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1. INTRODUCAO

A Organizagdao Mundial de Saude (OMS) define probiéticos como “micro-
organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a saude do individuo” (FAO/WHO, 2001). A
quantidade minima viavel para que um alimento seja considerado probiético deve
estar em uma faixa diaria de 10® a 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
no produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante. Valores
menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia
(ANVISA, 2008).

Os principais beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de
culturas probitdticas podem ser resumidos em: controle e estabilizagdo da
microbiota intestinal ap6s o uso de antibidticos; promocdo da resisténcia
gastrointestinal a colonizacdo por patdgenos; diminuicdo da populacdo de
patdgenos por meio da producdo de acidos acéticos e latico; promocao da
digestdo da lactose em individuos intolerantes a lactose; estimulagdo do sistema
imune; alivio da constipacdo; aumento da absorcdo de minerais e producdo de
vitaminas (SAAD, 2006; BADARO et al., 2008). A viabilidade do probi6tico no
alimento depende de fatores como temperatura de estocagem, nivel de oxigénio,
pH, atividade de &gua, presenca de inibidores e micro-organismos competitivos
(GRANATO et al., 2010).

As bactérias probidticas oriundas de alimentos devem primeiramente
sobreviver durante a passagem ao trato gastrointestinal, para entdo, persistirem
no intestino e promover efeitos benéficos ao hospedeiro. Desta forma, o
isolamento e caracterizacdo probidtica torna-se relevante, pois sabe-se que nem
todos os micro-organismos contidos em um determinado alimento possuem
potencial probidtico. Assim, este estudo teve por objetivo analisar a capacidade
probidtica de isolados de bactérias acido-lacticas oriundos de produtos derivados
lacteos como kefir e alimentos lacteos como, ricota e queijo minas frescal.

2. METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Microbiologia e
Nutrifisiogendmica da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), localizados na
cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. Utilizou-se neste estudo cinco
micro-organismos isolados de produtos como kefir (K1 e k2), ricota (R1) e queijo
minas frescal (F3 e F4). Estes micro-organismos estdo mantidos em cultura
estoque a -18°C no Laboratério de Nutrifisiogendmica da UFPEL.
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A resisténcia dos isolados sob diferentes condicfes acidas foi avaliada em
caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) (pH6,5) usados como controle e os tratamentos
ajustados a pH 2, 3 e 4 com acido cloridrico (HCL) concentrado.

A avaliagdo da tolerancia aos sais biliares foi realizada em caldo MRS
suplementado com uma mistura de colato de sodio e deoxicolato de sodio na
proporcao de 1:1 atingindo concentragdes finais de 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1% (m/v).
Culturas de 24h com concentracdo final entre 10° e 10’ UFCmL™® foram
inoculadas nos tratamentos e incubadas a 35°C por 4h, juntamente com controles
em pH6,5 e sem adicéo de sais biliares. A sobrevivéncia sob diferentes condicdes
foi avaliada por contagem em placas com limite de deteccéo de 1,7 log UF mL™.
Ambas as avaliacdes seguiram o protocolo de Perelmuter et al. (2008).

A avaliacédo de tolerancia ao transito gastrointestinal superior foi realizada
conforme HUANG e ADAMS (2004). As células bacterianas com 24h de
incubacdo foram separadas por centrifugacdo (12.000 xg por 5min a 4°C),
lavadas duas vezes com tampéo fosfato e ressuspendidas em solucédo salina a
0,5%. Uma aliquota de 0,2% da suspensao celular foi ministrada a 0,3mL de
solucéo salina e 1,0mL de sucos gastrico ou intestinal simulados e incubados a
36°C. A contagem de células viaveis foi realizada no tempo inicial (Oh) e nos
tempos de 2h e 4h para a tolerancia gastrica e tolerancia ao transito no intestino
delgado. O suco géstrico simulado consistiu em pepsina (3mg/mL) e pH2 com ou
sem a adicdo de leite; enquanto o suco intestinal simulado foi composto por
pancreatina (1mg/mL), pH8 com ou sem adi¢ao de 0,5% de sais biliares. O efeito
da presenca de um alimento na sobrevivéncia durante o transito gastrico em pH2
foi avaliado da mesma forma, porém, substituindo a solugdo salina por 0,3mL de
leite integral reconstituido a 10% (m/v).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias acido lacticas isoladas no presente estudo foram identificadas
molecularmente por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA e depositadas
no GenBank como: Lactococcus lactis subsp. lactis (KF879126); Lactococcus
lactis (KF879126); Streptococcus parauberis (NR_043001); Lactococcus lactis
subsp. lactis (KF879126) e Lactococcus lactis subsp. cremoris (KJ531392).

A analise de tolerancia aos &cidos, constatou-se que o isolado R1 obteve
crescimento somente nos tratamentos pH 3 nos tempos 0, 2 e 4h, com valores de
log de 8,30+0,00; 7,72+0,01; 7,10+0,02, respectivamente; e no pH 4 houve
crescimento em todos os tempos. Quando analisado os isolados de queijo minas
frescal. observou-se que o isolado F3 n&o teve crescimento em nenhum pH
avaliado e, o isolado F4 apenas no tempo Oh, no pH3 (7,23+0,16) e no pH4
(7,12+0,39). Na analise dos micro-organismo isolados de kefir, os isolados Kle
K2 apresentaram crescimento em todos os pH analisados em todos os tempos.
Em estudo realizado por MEIRA (2011), as bactérias acido lacticas quando
expostas a diferentes condigbes acidas ndo obtiveram diferengas significativas
entre o controle e o tratamento no pH4; quando analisadas no pH3 as bactérias
foram resistentes apos 4h; jA no pH2 a contagem bacteriana esteve abaixo do
limite de detecc¢éo apos este periodo.

Quanto a tolerancia aos sais biliares no presente estudo observou-se na
concentracdo de 0,1% de sais biliares em todos os tempos analisados que os
micro-organismos R1, K1 e K2 apresentaram crescimento semelhante, maior ou
menor em relagdo ao controle. Ao analisar os micro-organismos F3 e F4 foi
constatado crescimento somente no tempo Oh. Observou-se que o isolado K1
apresentou resultado menor que o controle em todos os tempos, na concentracao
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de 0,3%. Ja, ao analisar o tratamento com 0,5% de sais biliares este micro-
organismo (K1) apresentou crescimento menor em relagcdo ao controle somente
no tempo Oh. Na analise com concentracdo de 1,0% de sais biliares, apenas K1
obteve crescimento, porém apenas no tempo Oh. Segundo SHEHATA et al.
(2016) a tolerancia aos sais biliares € um pré-requisito para a colonizacdo e
atividade metabodlica de bactérias no intestino delgado do hospedeiro. No
presente estudo, os micro-organismos foram capazes de desenvolverem-se de
maneira satisfatéria na presenca de 0,1% de sais biliares. De acordo com estudo
realizado por TAVAKOLI et al. (2017), os isolados analisados apresentaram
tolerancia aos sais biliares sendo que oito isolados cresceram nas concentracdes
de 0,3 e 0,5%; seis isolados na concentracdo de 1,0% e trés isolados
apresentaram resisténcia quando adicionado 2,0% de sais biliares.

Na andlise de tolerancia ao suco gastrico simulado os tratamentos com
pepsina pH2 e pepsina pH2 + leite integral nos tempos Oh e 2h, os micro-
organismos R1, K1 e K2 apresentaram crescimento semelhante ou maior em
relacdo ao controle. O micro-organismo F4 apresentou crescimento semelhante
ou maior ao controle apenas no tratamento pepsina pH2. Ja no tempo de 4h, os
micro-organismos R1, K1 e K2 apresentaram crescimento semelhante ou maior
em relacdo ao controle nos tratamentos com pepsina pH2 e pepsina pH2 + leite
integral.

Referente a analise de tolerancia ao suco intestinal simulado, no tempo Oh
foi constatado que o isolado K2 apresentou crescimento maior no tratamento
pancreatina pH8 e menor no tratamento pancreatina pH8 + 0,5% de sais biliares
em relacdo ao controle. Quando analisados os micro-organismos F3 e K1
observou-se crescimento maior e semelhante ao controle, respectivamente,
somente no tratamento pancreatina pH8. Ao analisar 0 micro-organismo R1
observou-se crescimento semelhante (pancreatina pH8) ou menor (pancreatina
pH8 + 0,5% de sais biliares) comparado ao controle. O isolado F4 apresentou
crescimento menor que o controle para ambos os tratamentos realizados. No
tempo 2h foi observado que o isolado K2 apresentou crescimento maior no
tratamento pancreatina pH8 e menor em pancreatina pH8 + 0,5% de sais biliares
em relacdo ao controle. Ja os micro-organismo R1 e K1 apresentaram resultado
semelhante ao controle no tratamento pancreatina pH8. No tempo de 4h foi
constatado que nenhum dos micro-organismos analisados apresentou
crescimento no tratamento pancreatina pH8 + 0,5% de sais biliares. Ao analisar
somente o tratamento pancreatina pH8 foi observado que 0s micro-organismos
R1, F3, K1 e K2 apresentaram crescimento semelhante ou maior em relacdo ao
controle.

4, CONCLUSOES

Pode-se concluir de modo geral que, as bactérias acido lacticas analisadas
no presente estudo, exibiram caracteristicas de grande importancia na selecéo de
culturas com capacidade probidtica. Ressalta-se que este resultado é de suma
importancia, pois estes micro-organismos podem futuramente serem aplicados
em alimentos.
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