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ABSTRACT

The present work was designed to analyze and identify probiotics in lactic acid bacteria (BAL) isolated from
olives. To perform test works that simulate as conditions of the gastrointestinal tract (TGI) to evaluate 06
selected probiotic applications, belonging to the genus Lactobacillus. We eliminated 06 BALSs as which were
submitted to the survival test at pH 2.0, all promising results obtained and were selected to proceed with the
analyzes. These were identified as Lactobacillus pentosus (CCMA 1768); Lactobacillus paracasei (CCMA
1771); Lactobacillus paracasei (CCMA 1774); Lactobacillus paracasei (CCMA 1770); Lactobacillus brevis
(CCMA 1766); Lactobacillus brevis (CCMA 1762) as well as positive control LBC-81: Lactobacillus
paracasei. Lactobacillus brevis (CCMA 1762) showed higher resistance at low pH 11.15 (Log. CFU / ml)
followed by Lactobacillus pentosus (CCMA 1768) and Lactobacillus paracasei (CCMA 1771) which showed
the same count 9.88 (Log. CFU / ml). m) For assessment of bile salt tolerance Lactobacillus paracasei
(CCMA 1774), higher bile salt tolerance (0.3%) at a count of 10.64 (Log. CFU / ml) followed by);
Lactobacillus paracasei (CCMA 1771) counting 10.44 (Log. CFU / ml) and Lactobacillus brevis (CCMA
1762) counting 10.36 (Log. Ufc / ml). Lactobacillus brevis (CCMA 1762) showed satisfactory results only for
the coagulation test (62%), Lactobacillus paracasei (CCMA 1770) and Lactobacillus pentosus (CCMA 1768),
satisfactory results for both self-aggregation and coaggregation tests. Lactobacillus brevis (CCMA 1762) has
high adhesion percentages for the CACO-2 (17.86%) and HT-29 (55.00%), Lactobacillus paracasei (CCMA
1774) and Lactobacillus paracasei (CCMA 1771) cell lines and obtain satisfactory results for adherence to
CACO-2. In contrast Lactobacillus brevis (CCMA 1762) presents undesirable pathogen exclusion ability in
CACO-2 models, while for model HT-29 it shows satisfactory results, Lactobacillus paracasei (CCMA 1771)
shows the best results for CACO-2 as for HT-29. The numbers show promising results when tested against
medium acidification, bile salt tolerance, self-aggregating and coaggregating capacity. Characteristics
required by current legislation for probiotic capacity claims.

Key words: Lactic acid bacteria, probiotics, adhesion CACO-2 / HT-29



RESUMO

O presente trabalho foi elaborado com o objetivo de analisar e identificar capacidades probioticas em
bactérias acido-laticas (BAL) isoladas de azeitonas. Para realizacdo do trabalho foram executados testes que
simulam as condic@es do trato gastrintestinal (TGI) para avaliacdo de 06 potenciais probidticos selecionados,
pertencentes ao género Lactobacillus. Avaliou-se 06 BALs as quais foram submetidas ao teste de
sobrevivéncia em pH 2,0, todas obtiveram resultados promissores e foram selecionadas para prosseguir com
as andlises. Estas foram identificadas como Lactobacillus pentosus (CCMA 1768); Lactobacillus paracasei
(CCMA 1771); Lactobacillus paracasei (CCMA 1774); Lactobacillus paracasei (CCMA 1770);
Lactobacillus brevis (CCMA 1766); Lactobacillus brevis (CCMA 1762) bem como controle positivo LBC-
81: Lactobacillus paracasei. Lactobacillus brevis (CCMA 1762) apresentou maior resisténcia em pH baixo
11,15 (Log. UFC/ ml) seguido pelas Lactobacillus pentosus (CCMA 1768) e Lactobacillus paracasei (CCMA
1771) que demonstraram a mesma contagem 9,88 (Log. UFC/ m). Para avaliacdo de toleréncia a sais biliares
Lactobacillus paracasei (CCMA 1774) apresentou maior tolerancia aos sais biliares (0,3%) numa contagem
de 10,64 (Log. UFC/ ml) seguida por ); Lactobacillus paracasei (CCMA 1771) com a contagem 10,44 (Log.
UFC/ ml) e Lactobacillus brevis (CCMA 1762) com a contagem 10,36 (Log. ufc/ ml). Lactobacillus brevis
(CCMA 1762) demonstrou resultados satisfatorios apenas para o teste de coagregacdo (62%), Lactobacillus
paracasei (CCMA 1770) e Lactobacillus pentosus (CCMA 1768) apresentaram resultados satisfatorios tanto
para os testes de autoagregacdo como coagregacao. Lactobacillus brevis (CCMA 1762) apresentou elevados
percentuais de adesdo para linhagem celular CACO-2 (17,86%) e HT-29 (55,00%), Lactobacillus paracasei
(CCMA 1774) e Lactobacillus paracasei (CCMA 1771) obtiveram resultados satisfatorios para adesdao em
CACO-2. Em contrapartida Lactobacillus brevis (CCMA 1762) apresentou capacidade indesejavel para
exclusdo de patdgenos em modelos CACO-2, ja para 0 modelo HT-29 demonstra resultados satisfatorios,
Lactobacillus paracasei (CCMA 1771) demonstrou os melhores resultados tanto para exclusdo em CACO-2
como para HT-29. Os isolados demonstram resultados promissores quando testados frente a acidificacdo do
meio, tolerancia a sais biliares, capacidade autoagregativa e coagregativa. Caracteristicas estas exigidas pela

legislacdo vigente para alegacdo de capacidade probidtica.

Palavras-chave: Bactérias acido-laticas, probidticos, adesdo CACO-2/ HT-29



1 INTRODUCAO

A utilizagdo de microrganismos probidticos tem conquistado novos aspectos em sua aplicabilidade,
principalmente, no setor de salde e bem estar, em fun¢do da maior demanda por alimentos saudaveis e com
apelo funcional. Os beneficios dos probidticos a satde humana e animal vém sendo provados em centenas de
pesquisas cientificas [1] e, seu apelo, antes limitado a obtencdo de novas caracteristicas tecnologicas em
produtos alimenticios, passa por um processo de ressignificacéo.

Na atualidade, as principais cepas comercializadas com esse apelo sdo, originalmente, isoladas de
amostras de fezes humanas de forma a maximizar a probabilidade de compatibilidade com a microbiota
intestinal e melhorar suas chances de sobrevivéncia a esse ambiente [2]. Entretanto, tal metodologia ndo é
capaz de replicar a gama coldnica encontrada no trato gastrointestinal do hospedeiro. Haja vista, que a relagdo
ecoldgica entre tais organismos remonta uma origem longinqua, visto que a colonizacao intestinal comecara
durante o parto e, posteriormente, outros microorganismos serdo introduzidos juntamente com os primeiros
alimentos [3]. No que concerne a tal diversidade, deve-se considerar as indmeras sucessdes ecoldgicas
microbianas nas quais temos envolvidas mais que 400 espécies bacterianas [1] fato este que corrobora com a
grande dificuldade na obtencdo de um inoculo similar.

Por varios anos, pesquisadores tém tentado fazer o isolamento, a identificacdo e a caracterizacdo dos
microrganismos existentes no intestino humano o que, contudo, é um processo extremamente dificil [3],
considerando que cerca de 70% de seu microbioma é caracterizado por bactérias ndo passiveis de cultivo [4].

A limitada variabilidade de géneros microbianos isolados de fezes humanas diminui o potencial dos
efeitos benéficos apresentados por um ecossistema intestinal diversificado, haja vista a complexa relagdo
simbidntica entre microrganismos e seu hospedeiro. Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade em
descobrir novas fontes alimentares capazes de fornecer tal abundancia.

Alimentos fermentados podem servir de matriz para microrganismos potencialmente probi6ticos, pois,
em geral, nestes alimentos sao identificadas cepas que naturalmente colonizam o intestino humano sem causar
risco & sadde. A obtengdo de cepas com origem ndo lactica apresenta-se como alternativa promissora, pois a
disponibilidade de alimentos fermentados naturalmente € extensa, de baixo custo e facil obtencéo.

As pesquisas contemporaneas tem se enveredado para elucidacéo das especificidades de estirpes ja tidas
como probidticas, bem como a busca por novos microrganismos e suas respectivas fungfes no combate e
controle de doencas gastroentéricas. E incontestavel que a grande vantagem da terapia com probidticos é a
auséncia de efeitos secundarios, como a sele¢éo de bactérias resistentes [5].

E nesse sentido que a descoberta de novos reservatorios microbianos de fontes ndo lacteas é
extremamente positiva. Pois, tais estirpes tém demonstrado habilidades probidticas em estudos “in vitro”,

portanto, alimentos fermentados tradicionais constituem reservatorios para pesquisa por novas cepas [2].



2 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho tem como objetivo avaliar in vitro a capacidade potencialmente probiética de bactérias

laticas isoladas de azeitona in natura e azeitonas fermentadas.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Incubar os isolados em condi¢des que simulem as adversidades do TGI avaliando: toleréncia a
baixo pH e sais biliares, bem como capacidade de auto e coagregacao;
Il. Testar a capacidade de adesdo, in vitro, as monocamadas de linhagens celulares CACO-2 e
HT-29;
Il Co-incubar os isolados microbianos potencialmente probidticos com cepas patogénicas em
modelos de linhagens celulares CACO-2 e HT-29 avaliando sua capacidade de exclusdo a

patégenos.

4  REVISAO DE LITERATURA

4.1 Probiéticos

O termo probiodtico, de origem grega “para a vida”, caracteriza o grupo de microrganismos vivos nao
patogénicos que, administrados em quantidade adequada, conferem melhoras ao microbioma intestinal
acarretando beneficios & salde de seu hospedeiro [6]. Esse termo foi designado para abarcar os diversos
grupos de microrganismos com acdo benéfica a salde humana e animal, entre seus representantes pode-se
destacar estirpes dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Pedicoccus e algumas leveduras [1].
Dos quais, a maioria em uso sdo classificadas nos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium [7] ambos
contemplam o grupo funcional de bactérias acido-laticas. O género de Lactobacillus é representado por
microrganismos (M.O.s) anaerédbicos facultativos, gram-positivos e normalmente colonizam o intestino
delgado, ja o género Bifidobacterium é composto por M.O.s aerébicos estritos ou anaerébicos corados pela
técnica de GRAM, encontrados no co6lon. O principal aspecto que garante ao microrganismos a atribuigao de
benéfico a salde de seu hospedeiro é que, em geral, estes ndo produzem toxinas a partir da fermentacéo de
carboidratos.

O crescimento e sobrevivéncia de microrganismos probidticos sdo afetados diretamente por
caracteristicas de seu reservatdrio, ou seja, a matriz em que se encontra inoculado. Nesse sentido, deve-se
considerar fatores como: contetdo de gorduras, tipo de proteinas e carboidratos, bem como o pH. De forma
geral, os produtos l4cteos sdo as matrizes mais utilizadas pela indUstria, contudo produtos fermentados de

origem ndo lactea vém sendo cotados para tal finalidade.
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A diversidade microbiana capaz de beneficiar a sade humana é uma questdo que demanda empenho
da comunidade cientifica, visto que existe uma gama incalculdvel de estirpes com tal potencial e que
necessitam de identificacdo. Considerando que cada estirpe possui um padrdo peculiar de acdo é preciso
conhecer profundamente seus mecanismos de atuacgdo. Por certo, diferentes estirpes da mesma espécie sao
sempre Unicas e podem apresentar: areas distintas de aderéncia (sitio-especifico), efeitos imunolégicos
especificos e distintas agdes em uma mucosa saudavel e inflamada[1].

E valido ressaltar que a biota coldnica do trato gastrointestinal (TGI) humano sofre sucessdes
ecoldgicas conforme a fase de vida do individuo. Sendo que os Lactobacillus sdo os primeiros componentes
até que o lactente comece a ingerir alimentos solidos [8]. Tais sucessfes sdo influenciadas por fatores
extrinsecos (ambientais) e intrinsecos (genéticos, imunes, entre outros) sendo que 0s primeiros sao
completamente modulaveis e onde os probidticos apresentam promissores beneficios[9].

Para selecdo de uma nova cepa assegurando o conceito e a seguranca é imprescindivel o isolamento e
identificacdo das estirpes com rigor, caso contrario pode-se acarretar quadros infecciosos e até a morte de seu
hospedeiro. A fim de resguardar o consumidor a comunidade cientifica internacional tem exigéncias para
garantir a seguranca alimentar (S.A.) para aplicacdo de probiéticos. Nos Estados Unidos da América foi
proposto o status de seguranca (Generally Recognised As Safe - GRAS) pela Food and Drug Administration
(FDA) respaldando a utilizagdo do mesmo.

No territorio brasileiro, o 6rgdo responsavel por regulamentar questdes concernentes a tematica € a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria conforme trata a Resolucdo da Diretoria Colegiada n® 33 em seu
inciso 3.4.3 onde apresenta que cada caso deve ser avaliado individualmente.

Além de garantir a S.A. € indispensavel aplicar pardmetros que assegurem a efetivacdo dos
beneficios das estirpes sendo, portanto, compulsério o cumprimento de pré-requisitos conforme demonstrado
na Tabela 1

Tabela 1 - Lista de critérios de elegibilidade de beneficios probiéticos

Adaptado de Soccol et al [1]. Adaptado de Gongalves e Nogueira [6].
Apresentar atividade antimicrobiana Ter origem humana
Inibir adeséo de patdgenos Resistir ao processamento
Tolerante aos aditivos alimentares Aderir-se a célula epitelial
Ser estavel na matriz alimentar Persistir no trato gastrointestinal

Na&o ser patogénico
Influenciar atividade metabdlica local
Ser estavel e permanecer viavel ap6s a exposi¢do aos
sucos digestivos

"~ Fonte: adaptado de soccol et al [I] € goncalves e nogueira [6].
Em vista da complexidade do tema e a crescente exploracdo mercadolégica é evidente a demanda por

uma legislacdo especifica e, a0 mesmo tempo, um 6rgdo responséavel pela fiscalizacdo. Nesse sentido, a

ANVISA expediu uma lista de estirpes avaliadas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Linhagens de microrganismos avaliadas pela ANVISA para inclusdo na lista de probidticos

autorizados

Estirpe Variagdo
Bacillus coagulans GBI-30
Bifidobacterium lactis HNO19
Bifidobacterium BL-04
Lactobacillus acidophilus LA-14
Lactobacillus acidophilus NCFM
Lactobacillus casei LC-11
Lactobacillus paracasei LPC-37
Lactobacillus reuteri DSM 17938

Fonte: adapfado de ANVISATIO].

Com a crescente demanda de mercado a industria tem comercializado diversos suplementos

probiéticos, conforme apresentado na Tabela 3, tendo em vista atender um segmento de mercado. A priori, 0s

probidticos foram introduzidos no mercado por meio de alimentos convencionais, entretanto, seu consumo se

expandiu na forma de suplementos[10], tal ascensdo é explicitada nos dados obtidos em uma recente analise

do mercado global de probidticos que estima um crescimento de 7% anualmente com estimativa financeira de

48 bilhdes de dolares nos proximos cinco anos [11].
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Tabela 3 - Principais probioticos comercializados

Nome Lactobacillus Bifidobactérias Outros QFC/ Posologia
capsula
L. acidophillu; . A . 0 .
Life flora L. paracaseie B. lacti; S. termophilus 5 bilhBes Adultos: 1 capsula .3X dia nos Ps4diase1ao
. B. longum dia depois
subspparacasei
Multidophils L acidophilluse B. bifidum . 5 bilhdes :
L. bulgaricus
L. rhamnosus;
Vital Imune L. caseie B. longum - 3 bilhdes Adultos: 1 a 2 capsulas/dia
L. acidophillus
. L. acidophilluse B. bifidum; 2,5 s .
Vital plex L rhamnosus B. lactis - bilhdes Adultos: 1capsula/dia
L. casei; ; . . .
Lactofos L. rhamnosuse B. bifidum FOS 69 4 bilhdes Adultos/crla}ngas.>de 2an'os. la 2-saches/ dia;
; ; criangcas<2anos: ¥ a 1/dia
L. acidophillus
L. acidophillus;
Symbiofort L. caseie B. bifidum - 4 bilhdes Adultos: 1 a2 saches/dia
L. lactis
Vitamina B1 (0,9mg); Vitamina B2
(1,1mg); Vitamina B6 (1,1mg);
Lactivos L. acidophillus - Vitamina C (45mg); 1 bilhdo 1 a 3 saches de 7,5¢/dia durante 10 dias
Célcio quelado; fibra (6,89 g) e
Magnésio quelado (120 mg)
Lacto b L. paracasei B. lactis Fibra 0,99 2 bilhdes Adultos/cr!an(;as:> 2 ano_s: la2 s_aches/ dia;
criangas<2 anos: %2 a 1/dia
L. paracasei; . . ) .
Lactopro L. rhamnosuse B. lactis Fibra 0,99 3 bilhdes AduItos/cr_langas.>2ano§. la2 sgches/ dia;
. ; criangas<2anos: 2 a 1/dia
L. acidophillus

~Fonte: ANVISA 12T
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4.2  Efeito de cepas probidticos a satde do hospedeiro

Associar probidticos e prebidticos -simbiontes- tem se apresentado como uma tendéncia positiva
para humanos, entretanto, é necessario identificar combinagGes adequadas entre estes para que possamos
obter os efeitos clinicos desejados. Como ja mencionado neste trabalho, cada estirpe age de maneira diferente
em seu alvo a depender do método de processamento empregado, matriz de veiculacdo e dosagem tendo acao
direta nos mecanismo de ac¢&o dos microrganismos [13].

Por exemplo, um probidtico (conjugado a um prebi6tico) foi capaz de reduzir significativamente
quadros de sepse em criangas, enquanto que uma formulagdo diferente falhou em prevenir enterocolite
necrotizante em bebes prematuros [14].

Diversos probidticos tém demonstrado cientificamente influéncia na composicdo e atividade da
microbiota intestinal tendo efeitos benéficos para o hospedeiro por prevenir ou reduzir a duragdo de algumas
infeccBes gastrintestinais [15].

Ademais, véem exibindo promissor potencial para o tratamento e prevencéo de alergias, sindrome do
intestino irritavel, diarréia virais, constipacdo, imunomodulacdo e promocdo da salde oral [7]. Visto o
exposto, devemos considerar que o campo de microbiologia clinica tem diversas indagacOes a despeito do
tema, contudo € irrefutavel que probidticos tém papel fundamental para metabolizacédo de fatores nutricionais
assim como para modulacdo do sistema imunitario de seu hospedeiro, bem como modular diversos fatores
fisiologicos. Além de participar do processo final de digestdo e absorcdo de alimentos, as bactérias presentes
no intestino também sdo essenciais para o correto funcionamento do sistema imunolégico [16]. Alguns
efeitos identificados a salde de hospedeiros humanos foram relacionados na Tabela 4.

A manutencdo do ambiente intestinal, microbiologicamente, homeostatico e saudavel, conforme ja
mencionado, potencial beneficio ao hospedeiro inclusive no combate e prevencao de doencas, bem como para
melhora de funcdes fisiologicas [17]. Alvo de diversas linhas de pesquisa, 0 microbioma intestinal tem
relevantes evidéncias clinicas que corroboram positivamente para sua utilizagdo como as apresentadas na
Tabela 4. Sendo, portanto, fundamental o estabelecimento de correla¢@es clinicas entre as cepas utilizadas e o
combate de doengas para que possamos apresentar uma diretriz de utilizagdo assim como j4 esté disponivel

para outras condutas em saude.
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Tabela 4 - Microrganismos e sua relevancia clinica

MICRORGANISMO/
GENERO

ACAO

REFERENCIA

Bifidobacterium

Reducdo dos niveis de colesterol total pela
diminuicéo do colesterol LDL e aumento ligeiro de

HDL.

Santos, A. C. A.[9]

Prevencdo de septicemia em pacientes com

L. plantarum pancreatite aguda. Gill, H S [18]
Apresenta efeito antiinflamatério reduzindo o perfil
de marcadores inflamatdrios teciduais levando a  Gijj|, H S [18]
L. casei alteracGes no perfil de linfdcitos residentes.

Tem capacidade de indugdo de uma resposta Thl.

M., Claudia et. al. [17]

Lactobacillus GG

Reduz a resposta inflamatoria.

Gill, H S [18]

L. rhamnosus 19070-2
L. reutriDSM 122460

Melhoram quadros de Eczema.

Gill, HS [18]

Saccharomyces
boulardii,

L. rhamnosus GG
isolados ou combinados
a: L. acidophilus e

L. bulgaricus;

L. acidophilus e
Bifidobacterium lactis,
L. acidophilus e
Bifidobacterium infantis.

Reducdo da incidéncia de diarréias por

antibioticoterapia em individuos hospitalizados.

Gonzalez-molero, G
OlveiraFuster | [19]

L. acidophilus

Controle do numero de eosinofilos e aumento de

gama-gt em adultos com asma.

De M. B. Mauro; J. A
M Cristina [20]

L. brevis HY7401

Melhora na homeostase energética e funcéo
hepética em pacientes com sindrome do intestino

irritavel.

E., Akihito; G., Miguel
[7]

L. paracasei K71

Utilizada como parabidtica (inativada) tem acdo na
reducdo da sintese de IgE, ocasiona melhora em

dermatites atopica.

E., Akihito; G., Miguel
[7]

Streptococcus
thermophilus

Auxilia no processo de digestdo de lactose,

melhorando quadros de intolerancia a lactose.

S., E. Mary et al.[14]

L. rhamnosus GG

Melhoram a funcdo de barreira por meio do
aumento da expressdo de genes que estimulam a

secrecdo de muco.

S., E. Mary et al.[14]
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4.3  Mecanismo de acéo probidtica

Os efeitos benéficos das cepas probitticas tém recebido grande interesse, haja vista que suas atividades
no TGI sdo complexas e ainda ndo foram integralmente compreendidas. Tais implicacGes sdo nada mais que
resultado da interacdo entre organismos onde, por um lado, ha o fornecimento de substrato e por outro a
metabolizacdo deste com liberacdo de compostos bioativos [9].

Atualmente, comeca a despontar o interesse pelo método de transito das estirpes, ou melhor, em seu
comportamento durante a passagem pelo trato digestorio. Esse comportamento pode ser caracterizado de duas
formas, sendo eles: estirpes residentes ou comensais € microrganismos de passagem (temporarios). A muito,
apenas o processo de colonizacdo da mucosa parecia ser eficiente na garantia dos beneficios probidticos o
que, por sua vez, desconsiderava as estirpes em transito e, portanto, seus possiveis efeitos benéficos. A saber,
os probidticos sdo temporarios, embora alguns deles possam pertencer a espécies que também séo organismos
comensais usuais [21].

A estreita interacdo pode ser atestada, a priori, por meio do grau de dependéncia que se constitui
entre os individuos, pois a partir da colonizagdo microbiana temos o desenvolvimento de uma relagéo
simbibntica deveras complexa e capaz de promover modulacdes em diversos sistemas fisiolégicos no
hospedeiro. [21],[22],[23],[16]

Apesar dos mecanismos de acdo implicados nos efeitos probidticos ainda serem pouco caracterizados
podemos agrupa-los em trés principais categorias: (1) alteracdo da diversidade microbiana, (I11) o aumento da
barreira epitelial, e (111) a modulagdo da resposta imune [4]. N&o sé as propriedades supramencionadas como
as que se seguem devem ser destacadas: (01) manutencdo da integridade de mucosa (02) acdo de barreira
fisica e estimulo de producéo de mucina (03) producdo de bacteriocinas (04) metabolizacdo de nutrientes ndo
digeriveis (05) sintese de compostos (06) modulagdes quimicas do ambiente (07) sintese de exopolissacarideo
(EPS) e (08) imunomodulago.

A barreira epitelial intestinal consiste em uma monocamada de células epiteliais as quais apresentam
conexdes célula-célula ligando células adjacentes, a camada de muco, peptideos antimicrobianos e IgA
secretora [22]. Apesar desses mecanismos de prote¢do garantirem gque microrganismos ndo sejam capazes de
invadir a mucosa, individuos com epitélio ndo integro, podem sofrer invasGes até mesmo por estirpes
comensais. Nesse sentido, até o dado momento é viavel utilizar terapias com microrganismos apenas em
individuos com mucosa integra, visto que a disposicdo celular é passivel de estimulagdo. Tais estimulos
podem ser provenientes da colonizagdo microbiana, pois seus metabdlitos tém propriedades para tanto.

Os componentes bacterianos responsaveis por fortalecer a barreira epitelial incluem fatores de
superficie celular, proteinas secretadas, proteinas solGveis e DNA bacteriano [22]. Ademais, o conteldo de
cidos graxos de cadeia curta (AGCC), provenientes do metabolismo microbiano, € utilizado como principal
fonte de energia dos enterdcitos garantindo & manutencdo do ciclo celular e, desse modo, a integridade de

mucosa.
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A manutencdo da integridade garante uma menor permeabilidade, ao passo que a quebra dessa
aumenta a permeagdo de macromoléculas que por sua vez tem sido associado a mecanismos etiopatolégicos
comuns a varias doencas de carater inflamatdrio do trato digestivo, bem como a doencas auto-imunes, como
diabetes mellitus e a dermatite atopica [23].

Além da camada epitelial o hospedeiro dispde de outras barreiras fisicas responsaveis por garantir a
seguranca de mucosa, especialmente, em sua porcao inferior. Para tanto, tem-se a presenca das barreiras de
muco e a rede de microrganismos autoagregadados, ambas funcionam como mecanismo de contencdo que
evitam a perfusdo de substancias danosas a satide. A microbiota intestinal saudavel forma uma barreira contra
microrganismos invasores, potencializando os mecanismos de defesa do hospedeiro contra os patdgenos,
melhorando a imunidade intestinal pela aderéncia a mucosa e estimulando as respostas imunes locais[9].

Ao se tratar do muco é valido ressaltar que o mesmo é produzido por células especializadas dispostas
ao longo de todo o TGI denominadas células caliciformes. Alguns probiéticos podem melhorar a fungdo de
barreira da camada de muco ou das células epiteliais. Evidencias de estudos com culturas de células indicam
que um aumento na producdo de mucinas pode ser obtido com melhora da expressdo génica nas células
caliciformes[21]. Por certo, tais mecanismos garantem a manutencao da arquitetura de mucosa e diminuem a
disponibilidade de sitios de ligagdo localizados na membrana celular das células epiteliais de mucosa.

Para além dos mecanismos supramencionados a microbiota comensal tem capacidade de controlar as
estirpes que co-habitam o TGI, isso acontece devido a biossintese de compostos quimicos com atividade
antimicrobiana, as bacteriocinas. S&o caracterizados como peptideos, sintetizados nos ribossomos
microbianos sendo associados, intimamente, a competicdo em um mesmo nicho ecolégico, representando uma
caracteristica vantajosa por parte do microrganismo produtor[24]. Esses compostos sdo tidos como
promissores no controle microbiano, pois reduzem a capacidade de adeséo e invasdo de patdgenos as células
intestinais, ademais ndo apresentam riscos a saude do hospedeiro. Bacteriocinas de bactérias gram-positivas,
incluindo as que sdo produzidas por bactérias 4cido-laticas (BAL), tem atraido grande atencgéo por causa de
seu status GRAS [22].

Durante o processo de digestdo os alimentos ingeridos passam por hidrolises para que possam ser
absorvidos, entretanto alguns polissacarideos (celulose, amidos resistentes, xilano e glicanos) ndo sdo
degradados o que, por sua vez, faz necessério a presenga de outros seres capazes de usar esses substratos. A
saber, cerca de 90 a 97% dos alimentos sdo digeridos e absorvidos. Nesse caso, probiéticos agem aliando-se
ao processo inicial e fermentam esses recursos alimentares disponibilizando certos compostos, como:
vitaminas do complexo B, vitamina K, AGCCs (acetato, propionato e butirato) e enzimas P450-like. Nessa
condicdo, as bactérias utilizam do substrato ndo degradado (carboidratos mal absorvidos ou resistentes) para
obter a energia necessaria garantindo sua sobrevivéncia e, consequentemente, liberam compostos que serdo
importantissimos a seu hospedeiro[21][9].

Dentre os principais metabdlitos liberados temos: vitaminas (k, B12, B1 e B2), acidos graxos de
cadeia curta (butirato, propionato, acetato e lactato)[21][9]. A acdo microbiana ndo se restringe ao substrato
mencionado, agindo, concomitantemente, na hidrolise de ésteres de colesterol, de andrégenos, estrégenos,

sais biliares, bem como proteinas e lipideos[9]. Diretamente ligado a capacidade de metabolizacdo dos
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microrganismos esta a disponibilidade de nutrientes no TGI, pois a medida que um grupo se estabelece e
utiliza o substrato outras estirpes deixam de obter nutrientes para seu desenvolvimento. Sendo que,
indubitavelmente, um dos fatores mais relevantes para o crescimento microbiano é a disponibilidade de
nutrientes o que leva a competicéo e a sobreposicao entre estirpes [4].

Néo bastasse a sintese de compostos, 0s processos metabdlicos garantem a manutencdo de um pH
mais acido por consequéncia da produgdo AGCC oriundos dos processos fermentativos. Os beneficios de um
pH mais baixo, no célon, estimulam a multiplicacdo e a sobrevivéncia dos organismos comensais, que
preferem condi¢cBes mais &cidas, e inibe a capacidade de alguns patogenos de se aderirem, crescerem
translocarem-se no epitélio ou colonizarem o TGI [21].

Paralelamente, as mudancas fisico-quimicas e sinteses de compostos do metabolismo microbiano
temos a producdo de biopolimeros ou goma hidrossoltveis denominadas de exopolissacarideo (EPS). Tal
biocomposto apresenta diversas funcionalidades dentre elas atividade antitumoral, redugéo dos fatores de
risco da salde cardiovascular, controle do processo de obesidade e diabetes tipo I, reducdo de colesterol
sérico, propriedades prebidticas, defesa biolégica contra fagocitose, inibe a adesdo de patdgenos além de ter
acdo imunomodulatoéria etc [7].

E incontestavel que além das funces absortivo-seletiva e de barreira fisica, o epitélio intestinal esta
diretamente relacionado ao sistema imune. Dessa maneira, a compreensdo da interacdo entre microrganismos
endogenos, probidticos e células imunoldgicas é um dos temas mais complexos a serem elucidados.

Nesse sentido, partindo das caracteristicas morfologicas das células epiteliais da mucosa intestinal é
possivel afirmar que o intestino € o érgdo de maior superficie em contato com ambiente externo, ou seja,
possui uma tarefa ardua ao lidar com diversas formas de agressao.

Certamente, tais caracteristicas sdo as responsaveis pelo desenvolvimento do tecido linféide
associado ao intestino o maior 6rgdo imune do corpo humano[4]. Esse sistema deve criar e, posteriormente,
desativar um ataque contra patdgenos invasores transitérios que vao em direcdo ao sistema gastrointestinal
(SGI), impedir que os componentes antigénicos de peptidios produzam reacdes alérgicas local e
sistemicamente, e tolerar milhares de espécies diferentes de bactérias “normais” que residem no SGI, em suas
secrecdes e na degradagdo de componentes celular, fragmentos de DNA e peptidios[8]. Nesse contexto,
diversos estudos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de caracterizar as propriedades
imunomoduladoras desempenhadas por algumas cepas microbianas.

Por fim, ndo se pode deixar de mencionar que probidticos podem afetar as células epiteliais
intestinais de varias formas, algumas delas sdo aumentando a funcéo de barreira e modulando as rotas de
sinalizacdo inflamatdrias, onde um de seus mecanismos € modular a resposta de NF-kB e reduzir a secre¢do
de citocinas[4]. Ademais, a ativacdo de células imunes pode desencadear a diferenciacdo de células-B e
producdo de anticorpos protetores como IgA secretados no limen.

A partir desse conceito foi verificado que a ingestdo de estirpes especificas de probidticos ou de
prebidticos estimula o aumento de citocinas antiinflamatérias e reduz a expressdo de citocinas pro-

inflamatérias[21]. Contudo, maiores estudos sdo necessarios, principalmente para a completa compreensdo e
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atribuicdo de sinais clinicos com a utilizagdo destas estirpes. Nesse sentido, a selecdo de probiéticos para

aplicaces especificas inclui desde a escolha da espécie apropriada até sua fase de desenvolvimento[4].

4.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS: probiéticos

A muito se sabe que habitos alimentares saudaveis devem ser praticados como mecanismo de fomento de
uma melhor qualidade de vida, entretanto nédo se enfatizava questdes pertinentes a composi¢do quimica dos
alimentos, ou seja, 0s compostos responsaveis por esse efeito. Tal entendimento é recente e tem ganhado cada
vez mais destaque entre os consumidores. Podemos atribuir tal transicdo a alguns aspectos, sendo eles: [1]
consumidores optando por prevenir ao invés de curar doencas [2] aumento dos custos médicos [3] os
consumidores estdo mais cientes sobre relacdo entre a salde e a nutricdo [4] envelhecimento da populacéo [5]
desejo de combater os males causados pela poluicdo, por microrganismos e agentes quimicos no ar, na dgua e
nos alimentos e [6] aumento das evidencias cientificas sobre a sua eficiéncia[25]. Considerando essa mudanca
no padrdo de consumo a busca por alimentos e ou desenvolvimento de produtos alimenticios com
propriedades funcionais tem recebido grande visibilidade da industria.

Os alimentos funcionais apresentam caracteristicas peculiares e necessarias para que assim possam ser
classificados. Deste modo, devem apresentar propriedades benéficas além das nutricionais basicas, sendo
encontrados na forma de alimentos comuns, trazendo beneficios fisiologicos especificos, regulando funcdes
corporais de forma a auxiliar na protecdo contra doengas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose €
coronériopatias [26]. Tendo, portanto, como objetivo primario melhorar, manter e reforcar a salde dos
consumidores via alimentacgdo [25].

Propriedades funcionais podem ser atribuidas a alimentos através da incorporacdo de componentes e ou
aditivos alimentares devidamente testados e que devem se apresentar, no territrio brasileiro, em
conformidade com as portarias ANVS/MS 18 e 19 de 1999. Nesse contexto, bactérias probidticas através de
seus mecanismos de agdo sdo capazes de cumprir tais exigéncias beneficiando, portanto, a saude do
consumidor. Além de apresentar tais beneficios se caracteriza como produto de amplo espectro de utilizacéo,
pois apresenta aplicabilidade em inUmeros produtos alimenticios resultando em um produto funcional sem
ocasionar mudangas sensoriais indesejaveis nos mesmos.

Atualmente, prebiéticos e probidticos sdo utilizados como ferramenta na producdo de alimentos
funcionais. Produtos ricos em lactose, em especial, sdo considerados Otimos reservatérios para
enriquecimento com probidticos, haja vista que tal carboidrato é utilizado como substrato pelas BAL. A
administracdo de ambos em reservatdrios alimentares propicia acdo simbidntica e mais eficiente, visto que, a
presenca de substrato (prebidticos) associado a microrganismos (probidticos) tem capacidade de manter estes
altimos vidveis por um maior periodo de tempo haja vista que os primeiros servem de fonte de carbono e

energia para 0s microrganismos, garantindo sua chegada ao TGI [27].
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45  ADERENCIA MICROBIANA: principal alegacéo da capacidade probidtica

Apesar de pouco se saber sobre os mecanismos que Lactobacillus e outros membros nativos da
microbiota intestinal utilizem para se estabelecerem e persistirem no intestino[28]tem-se, entre as principais
alegacBes da capacidade probitticas aderéncia microbiana as células epiteliais de mucosa. Tal capacidade
vem sendo descrita como balanco de interagBes fisico-quimicas atrativas e repulsivas entre bactérias e
superficies [29] se caracterizando pelo processo de ancoragem fisica mediada por fatores como: organizagdo
de membrana, caracteristicas morfoldgicas de superficie, composicdo e estrutura de membrana.

Para além destas, devemos considerar propriedades do microbioma nativa aderida a mucosa do
hospedeiro[14]; influéncia de forcas bésicas presentes na natureza como Van Der Waals, Eletrostatica,

InteragBes de Hidrogénio e Brownianmotion [30] e fatores descritos na Figura 1 -

Figura 1 - Determinante para adeséo

Estruturas Interagdes
especificas eletrostaticas

Acidos Interagdes
lipoteicoicos hidrofébicas

Adesdo
microbiana

Forgas
estéricas

Fonte: adaptado de A. L. Servin, M. H. Coconnier [31].

Forgas
passivas

No contexto das bactérias acido-laticas a principal forma de associagdo & mucosa se da através das
adesinas ndo poliméricas que reconhecem diferentes elementos da superficie da célula hospedeira, incluindo
componentes da matriz extracelular, como colagenos, lamininas, elastina, proteoglicanos e acido hialurénico.
De forma similar sdo capazes de reconhecer glicoproteinas adesivas como vitronectina, fibrinogénio e,
especialmente, fibronectina [29] o que possibilita a fixacdo na superficie.

Para avaliar tal caracteristica, dada a dificuldade de investigagdo de adesdo bacteriana “in vivo”, Sdo
utilizadas linhagens celulares originalmente humanas em modelos de epitélio intestinal “in vitro”[32]estando

disponiveis para este fim linhagens como: Caco-2, HT-29 e de mucosa intestinal [33].
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A Adesdo de Lactobacillus ao epitélio foi definida como uma caracteristica para selecdo de cepas
probidticas, uma vez que, apresenta o primeiro passo na formacdo de uma barreira para prevenir a
colonizagdo por microrganismos indesejaveis devido a competicdo por sitios de aderéncia e nutrientes, além
de prevenir sua eliminac&o imediata por peristaltismo intestinal [33].

Para que a ANVISA conceda a outorga de comercializagdo de microrganismos com alegacGes probidticas
é prevista a apresentacdo de um dossié técnico-cientifico constante de informages sobre a estirpe em questéo.
Listada entre as exigéncias esta o teste “in vitro”, o qual é responsavel pela elucidagdo de certos critérios,
entre eles as propriedades intrinsecas da linhagem que, por sua vez, avalia o processo de adesdo e
translocacdo microbiana. Aderir a mucosa consta de uma propriedade de destaque pela qual se garante a
permanéncia, multiplicagdo e, consequentemente, amplia-se as chances de colonizagdo da mucosa intestinal.
Todo conhecimento a respeito das propriedades de adesdo dos organismos probi6ticos podem, portanto, dar
informacdes sobre a possibilidade de colonizar e modular o sistema imune [34] do hospedeiro.

Apesar das mais sofisticadas metodologias de caracterizagdo, a capacidade de adesdo bacteriana é o mais
comum estudo “in vitro” com células epiteliais, muco intestinal ou moléculas de matriz extracelular.
Acredita-se que um dos fatores que promovem essa colonizagdo e a persisténcia no intestino pode ser a
expressao de adesinas bacterianas conferindo ligagdo as células epiteliais intestinais ou mucina[28]. Sendo as
adesinas proteinas responsaveis pelo processo de ancoragem microbiano as quais sofrem influéncia de forcas
como mencionado anteriormente.

Naturalmente, a presenca de adesinas especificas em uma parte significativa da superficie celular
microbiana sera acompanhada por uma perceptivel hidrofobicidade e carga, mas a presenca de poucas
adesinas especifica ndo expressa, de forma geral, as propriedades fisico-quimicas celulares[30].

O conhecimento detalhado dos mecanismos de adesdo proporciona uma maior compreensdo da
colonizacgdo bacteriana das superficies [29], sendo fundamental para o desenvolvimento de estratégias que
promovam uma melhor capacidade de fixagdo dos microrganismos ao TGI haja vista que o processo de
adesdo é crucial para gque as cepas possam exercer de maneira mais eficiente suas atividades benéficas a salde
de seu hospedeiro.

Autoagregacdo caracteriza-se pela capacidade que os microrganismos tém de aderir ao epitélio intestinal
sendo, entdo uma importante condi¢do para que os mesmos possam fazer parte da microbiota intestinal[35]. J&
o potencial de coagregacdo, segundo Duarte[36] é definido como a capacidade que alguns microrganismos
apresentam quando em contato com cepas de bactérias de diferentes espécies formando grupos aglutinados
heterogéneos.
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4.6  Resisténcia a baixo pH e tolerancia a sais biliares

Durante o transito pelo TGl as cepas devem ser capazes de suportar a mudanca de pH, caracteristica do
TGI superior, e, posteriormente, manter sua viabilidade frente a presenga dos sais biliares. Segundo, C. P.,
Claude et al. [37] a sobrevivéncia as condicOes acidas do estdbmago e aos sais biliares sdo preocupagio
primordial. Pois, os efeitos benéficos das cepas probidticas s6 podem ser observados desde que estas atinjam
porcoes inferiores do intestino ainda viaveis.

Segundo, C. P. Claude et al. [37] elevadas contagens viaveis e taxas de sobrevivéncia durante a
passagem pelo estbmago sdo necessarias para permitir que bifidobacteria vivas, de produtos lacteos
fermentados, desempenhem papel bioldgico no intestino do ser humano.

Nesse sentido o baixo pH do estdmago entre 1 e 4 [8] é a primeira barreira natural enfrentada pelos
microrganismos para desenvolver sua capacidade probiética, estes devem ultrapassar tal barreira e alcancar o
intestino ainda viaveis. O tempo de exposicdo ao acido cloridrico varia de acordo com o estado fisico do
alimento sendo que, para liquidos, o esvaziamento gastrico leva cerca de 1 a 2 horas e, para solidos, o tempo
médio é de 2 a 3 horas|[8].

Para C. L. Ramos [38] ambientes acidos sdo importantes causas de estresse para BAL, mesmo que as
cepas apresentem mecanismos de defesa pode ocorrer acidificacdo do ambiente interno celular reduzindo,
portanto, a atividade de enzimas sensiveis a &cido e levando a danos em proteinas e no DNA.

A presenca de sais biliares na primeira por¢do do intestino delgado (duodeno) é tida como a segunda
barreira contra a colonizacdo de certos microrganismos. Segundo Flores [49] a funcdo dos sais biliares é
responsavel por conter o crescimento de bactérias, sendo mais intenso sobre as gram-positivas, suas
capacidades bacteriostaticas estdo relacionadas a suas propriedades detergentes e hidrofdbicas.

O estresse causado pela presenca de bile, sequndo C. L. Ramos [38], pode ser caracterizado por
apresentar certa toxicidade, pois é capaz de acidificar o ambiente intracelular de forma similar aos &cidos
orgénicos. Portanto, a reducdo de pH e a presenca de sais biliares influenciam, respectivamente, a viabilidade
e 0 crescimento das cepas, sendo, de suma importancia no processo investigatorio da capacidade probidtica.

Portanto, um critério de grande importancia para manutencdo da viabilidade e fixagdo bacteriana é a

capacidade de suportar um ambientes com baixo pH e ricos em sais biliares.

4.7  Coagregacédo e Autoagregacao

A capacidade de aglutinacdo desenvolvida pelas cepas bacterianas é uma caracteristica de grande
importancia tanto entre espécies diferentes (coagregag¢do) como entre individuos da mesma espécie
(autoagregacdo).

Para a primeira condigdo, Coagregacdo, R. C. Nadia [39] define que tal caracteristica constiui-se num
importante mecanismo de defesa para o organismo contra infec¢des tanto para o trato urogenital como para o

TGI. O mecanismo garante a remocédo de células patogénicas inviabilizando sua ancoragem as células de
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mucosa. Além disso, 0 mesmo autor afirma que had uma atividade antagbnica produzida por lactobacillus
durante a coagregacdo sendo de grande valia na caracterizacdo de sua capacidade probidtica.

Durante o processo de autoagregacao a aglutinagdo de células de mesma espécie promove a formacéo
de conglomerados celulares que trazem benéficios a seu hospedeiro. Para R. C. Nadia [39] autoagregacao esta
diretamente relacionada a capacidade de adesdo ao epitélio intestinal, estando associada a varios mecanismaos
moleculares como os receptores de membrana. Por certo, ambas avaliacdes sdo extremamente necessarias

para compor as alegacGes probidticas de dada cepa.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencdo das estirpes de bactérias

Um total de 06 bactérias laticas foi isolado da fermentacdo de azeitonas das cultivares GRAPPOLO 541 e
ASCOLANO, protegidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) e mantidas na
Fazenda Experimental de Maria da Fé — Minas Gerais. Tais bactérias foram testadas em relacdo ao potencial
probidtico e estdo listadas na Tabela 5.

As bactérias laticas foram cultivadas em meio MRS acrescido de nistatina (10 g/l peptona, 10 g/l extrato
de carne, 5 g/l extrato de levedura, 20 g/l glicose, 1 g/l tween 80, 2 g/l fosfato de potassio dibasico, 5 g/l
acetato de sodio, 2 g/l citrato de amdnio, 0,05 g/l sulfato de magnésio-7H,0, 0,05 g/l sulfato de manganés-7

H,0, 15 g/l &gar, 400 mg/L nistatina) e armazenadas congeladas na presenca de glicerol 20% (v/v).

Tabela 5 - Identificacdo dos microrganismos isolados a partir das cultivares GRAPPOLO 541 e ASCOLANO

promissores nos testes iniciais

Estirpe NUmero de identificacdo Origem
Lactobacillus pentosus CCMA 1768
Lactobacillus paracasei CCMA 1771
Lactobacillus paracasei CCMA 1774
Lactobacillus paracasei CCMA 1770 EPAMIG
Lactobacillus brevis CCMA 1766
Lactobacillus brevis CCMA 1762
Lactobacillus paracasei * LBC-81 DANISCO A/S

*estirpe comercial - controle positivo

5.2 Analises microbioldgica

As analises microbioldgicas foram realizadas no laborat6rio de Microbiologia das Fermentaces, no setor
de Microbiologia, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
A cepa patogénica Salmonella enteretides S64, foi fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia do

Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras. Para os ensaios, 0s patdgenos
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foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI; Oxoid, Roskilde, Dinamarca) a 37 ° C durante 24
horas.

A bactéria Lactobacillus paracasei LBC-81 (Danisco A/S, Copenhagen, Dinamarca) foi empregada
como cepa de referéncia para todos os ensaios, pois apresenta resultados probidticos apresentados em diversas
investigac@es cientificas como em R. Jordi e M. Beatriz [40] e S.R. Carlos et al. [1]. Esta cepa bacteriana foi
reativada em caldo MRS e cultivada a 37 °C por 24 horas para 0s ensaios, conforme realizado para as demais

bactérias estudadas.
5.3  Selecdo de microrganismos potencialmente probidticos

As bactérias laticas isoladas das azeitonas foram testadas quanto a seu potencial probidtico por meio
dos seguintes testes: resisténcia ao pH, tolerancia aos acidos biliares, , autoagregacdo e coagregacdo
bacteriana, , aderéncia em células CACO-2 e HT-29. Cada isolado de bactéria foi cultivado em caldo MRS, a
37°C por 24 horas.

Para os testes utilizamos duas condicdes distintas de incubacdo dos tratamentos, na primeira foi
empregada a monocamada de linhagem celular de adenocarcinoma humano CACO-2 para coincubacdo das
bactérias. Para a segunda as mesmas estirpes foram incubadas, analogamente, alterando apenas a linhagem
celular para HT-29.

Todas as estirpes bacterianas foram padronizadas a concentracéo inicial de 1 x 10%de acordo com
Son et. al. [41] realizada através de leitura de densidade o6tica (D.O.) com posterior plagueamento em
superficie utilizando meio MRS. As células humanas foram semeadas a uma concentracdo de 1 x 10°de

acordo com Son et. al. [41].

5.4  Teste de tolerancia a baixo pH

Os 6 isolados de bactérias laticas foram submetidos a testes de tolerancia ao pH 2,0 segundo Ramos et.
al. [38], com algumas modificacbes. As células primeiramente foram incubadas a 37°C por 24 horas, em
seguida foram centrifugadas por 5 minutos (4°C) e lavadas trés vezes em solucédo salina tamponada de fosfato
(PBS: 10 MM KH,PO4/K,HPO,4 e 150 mM NaCl com pH ajustado para 7.0). Apés esta lavagem, as células
foram incubadas em tubos contendo 0 meio MRS em pH ajustado para 2,0 com acido cloridrico a 1N, e
incubadas a 37°C. Foram utilizados tubos contendo meio de cultivo MRS com pH 6,5 como controle.
Amostras (10 uL) foram obtidas nos tempos de 0; 1; 2; 2,5 e 3 horas, e plaqueadas em triplicata em &gar

MRS. A tolerancia ao pH 2,0 foi observada por enumeracédo de células vidveis em &gar.

5.5  Avaliacdo de tolerancia aos acidos biliares

A tolerancia a bile bovina (Oxgall) foi avaliada pelo crescimento das bactérias laticas em caldo seguindo

0 procedimento descrito por Matijasic e Rogelj [42] com algumas modificacdes. As células primeiramente
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foram incubadas a 37°C por 24 horas, em seguida centrifugadas por 5 minutos e lavadas trés vezes em
solugdo salina tamponada de fosfato (PBS: 10 mM KH,PO,/K,;HPO4e 150 mM NaCl com pH ajustado para
7.0). Apds a lavagem, as células foram incubadas em tubos contendo o meio MRS suplementado com bile
bovina (SIGMA-Aldrich) na concentracdo de 0,3%%, incubadas a 37° conforme realizado por Son et. al[41].
Um tubo com auséncia de bile bovina foi utilizado como controle.

Apos o periodo de incubacdo O; 1; 2; 2,5 e 3 horas, foi realizado o plaqueamento em placas contento agar
MRS em triplicata para a contagem de células viaveis. A tolerancia a bile foi observada pelo crescimento das
bactérias laticas superior ou igual a 108 UFC/ml.

5.6  Avaliacdo da capacidade de autoagregacao e coagregacao

O procedimento se desenvolveu conforme descrito por Kos et. al. [43]. Os microrganismos
selecionados foram cultivados em caldo MRS, por um periodo de 24 horas a 37°C, e foram centrifugados a
5000 g por 15 minutos, posteriormente foram lavados por trés vezes e ressuspendidos em solucdo salina
tamponada de fosfato (PBS: 10 mM KH,PO,/K,HPO, e 150 mM NaCl com pH ajustado para 7.0)

Para conferir a viabilidade das células em suspensao foi realizado o plaqueamento em meio MRS
por um periodo de 24 a 48 horas a 37°C e, em sequéncia, a contagem da populacao.

Para o teste de autoagregacdo, 4 mL da suspenséo celular contendo 10® ufc/mL foi homogeneizada
em vortex durante 10 segundos e incubada a 37°C. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 0,2mL nos
tempos de 1, 2, 3, 4, estas aliquotas foram transferidas para microplacas de poliestireno de 96 pocos e as
absorbancias foram lidas a 600 nm. Para o calculo da porcentagem de autoagregacdo, foi utilizado a seguinte
equacdo: 1 — (At/A0)x 100, onde A representa a absorbancia nos tempos: 1; 2; 3; 4 horas e A, a absorbancia
no tempo zero.

No teste de coagregacdo, a metodologia empregada para a suspensdo celular foi a mesma do teste de
autoagregarao, porém, foi utilizada uma estirpe patogénica (Salmonella enteretides S64). Os microrganismos
foram avaliados em pares (2 ml de suspensdo celular de cada um). E realizou-se um grupo controle contendo
0s microrganismos separados. A absorbancia foi lida nos tempos 0, 1; 2, e 3 horas. Para o célculo da
porcentagem de coagregacdo, foi utilizada a Equagéo 1[44].

Coagregacao = ArtAy/Z

Em que Ax e Ay representam as absorbancias de cada estirpe no tubo controle, e A (x + ) representa a

absorbéancia destes microrganismos misturados.
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5.7  Avaliagdo in vitro da capacidade de adesdo em células de adenocarcinoma de c6lon humano
(Caco-2 e HT-29)

Para verificar a ades@o das estirpes isoladas foram utilizadas linhagens celulares da mucosa intestinal
humana Caco-2 e HT-29 (células de adenocarcinoma colorretal). As células Caco-2 se diferenciam e se
polarizam espontaneamente, mostrando uma membrana apical funcional com as microvilosidades
completamente desenvolvidas; por isto &, constantemente, utilizada em estudos in vitro da organizacao e
funcdo de células intestinais humanas [45]. Ja as células HT-29 sdo capazes de expressar aspectos de
diferenciacdo caracteristicos de células intestinais maduras tais como as células caliciformes. Ambas as
células foram adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

Foram cultivadas em atmosfera contendo 5% de CO, sendo nutridas com o Meio MEN/EBSS (Minimal
Essential Medium with Earle’s), contendo: 1,0g/1 Glicose; 0,3 g/l L-glutamina; 2,2 g/l Bicarbonato de sodio; 0
0,002 % de antibidtico: Gentamicina; 0,005 % antifingico: Anfotericina B e 10% Soro Fetal Bovino (SFB).
O meio de crescimento foi substituido a cada dois dias até completar o periodo de maturacéo celular e obter as
caracteristicas de células maduras, bem como o estabelecimento da monocamada celular (aproximadamente
21 dias) com confluéncia no fundo da garrafa de cultivo maior ou igual a 80%. O desenvolvimento das células
foi acompanhado em microscopio optico invertido

As monocamadas foram sub-cultivadas em microplacas contendo 24 pogos. Apds 21 dias, as células
foram lavadas com tampéo salino-fosfato (PBS: 10 mM KH,PO,/K,HPO, e 150 mM NaCl, pH 7,4) e
adicionados 2 mL de meio MEN/EBSS néo suplementado em cada po¢o com incubacdo a 37° C durante 1
hora. Apos a incubacdo, 0 MEN/EBSS foi removido e substituido por 1 mL de suspensdo de bactérias em
tampédo salino-fosfato (PBS: 10 mM KH,PO/K,HPO, ¢ 150 mM NaCl, pH 7,4) contendo
aproximadamente 10 ® UFC/ mL. A cultura inoculada foi incubada a 37° C durante 1 hora em 5% de CO,.

Posteriormente, as monocamadas foram lavadas por trés vezes com (PBS: 10 mM KH,PO4J/K,HPO, e 150

mM NaCl, pH 7,4) estéril para remover bactérias ndo aderidas e mortas. Ap6s a lavagem foi adicionado 1
mL de solugéo de Triton — X a 1% diluida em PBS durante 10 minutos para ocorrer & lise das células Caco-2
e liberagdo das células bacterianas potencialmente probidticas aderidas.

Apés 10 minutos de incubagdo a 37°C, o lisado contendo as BALs foi diluido em série e feito o
plagueamento em Agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas.

A capacidade de adeséo foi expressa conforme Jensen et. al. [22] pela razdo percentual entre as contagens
de BALs inicialmente semeadas e as contagens de bactérias aderidas pés plaguemaneto convertidas (UFC /

mL). Os plagueamentos foram realizados em meio MRS, e o experimento foi realizado em duplicata.
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5.8 Awvaliacdo in vitro da capacidade de excluséo das estirpes potencialmente probidticas a
Salmonella enteritidis s64

A inibicdo da adesdo de Salmonella enteritidis s64 as células Caco-2 e HT-29 por BALs
potencialmente probiéticas foi realizada de acordo com Gueimonde et al.[46] sofrendo pequenas
modificagdes. A cepa patogénica foi obtida da Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA) do
laboratério de Microbiologia de Fermentag@es da Universidade Federal de Lavras - MG.

Os ensaios de exclusdo foram conduzidos de forma que, inicialmente, as BALs foram inoculadas e
co-cultivadas por 30 minutos junto as células humanas (CACO-2 e HT29), em seguida, a cepa patogénica foi
inoculada por um periodo adicional de 60 minutos, totalizando 01h: 30min de contato.

As concentragdes de BALs e Salmonella enteritidis s64 foi ajustadas para 10° (Log. UFC/ml),
conforme mencionado anteriormente, sendo ressuspendidos em 1ml de tampdo salino-fosfato (PBS: 10 mM
KH,POL/K,;HPO, e 150 mM NaCl, pH 7,4) e, posteriormente, adicionados conforme mencionado acima.

Para execugdo do estudo utilizamos células humanas cultivadas por 21 dias (diferenciadas) em
microplacas de 24 pocos de acordo com as seguintes condicdes: (1) inoculacdo de BALs 10° (Log. UFC/ml)
isoladamente por 30 minutos; (I1) inoculacdo de bactérias patogénicas 10° (Log. UFC/mI) apés o tempo
decorrido a primeira etapa — incubacdo durante 60 minutos adicionais (exclusdo); (lI11) controle positivo:
inoculagdo da patogénica por 90 minutos; (IV) inoculagdo da bactéria probictica comercial isoladamente
(Controle negativo).

Apos incubacdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS: 10 mM KH,PO4/K,HPO, e 150
mM NaCl, pH 7,4) para remocdo das ndo aderidas e depois recuperadas por tratamento com 1% (v / v) de
Triton-X durante 10 minutos a 37°C. Apds o tratamento com Triton-X, a solucdo de bactérias foi diluida em
série e plaqueadas em agar BHI (Brain heart infusion, Kasvi, Parand) para determinar o nimero de células
patogénicas viadveis associadas pela contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC).

A inibicdo de adesdo do patégeno pelas cepas potencialmente probidticas foi avaliada conforme
apresentado por Yu et al.(2010)[47]; comparou-se, portanto, as contagens finais & de inoculagdo. O

experimento foi realizado em triplicata.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1  Teste de tolerdncia ao baixo pH e &cidos biliares

O efeito do suco gastrico (&cido hidrocloridrico) foi simulado para avaliar a viabilidade das BALs
potencialmente probiéticas frente a acidificagdo do meio e se encontra apresentado na Figura 2. Para o tempo
zero (To) ndo houve diferenca estatistica entre as cepas, posteriormente, pode-se observar oscilagdes nas

contagens para o periodo p6s inoculacéo.
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Para o tempo trés (T3) percebe-se que as cepas L. pentosus (CCMA 1768), L. paracasei (CCMA 1770) e
LBC-81 ndo apresentam diferenca estatistica (p<0,05) entre si, mas foram diferentes das demais; L. paracasei
(CCMA 1771) e L. paracasei (CCMA 1774) nao apresentam diferenca estatistica (p<0,05) entre si, mas
diferem das demais; L. brevis (CCMA 1766) apresenta diferenca estatistica (p<0,05); L. brevis (CCMA 1762)
demonstra diferenca estatistica (p<0,05).

Quando comparamos os resultados obtidos em T, com os observados em Tz a mudanca logaritmica
encontrada se apresenta conforme se segue (1) acréscimo logaritmico: (LBC-81 +0,68); (CCMA 1768
+0,23); (CCMA 1771 +0,23); (CCMA 1762 +1,23)/ (2) decréscimo logaritmico: (CCMA 1774 -1,21);
(CCMA 1770 -0,97) e (CCMA 1766 -0,47).

De mesma maneira o efeito bacteriostatico dos Sais Biliares foi simulado para avaliar o crescimento das
BALs potencialmente probidticas, haja vista que seu potencial toxico, supramencionado, pode inibir o
crescimento bacteriano. Os resultados se encontram apresentados na Figura 3.

No T, todas as estirpes apresentaram crescimento microbiano similar ndo diferindo estatisticamente
(p<0,05) entre si. Ao comparar os resultados obtidos em T, com 0s observados em T3 nota-se as seguintes
variacOes logaritmicas: (1) acréscimo logaritmico - L. brevis (CCMA 1766), L. paracasei (CCMA 1770), L.
brevis (CCMA 1762), L. paracasei (CCMA 1771), L. paracasei (CCMA 1774) e LBC-81 apresentaram
aumento na contagem variando entre (0,6 e 0,97 LOG UFC/ml); (I) decréscimo logaritmico - apenas a cepa
L. pentosus (CCMA 1768) apresentou reducdo na contagem (0,04 LOG UFC/ ml).

A porcdo probidtica de um simbionte deve ter quantidade viavel na faixa de 10® a 10° UFC, como no
minimo 10" UFC para seu consumo [48].

Portanto, é possivel afirmar que os isolados mantiveram sua viabilidade mesmo ap6s expostos ao
ambiente &cido evidenciando uma contagem minima de 8,64 (Log. ufc/ml) para L. paracasei (CCMA 1774) e
méxima de 11,15 (Log. UFC/ml) para L. brevis (CCMA 1762). O resultado promissor se aplica também ao
ambiente enriquecido com sais biliares evidenciando uma contagem minima de 9,38 (Log. ufc/ml) para L.
pentosus (CCMA1768) e maxima de 10,64 (Log. UFC/ml) para L. paracasei (CCMA 1774). Ambos

respeitam 0 intervalo preconizado pelo 6rgédo de regulacéo, ANVISA.
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Figura 2 - Teste de tolerancia a baixo pH em diferentes tempos amostrais. Valores apresentados foram determinados em triplicata; barras indicam desvio padrdo da média. Valores médios seguidos de letras diferentes
(mailsculas entre os M.O.s, minlsculas entre os tempos) diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Estirpes — LBC-81: Lactobacillus paracasei *: cepa comercial (controle +); CCMA 1768:
Lactobacillus pentosus; CCMA 1768: Lactobacillus paracasei; CCMA 1774: Lactobacillus paracasei (CCMA 1770): Lactobacillus paracasei; CCMA 1766: Lactobacillus brevis; ccMA 1762: Lactobacillus brevis.
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Figura 3 - Teste de tolerancia a sais biliares. Valores apresentados foram determinados em triplicata; barras indicam desvio padrdo da média. Valores médios seguidos de letras diferentes (maitsculas entre os M.O.s,
minusculas entre os tempos) diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Estirpes — CCMA 1766: Lactobacillus brevis; CCMA 1768: Lactobacillus pentosus; CCMA 1770: Lactobacillus paracasei;
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6.2  Avaliacéo da capacidade de autoagregacgao e coagregacao

A taxa de aglutinacdo ou autoagregacdo dos isolados foi avaliada e seus resultados estéo apresentados na
Figura 6. Todas as cepas demonstraram acentuada capacidade para autoagregacao apos 24 horas de incubacéo
obtendo resultados entre 67 e 89%.

O isolado L. pentosus CCMA 1768 apresentou maior percentual entre as cepas, inclusive, quando
comparado ao probidtico comercial LBC-81 Lactobacillus paracasei, as demais cepas apresentaram
resultados muito similares. Em seus estudos Kos et. al. [43] encontrou resultados similares ao avaliar
Lactobacillus acidophilus M92.

Para o ensaio de coagregacdo as cepas foram testadas frente a S. enteritidis s64 e seus resultados
demonstrados na Figura 7.

Verifica-se que a cepa L. paracasei (CCMA 1768) e L. paracasei (CCMA 1774) sO apresentaram
capacidade coagregativa apds trés horas de incubacdo, ja o LBC-81 (Lactobacillus paracasei) demonstrou
acdo coagregativa a partir da segunda hora de incubacdo. As demais cepas desenvolveram capacidade de
aglutinagdo ao patégeno em todos os momentos amostrais mesmo que em reduzidos percentuais. No tempo 3
(t3) todas as cepas potencialmente probidticas obtiveram resultados superiores quando comparados aos da
cepa comercial.
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Figura 4 - Teste de Autoagregacdo. Valores apresentados foram determinados em duplicata; + indica desvio padrdo da média. Valores indicados (+ desvio padrédo)
seguidos por letras diferentes (maiusculas entre os M.O.s, minUsculas entre os tempos) diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Scott-Knott. Estirpes —
CCMA 1768: Lactobacillus pentosus; CCMA 1768: Lactobacillus paracasei; CCMA 1774: Lactobacillus paracasei; CCMA 1770: Lactobacillus paracasei; CCMA
1766: Lactobacillus brevis; CCMA 1762: Lactobacillus brevis; LBC-81: Lactobacillus paracasei. *: cepa comercial (controle +).
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Figura 5 - Teste de Coagregacéo frente a S. enteritidis s64. Valores apresentados foram determinados em duplicata; + indica desvio padrédo da média. Valores indicados

(£ desvio padrdo) seguidos por letras diferentes (maitsculas entre os M.O.s, minUsculas entre os tempos) diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Scott-
Knott. Estirpes — CCMA 1768: Lactobacillus pentosus; CCMA 1768: Lactobacillus paracasei; CCMA 1774: Lactobacillus paracasei; CCMA 1770: Lactobacillus

paracasei; CCMA 1766: Lactobacillus brevis; CCMA 1762: Lactobacillus brevis; LBC-81: Lactobacillus paracasei. *: cepa comercial (controle +).

6.3 Teste de adesdo in vitro das estirpes potencialmente probidticas

Os resultados da capacidade de adesdo estdo demonstrados na Figura 6. Os resultados observados
variaram de acordo com a linhagem celular, bem como entre as estirpes empregadas. Os tratamentos
submetidos a linhagem celular HT-29 variaram de 8,02 a 55%, j& os que foram submetidos a CACO-2
obtiveram resultados inferiores estando entre 2,01 e 17,86% da contagem inicial inoculada.

Esse resultado € esperado ao considerar o fenétipo de cada linhagem, pois a HT-29 apresenta uma
proporcdo de células caliciformes capazes de secretar glicoproteinas precursoras de muco. Sendo, portanto, a
camada de muco responsavel por numerosas vantagens ecoldgicas aos microrganismos residentes [50] o que
inclui um melhor ambiente de fixac8o por meio de proteinas de ancoragem. As células CACO-2 “in vitro” se
diferenciam em monocamada homologa aos enterécitos do epitélio intestinal os quais apresentam
caracteristicas absortivas e ndo muco-secretoras [50].

As estirpes Lactobacillus paracasei (CCMA 1774), Lactobacillus brevis (CCMA 1762) e
Lactobacillus paracasei (CCMA 1768) apresentaram melhor capacidade adesiva para HT-29 sendo que o
resultado para a bactéria (CCMA 1762) ndo se diferenciou estatisticamente (p<0,05) em relagdo a capacidade
de adesdo encontrada para as bactérias L. paracasei (CCMA 1774) e L. pentosus (CCMA 1768).

Para as estirpes testadas em CACO-2 as que se destacaram quanto ao percentual de adesdo foram,
coincidentemente, as estirpes Lactobacillus paracasei (CCMA 1774) e Lactobacillus brevis (CCMA 1762)

com diferenca estatistica entre ambas (p<0,05).
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Para Zivkovic et. al. [51] o resultado observado € corroborado quando afirma que L. paracasei subsp.
paracasei possui 0 gene BGSJ2-8 responsavel por sintetizar AggLb, proteina de agregagdo e, portanto, é
capaz de sobreviver em condi¢des intestinais simuladas.

A caracteristica de sintese é reforcada por Bengoa et. al .[52] quando afirma que estirpes paracasei
sdo produtoras de polissacarideo, por conseguinte, é possivel pensar a intervencgdo destes nas propriedades de
adeséo.

Com relacdo a cepa de Lactobacillus brevis Hynonen et. al. [53] afirma que sdo importantes
colonizadores de mucosas, principalmente, entre seres humanos, apoiando sua afirmacdo na presenca da
camada S, a qual contém uma classe de adesinas com afinidade por diversos alvos teciduais.

Por fim a cepa de bactéria probidtica comercial (controle positivo) apresenta resultados de 6% para

HT-29 e 0,03% para CACO-2 indicando menor capacidade adesiva quando comparada as estirpes testadas.
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40 -
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L63 L69 L48 L38 L64 L67 LBC-81 * c+

Fig. 7 - Teste de adesdo “in vitro” de estirpes potencialmente probidticas em células humanas HT-29. Valores apresentados foram determinados em triplicata; barras
indicam desvio padrdo da média. Valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Estirpes — CCMA 1768:
Lactobacillus pentosus; CCMA 1768: Lactobacillus paracasei; CCMA 1774: Lactobacillus paracasei; CCMA 1770: Lactobacillus paracasei; CCMA 1766:

Lactobacillus brevis; CCMA 1762: Lactobacillus brevis; LBC-81: Lactobacillus paracasei. *: cepa comercial (controle +).
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Figura 8- Teste de adesdo “in vitro” de estirpes potencialmente probiodticas em células humanas CACO-2. Valores apresentados foram determinados em triplicata; barras
indicam desvio padrdo da média. Valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Estirpes — CCMA 1768:
Lactobacillus pentosus; CCMA 1768: Lactobacillus paracasei; CCMA 1774: Lactobacillus paracasei; CCMA 1770: Lactobacillus paracasei; CCMA 1766:

Lactobacillus brevis; CCMA 1762: Lactobacillus brevis; LBC-81: Lactobacillus paracasei. *: cepa comercial (controle +).

6.4 Teste de exclusdo in vitro das estirpes potencialmente probidticas

Os resultados da capacidade de inibicdo da agregacdo de patdgenos estdo apresentados na Figura 12.

Verifica-se que os resultados observados variaram de acordo com a linhagem celular, bem como entre as
estirpes utilizadas. Os tratamentos submetidos & linhagem HT-29 apresentaram diferenca estatistica tendo
reducdo logaritmica para todas as cepas potencialmente probidticas em relacdo ao controle positivo. A cepa
comercial probidtica expressou baixa habilidade para exclusdo do patdégeno reduzindo apenas 0,04 (Log.
UFC/mL) sendo estatisticamente (p<0,05) similar ao controle positivo.

Dentre as cepas testadas em relagdo ao potencial probidtico as que demonstraram maior capacidade de
exclusdo foram: L. paracasei (CCMA 1770) apresentando reducdo logaritmica de 3,62 (Log. UFC/ml), L.
paracasei (CCMA 1771) apresentando reducdo logaritmica de 3,51 (Log. UFC/ml) e L. brevis (CCMA 1762)
apresentando reducdo logaritmica de 2,96 (Log. UFC/ml) quando comparadas aos controles e a cepa
comercial.

Para as cepas submetidas a linhagem CACO-2 os resultados demonstraram-se menos expressivos, pois a
reducdo logaritmica foi discreta considerando o controle positivo: minima de 0,3 (Log. UFC/mL) e maxima
de 0,96 (Log. UFC/mL). Contudo, ao confrontar os resultados obtidos entre as cepas potencialmente
probidticas e a comercial pode-se perceber similaridade estatisticas (p<0,05) na eficiéncia de exclusdo para
todos os isolados microbianos.
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Jankowska et. al. [54] em seus estudos observou redugfes mais acentuadas para a contagem de bactérias
patogénicas junto ao teste de exclusdo para linhagens celulares CACO-2. Contudo, deve-se considerar que a
cepa patogénica utilizada pertence a subespécie entérica. Para execucdo deste trabalho utilizou-se a
subespécie enteritidis, portanto, parte da diferenca nos resultados pode ser atribuida ao patogeno utilizado.

Os resultados observados para a cepa L. paracasei (CCMA 1771) pode ser justificada considerando a
proposicao de Jankowska et. al. [54] quando afirma que tal bactéria utiliza 0 mesmo mecanismo e receptores
que a patogénica. Tal caracteristica parece criar condi¢fes para uma inibicdo com maior intensidade.

A cepa L. brevis (CCMA 1762) teve contagem de 9,48 (Log. UFC/mI) sendo, portanto, superior ao
resultado encontrado para o controle positivo Salmonella enteritidis s64 (inoculado isoladamente) que obteve
uma contagem de 8,78 (Log. UFC/ml). Tal desfecho pode indicar conforme Collado et. al. [55] que a
presenca prévia da bactéria potencialmente probiotica Lactobacillus brevis (CCMA 1762) ndo s6 falhou

quanto a capacidade de exclusdo como ocasionou maior adesdo do M.O. patogénico.
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8,38 b 8,14b 8,40b

6,31c
- 576d

—
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1,00e

1,00

S64* c+ LBC-81/ 38/ s64 L63/s64 L67/s64 L69/ s64 L48/ s64 L64/s64 LBC-81* c-
s64*

19.9 - Teste de exclusao In vitro de estirpes potencialmente probioticas com celulas humanas (HT-29). Siglas separadas por barra indicam quais cepas foram incubadas no
mesmo pogo. Resultados apresentados com letras distintas sdo significativamente diferentes (ANOVA, Tukey) (p<0,05). Estirpes — CCMA 1768: Lactobacillus pentosus;
CCMA 1771: Lactobacillus paracasei; CCMA 1774: Lactobacillus paracasei; CCMA 1770: Lactobacillus paracasei; CCMA 1766: Lactobacillus brevis; CCMA 1762:
Lactobacillus brevis; LBC-81: Lactobacillus paracasei; S64: Salmonella enteritidis. **patégeno (controle +),**cepa comercial probiética (controle -).
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Fig.10 - Teste de exclusao in vitro de estirpes potencialmente probioticas com celulas humanas (CACO-2). Siglas separadas por barra indicam quais cepas foram
incubadas no mesmo pogo. Resultados apresentados com letras distintas séo significativamente diferentes (ANOVA, Tukey) (p<0,05). Estirpes — CCMA 1768:
Lactobacillus pentosus; CCMA 1771: Lactobacillus paracasei; L63: Lactobacillus paracasei; CCMA 1770: Lactobacillus paracasei; CCMA 1766: Lactobacillus
brevis; CCMA 1762: Lactobacillus brevis; LBC-81: Lactobacillus paracasei; s64: Salmonella enteritidis. *patégeno (controle +),**cepa comercial probidtica (controle -

).

7 CONSIDERAGOES FINAIS

O intestino € o principal alvo de constantes infeccOes exdgenas (doencas gastroentéricas). Nesse sentido,
as cepas potencialmente probidticas podem contribuir para inibicdo e ou reducdo do tempo desses quadros
infecciosos. A relacdo direta entre a diversidade microbiol6gica das cepas e o estado de salde de seu
hospedeiro se torna cada vez mais nitida.

Nesse sentido, o interesse pela tematica tem direcionado o foco das grandes corporacfes do ramo
alimenticio para pesquisas capazes de identificar e associar caracteristicas em cepas potencialmente
probidticas.

Atualmente, as principais matrizes de obten¢do desses M.O.s sdo produtos lacteos que, por sua vez, tem
origem animal. Contudo, a crescente demanda do mercado vegetariano/ vegano exige incessante busca por
fontes vegetais.

Os resultados obtidos nesse trabalho fomentam a possibilidade da utilizacdo de cepas potencialmente
probidticas obtidas do fruto de Olea europaea (oliveira) in natura e naturalmente fermentadas servindo como
reservatorios.

Por certo, algumas das questdes cruciais para classificacdo de cepas como probiéticas se da através da
analise de resisténcia as intempéries impostas pelo TGl (mudancas no pH, resisténcia a substancias
bacteriostaticas, capacidade adesiva entre outras).
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Os resultados observados neste estudo indicam que os isolados testados demonstram resisténcia as
intempéries simuladas, bem como desenvolveram alta capacidade de adesdo as células miméticas aos

enterdcitos. Para, além disso, a cepas foram eficientes na exclusdo do patégeno utilizado.
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