Universidade
Estadual de LondRrina

PRISCILA BONEVENTI

IDENTIFICACAO ESPECIFICA DE LACTOBACILLUS POR
ARDRA E DESENVOLVIMENTO DE LEITE PROBIOTICO A
PARTIR DE UM DOS ISOLADOS

Londrina
2008



PRISCILA BONEVENTI

IDENTIFICACAO ESPECIFICA DE LACTOBACILLUS POR
ARDRA E DESENVOLVIMENTO DE LEITE PROBIOTICO A
PARTIR DE UM DOS ISOLADOS

Dissertagdo  apresentada ao  Programa de
Pos_Graduacdo Ciéncia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina, como requisito
parcial a obten¢ao do titulo de Mestre em Ciéncia
de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Lucia Helena da Silva
Miglioranza
Co-orientador: Prof. Dr. José Eduardo Garcia

Londrina
2008



PRISCILA BONEVENTI

IDENTIFICACAO ESPECIFICA DE LACTOBACILLUS POR
ARDRA E DESENVOLVIMENTO DE LEITE PROBIOTICO A
PARTIR DE UM DOS ISOLADOS

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Lucia Helena da Silva Miglioranza

Profa. Dra. Magali Soares dos Santos Pozza

Profa. Dra. Suely Mayumi Obara Déi

Londrina, 05 de agosto de 2008.



Dedicatoria

A Deus, aos meus pais, Sonia ¢ Domingos,
e ao meu marido, Daphnis, pelo amor, apoio
€ compreensao.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me ama acima de tudo e nunca me desampara nos momentos em que mais preciso
Dele;

A professora Dr*. Lucia Helena da Silva Miglioranza, minha orientadora, e o professor Dr. José
Eduardo Garcia, meu co-orientador, pela orientagcdo, amizade, ensinamentos e por toda atengao

dedicada a este trabalho;

Aos meus pais, Sonia ¢ Domingos, por todo carinho, amor e incentivo depositados em mim,
sempre me ajudando a seguir em frente e a nunca desistir dos meus sonhos;

Ao meu marido, Daphnis, por toda compreensao e amor, sempre me incentivando e apoiando nos
momentos que eu mais precisei;

As minhas estagiarias, Juliana de Lima Santoro e Poliana Macedo Guimaraes, pela valiosa ajuda
neste trabalho e pela presente amizade;

Aos colegas de turma, pelos momentos felizes compartilhados em laboratorio, na sala de aula ou
fora dela e outros, em especial a Valéria O. Brito e Giselle Aparecida Nobre Costa, pela grandiosa
ajuda nos momentos de duvidas e incertezas;

A todos os professores do curso de mestrado em ciéncia de alimentos pelos ensinamentos;

Aos técnicos do departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Dra. Elza Youssef,
Berenice Figueiredo, Nelson Heitor Fuzinato e Patricia Sambatti pela contribui¢do durante a
execucao do trabalho pratico;

A secretaria, Sandra Rezende, por toda ajuda, sempre que necessaria durante o mestrado;

A CAPES, pela concessdo da bolsa de estudos e a Fundagdo Araucaria pelo apoio financeiro;

E a todos que de alguma forma contribuiram para a realizagao deste trabalho.

“Nunca, jamais,
desanimeis,
embora venham ventos contrarios.”

(Santa Paulina)



BONEVENTI, Priscila. ldentificacdo Especifica de Lactobacillus por ARDRA e
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RESUMO

A utilizagdo de novos isolados de Lactobacillus com caracteristicas probidticas impde uma
seqiiéncia de testes bioquimicos que visam a verificagdo do potencial biotecnologico destas
linhagens. Testes bioquimicos permitiram selecionar 08 linhagens com caracteristicas
probidticas isoladas de fezes de criancas sauddveis da creche da Universidade Estadual de
Londrina. No presente trabalho, essas linhagens foram identificadas molecularmente através
da técnica de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) e um isolado foi
escolhido para a obten¢do de um produto probiodtico. Amplificou-se a regido intergénica 16S -
23S do DNA ribossomal extraido dos isolados por PCR e os produtos foram submetidos a
hidrolise com 11 enzimas de restricdo. Os produtos desta reagao foram verificados em
eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo 20mg/ml sob incidéncia
de luz ultravioleta e fotodocumentado. As linhagens foram entdo, identificadas quanto as suas
espécies como Enterococcus faecalis (2), Enterococcus faeccium, Lactobacillus plantarum (04)
e Bifidobacterium lactis ¢ uma das linhagens de Lactobacillus plantarum foi submetida a
estudo em leite desnatado reconstituido a 9,0%, no qual foram definidos os parametros de
obten¢do de um produto probidtico, o qual foi avaliado quanto as condigdes de crescimento,
concentragdo ¢ viabilidade dos microrganismos durante 60 dias de armazenamento a 5°C,
bem como teste microbioldgico para controle de qualidade. O leite probiodtico atingiu uma
acidez titulavel maxima de 0,31%, ndo sendo considerado um leite fermentado por ndo ter
atingido o minimo de acidez preconizado pela legislacdo brasileira que ¢ de 0,60%. A
concentragdo de células vidveis manteve-se acima de 107 UFC/ml durante o periodo de
armazenamento, acima do minimo recomendado pela legislacdo que ¢ de 106 UFC/ml. Seis
marcas de leites fermentados comerciais foram avaliadas quanto ao pH, a acidez titulavel, a
concentragdo e a viabilidade dos microrganismos presentes. Todas as marcas se apresentaram
dentro das normas exigidas pela legislagdo brasileira vigente quanto aos padrdes para leite
fermentado. A linhagem identificada como Lactobacillus plantarum apresentou caracteristicas
favoraveis a produgdo de um leite probiotico, atingindo uma concentragao de células vidveis
acima de 107 UFC/ml e mantendo essas contagens por no minimo 60 dias durante a
estocagem a 5°C.

Palavras-chave: Lactobacillus plantarum.16S. 23S. PCR.
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ABSTRACT

The use of new isolates of characteristic probiotic Lactobacillus requires a sequence of
biochemical tests aiming to verify the biotechnological potential of these strains. Biochemical
tests allowed selecting 08 probiotic strains isolated from healthy children's feces in a day care
center at the State University of Londrina. In this research, these strains have been
molecularly identified through the technique of ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis) and an isolated was chosen to obtain a probiotic product. The 165-23S
Ribosomal DNA intergenic spacers regions were extracted from the isolated by PCR and the
products were submitted to hydrolysis with 11 restriction enzymes. The products of this
reaction were electrophoresed in a 2.0% agarose gel, stained with ethidium bromide 20mg/ml,
verified by ultraviolet light transillumination and photo documented. The strains were then
identified as belonging to Enterococcus faecalis (2), Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum (04) and Bifidobacterium lactis species and one of the strains of Lactobacillus
plantarum was used in this study. The strain was applied in a 9.0% w/w solids reconstituted
skimmed milk to define the parameters for obtaining a probiotic product, which was evaluated
for the conditions of culture growth, microorganisms’ concentration and viability for 60
storage days at 5°C, and microbiological testing for quality control. The probiotic milk
reached a maximum titratable acidity of 0.31% and is not considered fermented milk
according to the Brazilian legislation that is 0.60%. The concentration of cells remained above
of 107 CFU/ ml during the storage period, which is above the minimum recommended by the
legislation, which is 106 CFU/ ml. Six commercial fermented milk were assessed for pH,
titratable acidity, concentration and viability of probiotic microorganisms present. All of them
were found within the standards required by Brazilian law for fermented milk. The strain
identified as Lactobacillus plantarum presented favorable characteristics for a probiotic milk
development, reaching a concentration of cells above 107 CFU/ ml and maintaining these
counts by at least 60 storage days at 5°C.

Keywords: Lactobacillus plantarum. 16S. 23S. PCR.
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1 INTRODUCAO

A comunidade microbiana que habita o trato gastrointestinal de um
individuo ¢ caracterizada por sua alta densidade populacional, ampla diversidade ¢ interagdes
complexas (MACKIE; SGHIR; GASKINS, 1999), mas o funcionamento de todo esse sistema
e das interacdes existentes nele ainda nao sao bem conhecidos.

No intestino, existem espécies de bactérias que sdo nocivas e podem causar
problemas de saide como, diarréia, infecgdes, tumores, danos ao figado e até putrefagdo
intestinal, mas existem também espécies que sdo benéficas e inibem o crescimento das
bactérias nocivas, melhoram a digestdo e a absorcdo de nutrientes, possuem efeito anti-
cancerigeno, ajudam na sindrome do intestino irritavel, processos alérgicos ocasionados por
alguns alimentos, entre outros efeitos, promovendo, dessa maneira, a saude do hospedeiro.

Em 1907, Ilya Ilyich Metchnikoff, microbiologista russo do Instituto Pasteur
de Paris, ganhador do Prémio Nobel de Medicina em 1908 e um dos precursores da moderna
Biologia Celular, desenvolveu uma teoria, na qual o efeito dos microrganismos patogénicos
do trato gastrointestinal humano poderia ser minimizado pela ingestdo de microrganismos
benéficos vivos. Em seus estudos, Metchnikoff atribuiu a longevidade dos camponeses
bulgaros ao grande consumo de leite fermentado por Lactobacillus bulgaricus, hoje conhecido
como L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Assim, iniciou-se o conceito de modificagdo da
atividade da microflora intestinal pela ingestdo de leites fermentados (FOOKS; GIBSON,
2002).

As bactérias acido-lacticas utilizadas atualmente para a producdo de leites
fermentados pertencem principalmente aos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium, Propionibacterium, entre outros, € sdo assim
denominadas por fermentarem agucares simples, produzindo o acido latico como principal
produto do seu metabolismo (FARIA; BENEDET; LE GUERROUE, 2006).

A ingestdo de bactérias benéficas presentes em diversos produtos lacteos
colabora para impedir a fixagdo de microrganismos patogénicos no intestino. Portanto, os
probidticos definidos por Fuller (1989) como suplementos alimentares microbianos que
afetam beneficamente o hospedeiro pela melhora do balango microbiano intestinal, tém sido
utilizados com esta finalidade. Existem muitos efeitos ocasionados pela colonizagdo das
bactérias probidticas no intestino, entre eles podemos citar: redugdo dos efeitos adversos

observados na intolerancia a lactose, controle das infec¢des intestinais, supressao de tumores,
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diminui¢do da concentracao de colesterol e conseqlientemente menor incidéncia de doengas
coronarias, melhor digestao, efeitos nutricionais e estimulacao do sistema imune (FOOKS et
al., 1999), assim como, diminui¢do do indice e sintomas de quadros diarréicos e constipagdo
intestinal.

Para que as bactérias probidticas sobrevivam ao transito no trato
gastrointestinal elas precisam ser capazes de resistir a um baixo pH e a acidez do estomago,
tolerar as concentracdes de sais biliares presentes no intestino e também conseguir se aderir as
células da mucosa intestinal, beneficiando desta maneira o seu hospedeiro.

Johansson et al. (1993) forneceram uma sopa probidtica de aveia a base de
lactobacilos para voluntarios e constataram que somente 5 linhagens das 19 administradas
persistiram no jejuno e colon 11 dias apés o término da administragcdo, sendo as bactérias
mais encontradas L. plantarum (85%), L. rhamnosus (23%) e L. reuteri (23%).

Pozza (2006) isolou e caracterizou, através de técnicas bioquimicas
(resisténcia aos sais biliares, tolerancia a condi¢des acidas e ao fenol), 30 linhagens de
bactérias, sendo que 8 apresentaram potencial de utilizagdo como probiotico, entretanto tais
linhagens foram identificadas apenas como Lactobacillus spp., pois as técnicas utilizadas nao
permitiram uma identificagdo especifica. Entdo, para se identificar as espécies, foi utilizada a
metodologia de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), que consiste em
utilizar a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e digerir seus produtos com enzimas
de restricao especificas. Esta técnica ¢ mais facil, rapida e precisa do que as metodologias
baseadas no perfil de fermentacdo usados na maioria dos laboratérios para propor a

identificacdo destas bactérias em diferentes estudos (MOREIRA et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de novos isolados de Lactobacillus com caracteristicas
probidticas impde uma seqiiéncia de testes bioquimicos que visam a verificagdo do potencial
biotecnoldgico das linhagens em questao.

Técnicas de biologia molecular tém sido usadas com sucesso na
identificagdo de microrganismos nos mais variados ambientes.

Testes bioquimicos preliminares foram realizados em estudos desenvolvidos
em nosso grupo de pesquisas por Pozza (2006), onde 30 linhagens foram isoladas de fezes de
criancas saudaveis da creche da Universidade Estadual de Londrina. A partir dessa analise
preliminar, 08 linhagens com caracteristicas probidticas foram obtidas, porém as espécies dos
respectivos isolados ndo foram identificadas.

Diante do exposto, o presente trabalho visa identificar molecularmente
através da técnica de ARDRA as 08 linhagens de interesse em fun¢do do potencial probiotico,

e desenvolver um leite probidtico empregando uma dessas culturas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral e os objetivos especificos deste trabalho foram:

3.1 OBJETIVO GERAL

= Jdentificar as espécies de linhagens de lactobacilos e avaliar os
parametros tecnologicos da produgdo de um leite probidtico contendo uma espécie de

Lactobacillus isolada de intestino humano;

=  Analisar diferentes marcas de leites fermentados comerciais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Identificar pela técnica de ARDRA oito espécies de Lactobacillus spp.

Isoladas de intestino de criancas saudaveis;

=  Avaliar as condi¢des de crescimento, concentracdo e viabilidade de um

dos isolados de lactobacilos identificados para producdo de um leite probiotico;

= Avaliar o pH, a acidez titulavel, a concentracdo e a viabilidade dos

microrganismos presentes em leites fermentados comerciais.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O TRATO GASTROINTESTINAL HUMANO

Dentro do utero, o feto se encontra estéril, mas no momento do parto, em
que passa através da genitalia feminina ¢ rapidamente contaminado por bactérias da flora
vaginal e fecal de sua mae. Enquanto que no parto por cesarea eles sdo colonizados por
bactérias do ambiente (MORAIS; JACOB, 2006). O processo de formagdo da microbiota
gastrointestinal do recém-nascido ¢ influenciado pela alimentagdo (aleitamento materno ou
ndo) e por fatores ambientais. Na crianca saudavel, a microbiota esta totalmente estabelecida
por volta de um ano e meio a dois anos (CHEN; WALKER, 2005). Os primeiros organismos
a colonizar o trato gastrointestinal apds o nascimento sdo as bifidobactérias (MARCO;
PAVAN; KLEEREBEZEM, 2006) e em seguida, os lactobacilos também comecam a
colonizar.

A microbiota gastrointestinal pode ser considerada como um 6rgao do corpo
humano que ¢ rapidamente renovavel e metabolicamente adaptavel (MACKIE; SGHIR;
GASKINS, 1999). A microbiota saudavel ¢ definida como a microbiota normal que conserva
e promove o bem-estar ¢ a auséncia de doengas, especialmente do trato gastrointestinal
(SAAD, 2006).

Vale salientar que, ao longo do trato gastrointestinal, existem grandes
diferencas na quantidade e nas espécies que compdem a microbiota. O estdmago ¢
praticamente estéril (com excecdo dos pacientes infectados por Helicobacter pylori). No inicio
do intestino delgado encontram-se até 104 bactérias/ mL, a maior parte proveniente da
orofaringe e sobreviventes ao efeito da acidez gastrica (MORALIS; JACOB, 2006).

O intestino grosso ¢, quantitativamente, o principal sitio de colonizacao
bacteriana na flora intestinal humana (JOHANSSON et al., 1998) e comparando-se com
outras regides do trato gastrointestinal pode-se verificar seu extremo grau de complexidade,
sendo densamente colonizado por bactérias que encontram nele condi¢des favoraveis para sua
proliferacdo, como auséncia de secrecdes intestinais, grande suprimento nutricional e

movimentos peristalticos bem lentos, em relacdo ao intestino delgado.
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Existem mais de 500 diferentes espécies nativas de bactérias presentes no
intestino grosso de um adulto, compreendendo por volta de 1012 bactérias por grama de peso
seco (MOORE; CATO; HOLDEMAN, 1978) e cerca de 30 a 40 géneros estdo relacionados
com 99% da microflora (SULLIVAN, 1996). Estas bactérias compreendem,
aproximadamente, 95% do total do numero de células do corpo humano e contribuem
significantemente para a resisténcia do hospedeiro as doencas infecciosas (DUNE et al.,
2001).

A microflora do intestino grosso possui varias fun¢des no organismo, entre
elas, de acordo com Macfarlane e Cummings (1999), a microflora completa a digestdo através
de fermentagdo, protege contra bactérias patogénicas e estimula o desenvolvimento do
sistema imunoldgico.

Muitos estudos utilizam as fezes como uma ferramenta para avaliar as
condi¢des da microbiota intestinal e também a sua composi¢do, pois de acordo com Moore,
Cato e Holdeman (1978) as bactérias nas fezes refletem a flora do intestino grosso. Existem
muitas bactérias que sdo nocivas como, por exemplo, as Enterobacteriaceae, Staphylococcus,
Proteus, Veillonellae, Pseudomonas, Klebsiella, Clostridium, entre outras, ¢ podem causar
doencas. Entretanto, outras bactérias no intestino ndo agem prejudicialmente quando o
hospedeiro esta saudavel, manifestando a sua patogenicidade apenas quando a resisténcia
imunolédgica diminui. Essas bactérias sdo chamadas de “patogénicas oportunistas”, elas sdo
mantidas em baixos niveis gracas a a¢do inibitoria de bactérias ndo patogénicas,
principalmente Lactobacillus e Bifidobacterium.

Assim, no trato gastrointestinal existem também espécies de
microrganismos que sdo benéficas ao seu hospedeiro, protegendo o organismo contra
bactérias patogénicas, melhorando o estado inflamatério do intestino irritdvel (Doenca de
Crohn), a intolerancia a lactose, a diarréia, a constipagdo intestinal, infecgdes, entre outras
fungdes. Dentre estas espécies existem as que sdo consideradas probidticas, e que segundo
Havenaar e Huis In't Veld (1992) sdao microrganismos viaveis (bactérias acido-lacticas e
outras bactérias ou leveduras empregadas na forma liofilizada ou em produtos fermentados)
que exibem efeitos benéficos na satide do hospedeiro através da melhora das propriedades de

sua microflora selvagem.
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4.2 PROBIOTICOS

A palavra probidtico de origem grega significa "para a vida" (VERNAZZA;
RABIU; GIBSON, 2006), e foi empregada em 1965 por Lilly e Stilwell se referindo a fatores
promotores de crescimento produzidos por microrganismos. Em 1973, Fujii € Cook definiram
como compostos quimicos que criam resisténcia a infec¢cdo no hospedeiro, mas ndo inibem o
crescimento de microrganismos in vitro; um ano mais tarde, Parker (1974) utilizou o termo
probidtico como organismos e substdncias que contribuem para o balango microbiano
intestinal, ele foi o primeiro a relacionar a interacdo microrganismo-hospedeiro
(HAMILTON-MILLER; GIBSON; BRUCK, 2003). Porém, acredita-se que quem usou a
palavra probidtico pela primeira vez foi Kollath em 1953, para descrever complementos
organicos e inorganicos necessarios para recuperar a saude dos doentes que sofrem de uma
forma de desnutri¢ao resultante de uma dieta com alimentos altamente refinados.

No ano de 2001, Schrezenmeir e Vrese definiram probidtico como sendo
“Uma preparacdo ou um produto contendo microrganismos vidveis em nimero suficiente, que
alterem a microbiota por implantagdo, em um compartimento do hospedeiro e que exercem
efeitos benéficos a sua saude”, amplificando o termo tém-se a definicdo mais recente dada
pelo conselho da FAO - WHO (Food and Agriculture Organization - World Health
Organization, 2006): microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios sobre a saude do hospedeiro. No Brasil, a ANVISA (2002)
aceita a defini¢ao de probidticos como sendo microrganismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satide do individuo.

O uso de microrganismos probidticos surgiu no Oriente Médio, quando os
médicos orientavam os pacientes a tomarem iogurtes € outros tipos de leites fermentados
como terap€utica para afec¢des do trato gastrointestinal e também como estimulante do
apetite.

Existem muitas evidéncias dos efeitos positivos dos probidticos na saude
humana e os critérios para a sele¢do de microrganismos probidticos devem ser baseados em
aspectos de seguranca, funcionais e tecnologicos (SAARELA et al., 2000). Para os aspectos
de seguranca ¢ importante que o microrganismo seja de origem humana (MATTILA-
SANDHOLM; MATTO; SAARELA, 1999), nos aspectos funcionais, precisam ser resistentes
aos sais biliares e a acidez estomacal, bem como produzir compostos antimicrobianos, ter

capacidade de modular a resposta imune e aderéncia aos tecidos intestinais. Por outro lado, os
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aspectos tecnoldgicos incluem a capacidade das linhagens probioticas de resistir sob
condigdes de producao industrial e sobreviverem na formulagdo final do produto (SAARELA
et al., 2000).

As caracteristicas essenciais para um microrganismo ser considerado
probidtico sdo: ser um habitante normal do trato gastrointestinal do hospedeiro, sobreviver,
crescer e se fixar ao epitélio intestinal, tolerar condi¢cdes adversas, como a producao de sais
biliares, sucos gastrico, pancreatico e entérico, colonizar o intestino e ter capacidade
antagdnica as bactérias prejudiciais, produzindo substincias toxicas. Deve ser atoxico e ndo-
patogénico para seu hospedeiro, sendo cultivavel em escala industrial, tendo alta viabilidade e
estabilidade no produto comercial e apresentar efeito benéfico comprovado no hospedeiro
(GOLDIN, 1998).

Os probidticos sao utilizados em produtos lacteos fermentados, mas também
em outros alimentos, como os clinicos e em preparagdes farmacéuticas e eles sdo cada vez
mais utilizados como ingredientes funcionais adicionados em alimentos ndo — fermentados
(SALMINEN; WRIGHT, 1998). As preparacdes probidticas também estdo amplamente
disponiveis para os consumidores como pds, comprimidos e bebidas fermentadas (FOOKS;
GIBSON, 2002; TEMMERMAN et al., 2003; VERNAZZA; RABIU; GIBSON, 2006; LIN et
al., 2006). Além de se apresentarem também na forma de capsulas, pastas ou sprays sendo
utilizados em humanos e animais dependendo das condi¢des de tratamento (PARVEZ et al.,
2006). Estas preparacdes podem conter apenas uma ou vdrias espécies de microrganismos
(FOOKS; GIBSON, 2002).

Hé uma importante razao tecnoldgica para a utilizacdo de produtos lacteos
como carreadores de probiodticos: muitos destes produtos ja foram otimizados, de certo modo,
para a sobrevivéncia dos microrganismos da fermentagdo. Assim, a tecnologia existente pode
ser facilmente adaptada para garantir a sobrevivéncia suficiente das bactérias probidticas
adicionadas (HELLER, 2001).

As potenciais aplicagdes clinicas das bactérias probidticas sdo muitas e
refletem as preocupagdes dos consumidores em relacdo a saude (STANTON et al., 2001).
Desse modo, entre as diversas funcdes ja descritas em estudos, como melhora do estado
nutricional do hospedeiro, acao anti-cancer, inibigao de bactérias patogénicas no intestino e
melhora do sistema imunologico; Pelicano, Souza e Souza (2002) relataram que alguns
géneros de bactérias intestinais como Lactobacillus e Bifidobacterium estdo diretamente
relacionados com o aumento da resposta imune. Além disso, os probiodticos sdo usados para

tratar ou prevenir a diarréia e para melhorar os sintomas na intolerancia a lactose e esta



19

afirmacgao, segundo Stanton (2001) sdo bem fundamentadas em evidéncias cientificas, mas
alguns dos beneficios clinicos associados aos probiodticos sdo baseados em relatérios ndo
comprovados e estudos mal controlados. No entanto, vale ressaltar que alguns beneficios
aplicados a satide podem ser linhagem - dependentes, enfatizando a importancia da selecao da
linhagem probidtica.

Os probidticos podem também ser Uteis para atenuar alguns dos sintomas de
alergias alimentares, tais como aqueles associados a proteina do leite (PARVEZ et al., 2006).
Os probioticos mais conhecidos sdo as bactérias acido-lacticas e as bifidobactérias, que sao
amplamente utilizadas em iogurtes e outros produtos lacteos (MACFARLANE;
CUMMINGS, 1999). Entretanto, outros microrganismos também podem ser utilizados, como
leveduras (Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii) e fungos filamentosos
(Aspergillus oryzae) (PARVEZ et al., 2006).

Segundo Sybesma et al., (2006) as bactérias acido - lacticas sdo amplamente
utilizadas como culturas starter e suas propriedades sao utilizadas para fabricar produtos como
queijos, iogurtes, leite fermentado, bebidas, salsichas e azeitonas. Tais bactérias também
podem melhorar a seguranca, a vida de prateleira, o valor nutricional, o sabor e a qualidade do
produto.

Um probidtico pode ser utilizado exogenamente ou endogenamente para
refor¢ar o estado nutricional e/ ou a saide do hospedeiro. No caso do uso exdgeno os
microrganismos sdo mais comumente usados para fermentar diversos alimentos e este
processo pode preservar e deixar os nutrientes mais biodisponiveis. Agindo exogenamente, a
mais interessante propriedade que os probioticos podem ter € a producao de substancias que
podem ser antibidticas, anticarcindgenas ou que tenham outras propriedades farmacéuticas
(GOLDIN; GORBACH, 1992).

Os microrganismos que mais sdo utilizados em produtos probidticos sdo os
do género Lactobacillus, como por exemplo, L. acidophilus, L. casei, L. jonsonii, L. reuteri,
L. plantarum e L. rhamnosus e os do género Bifidobacterium como B. bifidum, B. animalis e
B. lactis, B. breve, B. infantis e a B. longum (SANDERS, 1999, 2007; HOLZAPFEL et al.,
2001; FOOKS; GIBSON, 2002; PARVEZ et al, 2006, MARCO; PAVAN;
KLEEREBEZEM, 2006; GUEIMONDE; SALMINEN, 2006).

Outras espécies de microrganismos que sdo comumente utilizados como
probidticos na industria alimentar e agricola sdo apresentados na tabela 1 e na tabela 2 estdo
relacionadas as espécies de bactérias dacido-lacticas mais utilizadas em preparagdes

probidticas.
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As culturas probioticas de lactobacilos tém o potencial de trazer beneficios
substanciais a satde do consumidor (GORBACH, 2000), mas a origem, o habitat e as

linhagens de espécies de Lactobacillus tém um grande impacto sobre o seu valor como

probidticos (ANNUK et al., 2003).

Tabela 1 — Organismos utilizados como probidticos na industria alimentar e agricola.

Microrganismos

Comentario

Saccharomyees boulardii

Lactobacillus acidephilus

L plantarum

Lactobacillus GG

L. casei subsp. rhamnaosus

L. brevis

L delbrieckii ssp. bulgaricus
Streprococcus  salivarius
thermaophilus
Bifidobacterium bifidum
B. infanis

Enterococcus faecium

Lactococcus lactis ssp. lachis e
Cremaris

58P

Levedura utilizada para o tratamento da diamréia.

Como um suplements em lacticimos e utihzados para
fermentagfes; numerosas alegagdes de satide.
Em produtoes lacteos, picles e silagem.

Em 1ogurte e bebida de soro; vanas alegagdes de sande.
Em produtoes lacteos e silagem.
Em produtes lacteos e silagem.

Para a produgdo de 1ogurte; alegactes foram feitas de
zatide.
Para a produgio de togurte.

Components de novos produtos lacteos e em preparagdes
para recém nascide; alegacdes de satde.
Similar & B. bifidum

Em determinades produtos com alegacdes de sande.

Usado na producic de buttermilk e de certos guetjos.

Fonte: Goldin e Gorbach (1992)

Tabela 2 — Espécies de bactérias acido-lacticas mais utilizadas em prepara¢des probioticas.

Lactobacillus sp.

Bifidobacterium sp.

Enterococcus sp. Streptococens sp.

L. acidophilus
L casei B

L. delbrueckii ssp.
bulgaricus
L cellobiosus

L. curvartus
L. fermentum
L lactiz
L. plantarum
L. reuteri
L. brevis

B. animaliz

B. bifidum 5. cremaris

adolescantis

Ent. fascalis
Ent. faecium 5. salivarius

5. diacetylactis

B infands 5 intermedius

E. thermophilum

E. longum

Fonte: Parvez et al., 2006.
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No Brasil, as espécies probiodticas consideradas pela ANVISA - Agéncia
Nacional de
Vigilancia Sanitéria (2008) sdo:
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei Shirota
Lactobacillus casei variedade rhamnosus
Lactobacillus casei variedade defensis
Lactobacillus paracasei
Lactococcus lactis
Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis)
Bifidobacterium longum

Enterococcus faecium

A quantidade minima que se deve ingerir de microrganismos probioticos em
um produto ainda ¢ muito controversa no meio cientifico. Segundo a ANVISA (2008), a
quantidade minima viavel deve estar situada na faixa de 10s- 100 UFC (Unidades Formadoras
de Coldnias) na recomendacdo didria do produto pronto para o consumo para se conseguir
beneficios a satide do consumidor. Concordando com esta legislagdo, Gomes e Malcata
(1999a) relatam que, no momento do consumo, estes produtos fermentados devem conter no
minimo 10s UFC/ mL, pois a dosagem terapéutica ¢ considerada como sendo entre 105 — 109
células viaveis, o que ¢ garantido através do consumo de 100g do produto contendo entre 106
- 107 UFC/ dia. Enquanto Tyopponen, Petdjd e Mattila-Sandholm (2003) afirmam que a
dosagem necessaria para trazer beneficios seria entre 109- 1010 UFC/ dia.

Estes produtos devem ser consumidos regularmente para manter o efeito dos
microrganismos na composicdo da microbiota intestinal (FARIA; BENEDET; LE
GUERROUE, 2006), pois diversos estudos relatam que a flora intestinal volta a sua
composicao natural apos o término do consumo dos probioticos.

Ao se utilizar microrganismos probiodticos nos alimentos, de acordo com
Heller (2001), varios fatores devem ser considerados, pois podem influenciar na capacidade
dos probidticos em sobreviverem no produto e tornarem-se ativos quando entram no trato
gastrointestinal do consumidor. Estes fatores incluem: o estado fisioldégico dos organismos
probidticos adicionados, as condi¢des fisicas de estocagem (tempo, temperatura), a
composi¢ao quimica do produto no qual os microrganismos serdo adicionados (acidez,

conteudo de carboidratos utilizaveis, fontes de nitrogénio, contetido mineral, atividade de



22

agua, conteudo de oxigénio) e possiveis interagcdes dos probidticos (produgdo de
bacteriocinas, antagonismo, sinergismo) com outras culturas starters.

Entretanto, existem situacdes nas quais a viabilidade ndo ¢ necessaria para a
atividade probiotica, tais como digestdo da lactose, modulagdo da atividade do sistema imune
e efeito anti-hipertensivo. Nestes casos, os efeitos benéficos a saude tém sido atribuidos as
células nao viaveis ou seus componentes, atividades enzimaticas ou produtos da fermentagao
(VINDEROLA; REINHEIMER, 2003).

As pesquisas atuais estdo sendo conduzidas, tanto para avaliar os beneficios
que as proprias linhagens de bactérias proporcionam como para os produtos alimenticios que
estas bactérias produzem. Normalmente, os alimentos pesquisados sdo produtos a base de
leite, incluindo leites fermentados, manteiga e leites ndo fermentados com culturas
adicionadas.(GOLDBERG, 1994). No entanto, deve salientar-se que outros produtos
fermentados (por exemplo, matérias-primas de salsichas e chucrute) podem servir como

carreadores de organismos probidticos (HELLER, 2001).

4.2.1 Seguranca dos Probioticos

Os probioticos sao classificados pelo FDA (Food and Drug Administration)
como substancias GRAS (Generally Recognized as Safe), ou seja, sdo seguras, e a esséncia de
seu uso tem como objetivo um equilibrio da microflora intestinal através da adi¢dao de
microrganismos benéficos (GOLDIN, 1998).

Além disso, para consideragdes de seguranca, os novos probidticos devem
ser de géneros e linhagens comumente encontradas na microflora intestinal de humanos
saudaveis (SALMINEN; WRIGHT, 1998).

O significado de origem humana ainda ¢ debatido, mas a maioria das
linhagens bem sucedidas foi retirada do trato gastrointestinal humano. Uma linhagem
probidtica também pode funcionar melhor em um ambiente semelhante de onde foi,
inicialmente, isolada. Assim, os aspectos de seguranca incluem: linhagens para uso humano,
sendo preferencialmente de origem humana saudavel; ter um historico de ser nao-patogénico
e nenhuma associacdo com doengcas como a endocardite infecciosa ou distirbios
gastrointestinais € ndo carregar genes transmissiveis de resisténcia aos antibidticos

(SAARELA et al., 2000).
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A probabilidade de qualquer microrganismo isolado de alimento ou de
intestino sadio causar uma infec¢do no hospedeiro ¢ relativamente pequena. A maioria dos
microrganismos intestinais ndo ¢ patogénica em individuos sauddveis, mas varios
microrganismos viaveis que sdo capazes de crescer em certas condi¢cdes encontradas em um
hospedeiro podem causar uma infec¢do em certas circunstancias, por exemplo, em individuos
severamente imunodeprimidos (SALMINEN et al., 1999).

Os dados disponiveis ndo indicam nenhum risco significativo a saude pelas
bactérias acido-lacticas ingeridas. As infec¢des clinicas em seres humanos sdo extremamente
raras (com exce¢ao das causadas por enterococos) (ADAMS, 1999).

Bactérias acido-lacticas t€ém sido, ha muito tempo, usadas para aumentar a
seguranca dos alimentos através da fermentacdo. Sdo consideradas probiodticas,
principalmente, as espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. A
maioria dos membros desses géneros ndo ¢ considerada agente patogénico ou mesmo agente
patogénico oportunista.

No entanto, raros casos de infec¢do por Lactobacillus e Bifidobacterium
foram relatados, possivelmente, associados com o consumo de produtos probiodticos. Esses
casos sdo extremamente raros ¢ os individuos sempre tiveram graves condi¢des subjacentes.
Nao foram encontrados na literatura, relatos de qualquer risco para a populacdo em geral
(GUEIMONDE RAFAEL; OUWEHAND, 2006).

De acordo com a citacdo acima, Gomes e Malcata (1999b) relatam que em
qualquer um dos dois géneros, Bifidobacterium e Lactobacillus, as espécies correntemente
utilizadas ao nivel tecnoldgico sdo ndo-patogénicas, gozando do status GRAS. Assim como o
género Lactococcus (SALMINEN et al., 1998).

Estudos clinicos controlados e testes de toxicidade com lactobacilos e
bifidobactérias nao revelaram efeitos prejudiciais causados por esses microrganismos (SAAD,
2006; SALMINEN et al.,, 1998). No entanto, apesar dos Lactobacillus spp. serem
classificados como microrganismos GRAS, devido & sua longa e segura utilizagdo como
fermentos de produtos fermentados, ¢ importante avaliar a seguranca desses microrganismos
destinados a serem utilizados como aditivos alimentares (PINTO et al., 2006).

Comparado com muitos agentes farmacéuticos, os probidticos sao
extremamente seguros e bem tolerados, e graves efeitos adversos raramente ocorrem (REID,
2006). Saxelin et al.(1996) estudaram a prevaléncia de bacteremia entre 1989 e 1992, no sul
da Finlandia. Entre os 3317 isolados de hemocultura, os lactobacilos foram identificados em

oito pacientes, cinco dos quais tinham uma doenca grave predisponente para complicagdes de
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bacteremia. Mas os resultados ndo forneceram provas de que uma determinada espécie ou
subespécie de Lactobacillus tenha sido a causa das infecgdes. Os dados mostram uma
associacdo ndo freqiiente de lactobacilos com infec¢des causadas por bactérias, apesar da
presenca destes organismos no trato gastrointestinal e o seu consumo generalizado nos leites
fermentados; assim, ha fortes indicios de que seu potencial patogénico ¢ muito baixo.
Entretanto, sempre existe a possibilidade de que o consumo de probiotico
pode causar infecgdes e que as pessoas vao reagir de maneiras diferentes a uma linhagem
especifica. A industria alimentar precisara avaliar, cuidadosamente, a seguranca e a eficacia
de todas as espécies e linhagens novas de probidticos antes de incorpord-las em produtos

alimentares (PARVEZ et al., 20006).

4.2.2 Morfologia e Fisiologia dos Lactobacilos

O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales e a familia Lactobacillaceae.

Os lactobacilos foram isolados pela primeira vez das fezes de criangas
amamentadas no seio materno, em 1900 por Ernst Moro, um pediatra austriaco.

Os lactobacilos sdao geralmente caracterizados como bactérias Gram-
positivas, incapazes de formar esporos, desprovidas de flagelos, possuindo forma de
bastonetes ou de bastonetes curtos, e sdo aerotolerantes, microaerofilas ou anaerdbias
(GOMES; MALCATA, 1999b; BERNARDEAU; GUGUEN; VERNOUX, 2006). Estes
microrganismos também sdocatalase - negativos, ndo possuem citocromos, ndo reduzem
nitrato e fermentam a lactose e outros aglcares simples convertendo-os a acido latico.
Possuem maior tolerancia ao acido do que qualquer outro género de bactérias acido - lacticas,
que ¢ uma propriedade muito importante na fase final de alimentos fermentados, enquanto

outros microrganismos sdo inibidos pelo baixo pH.
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4.2.3 Resisténcia ao Trato Gastrointestinal

Apos a ingestdo oral, as bactérias encontram uma série de obstaculos de
defesa do corpo humano e substancias que sdo produzidas para auxiliar no processo digestivo
dos alimentos e que podem ser nocivas a elas.

Segundo Hamilton, Shah e Winkler (1999) os probidticos, conhecidos como
microrganismos viaveis adicionados aos alimentos, sdo normalmente administrados
oralmente, principalmente em produtos lacteos. Desta forma, ¢ importante sua sobrevivéncia
durante o transito através do trato gastrointestinal, o que implica na habilidade destes
microrganismos em sobreviverem a acidez do estdmago e a bile, para que possam exercer
seus beneficios no hospedeiro (COLLINS; THORNTON; O'SULLIVAN, 1998).

As bactérias probidticas devem ser capazes de resistir a um baixo pH e
sobreviver a acidez géstrica, tolerar concentragdes de sais biliares presentes no intestino, além
de possuirem capacidade de adesdo as células da mucosa intestinal, proporcionando desta
forma os beneficios clinicos (MACFARLANE; CUMMINGS, 1999; GUEIMONDE, M.;
SALMINEN, 2006).

Devido ao fato das bactérias ingeridas com um alimento, passarem por todo
trato gastrointestinal humano e serem expostas a sucessivos fatores estressantes que
influenciardo a sua sobrevivéncia, existe a necessidade de se realizar testes in vitro que
simulem esta passagem a fim de se selecionar linhagens que apresentem caracteristicas
probidticas.

Estudos revelam que por volta de 10 a 30% dos probidticos sobrevivem a
passagem pelo organismo, mas isso depende muito da espécie.

Linhagens probidticas devem ser resistentes ao acido gastrico e aos sais
biliares, e podem persistir no estdmago por um periodo superior a outras bactérias (FOOKS;

GIBSON, 2002).

4.2.3.1 Sais biliares

A bile ¢é sintetizada continuamente pelo figado e ¢ armazenada e

concentrada na vesicula biliar; composta por eletrolitos, sais biliares (50% dos solidos,
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sintetizados a partir do colesterol), pigmentos biliares, lecitina, colesterol, acidos graxos e
proteinas plasmaticas. E liberada, apos uma refeicdo, no duodeno e possui uma fungdo
detergente, emulsificando os lipideos (ERKKILA; PETAJA, 2000). Assim, de acordo com
Gilliland e Speck, (1987) a sobrevivéncia das bactérias ¢ reduzida pela destruicdo de sua
membrana celular, cujos principais componentes sao os lipideos e acidos graxos.

O intestino delgado e o colon contém altas concentragdes de acidos biliares,
os quais podem inibir o crescimento ou matar muitas bactérias. Portanto, ¢ essencial que
probiodticos, para serem eficazes, devem ser capazes de crescer em 0,15 - 0,30% de Oxgall
(GOLDIN; GORBACH, 1992).

Os acidos biliares sofrem modificagdes quimicas no célon, resultante da
atividade microbiana, e algumas destas modificacdes podem produzir substancias

antibacterianas contra microrganismos patogénicos.

4.2.3.2 Fenol

Além dos sais biliares, existe no intestino a presenca de compostos toxicos
como, por exemplo, o fenol. Este composto ¢ produzido pela microbiota intestinal, pois como
esta ¢ composta por diferentes espécies bacterianas, hd a conversdo de varias substancias em
produtos tanto benéficos como nocivos ao hospedeiro (MITSUOKA, 1996).

O fenol pode exercer um efeito bacteriostatico contra algumas linhagens de
Lactobacillus (PINTO et al., 2006).

Bactérias intestinais como as enterobactérias, peptostreptococos, clostridios
e eubactérias produzem urease, que hidrolisa a uréia em substancias potencialmente toxicas
como amonia, fenodis, aminas farmacologicamente ativas e indol, que normalmente sdo
detoxificadas no figado antes da excre¢do nas fezes e urina (RASIC; KURMANN, 1983).

Desta maneira, ¢ importante que as linhagens possivelmente probidticas

sejam testadas também quanto a sua resisténcia ao fenol.
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4.2.3.3 Acidez

Nos individuos em jejum, o pH do estomago esta entre 1,0 e 2,0 e a maioria
dos microrganismos, incluindo lactobacilos, pode sobreviver somente entre 30 segundos e
alguns minutos sob estas condigoes (CONWAY; GORBACH; GOLDIN, 1987).

O pH do 4cido cloridrico secretado no estomago ¢ 0,9, e em presenca de
alimento aumenta para 3,0 (ERKKILA; PETAJA, 2000). Portanto, para que um probidtico
seja eficaz, mesmo a selecdo da linhagem que pode sobreviver em pH 3,0 por algum tempo,
tera de ser introduzida em um sistema tampao, como leite, iogurte ou alimento (GOLDIN;
GORBACH, 1992).

O suco géstrico apresenta uma barreira enzimatica e de pH que ¢ letal a
maioria dos microrganismos ingeridos durante a digestdo (MARTINS et al., 2005). Assim,
um dos mais importantes critérios para a selecdo de uma linhagem probiotica ¢ a sua
tolerAncia ao 4cido gastrico (CEBECI; GURAKAN, 2003), sendo considerado que a
habilidade de uma bactéria probidtica sobreviver a passagem através do estdmago € variavel e
linhagem (e até mesmo isolado)-dependente (CHARTERIS; KELLY; MORELLI, 1998;
CEBECI; GURAKAN, 2003).

Os resultados de Dunne et al. (2001) que analisaram a resisténcia, in vitro,
de Lactobacillus e Bifidobacterium a passagem pelo trato gastrointestinal humano sugerem
que os isolados de Lactobacillus poderiam transitar com sucesso no estdmago humano e
serem capazes de atingir o intestino de forma viavel. As bifidobactérias, no entanto, revelaram

ser menos resistente ao acido quando expostas ao suco gastrico humano.

4.2.4 Resisténcia a Antimicrobianos

A resisténcia aos antibidticos ¢ um problema clinico e sdcio-econdomico que
veio para ficar (NORMARK; NORMARK, 2002).

A elevada suscetibilidade e resisténcia intrinseca de linhagens de
Lactobacillus a uma série de antibioticos sdo importantes. Linhagens que demonstram
resisténcia a um determinado antibidtico podem ser administradas juntamente ao tratamento

antibiotico. No tratamento de infec¢des do trato urogenital e diarréia do viajante, ¢ obtido um
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melhor efeito quando a terapéutica for feita com lactobacilos probidticos e antibidticos aos
quais estdo intrinsecamente resistentes. Ao fazé-lo, a microflora intestinal pode se recuperar
mais rapidamente (CEBECI; GURAKAN, 2003). Os mesmos autores ainda comentam que
uma importante desvantagem da resisténcia aos antibidticos ¢ que a transferéncia de genes de
resisténcia antibidtica € possivel.

A resisténcia aos antibidticos pode ser intrinseca da linhagem ou adquirida
por transferéncia de genes resistentes oriundos de outro microrganismo, o que ¢ mais
freqliente de se ocorrer (SAARELA et al., 2000).

A maior parte das resisténcias aos antibioticos de Lactobacillus spp. parece
ser intrinseca (AMMOR; FLOREZ; MAYO, 2007).

Resisténcia intrinseca significa que cada membro de toda uma espécie
bacteriana ¢ resistente, sem qualquer alteragdo genética adicional e a resisténcia adquirida aos
antibidticos ocorre tanto por mutagdes (mutagdes de ponto, delegdes, inversdes, inser¢des,
etc., dentro do genoma bacteriano) como por transferéncia horizontal de genes.

A transferéncia horizontal génica ¢ a troca de material genético entre
linhagens ou até mesmo espécies remotamente relacionadas (BROWN, 2003), ocorrendo em
bactérias através da conjugagdo, transducdo e transformagdo. Esta transferéncia pode ser
perigosa se certos genes de resisténcia a antibidtico, presentes em microrganismos, cComo por
exemplo, um lactobacilo, forem transmitidos a bactérias patogénicas, no ambiente intestinal.

H4 uma série de diferentes elementos de DNA descritos transferindo a
resisténcia aos antibioticos: ilhas de resisténcia (tipo de ilha gendmica, onde os mesmos genes
em distintos organismos que apresentam a mesma funcdo em diferentes contextos
ecologicos), profagos (DNA viral integrado ao genoma de bactérias), transposons (cadeias de
DNA com seqiiéncias de insercdo em suas terminagdes), integrons (elementos moveis de
DNA com a habilidade de capturar genes, podem fazer uma recombinagdo em locais
especificos do DNA) e os plasmideos (NORMARK; NORMARK, 2002).

Os plasmideos sdo moléculas duplas circulares de DNA que estdo separadas
do DNA cromossomico, sendo geralmente os carreadores destes genes de resisténcia. Os
plasmideos portadores de genes que conferem resisténcia a antibidticos sdo chamados
plasmideos R (RResisténcia).

Eles possuem também, genes que permitem sua passagem de uma bactéria
para outra (RTF ou Fator de Transferéncia de Resisténcia).

Assim, devido as graves preocupacdes sobre o crescente nivel de resisténcia

aos antibioticos em uso regular na medicina humana, um dos aspectos que necessita ser
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analisado ¢ a resisténcia aos antibioticos (PINTO et al., 2006) e ¢ muito importante
determinar se os genes de resisténcia do microrganismo aos antibioticos estdo presentes nos
cromossomos ou nos plasmideos.

E possivel fazer testes in vitro para verificar se ha transferéncia dos genes de
resisténcia entre espécies bacterianas.

Apesar de muitas linhagens de bactérias lacticas, particularmente as de
Lactobacillus spp., serem resistentes a determinados antibidticos, essa resisténcia
normalmente ndo ¢ mediada por plasmideos, ndo sendo transmissivel, mas representa uma
caracteristica especifica intrinseca da espécie ou género do organismo. Estes casos ndo sdo
susceptiveis de constituir qualquer preocupacdo de seguranga (SALMINEN, et al., 1998;
SAARELA et al., 2000). Entretanto, ha descri¢do de linhagens portadoras de plasmideos de
resisténcia, particularmente de Enterococcus resistentes a vancomicina (SAAD, 2006).
Enquanto que linhagens de L. casei e L. rhamnosus também possuem resisténcia a
vancomicina, mas intrinsecamente, sendo consideradas seguras, ndo havendo indicios de
transferéncia de resisténcia para outras bactérias (TYNKKYNEN; SINGH; VARMANEN,
1998).

Pozza (2006) testou linhagens de Lactobacillus spp. retirados de intestino
humano quanto a resisténcia a antibioticos utilizados na terapia humana (penicilina,
tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol e estreptomicina) e verificou que todas as linhagens
foram resistentes a estreptomicina. Mas ndo se determinou se esta caracteristica era intrinseca

ou adquirida.

4.2.5 Producéo de substancias antimicrobianas

Os metabolitos antimicrobianos podem ser divididos em compostos de baixa
massa molecular (abaixo de 1000 Da) e bacteriocinas (massa molecular superior a 1000 Da)
(NIKUPAAVOLA et al., 1999).

Certas bactérias consideradas como probidticos também podem produzir
bacteriocinas, que sdo proteinas metabolicamente ativas ou peptideos, que sdo toxicas a
microrganismos indesejaveis (BERNARDEAU; GUGUEN; VERNOUX, 2006). E se a
cultura selecionada produz bacteriocinas, deveria ter maior chance de crescer e estabelecer no

intestino (GILLILAND, 1989).
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Muitas bacteriocinas de bactérias Gram-positivas sao muito potentes, t€ém
um largo espectro inibitdrio e podem ser utilizadas como agentes antimicrobianos em diversas
aplicacdes praticas. Essas bacteriocinas t€ém atraido grande interesse devido ao seu potencial
uso como aditivo ndo-toxico e seguro para a alimentacdo e preservacao de alimentos (HOLO
etal., 2001).

Mais de 70 tipos diferentes de bacteriocinas foram identificadas como sendo
produzida por bactérias acido - lacticas (TAMIME, 2002), entre elas uma substincia de baixo
peso molecular, a reuterina, produzida pelo L. reuteri. Tanto os lactobacilos como as
bifidobactérias sdo capazes de produzir esses elementos. Outro fato de interesse é que o
Lactobacillus rhamnosus GG, além da producdo de bacteriocinas, produz também um
biosurfactante, que auxilia na sua propria sobrevivéncia (MORAIS; JACOB, 2006).

As bacteriocinas tém atividade bactericida, ndo sendo letal para as bactérias
que as produzem (PELICANO; SOUZA; SOUZA, 2002).

O L. plantarum ¢ a espécie mais freqiientemente associada com a producao
de bacteriocinas. Uma série de bacteriocinas tem sido isolada de diferentes linhagens de L.
plantarum (FOOKS; GIBSON, 2002). A plantaricina W, uma nova bacteriocina descoberta de
uma linhagem de L. plantarum que foi isolada de vinho, mostrou-se inibitoria para muitas
bactérias Gram-positivas, por exemplo, Staphylococcus aureus, Leuconostoc mesenteroides,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, entre outras, mas ndo para Gram-negativas
(HOLO et al., 2001).

Outros exemplos de bacteriocinas sdo: caseicina de L. casei, lactacina,
acidofilina, acidofilicina, acidocina e acidolina de L. acidophilus, gassericina de L. gasseri e

reutericiclina e reutericina de L. reuteri (TAMIME, 2002).

4.3 TECNICAS DE IDENTIFICACAO

A selegdo dos microrganismos que podem ajudar, terapeuticamente e
nutricionalmente, deve ser baseada nas propriedades especificas desejadas. Isso pode ser
alcancado ou por técnicas de selegdo biologica classica ou por engenharia genética (GOLDIN;

GORBACH, 1992).
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Devido ao crescente interesse na utilizagao de bactérias como probidticos ou
starters em produtos lacteos, a identificacdo das espécies destes microrganismos ¢ cada vez
mais necessaria (MOREIRA et al., 2005).

A deteccdo, diferenciagdo e identificagdo dos microrganismos podem ser
realizadas por inimeros métodos incluindo: fenotipicos, bioquimicos e testes imunologicos, e
hoje em dia, as técnicas moleculares sdo as mais aplicadas. A identificacdo de
microrganismos, quando exclusivamente baseada em caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas, ¢ intrinsecamente ambigua. Neste momento, a caracterizacdo fenotipica
representa 0 método padrdo para a maioria das identificagcdes de bactérias, mas ¢ considerada
a mais tediosa tarefa durante o processo de reconhecimento de espécies microbianas, uma vez
que requer uma quantidade significativa de tempo para a preparagdo, habilidade no
laboratorio, além de padronizagdo da técnica para uma interpretagao objetiva dos resultados
para evitar observagdes subjetivas (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001).

As caracteristicas bioquimicas rastreadas por testes convencionais podem
ser insuficientes para permitir a discriminagao das espécies (NOUR, 1998). E de acordo com
Moreira et al. (2005), em geral, cerca de 17 testes fenotipicos sdo necessarios para se
identificar a espécie de um isolado de Lactobacillus, o que € praticamente invidvel quando se
tem um numero muito grande de microrganismos para se identificar. Assim, o
estabelecimento de um método de identificagdo simples e rapido ¢ necessario, a fim de ser
capaz de lidar com o grande numero de Lactobacillus isolados, que podem ser obtidos durante
estudos ecoldgicos microbianos de ecossistemas, tais como o trato intestinal humano ou
animal e de produtos alimentares.

Devido ao fato de que, freqlientemente, os lactobacilos isolados do trato
gastrointestinal ndo apresentam caracteres fisiologicos e bioquimicos em conformidade com a
classificagdo taxondmica, para se caracterizar linhagens de lactobacilos de tal origem
tornamse necessarias outras técnicas (KHALED et al., 1997), como as técnicas moleculares.

Assim, segundo Oneca et al. (2003) as técnicas moleculares oferecem
vantagens em relagdo a técnicas convencionais de classificagdo, principalmente devido ao
poder de discriminagdo, a habilidade para classificar linhagens e a produc¢do de dados
adequados para analises estatisticas.

Métodos moleculares (genotipicos) sdo uteis para identificar bactérias, quer
como complemento ou alternativa aos métodos fenotipicos, além de aumentar a sensibilidade

e a especificidade do processo de detecgdo, eles reduzem muito a subjetividade inerente a
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interpretagao morfolégica e dados biologicos. Basicamente, o DNA ¢ invaridvel ao longo de
todo o ciclo de vida microbiana (SETTANNI; CORSETTI, 2007).

Atualmente, um grande numero de técnicas moleculares est4 disponivel para
a identificacdo de bactérias acido-lacticas, para processos industriais e produtos alimentares.
Para cada tipo especifico de investigagao ou analise, uma boa escolha tem de ser feita no que
diz respeito a metodologia a ser aplicada em relagao a resolucdo taxondmica, considerando
trabalho e custos (RIVAS; MARCOBAL; MUNOZ, 2006).

A classificacdo e identificacdo de probioticos sdo baseadas na comparagao
de moléculas altamente conservadas, ou seja, genes que codificam RNA ribossomal (rRNA).
Grandes avangos nos métodos de biologia molecular tém permitido o seqiienciamento de
seqiiéncias 16S/23S rRNA e, conseqiientemente a geragcdo de grande seqiiéncia de bases de
dados, o que pode facilitar uma classificagdo rapida e precisa de uma linhagem pretendida de
probidtico (HOLZAPFEL et al., 2001; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

O seqiienciamento de DNA de genes conservados amplificados por PCR,
tais como os de rRNA ¢ o método mais utilizado para a tipagem de microrganismos. Por isso,
genes que codificam RNA ribossomal (rDNA), compreendendo dominios conservados e
variaveis, sdo escolhidos para estudos filogenéticos (HOLZAPFEL et al., 2001). No entanto,
ele exige equipamentos especiais e lidar com centenas de diferentes isolados torna-se muito
caro (MOREIRA et al,. 2005).

No entanto, outras técnicas moleculares podem ser utilizadas para a
identificagdo de bactérias acido-lacticas como: hibridizagdo DNA-DNA, PCR-Multiplex,
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism), amplificacdo dos genes 16S e 23S, entre
outras. Mas Barry et al. (1991) demonstraram que as regides intergénicas ribossdmicas sao
mais variaveis entre espécies bacterianas, em comparagdo com os genes 16S e 23S rRNA.
Assim, a analise do nimero e tamanho das regides intergénicas entre os genes 16S e 23S
mostrou que eles variam entre Lactobacillus e outras bactérias permitindo a discriminagao de
géneros. Um grande niimero de espécies de Lactobacillus pode ser identificado, eficazmente,
com base nos padrdes de restricdo das suas regides intergénicas 16S-23S (MOREIRA et al,.
2005).

A utilizagdo de seqiiéncias de RNA ribossomico ou os genes que codificam
o rRNA (rDNA) tem sido muito significativas para as identificagdes de lactobacilos, assim a
técnica de ARDRA (Amplified ribosomal DNA Restriction Analysis) foi escolhida para ser
utilizada neste trabalho por diversas razdes como, por exemplo, ser uma analise rapida da

diversidade e com elevada afinidade genética.
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4.3.1 ARDRA

Diversos métodos de biologia molecular sdo, recentemente, utilizados para a
identificagdo de bactérias, incluindo a metodologia de ARDRA, que consiste em submeter um
fragmento de DNA a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) seguida, por uma hidroélise
dos produtos por meio de enzimas de restricdo. Segundo Reis Junior, Teixeira e Reis (2004)
as enzimas de restrigdo devem ser selecionadas com base na sua habilidade de revelar
polimorfismo nos fragmentos de DNA analisados e no grau de conservacdo dos sitios de
restricdlo do RNAr que reflete padroes filogenéticos; pois esta técnica utiliza-se das
caracteristicas do RNA ribossdmico.

A ARDRA ¢ bastante util para uma rapida analise da diversidade genética
(GRIFONI et al., 1995), além de ser um método que constitui um modo especifico e
reprodutivel para se identificar a espécie de bactérias acido-lacticas (MOREIRA et al,. 2005)
e no caso da andlise de microdiversidade, que apresenta grupo de individuos com elevada
afinidade genética, o fragmento amplificado deve incluir o espago intergénico 16S — 23S
DNAr (REIS JUNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2004). Esta regido apresenta maior variabilidade
na composicao de bases e também em seu tamanho, quando comparada as regides gé€nicas
16S ¢ 23S, isoladamente.

Além disso, a maioria dos géneros de bactérias co-isolados com
Lactobacillus pode ser identificada com precisdo através da PCR-ARDRA com regido
espacadora 16S-23S (MOREIRA et al,. 2005).

Muitos trabalhos utilizam a técnica de ARDRA para a identificagdo de
linhagens probioticas de alimentos, animais ou do trato gastrointestinal. Entre eles, Scolari et
al. (2002) utilizaram esta técnica para identificar linhagens de Lactobacillus paracasei e
Lactobacillus plantarum isoladas de varios habitats (produtos lacteos, vegetais, vinho e
conteudo intestinal) e confirmar a posicdo taxondmica das linhagens. Mota et al. (2006)
isolaram lactobacilos de diferentes regides do trato gastrointestinal de frangos utilizando a
técnica de ARDRA para selecionar linhagens com algumas propriedades probioticas. E Roy,
Sirois e Vincent (2001) que discriminaram molecularmente lactobacilos utilizados como

cultura starters ou probioticas.
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43.1.1PCR

Em 1993, o geneticista Kary Mullis, recebeu o prémio Nobel da Quimica,
pelo desenvolvimento de um método que permite sintetizar em poucas horas e in vitro, uma
grande quantidade de um determinado fragmento de DNA.

Na técnica de PCR, fragmentos, pequenos e especificos, do genoma de um
microrganismo podem ser amplificados utilizando-se seqiiéncias iniciadoras chamadas de
primers, estes sdo complementares a seqiiéncias de regides especificas do genoma. Apos a
desnatura¢dao da dupla - hélice do DNA, ocorre, a partir dos primers, a extensao das novas
fitas pela a¢do de uma DNA polimerase termoestavel, a Taq DNA polimerase, isolada
originalmente da bactéria hipertermofilica Thermus aquaticus e encontrada em fontes termais
do parque florestal de Yellowstone - USA. Cada uma das novas fitas de DNA extendidas a
partir dos primers serve como template para sintese de uma nova fita. Isso garante o aumento
exponencial do nimero de novas fitas. Mas para que ocorra esta extensdo € necessaria
também a presenca de deoxinucleosideos trifosfatados de adenina, timina, citosina e guanina
que vao compor a nova fita de DNA e o co-fator Mg2+. Um ciclo de 3 temperaturas ¢
repetido 30 ou mais vezes e assim, ocorre uma amplificacdo exponencial, resultando em mais
de 1 milhdo de copias do fragmento inicial de DNA. Com 30 ciclos, por exemplo, consegue-
se 1,073,741,824 de copias do fragmento de DNA que esta sendo analisado.

Grande parte das atuais técnicas moleculares utiliza a PCR ou variacdes dela

para o estudo da diversidade de bactérias (REIS JUNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2004).

4.3.1.2 Enzimas de Restricéo

A descoberta das enzimas de restricdo ou endonucleases de restri¢do ocorreu
no inicio dos anos 70 do século XX, sendo que mais de 1000 enzimas ja foram identificadas.

As enzimas de restricdo reconhecem uma seqiiéncia especifica de bases
nitrogenadas na dupla fita de DNA, geralmente seqiiéncias de 4 a 8 pares de bases, chamados
palindromos, e as cortam, em lugares determinados. Estas enzimas sdo indispensaveis no

seqienciamento e na clonagem de moléculas de DNA, nas andlises da estrutura dos
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cromossomos € no isolamento de genes, possibilitando testes como de paternidade e
criminalistica, a criagdo plantas transgénicas,vacinas, reagentes de diagnostico, etc.

Estas endonucleases de restri¢ao sao obtidas de bactérias, estando o nome da
enzima relacionado com o organismo de onde esta foi isolada. A primeira letra representa o
género e as outras duas letras a espécie, seguido de um algarismo romano (ou outra letra) que
indica a ordem da descoberta ou a linhagem da qual a enzima foi isolada; por exemplo, a
enzima EcoRI vem de uma Escherichia coli que carrega um fator de transferéncia de
resisténcia RI, enquanto que a HindlIII ¢ isolada da Haemophilus influenza , linhagem d III.

A descoberta destas enzimas revolucionou a biologia molecular e a
engenharia genética, possibilitando a criagao de moléculas de DNA recombinante.

Segundo Garcia (1995), sdo as enzimas que hidrolisam (quebram ou cortam)
uma molécula de DNA em uma regido especifica. Estas enzimas podem ser utilizadas como
suporte para a biotecnologia, pois "quebram" o DNA, fornecendo fragmentos de genes que
poderdao ser utilizados em processos para clonagem, hibridizagdo, “finger-printing”,
identificacdo de genes e outras manipulacdes genéticas.

H4 uma variedade dessas enzimas que se diferenciam pela sua
especificidade em fragmentar o DNA em pedagos, conforme as seqiiéncias de bases
nitrogenadas reconhecidas (NAOUM, 2000), como no exemplo da enzima EcoRI que cliva o
DNA quando encontra uma seqiiéncia palindromica, isto €, que tem um eixo de simetria, onde
a seqliéncia de bases de uma fita ¢ a mesma da fita complementar, quando lida na dire¢ao
inversa: G-A-A-T-T-C (guanina-adenina-adenina-timina-timina-citosina) e a enzima HindIII

clivando o DNA na seqiiéncia A-A-G-C-T-T (Figura 1).

-4
EcoRll & . TAGACTGAATTCAAGTC 3
F OATCTGACTTAAGTTCAG. .S
3.

i

Hindlll. & _CAGGATAAGCTTATGC.. 3
¥ . .OGTCCTATTCGAATACG...Y

2

Figura 1 — Sitios de clivagem do DNA pelas enzimas EcoRI e HindIII.

Johansson et al. (1993) encontram em seu estudo isolados de lactobacilos

que se mostraram fenotipicamente idénticos. No entanto, estes microrganismos diferiam
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geneticamente. Isso demonstra a necessidade da utilizagdo de métodos de identificagdo
genética em estudos de colonizagdo intestinal, onde € preciso a identificacdo das linhagens.

Além disso, nos ultimos anos, aumentou o interesse comercial na
exploracdo de novas linhagens e produtos e também dos atributos de saude atribuidos aos
probidticos, o que tem contribuido de forma significativa para o rapido crescimento e
expansdo deste setor no mercado (MATTILA-SANDHOLM; MATTO; SAARELA, 1999;
STANTON et al., 2001).

Desta maneira, o mercado se encontra aberto para receber novas linhagens

de lactobacilos probidticos, como a que esta sendo proposta neste estudo.

4.4 PRODUGAO DE LEITE FERMENTADO

A industria lactea é afortunada de ter um alimento naturalmente saudavel, o
leite, que pode ser convertido facilmente e com custo relativamente barato em produtos com
qualidade nutritiva superior (SELLARS, 1981).

O leite e produtos lacteos tém um elevado valor nutricional e sao
componentes importantes da dieta humana, em praticamente todas as partes do mundo (KIM;
GILLILAND, 1983). Ele ¢ considerado o alimento mais perfeito da natureza. Apresenta uma
composi¢do rica em proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos e sais minerais
(principalmente célcio) sendo fonte essencial a satde do homem.

A fermentacdo ¢ um método de preservacdo largamente utilizado desde os
primordios da civilizagdo, pela auséncia de métodos de refrigeracdo ou pasteurizagdo
(FARIA; BENEDET; LE GUERROUE, 2006). O processo de fermentagdo consistia na
coagulagdo por microrganismos presentes no leite.

O leite fermentado surgiu no Oriente Médio, mais precisamente, na
Mesopotamia (atual Iraque) por volta de 5000 a.C., mas esta data ainda ¢ muito questionada.
Evidéncias arqueoldgicas de certas civilizagdes (Sumérios, Babilonios, Pharos e Indios)
sugerem que estas estavam bastante avancadas na agricultura e na produgdo de leites
fermentados (TAMIME, 2002).

De acordo com Brasil (2000), entende-se por leites fermentados os produtos
resultantes da fermentacdo do leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos lacteos

proprios (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp., Streptococus
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salivarius subsp thermophilus e/ ou outras bactérias acido-lacticas que por sua atividade
contribuem para a determinagao das caracteristicas do produto final). Estes devem ser viaveis,
ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade.

O consumo do leite fermentado vem aumentando ano a ano, o que incentiva
a melhoria da tecnologia e da qualidade desse produto. Até pouco tempo atrds, o iogurte
tradicionalmente produzido com fermentos compostos de Lactobacillus delbrueckii
ssp.bulgaricus e Streptococcus salivarius ssp. thermophillus era a base do consumo de leites
fermentados, mas esta realidade estd mudando e os consumidores, incluindo os brasileiros,
estdo aumentando o consumo de outros tipos de leite fermentado que surgem continuamente.

Segundo Marshall e Tamime (1997) o mercado de leites fermentados estéa
expandindo tanto quanto os consumidores se tornam mais interessados nos possiveis aspectos
saudaveis do produto.

Produtos obtidos pela fermentacdo do leite sdo fontes palativeis e
econdmicas de uma ampla gama de nutrientes. A composi¢ao nutricional ¢ semelhante a do
leite, mas as concentracdes de vitaminas sdo, em geral, um pouco mais baixas, com a possivel
excegdo do acido folico. As concentragdes de acido latico, galactose, aminodcidos livres e
acidos graxos, sdo aumentadas como resultado da fermentacao (GURR, 1987).

Considera-se que alguns leites fermentados apresentam propriedades
terapéuticas por serem elaborados com bactérias que incluem lactobacilos, bifidobactérias e
estreptococos, cuja origem geralmente ¢ o trato gastrointestinal humano e apresentam, além
dos efeitos bioquimicos e biologicos sobre os nutrientes do leite, efeitos fisiologicos e

terapéuticos sobre o consumidor (FARIA; BENEDET; LE GUERROUE, 2006).

4.4.1 Espécies Empregadas

As espécies mais frequentemente empregadas na producdo de produtos
lacteos probioticos sdo de origem intestinal humana, pois geralmente sdo mais adequadas as
necessidades fisiologicas do hospedeiro e podem mais facilmente colonizar seu intestino do
que linhagens selvagens ou provenientes do colon de outros animais (GOMES; MALCATA,
1999a). Assim, ¢ importante que as bactérias empregadas no produto sejam

hospedeiroespecificas para que a sua eficacia seja a maxima atingida.
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As bactérias acido-lacticas que, geralmente, sao utilizadas para a produgao
de leites fermentados sao assim chamadas por fermentarem agtcares simples, presentes no
leite ou adicionados no momento do preparo, produzindo o &cido latico como seu principal
produto de metabolismo.

Linhagens de Lactobacillus spp. ocorrem naturalmente no intestino humano
e, por esse motivo, essas linhagens intestinais sdo, também, preferencialmente, desenvolvidas
para fins de utilizagdo comercial como probidticos (PINTO et al., 2006), assim como as
espécies de Bifidobacterium spp.

Desta maneira, os géneros de Bifidobacterium e Lactobacillus sdo os mais
comumente utilizados na fabricagcdo de leites fermentados, e entre as espécies podemos citar:
B. bifidum, B. breve, B. longum e L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricu, e L. rhamnosus.
Outros géneros como, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Propionibacterium também

podem ser utilizados para fermentar o leite.

4.4.2 Controle de qualidade

Na atualidade, a questdo da qualidade dos alimentos, tem recebido maior
atencdo por parte das autoridades, industria, profissionais envolvidos, produtores e
consumidores de modo geral.

A qualidade do leite fermentado ¢ avaliada sob diversos aspectos que se
podem resumir nos seguintes: qualidade fisico - quimica, onde se avaliam o tempo de
fermentagdo (tempo que o inoculo leva para atingir a fermentacdo desejada), o pH (onde a
determinagdo de seus valores fundamenta-se na medida da concentragdo dos ions hidrogénio
na amostra) e a acidez tituldvel (determinada por titulagdo e expressa em porcentagem de
acido latico), e ainda a qualidade higiénica do leite, através de analise microbiologica (para se
verificar o padrdo higiénico da bebida).

A ANVISA, através da Resolugdo - RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001,
estabeleceu padrdes microbiologicos para diversos alimentos. Os limites de tolerancia

adotados para um leite fermentado estdo descritos na tabela 3.



Tabela 3 — Limites de tolerancia para padrdes microbioldgicos para um leite fermentado.

com ou sam adigdes,
refrigerado, & com)
bacterias lacticas
viavels nos mimaros

IOIINTIGS.

GEUPO DE MICRORGANISMO| TOLERANCIA TOLERANCTA PARA AMOSTRA
ALTMENTO PARA AMOSTRA REPRESENTATIVA
INDICATIVA
C m M
Leite Fermentado,| Coliformes 3 43°C/g 10 2 10

Fonte: ANVISA, 2001.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e no Laboratorio de
Genética Molecular do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, ambos da Universidade

Estadual de Londrina, Londrina - PR.

5.1 ISOLAMENTO E SELECAO DAS BACTERIAS

Os isolados foram obtidos por Pozza (2006) de fezes de seis criangas saudaveis,
de ambos os sexos, de até um ano de idade da creche da Universidade Estadual de Londrina.

Para se verificar o potencial biotecnologico dos 30 isolados, Pozza (2006) os
testou quanto a sua resisténcia aos sais biliares, tolerancia a condi¢des acidas e ao fenol, o que
simula a passagem através do trato gastrointestinal humano. Oito destes isolados apresentaram
potencial de uso como probidtico, em fun¢do do comportamento apresentado sob as condigdes

aplicadas.

5.2 EXTRACAO DO DNA

Pozza (2006) extraiu o DNA dos isolados, L4, L5, L12, L19, L20, L22, L.23
e L24, de Lactobacillus spp. de acordo com a metodologia de Luchansky, Tennant e
Klaenhammer (1991) modificada, pois s3o estes os isolados que possuem as propriedades
desejaveis para sobreviverem as condigdes do trato gastrointestinal e se caracterizam como

potenciais para serem usados como probiotico.
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5.3 AMPLIFICACAO DA REGIAO INTERGENICA 16S - 23S POR PCR

A partir do DNA obtido das oito linhagens, foi realizada a elui¢do destes
DNAs utilizando o S.N.A.P. — Gel Purification Kit (Invitrogen) e, em seguida, a amplificacao
da regido espagadora 16S - 23S do DNA ribossomal por PCR utilizando os iniciadores
descritos por Tilsala-Timisjarvi e Alatossava (1997): 16-1A, 5’-
GTCGGAATCGCTAGTAATCG-3’ e 23-1B, 5’-GGGTTCCCCCATTCGGA-3’. As reacdes
de PCR foram realizadas em tubos de PCR de 0,2mL nas seguintes condigdes: reagdes de
10gl contendo 10mM de dNTP, 10mM Tris HCl e 50mM KCI pH 8,3; 1 U de Tag DNA
polimerase, 20pmol/ql de cada iniciador, 1,5 mM de MgClz, dgua destilada estéril e 25ng de
DNA como mostrado na tabela 4. Todas as preparagdes foram realizadas em camara

asséptica.

Tabela 4 — Quantidades dos reagentes utilizados em cada reagdo de PCR.

Reagentes Volume (uL)
Primer 1 1.0

Primer 2 1.0

MeCl, 03

dNTP 1.0
Tampic 1.0

TAg polimerase 02

Agua estéril 4.3

Total 9 + 10pL DNA

As reacdes foram submetidas ao seguinte ciclo de temperatura em
termociclador (Biometra - T1 Thermocycler): 95°C por 30 segundos (desnaturagao), 50°C por
30 segundos (anelamento) e 72°C por 30 segundos (extensdo) e cada ciclo foi repetido 30
vezes. O programa também incluiu uma pré-incubacdo a 92°C por 2 minutos antes do
primeiro ciclo e uma incubacao a 72°C por 10 minutos, seguido por um esfriamento a 5°C por
5 minutos apos o ultimo ciclo.

Na amplifica¢do foi incluido também um controle negativo, que consistia
em um tubo de PCR de 0,2mL contendo todos os componentes da reagdo, ao qual ndo se

adicionava o DNA, isto para se verificar uma possivel contaminagao.
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Para se comprovar a amplificacdo, os produtos da reagdo de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampao de corrida TEB1X (pH 8,0) e
voltagem constante de 90V por 40 minutos. Em cada compartimento do gel foi adicionado
uma mistura de 5qL da amostra de DNA amplificado e 2qL de tampao de corrida simples. O
gel foi corado com brometo de etidio 20mg/ml e visualizado em transiluminador de UV
(Transiluminator — Loccus Biotecnologia).

Ap0s esta etapa, os produtos amplificados foram submetidos a hidrélise com

enzimas de restri¢ao.

5.3.1 Enzimas

Apo6s a amplificacao, os produtos de PCR foram submetidos a hidrolise com
as seguintes enzimas de restricdo (técnica de ARDRA - Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis): Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRI e
HindIII, segundo Moreira et al. (2005). A temperatura de reagdo foi de 37°C para todas as
enzimas, exceto para Sful, onde se empregou 65°C.

As reacdes de hidrdlise foram realizadas em tubos de PCR de 0,2mL por
lhora e 30 minutos em banho-maria. Para as enzimas: Ncol, Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl,

EcoRI e HindIII utilizou-se reagdes de 15qL, cujas proporgdes sdo apresentadas na tabela 5.

Tabela 5 — Quantidades dos reagentes utilizados em cada reagdo de hidrolise.

Reagentes Volume (pL)
DNA eluido 10.0
Tampéo 1.3
enzima 0.2
Agua esténil 33
Total 13

Para as outras enzimas utilizadas: Sphl, Nhel e Hincll as proporc¢des sao

apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6 — Quantidades dos reagentes utilizados em cada reag@o de hidrolise com BSA.

Reagentes Volume (nL)
DNA eluide 10,0
Tampic 1.5
enzima 02
E3A (albumina do sero bovine) 15
Agua estéril 1,2
Total 13

O padrao de digestdo para cada enzima foi identificado a partir de
eletroforese em gel de agarose 2% a uma voltagem constante de 90V por 1 hora e 30 minutos.
O gel foi corado com brometo de etidio 20mg/ml e visualizado sob incidéncia de luz
ultravioleta em transiluminador de UV (Transiluminator — Loccus Biotecnologia). Na
eletroforese foi adicionado, além dos 8 isolados submetidos a digestao enzimatica, o marcador
de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) e um controle positivo, com o DNA de
um isolado ndo submetido a hidrdlise.

Depois de verificado o resultado da hidrélise no gel, este foi fotografado
com o fotodocumentador Kodak EDAS 290 e visualizado utilizando o programa Photoshop

5.0 (Twain 32).

5.4 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

As linhagens de Lactobacillus aqui estudadas foram identificadas,
molecularmente, quanto as suas espécies utilizando os resultados obtidos na técnica de
ARDRA, comparando aos resultados de Moreira et al. (2005) que estudaram a identificacao
de Lactobacillus e outras bactérias do trato intestinal humano, de animais e de produtos
alimenticios utilizando a mesma técnica. Pois a identificagdo precisa dos isolados de
lactobacilos ¢ um aspecto importante para a sele¢do de linhagens probioticas (ANNUK et al.,

2003).
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5.5 DESENVOLVIMENTO DO LEITE PROBIOTICO

Testes preliminares foram realizados em leite desnatado reconstituido (LDR
- leite em p6 desnatado da marca Molico, Nestlé, Aracatuba, SP, Brasil) 9,0%, no qual foram
definidos os parametros de obtencao do produto probidtico.

A ativacdo da cultura ocorreu em caldo Lactobacillus MRS (De Man,
Rogosa e Sharpe) por 24 horas a 37°C e o crescimento ocorreu a partir da adicdo de 4% do
inoculo ativado da linhagem L20 em LDR esterilizado a 121°C por 15 minutos em
erlenmeyer de 500 mL, sendo a incubacdo a 37°C, segundo Zacarchenco e Massaguer-Roig
(2004) por 15 horas. O volume final do leite foi de 250 mL.

Segundo Brasil (2000), para se determinar quando a fermentagdo deve ser
finalizada, pode-se utilizar como parametro a porcentagem de 4cido latico, sendo que o valor
deve ser de no minimo 0,60%, para que haja inibi¢do do crescimento de bactérias patogénicas
ou deteriorantes que eventualmente estejam presentes no produto. Desta maneira, o critério
para se considerar o produto fermentado neste trabalho foi estabelecido na concentragdo de
0,8% de acido latico, conforme Tamime ¢ Robinson (1985).

Apds o periodo de incubagdo o leite probiotico foi resfriado a temperatura
ambiente e adicionado 0,24% de aroma artificial de baunilha (Dr. Oetker Brasil LTDA.). Este
ingrediente costuma ser adicionado no final do processamento porque o tratamento térmico
leva a perda de compostos volateis, prejudicando o aroma (ANTUNES et al. 2007).

Avaliou-se o pH, a acidez titulavel, coliformes a 45°C e a concentragdo de
células viaveis. A avaliacao do pH foi feita em potencidmetro Tec-3MP (Tecnal) depois da
calibracdo feita com tampdo padrdo de pH 4,0 e outro de pH 7,0, a acidez titulavel
determinada por titulacio com solu¢do de NaOH 0,IN e fenolftaleina como indicador,
conforme a metodologia da AOAC (1995), expressa em porcentagem de acido latico e a
analise para coliformes a 45°C, segundo LANARA (1981).

A concentragdo de células viaveis foi determinada através do método de
plaqueamento em profundidade (“pour-plate”) em meio Lactobacillus MRS agar (Himedia
Laboratories Pvt. Ltd.), utilizando-se dilui¢des seriadas com agua peptonada tamponada 0,1%
(Acumedia Manufatures, Inc. Lasing, Michigan), necessarias a analise do produto. A
incubacdo foi realizada a 37°C, sob aerobiose, com as placas invertidas, sendo as contagens
realizadas apds 48 horas, em placas contendo de 30 a 300 coldnias, e os resultados expressos

em UFC/ mL (unidades formadoras de colonia por mL).
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Para a producao do leite probiotico, a avaliacdo de pH e a acidez titulavel
fez-se trés repeticdes e para a contagem de células viaveis fez-se placas em duplicatas.

Os leites probidticos foram mantidos em camara fria por 60 dias, conforme
Patrignanietal. (2006) atemperaturade 5+1°C e asandlises de pH, acidez tituldvel e concentracao
de células viaveis foram realizadas a cada 15 dias para se verificar esses padroes durante a
estocagem. Estasanalises também foram realizadas no tempo zero e na pds-incubagao do leite.

Na figura 2 ¢ apresentado o fluxograma do leite probiotico produzido com a
linhagem L.20. A avaliacdo sensorial do leite probidtico produzido sera realizada, apos testes

de seguranca para o consumidor, em trabalho posterior.

[ Leite desnatado reconstitwido 9,0% ]

.

[ Estenilizagfio a 121°C por 15 minutos ]

|

Fesfriamento a 37°C

'

Inoculacdo de 4% da cultura ativa da linhagem
L0

,

[ incubacdo a 37°C

;

Resfriamento do leite probidtico a temperatura
ambiente

:

Adigio do aroma de baunilha ac leite probidtico

'

Armazenamento em cdmara fria a 3=1°C

'

Amnahses de pH. acidez timlavel, coliformes &
43°C e contagem de células vidveis.

.

Figura 2 — Fluxograma do leite probidtico produzido com a linhagem L20.



46

5.6 ANALISES DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

Seis marcas de leite fermentado comercializadas nos supermercados de
Londrina — PR foram analisadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas ¢ microbiolédgicas.
As amostras analisadas pertenciam a dois lotes diferentes de fabricagdo e foram adquiridas em
épocas distintas. Para a andlise de pH e acidez titulavel realizou-se trés repeticdes e para a
concentragdo de células vidveis foram analisadas placas em duplicata, sendo feita somente
contagem total de bactérias viaveis, ndo se identificando cada espécie.

Os frascos de leite fermentado foram homogeneizados por agitacao leve e
abertos assepticamente, retirando-se uma aliquota para a realizacao das andlises.

As andlises de pH e acidez tituldvel foram conduzidas conforme o
procedimento utilizado para a produgdo do leite probiotico, sendo realizadas, inclusive para a
contagem de células viaveis, em trés repetigoes.

As placas de contagem foram feitas com meio Lactobacillus MRS é4gar
utilizando-se dilui¢des seriadas com agua peptonada tamponada 0,1%, necessarias a analise
do produto. A incubagdo foi realizada sob aerobiose a 37°C com as placas invertidas e as
contagens foram realizadas apds 48 horas em placas, contendo de 30 a 300 coldnias e os
resultados expressos em UFC/ mL (unidades formadoras de colonia por mL).

As amostras foram testadas em data proxima a fabricacdo e também no final
do prazo de validade para se verificar possiveis alteragdes nos parametros durante a vida de
prateleira do produto. As amostras foram mantidas em camara fria a temperatura abaixo de

10°C, conforme solicitado pelos fabricantes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 IDENTIFICAGAO DAS ESPECIES

A metodologia de ARDRA consiste em submeter um fragmento de DNA a
técnica de PCR seguida, por uma hidrolise dos produtos por meio de enzimas de restri¢do,
portanto, obteve-se os resultados apresentados na tabela 7, que mostra o padrao de digestdo
das 11 enzimas (Ncol, Nhel, Sspl, Sful, Dral, Vspl, Hincll, EcoRI, HindIIl, EcoRV, Sphl)

utilizadas para as oito amostras testados neste trabalho..

Tabela 7 — Resultados das reagdes de hidrélise das oito amostras de DNA analisados.

Neol | Nhel | Sspl | Sful | Dral | Fipl | Hinell | EcoRI | HindlIl | EcoRV | Sphl

| - | - | =1-1-1-1T -1 -1 -

Lz - -1-1-1-1-1-1-71-

L1z - - + - - - - - -

| - | - | =1 -1 -1-<=1 = | - [ -

ol - - T =T -1 -1 =T = T - T -

2| - [ -1-1-1-1-1-1 -1 -

LI3 - - + - - - - - -

L4 - - - - - - - - -

+ : Hidrélise positiva. - : Hidralise negativa.

Estes resultados foram comparados com as tabelas 8 e 9, apresentadas a
seguir, de Moreira et al. (2005), que estudaram a identificacdo de Lactobacillus e outras
bactérias do trato intestinal humano, de animais e de produtos alimenticios utilizando a
técnica de ARDRA.

Comparando-se a tabela dos resultados obtidos neste trabalho com as
tabelas apresentadas por Moreira et al. (2005) sugere-se que as linhagens L4, L5 e L12
pertencem as espécies Enterococcus faecalis e/ ou Enterococcus faecium. As linhagens L.19,
L20, L22 e L23 a espécie Lactobacillus plantarum a e, por ultimo, a linhagem L24 a espécie

Bifidobacterium lactis.
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No caso das espécies identificadas como Lactobacillus plantarum a,
comparando com a tabela 8 de Moreira et al. (2005) observou-se que a enzima Sphl ndo
hidrolisou as amostras de DNA. Esta linhagem necessita de uma investiga¢cdo maior, uma vez
que nao se pdde comprovar a identificagdo da espécie através das enzimas utilizadas neste
trabalho. Uma das hipoteses sugeridas € que a ocorréncia de uma mutagdo ocasionou a perda
do sitio de restrigdo para a enzima Sphl nesta linhagem. De acordo com Sybesma et al., (2006)
mutagdes espontaneas podem ocorrer naturalmente em culturas de bactérias acido-lacticas,
por inser¢ao de elementos na seqiiéncia génica, devido a radiagdo, replicacdo ou transcrigdo

erronea no DNA, além de outros fatores.

Tabela 8 — Padrao de digestdo de espacadores intergénicos curtos 16S-23S em
diferentes espécies de Lactobacillus.

pl Pl Hikel il 5l Ecob¥ Drol  Vapl Hindll Exofl Husdll

Lt delbraeckii A ] . . 4 - - - -
Lot amyotytha *
Lot acidoghius +
amdovorus - +
frefvetials +

-

= e 4

Laat

Lad

Lot aspotus
Lot perolens
L
L
Laz

+ + + + + + ¢

pessan
jomoni

+ + ot o+

jenseail
L. redgem
Lozt vagnols
Laet: hrowis

Lo sche

Lt 'ﬂr| a - = = = + + + -
Lot vaminosus - - - - - * + - -
Lo, salwarivs . . . + - : + + +
Lod. mmne a a = + + « + = =
[LoE famanen a ¥ : - ¥ T - - i ¥
La plarganem b + . . * # . . + +
Logt. fementam + a = . . = = + =

+ = 4+
P '
5
+
*

L
5

"
+
+ + + + +

:: sinais de + e - representam digestio positiva e negativa, respectivamente.
- dots on mais sittos de restrigdes encontrados dentro da regido espacadora.
“ sifio polimérfico presente em algumas linhagens de L. plantarum e ausents em outras.

Fonte: Moreira et al. (2005).

Neste trabalho ndo foram diferenciadas as espécies Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium devido a grande similaridade do padrao genético entre as duas espécies.
Segundo Moreira et al. (2005) embora para a maioria das bactérias existam diferentes padrdes
de restricdo, algumas espécies apresentam padrdes idénticos como ¢ evidenciado neste caso.
Entretanto, elas poderiam ser diferenciadas pelo tamanho de duas bandas amplificadas (os
amplicons de E. faecium sdo quase 100 pares de base maiores do que E. faecalis). Analisando

estes dados, ¢ possivel inferir que a linhagem L12 refere-se a espécie Enterococcus faecium;
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para esta linhagem observa-se uma menor progressao das bandas caracteristicas no gel de
agarose (figura 3 e 4), talvez por apresentar um maior fragmento de DNA comparado a outra

espécie. Desta maneira, as linhagens L4 e L5 pertenceriam a espécie Enterococcus faecalis.

Tabela 9 — Padrio de digestdo de espagadores intergénicos curtos 16S-23S em diferentes espécies de
Bacteroides, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Escherichia, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Propionibacterium, Staphylococcus,
Streptococcus e Weissella.

Spel MWed  NRel Sl Sl EcRY Deal Wl Hiedl  EwRl Awll  Hindll
Boct. Fogis - . - . t . . - + -

B. laegam . . . . + . . . . + . .
T '
C pricealy - - . + - - 1 - - - - +
C galinanm - . . B B . ++ - - + . +

C megd: - - - . . . . - -

Ent. faccas - - - +

Ent feedum - . - + . . . - - - . .
Ent. raffroses - B . n - - ; - - . ; +
E codl E + . . + . + . - R +

| latis . . . . . . v . . . + .
Leue segantencides . . + . . . ++ ¥
LT a = s s + . + - - +
Ped ocdioti ! R 4 . . . b 'y - ¥
Ped. pearvalys + . + . . . + - - +
F. feudmreichi E . - . . . . - - . +

Spaph. et + . + & 4 . +h4 + & + ; ++
oep. chermmphis - . . + . . . - -

W con fluse - = = + = s Ak = = = = +
W, parameseniensides - . . . . . S5 -

a: dois ou mais sitios encontrados dentro da regido espacadora.

Fonte: Moreira et al. (2005).

A seguir, sdo apresentadas imagens de dois géis, onde da esquerda para a
direita cada banda em azul representa, respectivamente: o marcador de peso molecular, uma
amostra de DNA eluido sem ser submetido a hidrélise (a) e as amostras L4, L5, L12, L19,
L20, L22, L23 e L24 submetidas a rea¢do enzimatica. O primeiro gel obtido por agdo da
enzima EcoRI (figura 3) ndo apresentou hidrélise com nenhuma amostra de DNA, nota-se
auséncia de hidrolise representada por uma unica banda no gel e o segundo gel mostra a
reacdo com a enzima Sspl (figura 4) cujo resultado mostrou que houve digestao nas amostras
de DNA L4, LS5, L12, L19, L20, L22 e L23 (digestao representada por duas bandas no gel),
exceto na amostra .24, pois esta linhagem ndo apresenta sitio de restricdo para nenhuma das

onze enzimas utilizadas.
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Figura 3 — Foto da hidrdlise com a enzima EcoRI.

a: amostra de DNA eluido sem ser submetido a hidrolise.
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Figura 4 — Foto da hidrolise com a enzima Sspl.

a: amostra de DNA eluido sem ser submetido a hidrolise.

6.2 DESENVOLVIMENTO DO LEITE PROBIOTICO

A linhagem escolhida para a fabricacdo do leite probidtico foi a L20 da
espécie Lactobacillus plantarum. Pois algumas linhagens de Enterococcus, incluindo o E.
faeccium e o E. faecalis, apesar de também serem utilizados como probioticos, sdao
considerados patdogenos nosocomiais que podem causar bacteremia, endocardite e outras
infecgdes oportunistas (HOLZAPFEL et al., 2001; FRANZ et al., 2003; FAO-WHO, 2006).
Além disso, estas linhagens podem ser resistentes ao antibidtico vancomicina e transferir esta

resisténcia a outras bactérias. Embora, linhagens humanas que foram isoladas de criancas
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sauddveis podem implicar seguranca (MATTILA-SANDHOLM; MATTO; SAARELA,
1999). E a espécie Bifidobacterium lactis ja ¢ comercializada em produtos probiodticos. A
linhagem L20, em relacdo as outras trés linhagens da mesma espécie, foi a que apresentou a
maior resisténcia, aos sais biliares, fenol e a acidez gastrica quando testadas por Pozza (2006).

Linhagens de L. plantarum sdo vendidas no mercado europeu € em outros
paises como probiodticos (CEBECI; GURAKAN, 2003), entretanto no Brasil esta espécie
ainda ndo é comercializada em produtos.

Muitas sdo as qualidades atribuidas a esta espécie por colaborar com a
melhora da saide do consumidor, entre essas qualidades podemos citar o trabalho de
Naruszewicz et al. (2002) relatando que a administragdo da linhagem 299v oriunda de
intestino humano leva a uma reducao dos fatores de risco de doengas cardiovasculares e
poderia ainda ser util como um agente protetor na prevengdo primdria da aterosclerose em
fumantes. Johansson et al. (1993) também estudou esta linhagem e constatou em seu estudo
que ela se adere as células intestinais ajudando na modulacao da flora intestinal. L. plantarum
tem uma longa histéria de ocorréncia natural e de utilizacdo segura em uma variedade de
produtos alimentares e varios estudos clinicos, enfatizam a utilizacdo segura desta espécie em
seres humanos (VRIES et al., 2006).

Ao produzir um produto fermentado contendo probidtico, uma temperatura
de fermentacdo de 37 - 40°C, geralmente, ¢ recomendada, baseado na temperatura adequada a
maioria das linhagens probioticas (SAARELA et al., 2000).

Na temperatura de 37°C, a taxa metabolica do L. plantarum ¢ elevada
demonstrando ser essa sua temperatura 6tima de crescimento. Surono et al. (2008) estudaram
a capacidade de duas linhagens desta espécie de remover a toxina microcistina - LR de
cianobactérias de solug@o aquosa e obtiveram bons resultados a 37°C, o que nao foi verificado
com tanta eficiéncia a 22°C.

A legislacao brasileira preconiza que um leite fermentado deve possuir
acidez titulavel de 0,60%; com a linhagem escolhida esta caracteristica ndo foi obtida, sendo
entdo classificado como um leite probidtico, entretanto a viabilidade do microrganismo se
manteve superior a recomendacdo pela ANVISA.

O leite probiotico produzido (figura 5) apresentou-se na forma liquida, com
auséncia de coagulo apos o periodo de incubacdo, acidez média de 0,30% apds 15 horas de
incubacdo, coloragdo bege claro (devido ao tratamento térmico aplicado). Odor caracteristico

de leite aquecido e suave aroma de baunilha.
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Figura 5 — Duas repetigdes do leite probiotico produzido.

A média dos resultados das analises de pH dos trés leites probidticos com a
linhagem L20 estdo apresentadas no grafico 1.

Nas trés repeticdes efetuadas, os valores de pH, sofreram discretas
variagdes, iniciando-se com um valor médio de 6,42 e sendo 5,78 o menor indice obtido na
repeticdo 2 ao final dos 60 dias de armazenamento refrigerado, diferentemente de Lee e
Salminen (1995) que relatam pH inicial entre 4,5 e 5,0, podendo chegar a 4,0, durante a vida-

de-prateleira para um produto fermentado sem, no entanto, ter um efeito prejudicial sobre a

viabilidade das bactérias probioticas.
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Figura 6 — Média dos resultados das analises de pH dos trés leites probidticos com a linhagem L20.

A média inicial da acidez titulavel das amostras de leite probiotico (grafico
2) foi de 0,15% e ao final do tempo de estocagem apresentou-se entre 0,29 e 0,31. Esses

valores de acidez demonstram que a linhagem escolhida de Lactobacillus plantarum para a
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fermentagdo do leite apresenta uma pos-acidificacdo bem lenta, uma caracteristica desejavel

para garantir a viabilidade dos microrganismos no produto durante a vida de prateleira.

04 T T T T T —
tempo O pos- 15 dias 30 dias 45 dias @0 dias
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[=]
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[
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Figura 7 — Média dos resultados das analises de acidez titulavel dos trés leites probidticos
com a linhagem L20.

Saarela et al. (2000) afirmam que todos os alimentos probidticos devem ter
boas propriedades sensoriais. E segundo Gardini et al. (1999) e Vinderola et al. (2002) as
caracteristicas sensoriais dos leites fermentados desempenham um importante papel na
aceitacdo do produto pelos consumidores. Assim, o leite probidtico produzido com a
linhagem L20 de Lactobacillus plantarum por apresentar uma baixa acidez, favorece sua
aceitabilidade pelos consumidores que ndo consomem leite fermentado devido a alta acidez
do produto. Pois a acidez exerce grande influéncia sobre os atributos de qualidade dos
produtos lacteos fermentados ¢ ¢ um dos fatores que limita sua aceitagido (THAMER;
PENNA, 2006).

Atendendo aos padrdes de higiene e qualidade exigidas a este produto, todas
as repeticdes do leite probidtico se mostraram negativas para a analise de coliformes a 45°C.
E a adicdo do aroma, efetuado no final do processamento, ndo representou risco de
contamina¢cdo do produto (ANTUNES et al., 2007), contribuindo para o sabor do leite
probidtico, pois os produtos lacteos sdo consumidos principalmente devido a seu sabor
(VINDEROLA et al., 2002).

Patrignani et al. (2006) relataram que leites fermentados obtidos a partir da
utilizacao direta e exclusiva das linhagens probioticas sdo muitas vezes caracterizados pela
falta de caracteristicas sensoriais desejaveis. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho,

evidenciaram caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas desejaveis ao leite probiotico,
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e apesar da ndo avaliagdo por um painel sensorial o produto foi caracterizado como de sabor e
aroma agradaveis.
As contagens de células vidveis durante os 60 dias de armazenamento estao

apresentadas na tabela 10.

Tabela 10 — Média dos resultados das anélises de células viaveis das trés
repeti¢cdes produzidas de leite probiotico.

Contagem de Células Viaveis (UFC/mL)

Bepeticies Tempo 0  Pas-incubacio 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

1 2.00% 10F 1,16 10°F 147x10° 965x10° 660x10° 216x10°
2 1.81 % 10° 9,70 x 107 765x107 620x107 550x107 298x 107

3 1,33 = 10° 695x107  625x10° 520x107 214x107 1,02x10°

A alta viabilidade dos microrganismos probidticos ¢ considerada parametro
essencial para o desenvolvimento de alimentos probiodticos e é pré-requisito indispensavel
para a funcionalidade do produto, além de ser essencial durante o periodo de armazenamento
para produzir os beneficios terapéuticos em quem o consome (GARDINI et al., 1999;
SAARELA et al., 2000; GUEIMONDE, M.; SALMINEN, 2006, LACROIX; YILDIRIM,
2007).

As contagens de células viaveis dos leites probidticos produzidos foram
realizadas durante o armazenamento, no periodo de 60 dias, assim verificou-se que o L.
plantarum manteve alta viabilidade no leite probidtico, mantendo contagem superior ao
estabelecido pela legislagdo brasileira, que preconiza um minimo de 106 UFC/ mL (BRASIL,
2008). No entanto, varios estudos tém demonstrado que probidticos ndo - vidveis podem
promover efeitos benéficos. Como por exemplo, no caso de tolerancia a lactose por pessoas
lactasedeficientes, leites cultivados por microrganismos viaveis € ndo viaveis mostram efeitos
semelhantes, assim como no caso do tratamento de gastroenterite aguda, onde alguns
probidticos mostram eficécia clinica em diminuir a duragdo da diarréia, tanto na forma viavel
como nao viavel (OUWEHAND; SALMINEN, 1998).

A temperatura de armazenamento de 5°C mostrou-se adequada para a
preservacao da cultura no produto, mantendo a viabilidade dos microrganismos até o final dos

60 dias propostos.
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Devido ao seu fraco crescimento em leite, a quantidade de inoculo para
probidticos € normalmente superior (5-10%) do que ¢ utilizado, por exemplo, para culturas
starters de iogurte (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Neste trabalho, utilizamos 4% de in6culo, o
que mostrou ser uma quantidade suficiente para considerar o leite produzido como probiodtico.
A cultura utilizada cresceu muito bem no leite, fato evidenciado pelas contagens de células
vidveis que se apresentaram totalmente adequadas, discordando dos autores citados.

De acordo com Lacroix e Yildirim (2007), a capacidade dos
microrganismos de crescer e sobreviver depende, em grande parte, da sua capacidade de
adaptacdo as mudangas ambientais. Isto foi provado pela linhagem escolhida neste trabalho
para a producao do leite probiotico, pois 0s microrganismos cresceram € sobreviveram no
leite, um meio totalmente diferente do intestino de onde a linhagem foi isolada. Na avalia¢ao
da concentragdo de células viaveis verificou-se nas placas o crescimento de colonias pequenas
de cor creme-clara e apresentando um formato discoide, caracterizando, portanto, as

qualidades fenotipicas e fisiologicas tipicas de lactobacilos (figura 6)

Figura 8 — Contagem de células viaveis (técnica “pour-plate”) de L.
plantarum apo6s 48 horas de incubagao.

A viabilidade da espécie utilizada manteve-se acima de 107 UFC/ mL
durante os 60 dias de armazenamento na camara fria a 5°C, resultado semelhante ao
encontrado por Patrignani et al., (2006) relatando que a viabilidade dos microrganismos pode
representar um principio para a sele¢ao de linhagens probidticas para empregar em produtos
como leite fermentado. Assim, pode-se dizer que a espécie L. plantarum ¢ capaz de manter-se
viavel no leite durante o armazenamento refrigerado, sendo um dos requisitos exigidos para se
considerar o produto como probidtico. Culturas probidticas com boas propriedades
tecnoldgicas devem apresentar boa multiplicagdo no leite e ser estaveis e vidveis durante
armazenamento (SAAD, 2006). Dentro do exposto, esta linhagem de L. plantarum apresenta

boa propriedade tecnologica, considerando-se a metodologia aplicada.
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Estes dados corroboram com Lee e Salminen (1995) que relataram que entre
as varias bactérias probioticas, L. casei e L. plantarum parecem ter uma vida de prateleira
mais longa do que L. acidophilus, L. reuteri e Bifidobacterium spp. em leite cultivado. No
entanto, a razdo para a diferenga da estabilidade destas bactérias no leite cultivado ndo ¢
totalmente esclarecida. Esses dados também foram observados no trabalho de Faria, Benedet
e L& Guerroue (2006) que testaram a viabilidade de L. casei, verificando valores acima de 106
UFC/ mL durante os 30 dias de armazenamento a 5 e 10°C.

McDonald, Fleming e Hassan (1990) também concordam e atribuem a
capacidade de tolerar pH interno mais baixo a um mecanismo que permite o L. plantarum
sobreviver na cultura em valores de pH inferiores, ou seja, esta espécie possui uma boa
estabilidade em um leite probidtico.

No leite probidtico produzido com Lactobacillus plantarum, considerando
que os parametros iniciais de pH, acidez titulavel e concentracdo de células viaveis foram
adequados para a producao e que as repeti¢des, dentro dos limites aceitaveis, mantiveram-se
aptas para consumo depois de 60 dias de estocagem, foi possivel afirmar que, o produto pode
ser elaborado, dentro as condi¢des experimentais, sem que ocorra um grande aumento da
acidez e do pH ou uma alta reducdo do nimero de microrganismos viaveis.

De acordo com Saad (2006) apesar das culturas probidticas de Lactobacillus
spp. serem consideradas seguras (GRAS) ¢ necessario a determinagdo da seguranga na
utilizagdo da linhagem antes do langamento e da divulgacdo de um novo produto, assim
apesar dos testes realizados com a linhagem de Lactobacillus plantarum ainda sdo necessarios
outros procedimentos para se considerar esta linhagem segura, como por exemplo, testar se a
resisténcia ao antibidtico estreptomicina observada por Pozza (2006) ¢ intrinseca ou
adquirida; se ndo causa infeccdo ou algum efeito colateral ao hospedeiro que a ingerir. Mas
Surono et al. (2008) afirmam em seu estudo que linhagens de L plantarum s3o seguras e
podem ser adicionados aos alimentos e bebidas.

No individuo que j& possui sua microbiota estabelecida, a influéncia dos
probidticos, geralmente, limita-se ao periodo em que sdo consumidos. Assim, para que se
consiga uma mudanca na microbiota intestinal, os probioticos deverdo ser consumidos

continuamente e indefinidamente (CHEN; WALKER, 2005).
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6.3 ANALISES DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

Para se avaliar as caracteristicas e viabilidade de leite fermentado
comumente comercializados no mercado brasileiro, alguns produtos foram avaliados. Apenas
quatro amostras comerciais (A, D, E e F) das 6 analisadas apresentam na embalagem e/ ou
rotulo a (s) espécie (s) de microrganismo (s) presente (s) no produto. Muitos fabricantes se
limitam a informar na lista de ingredientes que o produto contém “fermentos lacteos™; além
disso, afirmam que a linhagem de microrganismo presente no produto, bem como o nimero
de células viaveis desta cultura, ¢ que determina se o leite fermentado ¢ ou nao considerado
um probiotico (ANTUNES et al. 2007). Sendo assim, necessaria a informagdo presente no
rétulo do produto.

Um estudo feito por Temmerman et al. (2003) com alguns produtos
encontrados no mercado internacional apresentaram rotulagem em desacordo com o
microrganismo presente, nem todas as espécies declaradas nos rotulos foram encontradas nos
produtos analisados, bem como quantidades baixas de células vidveis das culturas probidticas
presentes.

De acordo com a ANVISA (2008) a quantidade do probidtico em UFC,
contida na recomendagdo diaria do produto pronto para consumo, deve ser declarada no
rotulo, proximo a alegacgdo: “O (indicar a espécie do microrganismo) (probidtico) contribui
para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentacao
equilibrada e habitos de vida sauddvel”, mas nenhuma das 6 marcas analisadas informou a
quantidade de microrganismos presentes no produto e quanto a alegacdo, somente uma marca
(A) apresentou no rétulo do produto uma alegagdo com os seguintes dizeres: “Alimento com
alegacdes de propriedades funcionais e/ ou de saude”, diferindo da alegacdo recomendada
pela ANVISA.

A tabela 11 apresenta as principais caracteristicas dos leites fermentados
comerciais vendidos nos supermercados de Londrina-PR.

Os graficos 3 e 4 apresentam, respectivamente, os valores médios de pH e
acidez titulavel dos leites fermentados comerciais e os valores médios obtidos com a anélise

das células viaveis sdo apresentados na tabela 12.
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Figura 9— Média dos resultados das analises de pH dos leites fermentados comerciais.
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Tabela 11 — Leites fermentados comercializados nos supermercados de Londrina-PR.

. . Ingredientes Informaciio
Produ E i Fmbalazsem G Inaredi % Addicionais D
oduto Secies halage Principais ngredientes Adicion s SAC?#=
o . , ; 16 x 10" UFC/
AY L casei Shirota Plastica, 8{g LD ou LDRE agucar, ghicose e aroma. 200
) ) preparado de laranja (xarope de agucar, suco de
L rﬂ'frfﬁ'F':‘”'r’_f-‘- el - f i laranja  concentrado,  estabilizante  pectina, :
Re* b bifidobacteria e | pjasiica, Blg .r~m|15tituidc- acidulante acido citrico, aroma 1déntico ac natural | 107 UFCY 80g
L gy hf.mw'”'”ﬁ 2 de frutas citricas, vitaminas, corante natural de
subsp themaophifus urucum, conservante sorbato de potissio)
dpua, aghoar, dextrose e aroma wénheo ao natural :
e L. casei Plastica, 63z LD ou LDR de baunilha, Contém glinen, Pode conter tragos de | 107 UFCY 65g
castanha de caju
[ L. paracasei Plastica, 80o LDk xarope de aglcar, agucar invertido e aromatizantes. | 107 UFC/ 80g
_ B dgua, agioar, dextrose e aroma wéntico ao natural . o
E* L. casei Plastica, 65g LD ou LDR de baumtha, Contém gliten, Pode conter tragos de 10" UFC/ 65g
castanha de caju
LDR, LDin | _ _ 40 x 10° UFC
- N . . - ) _ xarope de agicar, dextrose e aroma natural e
F L.ocaseie Lacdophilus | Plasiica, 80z natura ou A Jr de cada especie/
I iy composto de frutas citricas e artificial de baunilha.
reconatituido Bg

* Nio informa a quantidade de células vidveis no produto, mas informa a espécie utilizada na fabricagio
## Mio informa a quantidade de celulas viaveis no produto e a espécie utilizada na fabricagio

®#% Quantidade minima mformada peloe servigo de atendimente ao consumider (SAC)

LIDE: Leite em po desnatado reconstituido
LD: Lere desnatado

59



60

1,60%

1,40%

1.20%

1,00%

o Fabricagdo

0,50% 1+
| Validade

0,50% 1
0,40% 1—
0,20% 1—

valores de acidez tituldvel [ acido
lactico)

0,00% T T T T T

marzas

Figura 10 — Média dos resultados das analises de acidez titulavel dos leites fermentados comerciais.

Tabela 12 — Resultados médios da analise de células viaveis dos leites fermentados comerciais.

Contazem de Célulaz Viaveis®

Marcas Fabricacio Validade
A 700 x 10° 5.60% 100
B 1,90 x 10° 1,22 x 10°
C 140x10° 4355 x10°
D 143 x 10" 1,17 x 10°
E 1,69 = 10° 1,60 x 10°
F 373x10° 223 x10°

FUFC mL.

O pH das amostras comerciais dos leites fermentados analisados nao
tiveram muita variacao dentro do periodo de validade estando entre 3,46 e 4,19.

Os valores de acidez tituldvel apresentados pelas 6 marcas comerciais de
leite fermentado estiveram dentro dos limites impostos pela legislacdo brasileira (Brasil,
2008), que preconiza um valor de acidez titulavel entre 0,6% e 2,0% para todo leite
fermentado, ou seja, no produto devem estar presente no minimo 0,6g de acido latico/ 100g de
produto e no maximo 2,0g/ 100g. O maior valor de acidez encontrado foi na amostra F
(primeiro lote) na data de validade, 1,53%, mesmo assim, dentro dos padrdes previstos.

Os valores de acidez ndo alteraram bruscamente, a maior altera¢do acorreu
com as amostras A e F, uma variagao de 0,13%.

E preciso, também, que estes produtos tenham sido fabricados

adequadamente e estocados na temperatura de refrigeragdo correta para apresentarem
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quantidade alta de microrganismos probioticos viaveis (ANTUNES et al. 2007). O que pode
ser observado para todas as marcas comerciais, pois a contagem total de células viaveis esteve
dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo vigente, que estipula uma contagem minima de
bactérias lacticas totais de 10s UFC/ mL (BRASIL, 2008) dentro do prazo de validade do
produto. Estes dados concordam com Barreto et al. (2003) que quantificaram as células
vidveis totais de linhagens probiodticas em produtos comercializados no Brasil, como o leite
fermentado. Mas quando fizeram contagens de L. acidophilus e de bifidobactérias em leites
fermentados, em 60% e 64% das amostras, respectivamente, os valores ficaram abaixo de 10s
UFC/g. A perda de viabilidade dessas linhagens ndo se mostrou relacionada ao tempo de
estocagem, sendo mais provavel que decorram da sensibilidade as proprias condicoes de
processo. Assim, podese inferir que para as marcas analisadas o processamento dos produtos
ndo prejudicou a viabilidade das culturas probidticas.

Apenas a marca F apresentou uma contagem mais baixa (10s UFC/ mL).
Entretanto, todas as marcas, inclusive a F, estdo de acordo com os padrdes informados pelo
SAC de cada empresa para a quantidade de células vidveis presentes em cada frasco do

produto.
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7 CONCLUSAO

A utilizagdo da metodologia de ARDRA possibilitou a classificacdo das oito
linhagens potencialmente probidticas, cujas espécies sdo: Enterococcus faecalis (2),
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum (04) e Bifidobacterium lactis.

A linhagem L20 identificada como Lactobacillus plantarum apresentou
caracteristicas favoraveis a producdo de um leite probidtico, atingindo uma concentragdo de
células viaveis acima de 107 UFC/ml e esta contagem foi mantida por, no minimo, 60 dias
durante a estocagem a 5°C.

As andlises das amostras comerciais de leite fermentado avaliadas nesse
estudo apresentaram-se dentro das normas vigentes da legislagdo brasileira, e se mostraram

adequadas ao consumo dentro do prazo de validade estipulado pelos fabricantes.
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