 44, 61, 103, 204, 229, 271 e 485 e a cepa de L. pentosus 32,
apresentam potencial probiotico, podendo inclusive ser indicadas para uso em

formulacdes simbidticas, adicionadas de inulina ou oligofrutose como prebidticos.

3.3.4 Capacidade de autoagregacéo e coagregacao

A capacidade de autoagregacdo das 54 cepas avaliadas variou de 0 a 16,11%
apos 4h de incubacdo, sendo que 11 cepas apresentaram capacidade de
autoagregacao superior a 10% nesse periodo de tempo. ApOs 24 horas, 10 cepas
mostraram capacidade de autoagregacao acima de 20%.

Na Tabela 6 apresenta os resultados de autoagregacdo em 4 h, 8 h e 24 h para
as 54 cepas de L. plantarum e L. pentosus e de coagregacdo com bactérias
patogénicas das cepas de Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Escherichia coli
(O157: NM 02-1840) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) apdés 4 horas de
incubacéo.

A cepa 282 apresentou a maior capacidade de autoagregacao (16,11%) ap0s 4h

e a cepa 44, a maior capacidade de autoagregacao apos 24h (64,61%).

37



Tabela 6. Porcentagem de autoagregacao de 54 cepas de L. plantarum e L. pentosus apos 4, 8 e 24
horas de incubacdo e coagregacdo com cepas de Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Escherichia
coli (O157: NM 02-1840) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) apés 4 horas de incubacdo a 37 °C
(média + desvio padrao).

Cepas Autoagregacao Coagregagég

4h 8h 24 h L. monocytogenes E. coli Salmonella

(%) (%) (%) (%0) 0 157 (%) (%)
44 11,45+0,03  19,24+0,05 64,61+0,02 9,21+0,06 8,13+0,06 10,15+0,01
341 9,54+0,06 18,34+0,01 45,94+0,03 7,27+0,07 8,03+0,01 8,31+0,01
123 9,50+0,04 20,22+0,03 44,5610,01 8,79+0,02 9,74+0,05 4,17+0,02
131 7,84+0,06 17,61+0,01 37,51+0,05 7,70£0,06 7,26%0,02 4,17+0,01
342 7,73+0,06 15,92+0,02 36,96+0,02 8,35+0,01 4,83+0,02 5,26+0,08
53 8,47+0,02 14,06+0,06 32,39+0,02 7,14+0,06 5,51+0,05 4,33+0,05
192 6,12+0,04 12,13+0,05 29,85+0,01 10,57+0,03 9,12+0,01 6,36+0,04
283 12,45+0,02 27+0,01 24,59+0,01 9,28+0,07 9,44+0,02 3,44+0,03
343 11,45+0,01  13,18+0,04 22,88+0,03 3,75+0,02 5,56+0,01 5,43+0,01
282 16,11+0,01  21,61+0,08 20,43+0,09 15,21+0,03 15,40+0,03 6,19+0,03
323 7,39+0,06 9,88+0,06 18,04+0,02 5,85+0,08 5,44+0,06 7,54+0,06
284 12,76+0,01  16,95+0,01 15,64+0,02 13,40+0,01 12,74+0,03 13,56+0,08
22 3,15+0,06 8,51+0,01 14,92+0,06 4,18+0,01 4,66+0,01 5,02+0,01
102 6,05+0,02 9,38+0,01 14,57+0,02 5,90+0,01 2,76%0,03 1,71+0,02
213 6,20+0,04 9,56+0,01 14,24+0,04 3,42+0,06 3,98+0,01 4,16+0,01
221 8,75+0,01 11,64+0,01 13,92+0,02 10,07+0,01 2,18+0,06 4,05+0,02
103 5,38+0,03 8,04+0,04 13,92+0,06 3,81+0,01 4,53+0,06 2,59+0,01
227 14,24+0,03 17,01+0,03 13,44+0,08 11,91+0,01 12,66+0,01 4,24+0,06
293 5,13+0,08 7,98+0,05 13,44+0,06 3,77+0,01 2,71+0,01 0,88+0,03
61 5,39+0,01 7,98+0,04 13,37+0,02 5,44+0,08 3,99+0,06 3,18+0,09
364 6,14+0,07 10,52+0,03 13,02+0,03 4,82+0,06 2,48+0,01 6,78+0,01
175 3,99+0,04 2,25+0,04 12,48+0,04 6,4+0,08 4,17+0,03 3,75%0,06
228 14,75+0,03  16,95+0,05 12,04+0,06 11,79+0,01 12,01+0,01 9,31+0,01
285 12,53+0,01  19,63+0,02 11,96+0,03 14,63+0,03 15,5+0,03 8,56+0,01
231 14,42+0,04 17,61+0,05 11,85+0,03 12,86+0,05 11,23+0,02 4,67+0,09
212 3,32+0,01 7+,4+0,05 11,55+0,01 14,64+0,06 4,89+0,09 3,5+0,04
214 5,82+0,01 6,21+0,02 11,53+0,01 7,4+0,05 5,11+0,01 4,48+0,01
433 7,85+0,02 3,55+0,06 11,30+0,08 6,64+0,09 5,68+0,01 7,58+0,01
251 14,09+0,05 17,51+0,01 10,97+0,06 12,41+0,08 13,72+0,09 9,12+0,01
215 3,86+0,04 6,45+0,04 9,85+0,03 2,16+0,01 0,94+0,01 4,28+0,01
194 0,00+0,04 5,67+0,04 9,71+0,01 12,31+0,08 11,47+0,03 6,00+0,01
411 6,95+0,06 11,1+0,09 9,60+0,03 3,87+0,08 8,45+0,01 7,52+0,02
225 4,71+0,04 9,25+0,01 9,57+0,01 8,58+0,01 0,18+0,02 4,36+0,03
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202 3,98+0,05 6,5+0,01 9,55+0,01 0,91+0,01 3,15+0,02 3,67+0,01

502 3,75+0,06 8,79+0,02 9,17+0,06 7,03+0,01 5,86+0,08 3,97+0,02
104 3,03+0,03 5,05+0,02 9,05+0,03 7,74+0,05 1,97+0,01 0,48+0,02
501 3,62+0,07 7,13+0,01 8,80+0,02 5,42+0,07 6,94+0,03 0,51+0,02
211 5,69+0,05 6,5+0,04 8,59+0,01 1,96+0,02 5,83+0,04 1,67+0,01
201 3,35+0,05 6,99+0,03 8,57+0,05 3,02+0,08 3,17+0,01 5,91+0,01
442 5,57+0,01 8,4+0,03 8,52+0,01 5,26+0,03 5,35+0,04 1,59+0,03
271 14,74+0,02 19+0,06 8,48+0,03 12,51+0,06 13,28+0,07 1,58+0,01
224 3,43+0,08 6,21+0,06 8,35+0,04 3,71+0,01 3,81+0,03 5,72+0,03
204 3,07+0,05 5,17+0,01 8,34+0,02 3,13+0,01 1,89+0,07 5,4+0,01

504 5,08+0,05 7,8+0,05 8,30+0,05 7,48+0,07 5,48+0,06 2,33+0,03
505 5,52+0,04 8,27+0,08 8,22+0,01 6,52+0,01 4,01+0,01 3,57+0,08
229 5,24+0,04 9,72+0,02 8,14+0,02 1,06+0,02 4,31+0,02 4,94+0,01
503 4,21+0,03 6,56+0,01 7,47+0,04 7,1+0,01 5,06+0,05 2,33+£0,06
485 1,07+0,03 4,82+0,08 7,31+0,03 4,56+0,03 3,71+0,09 0,56+0,04
385 4,05+0,01 4,62+0,08 6,75+0,02 2,73+0,02 4,35+0,01 7,35+0,05
35 5,46+0,03 7,48+0,07 6,57+0,01 3,01+0,01 4,13+0,02 2,81+0,01
226 11,31+0,02 15,22+0,03 6,55+0,01 9,9+0,01 9,87+0,01 8,52+0,06
484 2,00£0,04 5,89+0,01 4,89+0,01 5,27+0,02 1,58+0,01 13,55+0,09
32 5,12+0,02 7,86+0,02 4,88+0,01 5,28+0,02 6,05+0,09 5,3+0,01

195 2,76+0,0 2,96+0,03 3,17+0,09 1,82+0,03 2,48+0,03 2,53+0,01

Capacidade de autoagregacdo em cepas de Lactobacillus superior as
encontradas no presente trabalho foram relatadas por Sabir et al. (2010), que avaliaram
cinco espécies de Lactobacillus spp isolados de kefir turco artesanal, L. acidophilus
Z1L, L. helveticus Z5L, L. casei Z7L, L. cremoris Z11S e L. lactis Z3S. Esses autores
verificaram que L. acidophilus Z1L apresentou a maior capacidade de autoagregacao,
com 88% apoés 4h de incubacdo em solucao salina tamponada e a cepa L. helveticus
Z5L com 35% como sendo o menor valor de autoagregacao. Por sua vez, Saran et al.
(2012), também trabalhando com cepas de L. acidophilus (NCDC 13 e NCDC 291),
observaram capacidade de autoagregacdo de apenas 19% apds 3 h de incubacéo,
utilizando meio mais rico nutricionalmente (caldo MRS) do que solugao salina.

As variagOes para a capacidade de autoagregacao em diferentes linhagens de
bactérias probioticas pode ser explicada por habilidades especificas da espécie ou
também individuo especificas (SCHREZENMEIR e VRESE, 2001). A grande variedade
de espécies, as caracteristicas de formacao e o habitat devem ser considerados para

39



comprovar determinadas caracteristicas probidticas em uma cepa ou em espécies
(WINE et al., 2009), sendo possivel que as diferencas na capacidade de adesdo de
Lactobacillus possam ser resultantes dessa especificidade (MACKENZIE et al., 2010).

Um dos fatores que influenciam a adesdo de BALs ao epitélio intestinal é a
capacidade de autoagregacao, mas a adeséo é dificil de mensurar, pois é um processo
afetado por multiplas variaveis, tanto por proteinas da superficie celular das bactérias,
guanto pelo crescimento e condi¢cdes ambientais (disponibilidade de nutrientes, pH, etc)
(DEL RE et al, 1998). A adesdo € dependente ndo sO da interacdo entre
autoagregacdo e propriedades fisico-quimicas (hidrofobicidade), como também de
mecanismos mais especificos envolvendo composicdo quimica intestinal e das
superficies das células microbianas (COLLADO et al., 2008; MARTINS et al., 2009;
MEIRA et al., 2012).

Para a capacidade de coagregacao, verificou-se maior média das cepas lacticas
com L. monocytogenes (7,02%) em relacdo aos demais patégenos testados, E. coli
(O157: NM 02-1840) (6,23%) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) (4,92%).

Do total de cepas avaliadas, 12 cepas de L. plantarum (282, 212, 285, 284, 231,
271, 251, 194, 227, 228, 192, 221) mostraram capacidade de coagregacao com Listeria
monocytogenes (ATCC 19111) acima de 10%, sendo a cepa 282 a que apresentou a
maior capacidade, com 15,2%. Por sua vez, a cepa de L. plantarum 202 apresentou a
menor capacidade de coagregacdo com esse patdégeno (0,91%).

Das 54 cepas de Lactobacillus testadas, sete cepas (285, 282, 251, 271, 284,
194 e 231) apresentaram capacidade de coagregacdo com Escherichia coli (O157: NM
02-1840) maior que 10%, sendo as cepas 285 e 282 as que apresentaram 0s maiores
valores (15,51 e 15,4%, respectivamente).

A capacidade coagregativa com Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) foi
superior a 10% em apenas duas cepas, 284 e 44, com 13,55% e 10,15%,
respectivamente.

Dias et al. (2013) também observaram maior capacidade coagregativa de L.
plantarum isolados de linguicas suinas com Listeria monocytogenes (34,7%) em
relacéo a E. coli (27,71%) e a Salmonella Typhi (25,07%).
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Em trabalho realizado por Peres et al. (2014), com cepas de L. paraplantarum e
L. plantarum isolados de olivas em Portugal, as capacidades de coagregacdo com
Listeria monocytogenes variaram de 10 e 20%, os quais sao valores proximos aos
encontrados no presente estudo.

Nikolic et al. (2010) avaliaram a capacidade de coagregacdo de L. casei, L.
paracasei e L. delbrueckii com Listeria innocua (ATCC 33090), E. coli (ATCC 25922) e
S. Typhimurium (TR25) e verificaram maior coagregacdo com E. coli ATCC2 5922 de
até 60% e menor com a S. Typhimurium (TR25) com 30%. No presente estudo também
foi verificada maior capacidade de coagregacdo com E. coli em relagdo a Salmonella.
Ekmekci et al. (2009) relataram capacidades de coagregacdo de cepas de
Lactobacillus com E. coli ATCC 11229 que variaram de 14% (L. crispatus O3) a 71%
(L. acidophilus S1) ap6s 4 h, enquanto Sabir et al. (2010) observaram capacidades que
variaram de 18% (L. casei Z7L) a 80% (L. acidophilus Z1L). Esses resultados
corroboram a afirmacao de que a capacidade de auto e de coagregacdo das bactérias
lacticas é uma caracteristica individual de cada cepa, ndo estando completamente

relacionada ao género ou a espécie.

3.3.5 Avaliacdo da capacidade de resisténcia ao baixo pH

Das 54 cepas de L. plantarum e L. pentosus, 51 mostraram resisténcia ao pH
3,0 durante 4 h de exposicdo in vitro. Essa resisténcia foi definida como o aumento,
manutencao ou reducdo na contagem celular em até 1,0 log UFC/ mL em relacédo ao
meio controle (pH 5,0). Dessas, 13 cepas (24,07%) apresentaram capacidade de
multiplicacdo, com aumento no numero de células viaveis nessas condigdes,
demonstrando adaptacdo ao baixo pH (Tabela 7). Ainda no que se refere ao pH 3,0, a
menor frequéncia de sobrevivéncia foi de 50% (cepa 271) e a maior de 104,97% (cepa
227), sendo que 32 cepas (59,25%) apresentaram essa propor¢ao superior a 97%.

Esses resultados foram superiores aos encontrados por Sabir et al. (2010), que
verificaram o valor de 96% como a maior frequéncia de sobrevivéncia em pH 3,5 em
cepas de L. acidophilus Z1L, L. helveticus Z5L, L. casei Z7L, Pediococcus dextrinicus

ZN1P, P. acidilactici ZN10P, P. pentosaceus ZN13P, Lactococcus cremoris Z11S e L.
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lactis Z3S. Nur e Aslim (2010) também encontraram menores frequéncias de
sobrevivéncias (76% a 92%) em cepas de Pediococcus isoladas de salames na
Turquia. Cepas de L. plantarum e L. pentosus testadas por Klingberg et al. (2005)
também mostraram resisténcia ao pH 2,5.

A tolerancia a valores baixos de pH e sais biliares é vital para que as bactérias
possam ser consideradas probiodticas (HAVENAAR et al., 1992; RAMIREZ-CHAVARIN
et al., 2013). As cepas candidatas a probioticos devem apresentar sobrevivéncia in vitro
em condi¢des de pH 3,0, por um periodo de incubacdo de 3 h, uma vez que simula o
tempo de permanéncia do alimento no estdmago, para provar sua resisténcia a
passagem estomacal (LIONG et al., 2005; SAHADEVA et al., 2011).

No que se refere ao pH 4, a maior frequéncia de sobrevivéncia foi de 111,71%
para a cepa 229 e a menor, de 75,27% para a cepa 35. Ramirez-Chavarin et al. (2013)

também relataram alta proporcéo em L. plantarum apos 4h de incubacao em pH 4,0.

Tabela 7. Avaliagdo da capacidade de resisténcia de cepas de L. plantarum e L. pentosus aos valores de

pH 3,0 e 4,0 (média + desvio padrdo), apds 4 h de incubagéo.

pH 3,0 pH 4,0
Cepas Alteracdo da Alteracdo da
contagem Frequéncia de contagem Frequéncia de
log celular Sobrevivéncia log celular Sobrevivéncia
UFC/ mL * log ** % UFC/ mL * log ** %
227 7,61+0,23 0,36 104,97 7,22+,06 -0,03 99,59
364 7,45+0,05 0,32 104,49 6,86+0,02 -0,27 96,21
385 7,3%0,06 0,22 103,11 7,36%0,59 0,28 103,95
226 7,75%£0,0 0,23 103,06 7,24+0,28 -0,28 96,28
201 7,41+0,57 0,21 102,92 7,080 -0,12 98,33
229 7,74+0,53 0,18 102,48 8,11+0,0 0,85 111,71
175 6,71+0,1 0,07 101,05 6,6+0,17 -0,04 99,40
225 7,04+0,2 0,04 100,57 7,64+0,12 0,64 109,14
224 6,68+0,11 0,03 100,45 6,67+0,1 0,02 100,30
102 7,01+0,2 0,02 100,29 6,81+0,15 -0,18 97,42
221 7,16+0,23 0,02 100,28 7,33+0,41 0,19 102,66
503 7,6+0,04 0,01 100,13 7,55+0,01 -0,04 99,47
502 7,64+0,06 0,01 100,13 7,58+0,03 -0,05 99,34
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505
343
504
228
433
442
323
212
211
22
231
411
342
194
103
32
484
293
284
131
485
192
61
285
204
341
213
251
282
214
123
283
104
501

7,58+0,02
6,95+0,06
6,89+0,15
7,35+0,10
7,83+0,45
7,04+0,1

7,33+0,07
7,74+0,01
7,36+0,05
7,64+0,27
7,35+0,16
6,99+0,02
7,57+0,05
7,22+0,02
7,04+0,0

7,53+0,17
6,57+0,05
7,99+0,0

7,5+0,02

7,02+0,03
7,49+0,02
7,12+0,12
6,71+0,01
7,19+0,02
7,19+0,02
7,48+0,0

6,96+0,04
6,67+0,18
7,11+0,05
6,92+0,06
7,32+0,03
6,89+0,07
7,2+0,04

7,34+0,06

-0,02
-0,04
-0,04
-0,06
-0,08
-0,08
-0,09
-0,12
-0,13
-0,14
-014
-0,15
-0,15
-0,15
-0,15
-0,17
-0,19
-0,21
-0,22
-0,26
-0,27
-0,27
-0,27
-0,33
-0,35
-0,36
-0,37
-0,37
-0,41
-0,43
-0,44
-0,44
-0,46
-0,49

99,74
99,43
99,42
99,19
98,99
98,88
98,79
98,47
98,26
98,20
98,13
98,59
98,06
97,96
97,91
97,79
97,19
97,44
97,15
96,43
96,52
96,35
96,27
95,61
95,36
95,41
94,95
94,74
94,55
94,15
94,33
94,00
93,99
93,74

7,37+0,01
6,86+0,07
7,13+0,18
7,58+0,17
7,91+0,28
6,82+0,12
7,18+0,0
7,84+0,01
7,35+0,07
7,63%0,24
7,49+0,02
6,3+0,0
7,55+0,04
7,18+0,04
7,29+0,08
7,58+0,04
6,72+0,03
8,15+0,0
7,53+0,0
7,08+0,05
7,57+0,05
7,2+0,04
7,48+0,67
7,4+0,02
7,23+0,04
7,67+0,0
7,13+0,02
6,82+0,06
7,31+0,32
7,13+0,07
7,57+0,02
6,99+0,07
7,36+0,05
7,32+0,0

-0,23
-0,13
0,20
0,17

-0,3
-0,24
-0,02
-0,14
-0,15

-0,79
-0,17
-0,19
0,10
-0,12
-0,04
-0,05
-0,19
-0,20
-0,19
-0,19
0,40
-0,12
-0,31
-0,17
-0,20
-0,22
-0,21
-0,22
-0,19
-0,34
-0,30
-0,51

96,97
98,14
102,89
102,29
100,00
95,79
96,77
99,75
98,13
98,07
100,00
88,86
97,80
97,42
101,39
98,44
99,41
99,39
97,54
97,25
97,55
97,43
107,32
98,40
95,89
97,83
97,27
96,88
97,21
97,01
97,55
95,36
96,08
93,49
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195 6,75+0,13 -0,54 92,59 7,06+0,16 -0,23 96,84

202 6,5+0,34 -0,54 92,33 6,54+0,1 -0,50 92,90
215 7,41+0,04 -0,66 91,82 7,47+0,03 -0,60 92,57
44 5,78+0,0 -0,97 85,63 6,79+0,0 0,04 100,59
35 5,54+0,0 -1,82 75,27 5,54+0,0 -1,82 75,27
53 5+0,0 -2,08 70,62 7,23+0,12 0,15 102,12
271 7,73+0,12 -3,86 50,06 7,44+0,07 -0,29 96,25

* Contagem celular apés 4h de incubacgdo a 37 °C, ** redugdo da contagem celular em relagdo a contagem celular
em pH 5,0

3.3.6 Avaliagdo da capacidade de resisténcia aos sais biliares

Segundo Papamanoli et al. (2003), as cepas de Lactobacillus séo consideradas
tolerantes aos sais biliares quando uma populacéo de 6-7 log UFC/mL é reduzida para
=5 log UFC/mL apéds quatro horas de exposigéo.

Considerando a reducéao de até 1 log UFC/mL na contagem celular em presenca
de sais biliares como tolerancia a esses sais, das 54 cepas de Lactobacillus testadas,
37 cepas (68,51%) mostraram tolerancia a concentracédo de 0,3% de sais biliares.

Desse total, trés cepas (5,55%) frequéncia de sobrevivéncia acima de 100%
(cepas 271, 212 e 505) em meio contendo 0,3% de sais biliares, indicando que séo
capazes de crescer nessa concentracdo de sais biliares, com aumento de até 0,66 log
UFC/mL em comparacgao ao meio controle (0% de sais biliares). A menor frequéncia de
sobrevivéncia foi apresentada pela cepa 35 com 66,49%, com reducdo de 2,52 log
UFC/mL em comparacéo ao meio controle (0% de sais biliares).

Com relagé@o a concentracéo de 0,15% de sais biliares, 22 cepas apresentaram
frequéncia de sobrevivéncia superior a 97% e somente 2 cepas apresentaram reducao
superior a 1,0 log UFC/mL em comparacao ao meio controle (0% de sais biliares). Seis
cepas (504, 505, 231, 175, 213 e 484) foram capazes de aumentar a contagem celular
nessa concentracdo de sais biliares, com frequéncia de sobrevivéncia de até 105,31%.

Algumas espécies de Lactobacillus sdo capazes de sobreviver a altas
concentracfes de sais biliares e podem, portanto, adaptar-se as condi¢cdes do trato

gastrintestinal e tornar-se ativa trazendo beneficios ao hospedeiro. A concentragéo de
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0,3% de sais biliares é considerada padrdo para averiguar a resisténcia de bactérias
candidatas a probioticos, pois essa € a concentracdo normalmente encontrada durante
0 processo digestivo humano (RAMIREZ-CHAVARIN et al., 2013).

Nur e Aslim (2010) verificaram menor frequéncia de sobrevivéncia na presenca
de sais biliares, com valores de 17 a 78% na concentracdo de 0,15% de sais biliares e
de 6 a 65% na concentracdo de 0,3% de sais biliares em BAL isoladas de salame
turco. Por sua vez, Mufioz-Quezada et al. (2013) verificaram frequéncia de
sobrevivéncia em 0,3% de sais biliares variando de 57,8 a 114,7% para cepas de
Lactobacillus e Bifidobacterium, comerciais e isoladas de ambiente intestinal humano.

Klingberg et al. (2005) verificaram que de 27 cepas de BALs isoladas de
embutidos fermentados, 86% foram capazes de sobreviver ao tratamento biliar a 0,3%
de sais biliares ap6s 4 horas de incubacéo e apenas a cepa de L. plantarum conseguiu

crescer nessas condicoes.
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Tabela 8. Resisténcia de cepas de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus pentosus as concentragoes

de 0,15% e 0,3% de sais biliares (média + desvio padréo), apés 4 h de incubacao

0,15% 0,30%

Alteracdo da A ~ N

Copss oo comagem  EMeTORGE g o Awsiods Freaenca e
log ** % log ** %
271 6,43+0,04 -0,31 95,40 7,4+0,31 0,66 109,79
212 7,06+0,02 -0,74 90,51 7,89+0,06 0,09 101,15
505 7,580 0,38 105,28 7,24+0,05 0,04 100,56
231 7,65+0,10 0,37 105,08 7,21+0,09 -0,07 99,04
213 7+0,0 0,11 101,60 6,8+0,14 -0,09 98,69
484 6,62+0,11 0,03 100,46 6,5+0,14 -0,09 98,63
433 7,74+0,18 -0,30 96,27 7,81+0,26 -0,23 97,14
215 7,24+0,01 -0,18 97,57 7,18+0,04 -0,24 96,77
204 6,93+0,08 -0,18 97,47 6,86+0,01 -0,25 96,48
293 8,28+0 -0,08 99,04 8,04+0,0 -0,26 96,17
504 6,94+0,01 0,35 105,31 6,3+0,13 -0,29 95,60
251 7,02+0,02 -0,18 97,50 6,86+0,01 -0,34 95,28
343 6,91+0,05 -0,29 95,97 6,79+0,01 -0,41 94,31
342 7,68+0,05 -0,19 97,59 7,42+0,01 -0,45 94,28
485 7,6%0,0 -0,08 98,96 7,23+0,03 -0,45 94,14
221 7,2+0,11 -0,35 95,36 7,09+0,07 -0,46 93,91
195 7,23+0,32 -0,08 98,91 6,86+0,01 -0,45 93,84
411 7,13+0,06 -0,21 97,14 6,83+0,10 -0,51 93,05
225 7,11+0,09 -0,22 97,00 6,82+0,06 -0,51 93,04
503 7,79+0,11 -0,14 98,23 7,35+0,09 -0,58 92,69
201 7,45+0,02 -0,06 99,20 6,96+0,1 -0,55 92,68
192 6,94+0,08 -0,46 93,78 6,84+0,03 -0,56 92,43
211 7,24+0,05 -0,55 92,94 7,13+0,06 -0,66 91,53
22 7,28+0,23 -0,33 95,66 6,95+0,07 -0,66 91,33
175 7,41+0,57 0,19 102,63 6,58+0,04 -0,64 91,14
501 7,82+0,07 -0,03 99,62 7,15+0,04 -0,7 91,08
442 7,74+0,0 -0,37 95,44 7,38+0,0 -0,73 91,00
502 7,65%0,0 -0,23 97,08 7,17+0,08 -0,71 90,99
104 7,57+0,21 -0,58 92,88 7,40%0,1 -0,75 90,80
341 7,07+0,1 -0,30 95,93 6,67+0,04 -0,70 90,50
214 7,97+0,0 -0,18 97,79 7,37+0,06 -0,78 90,43
385 7,36+0,29 -0,45 94,24 7,04+0,0 -0,77 90,14
227 7,4+0,23 -0,43 94,51 7,05+0,09 -0,78 90,04
224 6,82+0,07 -0,14 97,99 6,25+0,06 -0,71 89,80
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61 7,07+0,1 -0,69 91,11 6,91+0,06 -0,85 89,05

284 7,74+0,05 -0,37 95,44 7,13+0,06 -0,98 87,92
131 7,08+0,13 -0,49 93,53 6,65+0,17 -0,92 87,85
282 7,35+0,66 -0,26 96,58 6,59+0,58 -1,02 86,60
229 7,35+0,01 -1,18 86,17 7,360,05 -1,17 86,28
283 7,63+0,0 -0,26 96,70 6,73+0,01 -1,16 85,30
228 7,06+0,08 -0,85 89,25 6,72+0,02 -1,19 84,96
44 6,74+0,05 -0,40 94,40 6,06+0,08 -1,08 84,87
323 7,28+0,19 -0,39 94,92 6,44+0,29 -1,23 83,96
123 8,20+0,0 -0,03 99,64 6,89+0,11 -1,34 83,72
103 7,13+0,18 -0,27 96,35 6,16+0,02 -1,24 83,24
53 7,16+0,02 -0,53 93,11 6,40+0,0 -1,29 83,22
194 7,74+0,0 -0,49 94,05 6,74+0,09 -1,49 81,90
364 7,0+0,1,0 -0,41 94,47 5,98+0,0 -1,43 80,70
285 7,41+0,12 -0,99 88,21 6,71+0,14 -1,69 79,88
32 6,82+0,08 -1,50 81,75 6,5+0,21 -1,72 79,08
202 6,79+0,07 -0,29 95,90 5,51+0,26 -1,57 77,82
102 6,88+0,05 -0,58 92,23 5,30+0,0 -2,16 71,05
226 7,150,15 -0,26 96,49 5,09+0,43 -2,32 68,69
35 7,41+0,07 -0,11 98,54 5,00+0,0 -2,52 66,49

* Contagem celular apés 4h de incubagdo a 37 °C, ** redugdo da contagem celular em relagdo a contagem celular
em meio ausente de sais biliares

Apbs a obtencao dos resultados para cada critério de selecé@o de probidticos, 0s
resultados foram sintetizados em tabela (Tabela 9) de forma a expor um panorama
geral das caracteristicas de cada cepa e faciltar a selecdo das cepas que
apresentaram o0 maior ndmero de caracteristicas associadas aos probioticos. Os
resultados obtidos para resisténcia microbiana, fermentacdo de prebidticos, resisténcia
ao pH 3,0 e a concentracao de 0,30% de sais biliares foram expressos como positivos

(+) ou negativos (-) e os resultados de agregagcao em porcentagem (%).
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Tabela 9. Resisténcia microbiana, capacidade de fermentagdo de prebioticos (24 h), resisténcia aos sais
biliares e ao pH 3,0 (4 h) e capacidade de agregacdo em cepas de Lactobacillus sp

Cepas Resisténcia Prebiéticos (24 h) Resisténcia (4 h) Agregacédo % (4h)
Amp Erm Tet Inu. Oligo. bile 0,3% pH 3,0 Autoag. Coag.
L. pl 22 - - - + + + + 3,15 4,62
L. pe 32 - - - + + - + 5,12 5,54
L. pl 35 - + - + + - - 5,46 3,31
L. pl44 - - + + + - + 11,45 9,16
L. pl 53 - - + + + - - 7,73 5,66
L. pl 61 - - - + + + + 5,39 4,20
L. pl 102 - - - + + - + 6,05 3,45
L. pl 103 - - - + - - + 5,38 3,64
L. pl 104 - - - + + + 3,03 3,39
L. pe 123 - - + + - - + 9,50 7,56
L. pl 131 - - + - + + 7,84 6,37
L. pl 175 - - - + + + + 3,99 4,77
L. pl 192 - - - + + + + 6,12 8,68
L. pl 194 - + - + + - + 0,00 9,92
L. pl 195 - - - + + + + 2,76 2,27
L. pe 201 - + + + + + + 3,35 4,03
L. pl 202 - + + + + - + 3,98 2,57
L. pl 204 - - + + + + + 3,07 3,47
L. pl 211 - + - + + + + 5,69 3,15
L. pl 212 - - + + - + + 3,32 7,67
L. pl 213 - - - - + + 6,20 3,85
L. pl 214 - - + - - + + 5,82 5,66
L. pl 215 - - - + - + + 3,86 2,46
L. pl 221 - - - + + + + 8,75 5,43
L. pl 224 - - - + + + + 3,43 4,41
L. pl 225 - - + + + + + 4,71 4,37
L. pl 226 - - + + + - + 11,31 9,43
L. pl 227 - + + + + + 14,24 9,60
L. pl 228 - - + + + - + 14,75 11,03
L. pl 229 + - + + - - + 5,24 3,43
L. pl 231 + - + + + + + 14,42 9,58
L. pl 251 - - + - - + + 14,09 11,75
L. pl 271 - + + + + + - 14,74 9,12
L. pl 282 - - + + - - + 16,11 12,26
L. pl 283 - - + + - - + 12,45 7,38
L. pl 284 - - - + + + 12,76 13,23
L. pl 285 - - - + - - + 12,53 9,58
L. pl 293 - + + + - + + 5,13 2,45
L. pl 323 - - - + + - + 7,39 6,27
L. pl 341 - - - + + + + 9,54 7,87
L. pl 342 - + - + - + + 7,73 6,14
L. pl 343 - - - + - + + 11,45 491
L. pl 364 - - - + + - + 6,14 4,69
L. pl 385 - + - + + + + 4,05 4,81
L. pl 411 - - - + + + + 6,95 6,61
L. pl 433 - - - + + + + 7,85 6,63
L. pl 442 - - - + - + + 5,57 4,06
L. pl 484 - + - + - + + 2,00 6,80
L. pl 485 + - + + + + + 1,07 2,94
L. pl 501 - + - + + + + 3,62 4,29
L. pl 502 + + + + + + + 3,75 5,62
L. pl 503 - + + + + + + 4,21 4,83
L. pl 504 - + + + + + + 5,08 5,09
L. pl 505 - + + + - + + 5,562 4,70
L. pl: Lactobacillus plantarum. L. pe: Lactobacillus pentosus. Amp: ampicilina. Erm: eritromicina. Tet:

tetraciclina. Inu: inulina. Autoag.: autoagregacdo. Coag.: coagregacao.
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3.4 CONCLUSAO

A determinacédo da resisténcia microbiana fenotipica a ampicilina, eritromicina e
tetraciclina nao foi observada nas cepas 22, 32, 61, 102, 103, 104, 131, 175, 192, 195,
213, 215, 221, 224, 284, 285, 323, 341, 343, 364, 411, 433 e 442 indicando a
susceptibilidade a esses antibioticos testados. A maior frequéncia de resisténcia
fenotipica nas cepas de Lactobacillus foi para a tetraciclina, contudo nao foi observada
a presenca de genes de resisténcia para esse antibidtico ou para ampicilina e
eritromicina nas cepas avaliadas.

Das 54 cepas analisadas, 9 obtiveram o melhor desempenho na presenca do
carboidrato inulina quando comparadas com os carboidratos controle (glicose e
sacarose), sendo identificadas como cepas 22, 32, 44, 61, 103, 204, 229, 271 e 485. As
cepas 32 e 271 também demonstraram maior crescimento na presenca de oligofrutose
em comparacao aos carboidratos controle.

As cepas 44, 341, 123, 131, 342, 53, 192, 283, 343 realizaram autoagregacao
maior do que 20% apds 24 horas de incubacdo. Com relacdo a coagregacdo 0s
melhores resultados foram encontrados quando as bactérias lacticas foram incubadas
juntamente com a L. monocytogenes, com 12 cepas (282, 212, 285, 284, 231, 271,
251, 194, 227, 282, 192 e 221) com capacidade de coagregacdo maior do que 10%. Ja
a coagregacdo entre bactérias lacticas probibticas, E. coli e S. typhimurium os
melhores resultados foram com sete (285, 282, 251, 271, 284, 194, 231) e duas cepas
(284 e 44) respectivamente.

Das 54 cepas de L. plantarum e L. pentosus, 51 mostraram resisténcia ao pH 3,0
durante 4 h de exposicdo in vitro. A menor taxa de sobrevivéncia em relacdo a
contagem inicial foi de 50% (cepa 271) e a maior de 104,97% (cepa 227), sendo que 32
cepas (59,25%) apresentaram taxa superior a 97%.

Com relacdo a resisténcia aos sais biliares, 37 cepas (68,51%) mostraram
tolerancia a concentracdo de 0,3% de sais biliares. Desse total, trés cepas (5,55%)
apresentaram aumento da contagem celular (cepas 271, 212 e 505) ap6s 4 h em meio

contendo 0,3% de sais biliares.
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Partindo-se da susceptibilidade aos antibiéticos e da resisténcia aos sais biliares
e ao pH 3,0 como critérios prioritarios para a selecdo de probidticos cinco cepas de
Lactobacillus plantarum 131, 192, 341, 343 e 442 foram identificadas como potenciais
probidticas. Dessas, as cepas 131, 192 e 341 também apresentam alta capacidade de
autoagregacao, a cepa 442 apresentou alta capacidade de crescer na presenca de
inulina e a cepa 343 apresentou resultados satisfatorios em ambas as determinacdes
citadas anteriormente. Dessa forma, a cepa 343 poderia ser indicada como a de maior
potencial probiotico entre as cepas de Lactobacillus testadas.

Estudos futuros de avaliacdo da capacidade tecnolégica das cepas, que incluem
testes de sensibilidade aos sais de cura (NaCl e NO2), de acidificacdo e
posteriormente, a avaliacdo da viabilidade das cepas e do impacto sensorial de sua
adicdo nos embutidos devem ser realizados para o uso dessas cepas como starter em

produtos carneos fermentados probidticos.
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