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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos que integram o grupo dos probidticos incluem as
bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium e
Enterococcus, que apresentam como principal caracteristica a producéo de acido
latico (BRASIL, 2002).

As bactérias acido lacticas (BAL) apresentam caracteristicas morfoldgicas,
metabdlicas e fisioldgicas similares. Ao serem empregadas na preparacao de
alimentos, esses micro-organismos proporcionam a reducéo do pH pelo consumo
de carboidratos e producdo de acidos, 0 que consequentemente, aumenta o
tempo de conservacdo do alimento, pois inibe a proliferacdo de micro-organismos
deteriorantes e patogénicos (PFEILER; KLAENHAMMER, 2007). Presentes em
uma grande variedade de alimentos, como leites e seus derivados, as BAL
sobrevivem e multiplicam-se devido a disponibilidade de nutrientes que permitem
manter o metabolismo dessas bactérias.

Os mecanismos de acao dos probioticos incluem fatores que aprimoram as
defesas naturais do organismo, como a alteracdo da microbiota intestinal,
fortalecimento e modificacdo da barreira intestinal, producdo de compostos com
atividades microbianas, inibicdo da adesdo de patégenos e modulacdo da
resposta imune. Apesar de pesquisas sinalizarem que a estimulacdo do sistema
imune por probioticos pode ocorrer envolvendo a imunidade inata e adquirida e
suas associacdes, 0os mecanismos de acdo ainda nao estdo completamente
esclarecidos (GODDEN, 2009).

Entre os lacteos, o colostro bovino, considerado a primeira secrecao lactea
por ocasido do parto, € expelido durante os primeiros sete dias pos-parto e tem
como funcdo a alimentacdo do bovino recém-nascido, pois fornece além da
nutricdo adequada, protecédo imunoldgica (GODDEN, 2009).

Em virtude do excesso produzido e visando a conservacdo por periodos
mais longos, SAALFELD (2008) desenvolveu a silagem de colostro bovino.
Produzida a partir da fermentacao do colostro pela microbiota natural do alimento,
durante o periodo de 21 dias, o processo de silagem permite seu armazenamento
prolongado, mantendo as caracteristicas fisicas e quimicas encontradas no
colostro in natura. Em estudo realizado por SAALFELD et al (2013), foi
identificada a presenca do género Lactobacillus spp. na silagem de colostro
bovino, porém nao ha pesquisas relatando o potencial probiotico desses isolados.

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade probidtica do
Lactobacillus casei 049 isolado a partir da silagem de colostro bovino.
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2. METODOLOGIA

L. casei 049, oriundo da silagem de colostro bovino, foi cedido da colecéo
de culturas do Laboratério de Microbiologia e Micologia da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel). O isolado foi cultivado em agar Man, Rogosa and Sharpe
(MRS), em anaerobiose/, 48 horas/ 37 °C. Para avaliar a capacidade probidtica do
isolado realizaram-se 0s seguintes testes in vitro:tolerancia aos &acidos e
diferentes concentracbes de sais biliares eavaliacdo da atividade antagonista
frente a patégenos.

Sobrevivéncia a condicdes acidas e sais biliares

O teste de sobrevivéncia do isolado foi avaliada em caldo MRS (pH 6,5)
ajustado a pH 2 e 2,5 com &cido cloridrico (HCIl) concentrado e a pH 2,5
acrescidos de pepsina (3mg/mL). A avaliagdo da tolerancia bacteriana aos sais
biliares foi realizada em caldo MRS suplementado com bile bovina a 0,3% e 1,0%.
Culturas de 24 horas do L. casei, com concentracdo final entre 10° e 10 UFC/mL"
1, foram inoculadas nos caldos e incubados a 37°C/4 horas.

A sobrevivéncia sob diferentes condi¢Oes foi avaliada pela contagem de
unidades formadoras de colbnias (UFC), com limite de deteccdo de 1,7 log
UFC/mL'. Ambas as avaliag6es seguiram o protocolo de PERELMUTER et al.
(2008). Os resultados para os testes, foram avaliados pela contagem das células
viaveis no tempo inicial e apés 4 horas de incubacédo a 37°C.

A avaliacdo da sobrevivéncia seguiu o0s parametros descritos por
CHARTERIS et al. (1997) que considera micro-organismo tolerante ao teste de
sobrevivéncia a simulacdo gastrica (resisténcia as condi¢cbes acidas), aquele que
diminui, no maximo, em 30% a sua concentracdo celular e, para o ensaio de
sobrevivéncia ao transito intestinal (resisténcia aos sais biliares), aquele que
apresenta uma reducéo de até 1,5 log da sua contagem inicial.

Determinacéo da atividade antagonista frente a micro-organismos patogénicos

A atividade antagonista foi realizada frente a linhagens de referéncia de
Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 8739 ) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028). Para os
testes, L. casei 049 foi cultivado em caldo MRS a 37°C por 18 — 24horas, em
anaerobiose.

O teste de antagonismo e a leitura dos halos de inibicdo foram realizados
de acordo com o teste da gota (spot on-the-lawn) proposto por FLEMING et al.
(1975). Como controles positivo e negativo foram utilizados Lactococcus lactis
subsp. lactis Dy 13 e agua destilada esterilizada, respectivamente. Aliquotas de 2
pL do cultivo em caldo MRS foram inoculadas na superficie de placas contendo
agar MRS e incubadas em jarras de anaerobiose a 37°C/24horas. As
concentracbes dos inoculos dos patégenos foram ajustadas na escala 3 de
McFarland (9.108UFC/mL). Posteriormente, foram diluidas até a concentragdo
de 10° UFC/mL? e entdo foram inoculadas em agar BHI (Brain Heart Infusion)
semi-sélido, o qual foi adicionado na superficie do agar MRS como uma
sobrecamada. Para finalizar a técnica, as placas foram incubadas a 36°C/24h.

A atividade antagonista foi avaliada pela formacgéo de halos inibitorios ao
redor da coldnia de cada isolado. O diametro dos halos foi medido com o auxilio
de paquimetro digital 200 MM-8", sendo a medida de inibicdo calculada pela
diferenca entre os diametros do halo de inibicdo frente ao patdgeno menos o
diametro do crescimento do isolado testado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As BAL sao utilizadas ha muito tempo em alimentos como uma forma de
conservacao natural. Através de seu metabolismo transformam os carboidratos
em acido latico. Porém, outros peptideos antimicrobianos sdo produzidos por
BAL. Estas substancias sdo responsaveis por inibir diversos micro-organismos
deteriorantes e patogénicos. A pesquisa por BAL advinda da silagem de colostro
bovino, que produzam substéncias potencialmente antimicrobianas é de
fundamental importancia para aplicacdo, viabilidade e eficacia da técnica de
fermentacdo anaerdbica do colostro.

Cerca de 2,5 litros de suco gastrico com pH de aproximadamente 2,0 &
secretado diariamente no estdmago, 0 que causa a destruicdo de muitos micro-
organismos, ja que a maioria é sensivel a valores de pH abaixo de 3,0.
Normalmente, os alimentos permanecem no estdmago entre 2 a 4 horas,
entretanto, a digestdo de liquidos no estbmago € mais rapida que a dos sélidos,
levando apenas 20 minutos. Neste sentido, a resisténcia ao transito géstrico
humano € um importante critério de selecdo para micro-organismos probidticos
(REINHEIMER, 2003; HUANG; ADAMS, 2004;).

O isolado de L. casei 049 apresentou sobrevivéncia superior a 70% e
reducao inferior a 1,5 log em relacdo a populacao inicial quando submetidos a
condicbes adversas de pH (2,0; 2,5; 2,5 + pepsina) e sais biliares (0,3% e 1%) o
gue vem de encontro com outros estudos, nos quais linhagens de Lactobacillus
foram capazes de reter sua viabilidade a valores de pH entre 20 e 25
(HWANHLEM et al., 2010; MEIRA, et al., 2012). A sobrevivéncia do isolado frente
as condicles testadas € fundamental, visto que o suco gastrico secretado pelo
estbmago € capaz de inviabilizar diversos micro-organismos, bem como 0s sais
biliares podem alterar a estrutura das memebranas celulares, sendo toxicos para
as ceélulas bacterianas (OH e JUNG, 2015).

O isolado, quando submetido ao teste de antagonismo, demonstrou
atividade antimicrobiana frente a todos os patdgenos testados, apresentando
halos de inibicdo de 15.5, 18, 19 e 23.5 frente a S. aureus, L. monocytogenes, E.
coli e S. Typhimurium, respectivamente.

NERO et al. (2008) verificaram o potencial antagbnico de 360 colbnias de
BAL isoladas de leite cru e observaram que as bacterias mostraram atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes e Salmonella Enteretidis. Os autores
sugerem que alimentos com altas populagdes microbianas nativas interferem
diretamente no crescimento e desenvolvimento de patégenos. MEIRA et al.
(2010) avaliaram seis isolados de BAL obtidos de leite e queijo e evidenciaram
atividade antagonista contra L. monocytogenes, E. coli, S. aureus, Bacillus
cereus, S. Enteritidis, S. Typhimurium.

Os resultados encontrados no presente estudo s&o importantes, visto que o
isolado apresentou atividade antagonista contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sugerindo potencial contra patdégenos entéricos, como 0S que
responsaveis por desencadearem gastroenterites (UYMAZ et al., 2009).

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que o isolado L. casei 049 apresenta caracteristicas
probidticas in vitro, quando submetido aos testes de sobrevivéncia a condiges
acidas e sais biliares, bem como apresentou atividade antagonista frente a
patbgenos. Todavia, outros testes sdo necessarios para comprovar a atividade
probiotica deste micro-organismo. A partir dos resultados preliminares obtidos
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tém-se como perspectivas seguir investigando e difundindo a utilizacdo da
silagem de colostro bovino.
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