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RESUMO

A procura por bactérias acido-laticas (BAL) com propriedades benéficas a
saude, melhoria nas caracteristicas sensoriais, digestibilidade, qualidade
nutricional, bem como na preservagdo dos alimentos tem sido o foco de
intensas pesquisas na ultima década.O isolamento e caracterizacdo de novas
espécies sdo vantajosos para obtencdo de linhagens com caracteristicas
taxondmicas, tecnoldgicas e funcionais diferenciadas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar fatores de viruléncia e atividade probiotica do isoladoEnterococcus
durans(LAB18s), proveniente de queijo minas frescal, bem como isolar,
identificar, caracterizar, avaliar o potencial probiotico e o0s aspectos de
seguranca de isolados de BAL, provenientes de queijo ricota, para possivel
aplicacdo como cultura probidtica. Verificou-se que o isolado
LAB18séhomofermentativo, lipase positiva e gelatinase negativa, possui
atividade antagonista contra Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus eEscherichia coli. Nao foi detectada a presenca do
operon icaADBC, os quais sao relacionados a formacéo de biofilme,indicando
seguranca em relacdo a um possivel uso em alimentos. Além disso, o isolado
LAB18scarreia dois genes de enterocinas, o gene L50A/B e o gene P. O
isolado R7, obtido de queijo ricota, foi identificado molecularmente como
Lactococcus lactis subsp lactise apresentou caracteristicasprobioticas
nasandlises de tolerancia ao pH &cido, sais biliares, suco gastrico simulado e
suco intestinal simulado. Além disso, foi sensivel aos seis antimicrobianos
testados, nao forma biofilme, é homofermentativo, bem como nao apresentou
atividade hemolitica, nem das enzimas DNAse, gelatinase e lipase. O isolado
R7 apresentou ainda, capacidade de autoagregacdo, coagregacao e
hidrofobicidade, indicando potencial para ser utilizado como probiético. Da
mesma forma, apresentou atividade antagonista contra Salmonella
Enteritidis,Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus eEscherichia coli e
atividade antioxidante. Por meio dos resultados obtidos conclui-se que, tanto o
LAB18s isolado de queijo minas frescal quanto o R7 isolado de queijo
ricotaapresentaram caracteristicas probioticas e aspectos de seguranca

compativeis para futura utilizagdo como culturas iniciadoras em alimentos. Sao



resultados promissores, no entanto, ha necessidade de pesquisa de genes

codificadores de viruléncia e toxicidade para possivel aplicacéo.

Palavras-chave:Bactérias acido-laticas; seguranca; viruléncia; potencial

probidtico



ABSTRACT

The search for new lactic-acid bacteria (LAB) with beneficial properties has
been the focus of intensive research in the current years. The isolation and
characterization of new species are advantageous to obtain lineages with
different taxonomic, technological and functional properties. The am of this
study was to evaluate the virulence and antimicrobial activity of Enterococcus
durans (LAB18s) isolated from cheese "minas frescal", as well as to isolate,
identify, characterize and evaluate the probiotic potential and safety aspects of
a new strain of BAL from Cheese "ricotta type" for the possible application as a
probiotic culture. In the results of isolateLAB18s, gelatinase negative, lipase
positive, homofermentative activity, antagonistic activity against the Salmonella
Enteritidis, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus were observed
in the well diffusion assay by well, and activity against E. coli, S. Enteritidis, L.
monocytogenes by the "Spot on the lawn" method. The presence of the
icaADBC operon was not detected indicating safety in relation to a possible
alimentary use; the presence of two enterocin genes, the L50A/B gene and the
P gene werepronounced. The R7 strain isolated from ricotta cheese, identified
as Lactococcus lactis subsp lactis, presented probiotic characteristics against
tolerance analysis at acid pH, bile salts, simulated gastric juice and simulated
intestinal juice. It was classified as sensitive against all antibiotics tested, non-
biofilm forming, homofermentative, presented negative activity for analysis of
hemolysis, DNAse, gelatinase and lipase. The isolate R7 also presented self-
aggregation, coagregation and hydrophobicity capacity indicating potential to be
used as probiotic. Likewise, it presented antagonistic activity against Salmonella
Enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus eEscherichia coli,
and antioxidant activity both by the TBARS and DPPH methods. By means of
the results obtained, it was concluded that both LAB18s isolated from fresh
minas cheese and R7 isolated from ricotta cheese presented probiotic
characteristics and safety aspects compatible for future use as starter cultures
in foods. There are promising results, however, there is a need for research on

genes coding for virulence and toxicity for possible application.
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1. INTRODUCAO

O aumento na procura de um estilo de vida mais saudavel e o
desenvolvimento de produtos com caracteristicas funcionais tém feito com que
ocorra um crescimento pela demanda de alimentos probioticos(GIRAFFA,
2003). A procura por bactérias acido-laticas (BAL) com propriedades benéficas
a saude, melhoria nas caracteristicas sensoriais, digestibilidade, qualidade
nutricional, bem como na preservacdo dos alimentos tem sido o foco de
intensas pesquisas nos ultimos anos. As BAL,além de prolongar a vida atil dos
alimentos por meiode processos fermentativos, exercem influéncias sobre as
caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos. Algumas dessas
bactériassdo muito utilizadas na industria de alimentos devido a apresentarem
caracteristicastecnoldgicas, bioprotetoras e probidticas, sendo capazes de
proporcionar propriedades desejaveis aos alimentos, bem como beneficios a
saude(GIRAFFA, 2003).Esses micro-organismos ainda podem apresentar
atividade antagonista contra outras bactérias, por meio da producdo de
metabdlitos ativos com propriedades antimicrobianas, como acidos organicos
(principalmente latico e acético), CO,, peroxido de hidrogénio, diacetil e
bacteriocinas (DEEGAN et al., 2006).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United
Nations/World Health Organization (FAO/WHO) (2002), probidticos sao
definidos como micro-organismos vivos que, ao serem administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios & satude do hospedeiro. Segundo
Schillinger et al. (2005), esses micro-organismos devem apresentar
caracteristicas como: sobrevivéncia a acidez estomacal, capacidade de
multiplicacéo e adeséo ao epitélio intestinal;, capacidade de suportar condi¢cdes
adversas, como a presenca de sais biliares, suco gastrico, pancreatico e
entérico; ter efeito antagonista as bactérias prejudiciais; e ndo ser toxigénico ou
patogénico para o hospedeiro.

Beresford et al. (2004) descrevem que o0s géneros de BAL mais
encontrados em queijos sao: Lactococcus, Streptococus, Lactobacillus,
Leuconostoc e Enterococcus.

O isolamento e a caracterizacdo de novas espécies de BAL ainda ndo

investigadas sdo de suma importancia haja vista que podem ser vantajosas
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para obtencdo de linhagens com caracteristicas taxonémicas, tecnoldgicas
efuncionais diferenciadas (ORTU et al., 2007). Estas novas linhagens devem
ser insentas de fatores de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos, garantindo
seguranca aos alimentos, pois a ingestdo e o uso de novas linhagens com
beneficios espeficicos estd diretamente ligado a saude publica.Os novos
isolados com caracteristicas probidticas devem apresentar tolerancia aos
antimicrobianos usados na pratica clinica, entretanto, ndo devem ser capazes
de transferir essa resisténcia a outras bactérias, comensais ou oportunistas
(DEL PIANO et al., 2006). Mesmo que atualmente haja linhagens probidticas
bem caracterizadas e disponiveis, as novas linhagens podem trazer beneficios
especificos a saude. Além disso, estudos demonstram potencial
bactericinogénicose/ou probidtico para microbiota constituida de BAL (MEIRA,
2011; HERMANNS et al., 2013; JERONYNO-CENEVIVA, et al., 2014).

Desta forma, o isoladoEnterococcus duransLAB18s, utilizado no presente
estudo, foi obtido de pesquisa previamente realizada por Pieniz
(2013),apresentando  caracteristicas probidticas e de seguranca ja
comprovados, sendo realizados estudos complementares quanto as
caracteristicas de viruléncia e atividade antimicrobiana. Pelo fato
doisoladoLAB18snado ter apresentado atividade antimicrobiana satisfatoria
(objetivo principal deste estudo), foi isolado outro micro-organismo, oriundo de
queijo ricota,para sequencia do estudo, o qual foi identificado por meio do

sequenciamento do 16S DNA como Lactococcus lactis subsp lactis (R7).
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2. OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral
Caracterizar a viruléncia e atividade antimicrobiana do isolado LAB18s,
proveniente de queijo minas frescal, bem como isolar, identificar, caracterizar,
avaliar o potencial probidtico e o0s aspectos de segurangca do micro-
organismoisolado de ricota.

2.20bjetivos Especificos

= Avaliar as caracteristicas de viruléncia e atividade antimicrobiana do
isolado LAB 18s, proveniente de queijo minas frescal;

= Isolar, identificar e caracterizar fenotipicamenteBAL provenientes de
queijoricota;

= Avaliar o potencial probiotico do isolado R7;

= Avaliar a seguranca microbioldgica dos isoladoLAB 18s e R7;

= Avaliar a atividade antimicrobianados isolados LAB18s e R7 contra
bactérias patogénicas;

= Avaliar o perfil fermentativo dos isoladosLAB18s eR7.;

= Avaliar a capacidade antioxidante do sobrenadante (SLC) do isolado
R7;

» Realizar a extracdo e andlise molecular do R7 e caracterizacao

genotipica dosisoladosLAB18se do R7.



14

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Enterococcus

O género Enterococcus tem grande importdncia no que se refere a
fermentacdo ou deterioracdo de alimentos. Esses micro-organismospodem
contribuir para a maturagdo de queijos, desenvolvimento de caracteristicas
organolépticas como aroma de certos queijos e produtos carneos fermentados
devido atividades glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas (SETTANNI; CORSETTI,
2008; GOMES et al., 2010; OGAKI, 2015). Entretanto, algumas linhagens estéo
relacionadas a infecgcbes nosocomiais e sédo causadoras de enfermidades
humanas como bacteremia ou infec¢des do trato urinario, endocardite, além de
algumas espécies poderemcarrear multirresisténcia a antimicrobianos, bem
como portarem fatores de viruléncia (GOMES et al., 2010).

Enterococcus sdo cocos Gram-positivos, ndo formadores de esporos,
que pertencem ao grupo das BAL, que além de outros compostos bioativos,
podem produzirbacteriocinas. Apesar de ser catalase negativa, podem produzir
pseudo-catalase, sobreviver a variacbes de temperaturas (5 °C a 50°C) e pH
(4,6 a 9,9), apresentar resisténcia a sais biliares (40%) e a altas concentracdes
de NaCl (6,5%) (FISCHER et al.,2009; FRANZ et al., 2011).

Pertencem a Familia Enterococcaceae, sendo encontrados,
principalmente, no trato gastrointestinal de animais e humanos. Além de serem
encontrados em animais de sangue quente, podem também ser encontrados
em locais bastante distintos, como solo, aguas superficiais, aguas residuais,
vegetais e alimentos, principalmente em lacticinios e produtos carneos
(GIRAFFA, 2002; HIDANO et al., 2015). A maior parte das linhagens séo
homofermentativas, apresentando producao de acido latico devido fermentacao
da glicose sem producao de gas.

De acordo com Giraffa (2003), alguns Enterococcus isolados de leite tém
sido identificados como produtores de bacteriocinas (enterocinas), ou seja,
possuem capacidade de inibir bactérias deteriorantes de alimentos e
patogénicas, tais como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae, Clostridiumspp.,Bacillusspp., Pseudomonas, entre
outros.Enterococcus normalmente apresentam uma maior atividade proteolitica

do que outrasBAL, sendo considerados de grande importancia para a



15

maturacdo de queijos com o desenvolvimento de aromas caracteristicos, sendo
desta forma, utilizados como culturas iniciadoras (CENTENO et al.,
1996).Entretanto, a sua utilizacdo deve ser feita com cautela devido riscos que
podem oferecer a saude publica, frente a isso, 0s novos isolados devem ser
avaliados em relagcdo a capacidade de transferéncia de genes de resisténcia a
antimicrobianos, presenca de gelatinase, capacidade hemolitica, resisténcia ao
pH &cido e sais biliares(OGIER et al., 2008).

3.2 Lactococcus

Lactococcus sdo cocos Gram-positivos, dispostos em pares ou curtas
cadeias, apresentam formato ovéide com cerca de 0,5 a 1,5 um de
comprimento, catalase negativa, oxidase negativa, com temperatura 6tima de
crescimento em 30°C. Podem crescer a 10°C e ndo crescem em caldo com pH
ajustado a 9,6 ou em caldo contendo 6,5% de NaCl. Possuem requerimento de
oxigénio facultativo, ndo produzem esporos, ndo apresentam motilidade e
possuem metabolismo homolatico, onde o &cido latico é o Unico ou principal
produto resultante da fermentacdo da glicose (MADIGAN et al,
2005).Lactococcus lactisé caracterizada pela capacidade de produzir acido
apartir da rafinose, ramnosee sorbitol (MADIGAN et al., 2005).

O género Lactococcuspertence ao grupo dasBAL,apresentando cinco
espécies, as quais sdo divididas em subespécies, sendo L. lactis subsp. lactis e
L. lactis subsp. cremoris, as mais comuns e utilizadas como culturas iniciadoras
para a producao de produtos lacteos fermentados.Devido assuas propriedades
tecnolégicas, sao muito utilizados na industria de produtos lacteos, na
producdo de queijos e coalhada, tendo como principal funcdo o
desenvolvimento de  atividades acidificantes e  proteoliticas, e,
consequentemente, de textura, sabor e aroma,além de atuar como
bioconservadores, por meio da producéo de compostos antimicrobianos, como
os acidos organicos e bacteriocinas(CASALTA et al., 2008).

Nos ultimos anos, bacteriocinas oriundas de bactérias Gram-positivo,
incluindo os géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus, Carnobacterium e alguns membros de Streptococcus, tém sido

alvo de intenso estudo em diversos niveis, inclusive em relacdo a
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caracterizagdo molecular, devido ao potencial pratico de aplicacdes como
bioconservadores e probidticos (MEHTA et al., 2013).

Autores relatam que algumas cepas bacteriocinogénicas de Lactococcus
apresentaram atividade antimicrobiana contra patdogenos de importancia em
alimentos, indicando seu potencialpara o controle de micro-organismos
indesejados, como L.monocytogenes (COSENTINO et al., 2012; HELLAL et al.,
2012).

3.3 Fatores de viruléncia

Segundo Schaechter et al. (1999), fatores de viruléncia sao
determinantes que permitem a bactéria invadir, colonizar e evitar o sistema de
defesado organismo, estabelecendo uma vantagem competitiva e
consequentemente dano ao hospedeiro. De acordo com o0s autoresessa
designacéo passou a significar qualquer componente do micro-organismo que
seja capaz de provocar doencga ou que potencialize essa capacidade.

Diversos fatores de viruléncia foram descritos em enterococcus, tais
como:gelatinase, uma protease com funcao de viabilizar nutrientes peptidicos
aos micro-organismos, onde o gene gelE codifica essa metaloprotease que
pode ser danosa ao hospedeiro devido a capacidade de hidrolizacdo do
colageno, caseina, gelatina e hemoglobina (GIRIDHARA UPADHYAYA et al.,
2009;SANTOS et al., 2015). Atividade hemolitica é tida como um marcador de
viruléncia e sua auséncia vém sendo utilizada como um dos critérios de
selecdo paraculturas utilizadas em alimentos(FRANZ et al., 1999), onde, as
hemolisinas, também conhecidas como citolisinas, que sédo agentes citotoxicos
contribuempara o poder invasivo da bactéria; aa-hemolisina é uma proteina
capaz de lisar as hemécias e atuar na membrana celular de leucécitos,
ocasionando extravasamento do conteudo da célula e morte celular. O gene
regulador agr controla a alfa toxina que é produzida durante a fase pos-
exponencial do crescimento bacteriano(BHAKDI et al., 1991); B-hemolisina é
uma proteina que atua na membrana citoplasmética, devido formacdo de poros
na membrana a célula torna-seinstavel ocorrendo assim o extravasamento do
conteudocelular; Essa proteina tem como uma das fungdes a obtencao de ferro

e também é formada na fase pos-exponencial do crescimento bacteriano
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(HUSEBY et al., 2007); Adiferenca entre estas principais hemolisinas é a acdo
litica que causam nos eritrocitos (BUTT et al., 1998).

Outro marcador de viruléncia muito investigado em cepas de origem
alimentar € a deteccdo da atividade DNase, que hidrolisa as ligacGes
fosfodiéster entre os nucleotideos que compde o DNA (CITAK et al., 2003). De
acordo comBarbosa et al.(2010), a DNAse € uma enzima capaz de degradar o
acido nucleico (DNA), promovendo uma vantagem competitiva a cepa,
permitindo, assim, a infeccdo do hospedeiro; a bactéria produz para se
defender de virus e bacteriéfagos que é um problema de BAL na industria de
lacteos.

Além dos fatores de viruléncia, o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos € um quesito que deve ser averiguado em linhagens de uso
em alimentos.A resisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno genético
relacionado a genes presentes no micro-organismo, que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos e impedem a acdo dos farmacos usados no

tratamento das infeccdes(TAVARES, 1996; LEVY et al., 2004).

Micro-organismos que possuem genes de resisténcia transmissiveis sao
de grande risco a saude publica, devido a capacidade de transmissao destes
genes para outras bactérias(TAVARES, 1996; LEVY et al., 2004). Esta
resisténcia pode ser natural, onde ocorre mutacdes durante 0 processo
reprodutivo e resultam em erros de copia ha sequéncia de bases que formam o
DNA cromossémico, responsaveis pelo codigo genético, ou sejaguando todos
micro-organismos de uma mesma espécie apresentam resisténcia a um
determinado antibiético, ou adquirida que é verificada quando apenas algumas
cepas da mesma espécie se tornam resistentes e geralmente ocorre por meio
da transferéncia horizontal de genes,através de plasmideos, transposons e
bacteriéfagos (LEVY, 2004).

O género Enterococcus comumente apresenta elevada capacidade de
transferéncia genética por meio de diferentes mecanismos, o que contribui para
0 aumento da viruléncia destes micro-organismos.Frente a isso, tem-se uma
enorme preocupacdo em relacdo a seguranca de Enterococcuspara uso em
alimentos, visto que, essas bactérias podem adquirir genes de viruléncia por
conjugacao natural (EATON; GASSON, 2001).
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Segundo De Vuyst et al. (2003), isolados de Enterococcus spp. que ndo
apresentam atividade hemolitica e ndo carregam genes da citolisina e da
resisténcia a vancomicina podem ser considerados seguros e utilizados como

culturas iniciadoras ou probioticas.

3.4 Formacao de Biofilme

Biofilme € um agregado de bactérias aderidas sobre uma superficie,
disposta em multicamadas finas e envolta por uma matriz polimérica amorfa e
hidratada, produzida pelos proprios micro-organismos (FEY; OLSON, 2010;
ROHDE et al., 2010), onde a formac&o ocorre por meio de quatro etapas
sequenciais: aderéncia, acumulacdo/maturacdo e desprendimento, sendo que
a principal substancia envolvida na fase de acumulacdo é um polissacarideo de
superficie, poli-B(1,6)-N-acetil-D-glicosamina (PNAG), denominado adesina
polissacaridica intercelular (P1A) (MACK et al., 1996, ROHDE et al., 2010).

De acordo com Heilmann et al.(1996), a PIA €& uma molécula
acumulativa produzida pelo locus icaRADBC; A PIAé um polissacarideo que é
regulado pelo operon de quatro genes de biossintese (icaADBC) e um gene de
regulacdo (icaR) (MACK et al., 1996; CONLON et al., 2002), onde este operon
codifica as proteinas IcaA, IcaD, IcaB e IcaC.Quandoo Unico gene expresso € o
icaA, diminui a atividade da enzima transferase. No entanto, quando o gene
icaA é co-expresso com o icaD, verifica-se um aumento de aproximadamente
20 vezes na atividade desta enzima, o que determina a formacédo de
oligbmeros com 10 a 20 residuos de [(-1,6-N-acetilglicosamina (GERKE et
al.,1998). O produto do gene icaC é uma proteina de membrana, com 10
dominios transmembrana, onde aatuacao € essencial para uma PIA totalmente
funcional (GERKE et al.,1998). Na co-expressdo de icaA e icaD ocorre a
producdo de oligbmeros de Nacetilglicosamina com comprimento maximo de
20 residuos, entretanto na co-expressao destes com icaC ocorre a sintese de
cadeias mais longas, com aproximadamente 130 residuos, e que reagem com
anti-soro PIA-especifico, ao contrario do que ocorre com oligbmeros curtos
(GERKE et al.,1998).0 produto do icaB é associado a superficie da célula e &
responsavel pela atividade e desacetilagdo da PIA, ou seja,fator que resulta em

um polimero positivamente carregado importante para sua interacdo com a
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superficienegativamente carregada da célula bacteriana (VUONG et al., 2004;
FILHO 2014).

Os micro-organismos aderidos no biofilme possuem protecdo exercida
pelo EPS (exopolissacarideo), com isso, sdo mais propicias as trocas
genéticas, a protecdo contra células do sistema imune, maiores quantidades de
nutrientes, além de suportar as mudancas de pH e altas concentracbes de
antimicrobianos, pois apresentam de 10 a 100 vezes mais resisténcia aos
antibioticos do que células plancténicas (MOHAMED et al., 2007; PALMER et
al., 2007).

Segundo Yu et al. (2012), um dos principais sistemas de manutencao
das atividades do biofilme esta relacionado com o mecanismo de quorum-
sensing, que consiste na producado e liberacdo de moléculas sinalizadoras e
auto-indutoras, no qual, a concentracdo aumenta em funcdo da densidade
populacional bacteriana. Por meio deste, as bactérias de uma comunidade
sincronizam as atividades atuando como um organismo multicelular, devido a
capacidade de um determinado estimulo dessas moléculas auto-indutoras
favorecendo alteragbes na expressdo genética e consequentemente um
determinado comportamento (WATERS, 2005).

Biofilmes séo relacionados com infeccdes alimentares, a presenca de
micro-organismos e o0 desenvolvimentode biofimes em locais de
processamento de alimentos tornam estes ambientes potenciais fontes de
contaminagcdo (MOHAMED et al., 2007). Com isso, ressalta-se a importancia
das bactérias formadoras de biofilme, pois estas possuem capacidade de
transferéncia genética, incidéncia de viruléncia entre outras caracteristicas que
devem ser observadas no que se refere a micro-organismos que serao

utilizados em culturas alimentares por se tratar de risco a saude publica.

3.5 Probidticos

De acordo com a FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations/World Health Organization) (2001), probioticos sdo definidos
como micro-organismos vivos que quando administrados em quantidades

adquadas conferem beneficios a saude do hospedeiro. Desta forma, varias

espécies e géneros de bactérias poderiam ser considerados potenciais
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probiéticos, entretanto, comercialmente, as linhagens mais importantes sado as
de BAL geralmente reconhecidas como seguras (Generally Recognized as
Safe - GRAS) (VASILJEVIC et al., 2008).

O consumo de probidticos vem sendo associado aos beneficios
relacionados a saude, tais como,maior resisténcia gastrointestinal a
colonizac@o porpatégenos devido a acdo de seus metabdlitos (acido acético,
latico, bacteriocinas, etc), manutencéo da microbiota intestinal apos a utilizacao
de antibiéticos, modulacdo de resposta imune, prevencdo de diarreias e
doengas inflamatdrias do intestino, entre outras (VASILJEVIC, 2008). Além
disso, segundo Isolauri et al. (2004),Reid et al. (2005) eKechagia et al. (2013),
as BAL ainda apresentam potenciais efeitos benéficos, como reducédo do
acumulo de compostos toxicos ou cancerigenos e controle de alguns tipos de
cancer, favorecimento da tolerancia a lactose e diminuicdo dos niveis séricos
de colesterol.

Além do efeito benéfico a salude, essas bactérias promovem melhorias
nas caracteristicas sensoriais dos alimentos como sabor, textura, cor, aroma,
bem como digestibilidade e qualidades nutricionais do produto fermentado por
meio da producado de acidos e outras substancias que conferem sabor e aroma
especificos. Também auxiliam na preservacdo dos alimentos, com isso, séo
amplamenteutilizadas na industria alimenticia (DE MARTINIS et al., 2003;
GALVEZ et al., 2007; RAMIREZ et al., 2011).

Vasiljevic et al. (2008) e Ventura et al. (2009), descrevem que o0s
beneficios relacionados a saude sdo bem especificos para cada linhagem,
sendo que ndo ha uma linhagem universal que proporciona todos os
beneficios. Esses autores relatam que os probioticos exercem efeitos benéficos
por meio dos processos de modificacdo do pH por meio da producao de acidos
organicos, competicdo com patégenos por sitios de ligagdo, atividade
antagonista sobre patdégenos pela produgdo de compostos antimicrobianos,
efeito de barreira no intestino, sintese e aumento da disponibilizacdo de
nutrientes (hidrolise de proteinas e lipideos), producdo de enzimas ([3-
galactosidase, sal biliar hidrolase), estimulagdo de células imunomodulatorias,

reducdo da atividade de enzimas que ativam a carcinogénese e inibicao do
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crescimento ou “auto-destruicdo” de células tumorais (produgdo de acidos
graxos de cadeia curta).

Segundo Ranadheera et al. (2010), para um micro-organismo ser
considerado como probiético, deve apresentar algumas caracteristicas como:
manter-se viavel durante otempo de estocagem, bem como de transporte do
produto; sobreviver a presenca de acido gastrico e a bile; ndo apresentar genes
de resisténcia a antimicrobianos; ndo apresentar genes que codificam fatores
de viruléncia; apresentar genes de adesdo a mucosa e niveis de
autoagregacédo, coagregacao e hidrofobicidade. Em relacdo a seguranca dos
probioticos, devem ser observados fatores que incluem patogenicidade e
viruléncia que compreendem toxicidade, atividade metabdlica e propriedades
intrinsecas dos micro-organismos (NAGPAL et al., 2012).

Saad (2006) cita que os probidticos possuem trés possiveis mecanismos
de atuacdo:primeiro,a reducdo do numero de células vidveis por meio da
producdo de compostos com acdo antimicrobiana e a competicdo por
nutrientes e por sitios de adesdo; segundo,a alteracdo do metabolismo
microbiano frente ao aumento ou diminuicdo da atividade enzimética; e
terceiro,0 estimulo da imunidade do hospedeiro por meio do aumento dos

anticorpos e da atividade dos macrofagos.

3.6 Bacteriocinas

Diversas substancias podem ser produzidas pelos micro-organismos
como mecanismo de defesa, tais como acidos orgéanicos, exotoxinas, agentes
liticos como a lisozima, antibidticos, peréxido de hidrogénio, radicais livres e
bacteriocinas. De acordo com Chen et al.(2003b) eCotter et al. (2005), as
bacteriocinas sédo definidas como compostos proteicos excretados para 0 meio
celular que interferem na multiplicacdo de outras bactérias e cuja a célula
produtora apresenta um mecanismo especifico de resisténcia contra a
bacteriocina produzida. O modo de agao das bacteriocinas depende de fatores
como concentracao ou grau de purificacdo da bacteriocina, fatores ambientais
(pH, compostos antimicrobianos, temperatura, presenca de agentes que
alteram a parede celular, entre outros) e estado fisiolégico das células

indicadoras (fase de crescimento, por exemplo).
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A acdo pode ter efeito bactericida ou bacteriostatico dependendo da
concentracdo (CINTAS et al.,, 2001; JUODEIKIENE et al.,, 2012). Esta acéo
antimicrobiana envolve o aumento da permeabilidade da membrana
citoplasmatica das células alvo, ocorrendo assim um extravasamento de
pequenas particulas citoplasmaticas, despolarizacdo do potencial da
membrana e normalmente a morte celular (SIMOVA et al., 2009). Quando o
micro-organismo é cultivado em condi¢cdes de estresse, como temperaturas
sub 6timas ou pH acido, ocorre o favorecimento da producdo de bacteriocina,
com isso, diminui a taxa de multiplicacdo microbiana, melhora a utilizacdo de
energia e aumenta a disponibilidade de metabdlitos para a sintese das
bacteriocinas (VAN DEN BERGHE et al., 2006).

De acordo com Moreno et al. (2008), as bacteriocinas sdo proteinas com
atividade antibacteriana, encontradas em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. As bacteriocinas exibem atividade contra alguns importantes
patbgenos de veiculagcdo alimentar, como L.monocytogenes, S.aureus,
C.botulinume B.cereus (HERNANDEZ et al., 2008).

A viabilidade do uso de bacteriocinas nos alimentos ocorre em fungéo de
algumas caracteristicas que as bacteriocinas produzidas por BAL apresentam,
como seguranca (GRAS);ndo apresentam toxicidade as células eucarioticas;
normalmente apresentam tolerancia a valores extremos de pH e temperatura;
sdo inativadas por proteases no trato gastrointestinal;sdo termoestaveis e
possuem espectro de acdo antimicrobiano contra um grande numero de
bactérias(GALVEZ et al., 2007; TODOROV, 2009).

De acordo com Galvez et al. (2008), apenas a nisina, produzida por
L.lactis, e a pediocina, produzida por Pediococcus acidilactici, sdo utilizadas
comercialmente como biopreservantes nos alimentos, comercialmente. As
bacteriocinas podem ser utilizadas como agentes bioconservantes de alimentos
sendo adicionadas na fermentagcdo do alimento com BAL produtoras de
bacteriocinas, adicionadas purificadas ou semi-purificadas no alimento ou,
adicdo de ingrediente fermentado por BAL bacteriocinogénicas.Assim, estas
oferecem beneficios especificos como aumento da vida util do alimento,
substituicdo de conservantes presentes em alguns alimentos e redugao do

risco de veiculac&do de micro-organismos patogénicos.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1lsolamento de BAL de queijo Ricota

Foram utilizadas amostras de queijo ricotada marca Santa Clara,
adquirida comercialmente na cidade de Pelotas. Conforme normas
preconizadas (SILVA et al., 2001), as unidades analiticas (amostras de ricota)
foram coletadas assepticamente e transferidas para sacos de Stomacher
previamente esterilizados e tarados sobre uma balanca, onde
foramhomogeneizadas. O preparo da primeira diluicdo constouda adicdo de
225 mL de agua peptonada 0,1% a 25 g da amostra de queijo ricota. Apds,
foramtransferidos para um Stomacher, durante 2 minutos, para a
homogeneizacdo das amostras. O intervalo entre a homogeneizacdo e o
prosseguimento da analise ndo ultrapassoutrés minutos. Foramrealizadas trés
diluicdes seriadas das amostras homogeneizadas até a diluicdo 10™*. Para
isolamento das BAL, foirealizada a semeadura de 0,1 mL de cada diluigao em
superficie de placas de Petriesterilizadas, contendo a4gar Man Rogosa Sharpe
(MRS), as quais foram incubadas a 30°C por 48-72 horas.

Apbs o isolamento, nove BAL foram testadas quanto a capacidade
probiética (descrito a seguir, item 4.3), sendo que um dos micro-organismos
(R7) apresentou melhor desempenho quanto as caracteristicas probidticas em
todos os procedimentos analisados. Desta forma, o mesmo foi selecionado

para estudos posteriores.

4.2Coloracado de Gram

O isolado R7 foi submetido & coloracdo de Gram de acordo com a
metodologia descrita por Bier (1985). Foi realizado um esfregaco da cultura em
uma lamina de vidro, seguido da fixacdo do esfregaco ao ar em superficie
plana e seca; coloragdo com violeta cristal por aproximadamente um minuto,
seguido de coloracdo com solugédo de lugol por um minuto. Apds, a lamina foi
descorada com alcool a 95°GL até o descorante fluir limpidoe, em seguida, foi
utilizada a solucédo de fucsina basica por 30 segundos, seguido de lavagem
com agua destilada e secagem ao ar. Apos as laminas foram examinadas ao

microscépiooptico (Olympus BX41) com aumento de 100x.
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4.3Caracterizacao probiotica do isoladoR7

4.3.1 Tolerancia aos sais biliares

A avaliacao da resisténcia do isolado aos sais biliares foirealizada em 10
mL de MRSesterilizado suplementado com uma mistura de sédio colato de
sédio e desoxicolato (Sigma), numa proporcdo de 1:1, até obter as
concentracdes finais de 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 (w/v). A contagem de células
viaveis foideterminada apds a exposicéo a sais biliares a 0, 1, 2, 3 e 4 horas de
incubacédo, em placascontendoagar MRS apos diluicbes em série das amostras
e incubacdo a 37°C durante 24 horas. Os valores foram expressos como log
unidades formadoras de colénias por mL (Log UFC.mLY)(PERELMUTER;
FRAGA;ZUNINO, 2008).

4.3.2 Tolerancia ao pH &cido

A resisténcia do isolado a condi¢cfes acidas foi realizada de acordo com
Erkkila e Petaja (2000), com algumas modifica¢des. O isolado foi cultivado em
caldo MRS a 37 °C durante 24 horas . Apd6s, 500uL do in6culo foi adicionado
em tubos contendo 5mL de caldo de MRSesterilizado com o0s seguintes valores
de pH: 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 ( ajustado com HCI 1N, quando necessario). O pH 7
foi utilizado como controle. As contagens de células viaveis foram
determinadas apés as exposicdo a condicbes acidas nos tempos 0, 2, e 4
horas a 37°C. O experimento foi realizado em duplicata. As contagens de
células viadvies foram expressas em LogUFC.mL™*. A percentagem de
sobrevivéncia foi calculada como se segue: % de sobrevivéncia = final (Log
UFC.mL™) / controle (Log UFC.mL™) x 100.

4.3.3 Tolerancia ao trato gastrointestinal de forma simulada (TGS)

A resisténcia a passagem pelo trato gastrointestinal foi avaliada de forma
simulada, sendo realizada conforme Huang e Adams (2004). Primeiramente, foi
realizada a ativacdo do isoladoa partir do cultivo em 5 mL de caldo MRSe
incubacédo a 37 °C, por 24 horas, com posterior passagem para 10 mL de caldo
MRS e nova incubacéo a 37 °C, por 24 horas. O cultivo foi, entdo, centrifugado
a 7.000 x g por 10 min, a 4°C, e o pellet obtido, lavado duas vezes com tampé&o

fosfato salina (PBS, Laborclin®), com posterior ressuspensdo em solucéo
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salina a 0,5%. Uma aliquota de 200 puL da suspensdo celular foi misturada em
300 pLde solucéo salina e a 1 mL de suco gastrico ou suco intestinal simulado,
com posterior incubacdo a 37 °C. O suco gastrico simulado consistiu de 3
mg.mL™? de pepsina (Sigma-Aldrich®) e pH 2,5, enquanto o suco intestinal foi
composto por 1 mg.mL™ de pancreatina (Sigma-Aldrich®) e pH 8,0. A influéncia
da presenca de um alimento sobre a sobrevivéncia do isolado a passagem pelo
trato gastrointestinal de forma simulada, foi avaliada substituindo-se a solucao
salina por 300 pL de leite integral, reconstituido a 10% (m/v) e, a influéncia da
presenca de sais biliares sobre a sobrevivéncia a passagem pelo trato intestinal
de forma simulada, foi avaliada pela adicao de 0,5% de bile bovina (Sigma-
Aldrich®) ao suco intestinal. A contagem do nimero de células viaveis durante
a passagem pelo trato gastrico foi realizada nos tempos 0, 15, 30, 60, 120, 180
e 240minutos a 36°C, enquanto a contagem a passagem pelo trato intestinal foi
realizada nos tempos 0, 60, 120, 180 e 240minutos a 36°C, em placas de Petri

contendo agar MRS.

4.3.4 Capacidade de autoagregacéao, coagregacao e hidrofobicidade

As propriedades in vitro de autoagregacdo e coagregacdo foram
realizadas conforme descrito por Collado, Meriluoto e Salminen (2008) e a
hidrofobicidade foi realizada como descrito por Vinderola e Reinhemer (2003),
ambas com modificagdes. Suspensdes celulares das culturas crescidas em
caldo MRS a 37°C por 24horas, a uma absorbancia de 0,25 = 0,02 a DOgponm,
foram preparadas para os testes.

A autoagregacédo foi determinada a 20 e 37°C, nos tempos de 2, 4 e
24horas. A absorbéancia foi medida a DOgoonm € 0S resultados foram expressos
em percentual, conforme [1 — (A600 nm da suspensao inicial/A600 nm da
suspensao final) x 100]. Para determinar a capacidade de coagregacédo do
isolado ao patégeno L. monocytogenes, volumes iguais das suspensdes
celulares bacterianas foram misturados e incubados a 37°C. A absorbancia foi
monitorada em 2, 4 e 24horas. Os resultados foram expressos em percentual,
conforme [(Apat + Aisol)/2 — (Amix )/( Apat + Aisol)/2] x 100, onde Apat e Aisol

representam a absorbancia das suspensfes bacterianas em separado em
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tubos controle e Amix representa a absorbéncia das suspenstes celulares
misturadas nos diferentes tempos (inicial e final).

Para avaliar a adeséo bacteriana ao hidrocarboneto, reagente tolueno
(Synth®) foi empregado. A suspensdao celular (3mL) foi agitada em voértex por
60 segundos com 400uL de octano. Depois de 2horas a 37°C, a fase aquosa
foi cuidadosamente removida e a absorbéncia a DOggponm foi medida. A
hidrofobicidade foi determinada como o percentual de adesao, conforme [(AO-
A)/A0] x 100, onde AO e A sédo as absorbancias antes e depois da extracéo

com tolueno, respectivamente.

4.4Andlise de aspectos de seguranca doisoladoR7
4.4.1 Avaliagéo fenotipica de resisténcia a antimicrobianos
O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizada de acordo com o
método padrao de difusdo em &gar, recomendado peloClinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI,2015), sendo 0s micro-organismos testados
classificados em sensiveis ou resistentes. Os isolados foram previamente
inoculados em placas contendo agar Mueller-Hinton (MH) e incubados a 35 °C
por 24 horas. Apés o crescimento, colénias dos micro-organismos foram
ressuspendidas em solucdo salina esterilizada (0,9%) e mensuradas
espectrofotometricamente a 0,150 + 0,02 (Densidade Optica - DOggonm) @ qual
corresponde ao padrdo de turbidez de 0,5 na Escala de McFarland(1,5x10°
UFC/mL). Em seguida, com auxilio de swabs, placas de &agarMH foram
inoculadas com a solug¢do padronizada, contendo discos de papel com seis
antimicrobianos comumente utilizados em ambiente hospitalar: clindamicina-
2ug (CLI), cloranfenicol-30ug (CLO), Meropen-10ug (MER), Eritromicina-15ug
(ERI), vancomicina-30pg (VAN) e penicilina-10pg (PEN), todos da marca
Laborclin. Apos a incubacéo, foi mensurado o didametro das zonas de inibi¢cao
dos diferentes antibidticos testados. O experimento foi realizado em duplicata

em trés repeticdes independentes e os dados foram expressos em mm.

4.4.2 Atividade hemolitica
A atividade hemolitica foi realizada de acordo com Foulquié-Moreno et

al. (2003). A bactéria foi testada inoculando-a em Placas de Petri contendo
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agar sangue, suplementado com 7% (v/v) de sangue de cavalo, as quais foram
incubadas a 37°C por 48 horas. Atividade positiva para B-hemodlise resulta em
uma lise completa dos eritrocitos comaparecimento de um halo claro em torno
da colénia, enquanto uma reacdo a-hemolise envolve a lise parcial dos

eritrécitos.

4.4.3 Atividade DNase

A atividade de DNase foi testada como descrito por Bannerman (2003),
com adaptacdes, utilizando o &gar DNase Teste com azul de toluidina
(Himedia). O isolado R7foi estriadodiretamente na placa contendo o &agar
DNase, bem como o micro-organismo controle S. aureus ATCC 25923,
incubando-se por 24 horas a 37°C. Apos, as placasforam cobertas com HCI
IN,por 3 minutos. A presenca dehalo claro em torno das col6nias foiindicativo
deresultado positivo.

4.4.4 Avaliacao da capacidade de formacéao de biofilme

A capacidade de formacgédo de biofilme do isoladoR7foi analisada de
acordo com Stepanovic et al. (2000), onde o isolado foi previamente inoculada
em uma placa de Petri contendo agar BHI e incubada a 35 °C durante 24
horas. Placas de microtitulacdo foram preenchidas com 180 pL de caldoBHI
esterilizado. Apos crescimento overnight, as colénias domicro-organismo foram
ressuspensas em solucdo salina e ajustadas, espectrofotometricamente, a
0,150 + 0,02 (DOeoonm). Em seguida, 20 uL desta solucédo foram inoculadas em
cada poco contendo 180uLde caldo BHI. Staphylococcus epidermidis ATCC
25923 foi utilizado como controle positivo e, como controle negativo, foi
utilizado apenas caldoBHI. As placas foram cobertas e incubadas a 35 °C
durante 24horas. Ap6és o crescimento, as culturas foram aspiradas com uma
pipeta de canais multiplos e os pogos foram lavados trés vezes com uma
solucdo de 200mL de solucéo salina. A micro-placa foi invertida sobre papel
absorvente e as amostras foram fixadas, posteriormente, com 150mL de
metanol (CH3OH), durante 20minutos.ApGs, o metanol foi descartado e as
placas foram mantidas invertidas overnight. As amostras foram coradas com

150puL de cristal violeta (5 g.L ™) durante 15minutos. Posteriormente, as placas
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foram invertidas e o excesso foi removido sob 4gua corrente. Em seguida, apés
um curto periodo de secagem, 150uL de etanol (95% v/v) foi adicionado. As
placas foram mantidas durante 30 minutos e a absorbancia foi medida com um
leitor de microplacas (Anthos 2010 Tipo 4894 17550) a 450nm. Com base na
densidade oOtica (DO) produzida pelos biofilmes, o micro-organismo
foiclassificadonas seguintes categorias: nao produtor de biofilme (0), fraco (+),
moderado (++) ou forte produtor de biofilme (+++), como descrito anteriormente
por Stepanovic et al.(2000). O ponto de corte de DO (ODC) foi definido como
trés desvios padrdo acima da média OD do controle negativo. As cepas foram
classificadas como segue: OD < ODc = sem produgao de biofilme, ODc<OD <
(2 x ODC) = fraco produtor, (2 x ODC) <OD < (4 x ODC) = moderado produtor
(4 x ODc ) <OD = forte produtor. Todos os testes foram realizados em

duplicata.

4.4.5 Producao de gelatinasedos isolados LAB 18s e R7

A deteccdo da producdo de gelatinase foi realizada de acordo com
Marra et al. (2007). Os isolados em estudo E. durans LAB18se R7foram
inoculadas em tubos contendo 4mL de BHI com 12% de gelatina por 24horas a
37°C. Apls a incubacéo, os tubos foramcolocados em banho de gelo por 30
minutos, sem agitacdo. No experimento foi utilizado um controle negativo (4mL
de BHI com 12% de gelatina) eumcontrole positivo(4mL de BHI com 12% de
gelatina +S. aureus ATCC 25923). A solidificacdo do meio indica resultado

negativo, e a liguefagéo indica positivo.

4.4.6 Producéo de lipasedos isolados LAB 18s e R7

A producéo de lipase foi realizada de acordo com Barbosa etal. (2010)
com modificagBes. Aliquotas delplLcontendo inéculo dos isoladosLAB18s e
R7foram semeadas em placas de Petricontendo agar BHI suplementado com
2g.L™" de CaCl, e 10g.L*de Tween 80, em seguida, as placas foram incubadas
a 37°C por 48horas. Atividade lipolitica foiidentificada pela formagéo de halos

opacos ao redor das colbnias.



29

4.5 Atividade antagonista dos isolados LAB 18s eR7contra
bactérias patogénicas

4.5.1 “Spot on the lawn”

Utilizou-se a técnica “Spot on the lawn”, proposta por Lewus e Montville
(1991), com adaptagbes. Primeiramente, foi obtido o sobrenadante livre de
células dos isoladosde BAL a partir dos cultivos em caldoMRS (1% v/v) os
quais foram incubados a 35°C por 24 horas. Apds, os cultivos foram
centrifugados a 1400 x g a 4°C por 20minutos. Apds, 0 sobrenadante de cada
cultivo foi neutralizado (pH 6,5-7,0), utilizando-se solucdo de NaOH 1N
(Synth®), e aquecido a 80°C por 10minutos. Dois microlitros (2 pL)
dasuspenséao foram inoculadosnas placas de Petri contendo agar Tripticase de
Soja adicionado de 0,6% de extrato de levedura (TSAYE). As placas foram
incubadas em anaerobiose a 30°C durante 24horas e, em seguida, foram
adicionados cerca de 8mL de BHI contendo 1% de &gar e 1% de cultura das
cepas listadas na Tabela 1, obtidas em caldo TSBYE a 30°C por 18horas. As
placas foramincubadas novamente a 30°C durante 24horas. A presenca de
halos de inibig&do indica potencial antagonista. Oexperimento foi realizado em

triplicata e o resultado foi expresso em mm.

Tabelal. Micro-organismos patogénicos utilizados para a andlise da atividade antagonista dos
isoladosE.durans LAB18s e R7

Classe Micro-organismo Origem
Gram-negativa E. coli ATCC 8739 *ATCC
Salmonella EnteritidiSATCC 13076 ATCC

Gram-positiva L. monocytogenes ATCC 19114 ATCC
S. aureus ATCC 25923 ATCC

*ATCC: American Type Culture Collection

4.5.2 Difusdo em agarpor pogos

Atécnica de difusdo em agarfoi realizada de acordo com a
metodologiaproposta por Harris et al. (1989). Pocos, de aproximadamente 5mm
foram perfurados em placas de Petri contendo TSA-YE ou BHI adicionado de

1% de agar, inoculados com 1% de cultura das cepas listadas na Tabela 1,
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incubadas em TSB-YE a 30°C por 18horas. Nestes pocos foram adicionados
20uL de sobrenadante dos cultivosem analise, provenientes de caldo BHI
incubados a 30°C por 18horas, centrifugados a 14000rpm por 10minutos
(centrifuga eppendorf 5417c), neutralizados (pH 7) com NaOH 1N(Synth®), e
esterilizadospor filtragdo em membrana GVWP 01300 0,22um. O antagonismo
foidetectado pela formac&o de halo de inibicdo do crescimento da cultura

indicadora ao redor da cultura. O experimento foi realizado em triplicata.

4.5.3 Difusdo em agar por discos

Os micro-organismos indicadores foramsuspensos em solucédo de NaCl
a 0,85% padronizado para DOgoponm de 0,150 emespectrofotbmetro, o que
corresponde a uma solucdo padrdo de turbidez McFarland 0,5.Apds, o
sobrenadante livre de célulasde cada cultivo foi neutralizado (pH 6,5-7,0),
utilizando-se solugéo de NaOH 1N (Synth®), e aquecido a 80°C por 10min‘Uma
aliquota de 20uL de sobrenadante dos isoladosLAB18e de R7foi aplicada sobre
discos de celulose esterilizados (5mm) em placas de agar BHI previamente
inoculadas com uma zaragatoa embebida em uma cultura de cada bactéria
indicadora. As placas de Petri foram incubadas a 37°C e as zonas de inibicdo
forammedidas apds 24horas. O mesmo procedimento foirealizado para avaliar
a atividade antimicrobiana de extrato intracelular. O didmetro das zonas de
inibicdo forammedidos utilizando um compasso de calibre e os halos =27 mm
foramconsiderados inibitérios (BROMBERG et al., 2006). O experimento

foirealizado em triplicata.

4.6 Perfil fermentativo dos isolados LAB 18s eR7

A capacidade de fermentar glicose com producdo de gas (CO,) foi
determinada a partir do cultivo de 24horas a 37°C em caldo MRS (1% v/v). Os
isolados foram reinoculados (1% v/v) em caldo MRS suplementado com 3% de
glicose (Synth®), em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan e incubados a
37°C por 48horas (LIMA et al., 2009). Lactobacillus fermentum ATCC 9338 e
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 foram utilizados como controle positivo e
negativo, respectivamente. Nos tubos em que se observouturvagéo do meio e

producdo de gas, os isolados foramclassificados como heterofermentativos,



31

enquanto aqueles que apresentaram somente turvacdo do meio,foram

classificados como homofermentativos. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.7 Capacidade antioxidante do isolado R7

4.7.1 Preparo do sobrenadante livre de células

Os isolados foram inoculados em 10mL decaldo MRS e incubados a
35°C por 24horas. ApoOs este periodo, as células foram centrifugadas a 14000
rpm por 15minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi neutralizado (pH 6,5)
com hidroxido de sodio (NaOH) 1M e aquecido a 95°C por 5minutos
(BROMBERG et al., 2006). O sobrenadante livre de células de cada micro-

organismo foi usado na analise de atividade antioxidante.

4.7.2 Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS)

A Reacdo ao Acido Tiobarbitirico foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Ohkawa et al. (1979).Tubos de ensaio contendo agua
Mili Q eazeite de oliva extra virgem foram incubados em banho maria a 80°C,
submetidos a oxidacdo coml100uM de sulfato ferroso, por 10 minutos. Apos,
foram adicionados em cada tubo uma aliquota da amostra (sobrenadante livre
de células), Lauril Sulfato de Sédio (SDS) 8,1%, Tamp&o de Acido Acético pH
3,44 e Acido Tiobarbitdrico (TBA) 0,6%, como demonstrado na Tabela 2.Em

seguida, foram incubados novamente em banho maria a 100°C por 1 hora.

Tabela 2. Protocolo de oxidac&o do ensaio daReac&o ao Acido Tiobarbittrico

TUBOS H,O Sulfato  Azeite de Amostra SDS TAMPAO TBA
N ferroso Oliva (8,1%)
Mili Q (10uL) (EV*) (pH 3,44) (0,6%)
Controle 500uL 50uL 300pL 200puL 500uL 500uL
Branco 1050pL 400pL 200puL 500uL
Amostra 200 pL 50uL 300uL 400puL 200pL 500puL 500puL

Fonte: Adaptado de Ohkawa et al. (1979).
*EV: Azeite de Oliva Extra Virgem.
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Os produtos da reacgédo foram determinados por medida de absorbancia em
532nm, em espectrofotbmetro. A concentracdo de TBARS foi calculada por
meiode uma curva padrdo, com concentracdes conhecidas de 1,1,3,3 —
tetrametoxipropano, e os resultados foram expressos em nm de malonaldeido
(MDA)/g de amostra. A curva padrédo foicomposta por concentracées de agua
destilada, MDA 0,03mM, SDS 8,1%, Tampéao de &cido acético pH 3,44 e TBA
0,6%, como indicado na Tabela 3, e incubados em banho maria a 100°C, por 1

hora. O experimento foi realizado em 4 repeticdes.

Tabela 3.Protocolo de oxidacdo - Curva Padréo

TUBOS H,O MDA SDS (8,1%) TAMPAO  TBA (0,6%)
Mili Q (0,03mM) (pH 3,44)
1 300uL 200pL 500uL 500uL
2 250uL 50pL 200pL 500uL 500uL
3 200puL 100puL 200puL 500puL 500uL
4 100uL 200puL 200puL 500puL 500uL
5 300uL 200pL 500puL 500uL

Fonte: Adaptado de Ohkawa et al. (1979).

4.7.3 Capacidade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil)

O método DPPH foiutilizado de acordo com o descrito por Brand-
Williams et al. (1995), baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbéncia a
515nm. O DPPH foipreparado na concentracdo de 60umol L™, dissolvido em
alcool metilico (CH3OH), sendo posteriormente, a solucdo homogeneizada e
transferida para um frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado. A solucéo
preparada foi usada apenas no dia da analise. Em ambiente escuro, foi
transferida uma aliquota de 0,1mL de amostra (sobrenadante livre de células)
para tubos de ensaio contendo 3,9mL da solugcao dissolvida do radical DPPH
(60umol L) e homogeneizada em vértex. Apés o preparo, as solucées foram

armazenadas em ambiente escuro por 45 minutos. Como solucdo controle foi
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utilizado 0,1mL da solucéo controle (composta por 40mL &lcool metilico 50%,
40mL acetona 70% e 20mL agua destilada) com 3,9mL do radical DPPH (60
umol L™ e, apés homogeneizada, foiarmazenada no escuro por 45 minutos.
Como branco foi utilizado alcool metilico. A curva padrao foi realizada em
concentracdes entre 0-60umol L™ de DPPH. Os resultados foram expressos
em ECso (ug mL™), que é definida como a concentracdo minima do antioxidante
necessaria para reduzir 50% da concentracdo do DPPH inicial a partir do

momento que o extrato atingiu a estabilidade.

4.8Extracdo de DNA gendmico e analise molecular e genotipica

4.8.1 Extragdo de DNA gendmico dosisolados LAB18se R7

A extracdo do DNA gendmico foi realizada por meio do método de lise
quimica, onde, primeiramente, os isolados E.durans LAB18s e R7 foram
inoculados em placas de Petri contendo agar BHA, as quais foram incubadas a
37°C por 24horas, para avaliacdo da pureza da cultura. O DNA gendmico dos
isolados foi extraido em microtubos, onde, uma alcada do crescimento dos
isolados foi repassada para os microtubos de 1,5mL contendo 100uL de EAR
Buffer e 5uL de Proteinase K (20mg.mL ™ Invitrogen®) a 55°C durante 4horas.
Apos resfriamento das amostras em temperatura ambiente foi adicionado 750
uL de TE Buffer. Ap6s centrifugacdo, foi utilizado 1uL do sobrenadante
contendo o DNA extraido para a técnica de Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR). O DNA extraido foi utilizado para a identificacdo molecular e analise

genotipica.

4.8.2 Amplificacdo do DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase dos
isolados LAB18se R7

O gene 16S TrRNA dos isolados foi amplificado utilizando
oligonucleotideos iniciadores universais 27F (5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-
3) e 1492R (5- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). Foram preparadas
reacoes contendo 17uL de mistura especial para PCR (GoTag- Promega,
Madison, WI USA), 1uL de cada oligonucleotideo iniciador, 1uL de amostra e
1uL de &gua ultra-pura (milli-q), totalizando 20uL de volume final. Em um

termociclador da marca Amplitherm, o gene 16S rRNA de cada isolado foi
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amplificado, ultilizando-se as condi¢des de reacdes: desnaturagéo inicial, 95°C
durante 5 minutos; 35 ciclos de desnaturacédo a 95°C durante 30 s, anelamento
a 50°C durante 1 minuto e extensdo a 72°C durante 1 minuto; e extens&o final
a 72°C por5 minutos. Os produtos amplificados pela PCR foram analisados em
gel de agarose a 1%ap0s eletroforese. A visualizacdo dos fragmentos obtidos
foi realizada em fotodocumentador com transiluminacdo ultravioleta apdés
coloracdo com Syber Safe (Invitrogen®). Os produtos da PCR foram recortados

do gel e enviados ao Hillna- SP para purificacdo e sequenciamento.

4.8.3 Sequenciamento do DNA do isolado R7

Para o ciclo de sequenciamento de DNA foi utilizado o kit BigDye®
Terminator Cycle Sequencing de acordo com instrugbes do
fabricante, juntamente com 0 oligonucleotideo iniciador 519r
(GWATTACCGCGGCKGCTG) em reacbes independentes (Laboratério de
Biotecnologia — UFPel). A partir do sequenciamento, através da comparagado no
GEN BANK obteve-se a identidade da BAL avaliada em nivel de espécie,

sendo o isolado R7 identificado como Lactococcus lactis subsp lactis.

4.8.4 Analise genotipica para identificacdo de genes de adeséo
intercelulardo isolado LAB18s

Por meio da amplificacdo do DNA por PCR foram avaliados quatro
genes relacionados a formacéao de biofilme. A técnica visa detectar a presenca
do gene de adeséo intercelular A (icaA), gene de adesao intercelular B (icaB),
gene de adesdao intercelular C (icaC) e gene de adeséao intercelular D (icaD),
descritos na Tabela 4, no isolado LAB18s, utilizando como controle positivo
para formacdo de biofilme a cepa padrdo Staphylococcus epidermidis ATCC
25923. A analise constou da adicéo de 1uL de DNA extraido da amostra, o qual
foi adicionado emum mix contendo 17uL de GoTaq, 1pL de oligonucleotideo
iniciador especifico paracada gene, 1uL de agua ultra pura (milli-q), totalizando
20uL de volume final. Os genes foram amplificados em um termociclador
Amplitherm®, utilizando as condicbes de reacao: desnaturacdo inicial, 95°C
durante 5minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 30 s; anelamento

a 50 °C durante 1minuto e extensdo a 72°C durante 1minuto; e extensao final a
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72°C por 5minutos.Os produtos amplificados pela PCR foram analisado sem
gel de agarose a 1% apos eletroforese. A visualizagcdo dos fragmentos
resultantes foi obtida em um fotodocumentador com transiluminacéo
ultravioleta ap6s coloracdo com Syber Safe (Invitrogen®). O protocolo de

amplificagéo foi realizado, com temperatura de anelamento distinta de 50°C.

Tabela 4. Oligonuclecotideossense (f) e anti-sense (r) e condicbes de PCR utilizados para

identificacdo dos genes de adeséo intercelular icaA, icaB, icaC e icaD

Oligonucleotideos

Identificac&o TF* Cp** Referéncias
Sequéncia 5’ - 3’

icaAf TCTCTTGCAGGAGCAATCAA 188pb*** S. epidermidis Arciola et al.
icaAr TCAGGCACTAACATCCAGCA ATCC 25923 (2001
IcaBf ATGGCTTAAAGCACACGACGC 526pb S. epidermidis Ziebuhr et al.
IcaBr TATCGGCATCTGGTGTGACAG ATCC 25923 (1999)
icaCf ATAAACTTGAATTAGTGTATT 989pb S. epidermidis Ziebuhr et al.
icaCr ATATATAAAACTCTCTCTTAACA ATCC 25923 (1999)
icaDf CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 198pb S. epidermidis Arciola et al.
icaDr ATGGTCAAGCCCAGACAGAG ATCC 25923 (2001)

*TF: tamanho do fragmento
**CP: Controle positivo

***pb: pares de base

4.8.5 Andlise genotipica para identificacdo de genes de enterocinas
presentes no isolado LAB18s

Colbnias do isoladoLAB18s foramsubmetidas a PCR para identificacado
dos genes das enterocinas A, B, P,L50A/B, descritos naTabela 5. Para isto,
1uL de DNA extraido da amostra, foi adicionado emum mix contendo 17uL de
GoTaq, 1pL de oligonucleotideo iniciador especifico paracada gene, 1uL de
agua ultra-pura (milli-q), totalizando 20uL de volume final. Os genes foram
amplificados em um termociclador Amplitherm®, utilizando-seas condi¢Ges de
reacao: desnaturacéo inicial, 95°C durante 5minutos; 35 ciclos de desnaturacao
a 95°C durante 30 s, anelamento a 50°C durante 1minuto e extensao a 72°C
durante 1minuto; e extensdo final a 72°C por 5 minutos.Os produtos
amplificados pela PCR foram analisados em gel de agarose a 1% apos
eletroforese. A visualizagdo dos fragmentos resultantes foi obtida em um

fotodocumentador com transluminacéo ultravioleta apds coloracdo com Syber
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Safe (Invitrogen®). O protocolo de amplificacéo foi realizado, com temperatura

de anelamento distinta de 50°C.

Tabela 5. Oligonucleotideos e condi¢cdes de PCR utilizados para identificacdo dos genes de

enterocinas

o Oligonucleotideos o
Identificagéo L TA* TE** Cp*** Referéncias
Sequéncia 5’ - 3’

Enterocina A-f CATCATCCATAACTATATTTG 56 126pb**** Du Toit et al.
Enterocina A-r AAATATTATGGAAATGGAGTGTAT ---- (2000)
Enterocina B-f GAAAATGATCACAGAATGCCTA 58 162pb E. hirae Du Toit et al.
Enterocina B-r GTTGCATTTAGAGTATACATTTG (2000)
Enterocina P-f TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT 58 120pb ---- Du Toit et al.
Enterocina P-r ATGTCCCATACCTGCCAAAC (2000)
Enterocina L50A/B-f STGGGAGCAATCGCAAAATTAG 56 98pb Du Toit et al.
Enterocina L50A/B-r ATTGCCCATCCTTCTCCAAT (2000)

*TA: temperatura de anelamento
**TF: tamanho do fragmento
***CP: Controle positivo

****pb: pares de base

4.9 Analise estatistica dos dados

Os dados experimentais foram expressos como média + desvio padrao e
avaliados por analise de variancia (ANOVA) com nivel de significaAncia de 5%
para comparacao das médias, por meio do programa o programa ASSISTAT

(verséo 7.7 beta).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e identificacao

Dos nove isolados obtidos das amostras de ricota, o isolado R7 que
apresentou resultados promissores de acordo com o esperado foi identificado
molecularmente como pertencente ao género Lactococcus, espécie lactis,
subspécie lactis (L. lactis subsp lactis), o qual foi depositado no GenBank sob
namero de acesso KF879126, apresentando similaridade de 99,8%com
sequéncias similares baseadas no gene 16S rRNA depositadas no GenBank,

conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6.ldentificacdo do isoladoR7 pelo sequenciamento do 16S rRNA

Género Espécie NUumero de acesso Similaridade
GenBank (%)
Lactococcus L. lactis subsp lactis KF879126 99,8

O género Lactococcus tem sido amplamente utilizadona indudstria
alimenticia, pois além de normalmente as cepas apresentarem seguranca
microbioldgica,apresentam caracteristicas probidticas, contribuem
sensorialmente e,por meio da sintese de vitaminas, proteinas e aminoacidos
essenciais, colaboram para o aumento do valor nutritivo do produto(GIRAFFA,
2004).

5.2Coloracao de Gram
O isolado R7 apresentou morfologia de cocos e coloracdo compativel
com Gram-positivaquando foi submetido a caracterizacdo morfologica pelo

teste de coloracédo de Gram.

5.3Caracterizagao probiotica do isolado R7

5.3.1Tolerancia ao pH acido, aos sais biliares, ao suco gastrico e ao
suco intestinal simulados

Os resultados das analises de tolerancia ao pH acido, aos sais biliares,
ao suco gastrico e ao suco intestinal simuladosdo isolado R7,provenientede

gueijoricotaestédo apresentados abaixo.
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Tabela 7.Analise de tolerancia aos acidos do isolado Lactococcus lactis subsp lactis (R7). Os

resultados foram expressos em Log UFC/mL™+ desvio padréo

Tolerancia a acidos

0 horas 2 horas 4 horas

--- Log UFC/mL™+ Desvio Padrao ---

Controle 7,78+0,02*A 7,78+0,03A% 7,83+0,07A%
pH2 7,93+0,12A% 8,13+0,02AC" 7,18+0,00B°
pH3 7,60+0,00A 7,76+0,13A 7,81+0,01A
pH4 8,42+0,04A° 7,76+0,09B% 7,01+0,15C°

*Letras mailscula: linha/ Letra minUscula: coluna

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7 observa-se que, no
tempo de Oh, o isolado R7 apresentou viabilidade superior no pH4 quando
comparado ao controle e demais tratamentos (p<0,005). Ja no tempo de 2h o
isolado apresentou viabilidade superior quando comparado ao controle e
demais tratamentos (p<0,005). Entretanto quando avaliado no tempo de 4h,
observou-se reducgao significativa da viabilidade nos pHs 2 e 4, quando
comparados ao controle (p<0,005). Da mesma forma, quando analisada a
viabilidade por tratamento nos tempos de Oh, 2h e 4h, observou-se que no pH
3, a viabilidade manteve-se intacta, ndo apresentando diferenca significativa
entre os tempos analisados. Porém, ao analisar os pHs 2 e 4, observou-se
reducado significativa da viabilidade (p<0,005) no decorrer de 4h, comparada
aos demais tempos analisados. Este resultado demonstraque o
isoladoapresenta capacidade de sobrevivéncia em pH &cido,mesmo apo6s 4h
de incubacdoem todos os pHs, e principalmente no pH 2. Desta forma, o
isolado apresenta potencial para ser utilizado comoum probidtico,
apresentando resisténcia as condi¢des acidas do pH estomacal.

A resisténcia ao transito gastrico humano é um importante critério de
selecdo de micro-organismos probidticos. De acordo com Vinderola e
Reinheimer (2003), aproximadamente 2,5 litros de suco gastrico, com pH em

torno de 2, é secretado diariamente no estdbmago. Esta elevada acidez provoca
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a destruicdo de muitos micro-organismos ingeridos, porque a maior parte dos
micro-organismos € sensivel a valores de pH abaixo de 3. Além disso, o0s
alimentos sélidos geralmente permanecem no estdmago entre 2 a 4 horas,
portanto, podem servir como veiculo para os micro-organismos,elevando o pH
e viabilizando a sua sobrevivéncia no estdmago.

Meira (2011) avaliou a capacidade de sobrevivéncia deBAL isoladas de leite
e queijos de ovelha expostas a diferentes condi¢cdes acidas apos 4 horas de
incubacdo, e observou que as linhagens de Lactobacillus apresentaram-se
resistentes quando expostas as condicdes de pH 3 e 4 com até 4 horas de
incubacdo, porém, ndo apresentaram viabilidade quando expostas ao pH 2.
Resultado semelhante foi encontrado por Hwanhlem et al. (2010), onde
linhagens de Lactobacillus foram capazes de manter sua viabilidade quando
expostas a condi¢cdes de acidez com pH entre 2,5 — 4,0, no entanto, em valores
de pH inferiores ocorreu perda de viabilidade.

Tabela 8.Andlise de tolerancia aos sais biliares do isolado Lactococcus lactis subsp lactis (R7).

Os resultados foram expressos em Log UFC/mL + desvio padréo

Tolerancia aos sais biliares

0 horas 2 horas 4 horas

--- Log UFC/mL™+ Desvio Padrao ---

Controle 7,78+0,02*A% 7,78+0,03A% 7,83+0,07A%
0,1% 8,32+0,06A" 7,83+0,18B" 7,64+0,01B"
0,3% 8,20+0,04A° 7,070,10B" 6,70+0,00B"
0,5% 8,20+0,06A° 6,69+0,30B" 6,550,21B"
1,0% 7,710,23A% 0,00+0,00B° 0,00+0,00B°

*Letras mailscula: linha/ Letra mindscula: coluna

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8 observa-se que,
no tempo de Oh, o isolado R7 apresentou viabilidade superior nos tratamentos
de 0,1%, 0,3% e 0,5% de sais biliares quando comparado ao controle e demais
tratamentos (1%) (p<0,005). Quando avaliada a viabilidade em 2h de

incubacéo, o isolado apresentou reducédo significativa desta na concentracao
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de 0,3% e 0,5% de sais biliares quando comparado ao controle e concentragéo
de 0,1% (p<0,005), e ndo apresentou viabilidade quando exposto a 1,0%. Ja
quando avaliado no tempo de 4h de incubacdo, observou-se resultado
semelhante ao encontrado no tempo de 2h de incubacédo, ou seja, reducéo
significativa da viabilidade em 0,3% e 0,5% de sais biliares e ndo apresentou
viabilidade quando exposto a 1,0%.

O isolado R7 apresentou tolerancia aos sais biliares, sendo observadas
contagens de células viaveis em praticamente todas as concentracdes e
tempos avaliados, demonstrando assim capacidade de sobrevivéncia na
presenca destes,sugerindoassim, caracteristica probidtica.

A tolerancia aos sais biliares presentes no intestino delgado é uma das
barreiras que a bactéria probiotica deve permear,além de condicbes adversas,
a bactéria deve manter-se viavel durante o tempo de transito do alimento que
comumente dura entre 1 a 4 horas. Para a selecdo de bactérias probi6ticas tem
sido recomendada a utilizacdo de concentracdes entre 0,15 — 0,3% de sais
biliares. Segundo Begley et al. (2006), os principais componentes da bile sdo os
sais biliares, que possuem capacidade de desorganizar a estrutura de
membranas celulares, sendo assim, toxicos as células vivas. Estes solubilizam
os lipideos e sédo fundamentais no processo de digestdo de gorduras, além de
apresentarem acdo antimicrobiana, dissolvendo a membrana bacteriana.
Frente a isso, observa-se que o isolado R7 provavelmente possui enzimas que
hidrolizam esses sais provocando a desestruturacao celular.

O potencial probiético de BAL isoladas de leite e queijos de ovelha foi
avaliado por Meira (2011), o qual verificou que essas bactérias foram capazes
de tolerar apenas baixas concentracdes de sais biliares (0,1 e 0,3%). Apenas a
linhagem LCN 56 (Lactobacillus plantarum) apresentou concentragao celular
acima do limite de deteccdo quando exposta a 0,5% de sais biliares. Além
disso, nenhuma das linhagens avaliadas apresentou viabilidade acima do limite
de deteccdo ap0s as 4 horas de incubagdo. Considerando que a concentracao
de sais biliares de 0,15 a 0,3% tem sido recomendada para a avaliagao in
vitroda passagem pelo intestino delgado (Huang et al., 2004), o autor concluiu
gue as BAL isoladas de leite e queijo de ovelha apresentam potencial nestas
condigoes.
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Tabela 9.Analise de tolerancia ao suco gastrico simulado do isolado Lactococcus lactis subsp
lactis (R7). Os resultados foram expressos em Log UFC/mL + desvio padréo

Toleréncia ao suco gastrico simulado

0 horas 2 horas 4 horas

--- Log UFC/mL ™+ Desvio Padrao ---

Controle 7,78+0,02*A% 7,78+0,03A% 7,83+0,07A%
Pepsina pH 2 8,42+0,17A° 7,27+0,00B° 7,21+0,05B°
Pepsina pH 2 + Leite 8,64+0,14A° 8,52+0,08A° 8,34+0,04B°

*Letras mailscula: linha/ Letra minuscula: coluna

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9 observa-se que,
no tempo de Oh, o isolado R7 apresentou viabilidade superior nos tratamentos
com pepsina pH 2 e pepsina pH 2 + leite, quando comparado ao controle
(p<0,005). No tempo de 2h de incubacdo, o isolado apresentou viabilidade
inferior no tratamento de pepsina pH 2(p<0,005), entretanto apresentou
viabilidade superior com pepsina pH 2 + leite, quando comparado ao controle
(p<0,005). J& quando avaliado no tempo de 4h de incubacdo, observou-se
resultado semelhante ao encontrado no tempo de 2h de incubacgéo, ou seja,
viabilidade inferior no tratamento de pepsina pH 2, e viabilidade superior em
pepsina pH 2 + leite, quando comparado ao controle (p<0,005).

Com isso, pode-se inferirem relacdo a tolerdncia ao suco gastrico
simulado que o isolado R7 apresentou viabilidade em todas condi¢des
testadas, apresentando aumento de um log no crescimento quando utilizou-se
a matriz alimenticia leite + pepsina, possivelmente devido a protecdo que o
alimento propicia a bactéria.

De acordo com Charteris et al. (1998), para que ocorra a colonizagéo e
os efeitos benéficos, a cultura probidtica deve chegar ao intestino com uma
populacdo de no minimo 6 log UFC.mL™ e ,neste estudo, observou-se que o

isolado R7 manteve sua viabilidade acima deste valor minimo preconizado.
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Segundo Huang et al. (2004), a adi¢do do alimento faz com que ocorra
aumento do pH, e isso possivelmente é um dos fatores que contribuem para o
aumento da viabilidade das linhagens testadas nas condicdes de baixo pH. As
linhagens podem chegar ao intestino em alta concentragdo quando
tamponados por alimentos ou encapsuladas, promovendo assim efeitos
benéficos.

Sehn (2015) avaliou a capacidade de sobrevivéncia ao suco gastrico
simulado do isolado Lactobacillus curvatus (LC254), e verificou que a linhagem
ndo teve capacidade de sobrevivéncia ao suco gastrico simulado nas
condicbes de pH 2,5 + 3 mg.mL™"de pepsina. Entretanto, quando exposto ao
suco gastrico simulado inoculado juntamente com leite integral, a bactéria se
manteve viavel entre 1 e 2 horas,observando assim o efeito protetor que o
alimento pode apresentar sobre a sobrevivéncia do isolado durante a
passagem no estdbmago do hospedeiro.

Tabela 10.Anélise de tolerdncia ao suco intestinal simulado do isolado Lactococcus lactis

subsp lactis (R7). Os resultados foram expressos em Log UFC/mL + desvio padrao

Tolerancia ao suco intestinal simulado

0 horas 2 horas 4 horas

--- Log UFC/mL™ + Desvio Padréo ---

Controle 7,780,02*A° 7,78+0,03A° 7,83+0,07A"
Pancreatina pH 8 9,06+0,03A° 8,76+0,08B* 8,16+0,06C*
Pancreatina pH 8 + 6,87+0,08A° 0,00+0,00B° 0,00+0,00B°

0,5% de sais biliares

*Letras mailscula: linha/ Letra minUscula: coluna

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10 observa-se
gue, no tempo de Oh, o isolado R7 apresentou viabilidade superior no
tratamento de pancreatina pH 8 e inferior no tratamento de pancreatina pH 8 +
0,5% de sais biliares quando comparado ao controle (p<0,005). No tempo de
2h de incubacéo, o isolado apresentou viabilidade superior no tratamento de
pancreatina pH 8 e, entretanto, quando exposto ao tratamento de pancreatina

pH 8 + 0,5% de sais biliares, este ndo apresentou tolerancia ao suco intestinal
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simulado (p<0,005). Da mesma forma, quando avaliado no tempo de 4h,
observou-se resultado semelhante ao encontrado no tempo de 2h, ou seja,
viabilidade superior no tratamento de pancreatina pH 8, e ndo apresentou
tolerancia ao suco intestinal simulado quando exposto ao tratamento de
pancreatina pH 8 + 0,5% de sais biliares(p<0,005).

Sehn (2015) observou que o isolado LC254 foi capaz de resistir as
condi¢cBes do trato intestinal simulado (pancreatina 1 mg.mL-1 e pH 8,0), sem
diferenca significativa entre suas contagens no tempo inicial e apés 4horas,
verificando que o isolado apresenta potencial para alcancar o intestino e
promover efeitos benéficos na presenca do alimento e sais biliares, resultado
similar ao encontrado no presente estudo.

Ao avaliar o LAB18s, proveniente de queijo “minas frescal”, Pieniz (2014)
verificou alta capacidade desobrevivencia na presenca de suco gastrico
simulado contendo pepsina (pH 3,0) e suco intestinal simulado contendo
pancreatina (pH 8, com ou sem adicdo de sais biliares). A viabilidade do
isolado LAB18s também foi satisfatoria quando exposto a pH 3,0 e 4,0, embora
se tenha observado uma diminuicdo na contagemde células viaveis quando
analisado o pH 2, resultado que se assemelha com o encontrado no presente

estudo.

5.3.2 Analise da Capacidade de autoagregacdo, coagregacdo e
hidrofobicidade do isolado R7

A capacidade de adeséao as células epiteliais e superficie da mucosa séo
caracteristicas que vem sendo utilizadas como pré-requisito para selecado de
bactérias probioticas, visando a colonizacdo do trato gastrointestinal,
prevenindo a eliminag&o por peristaltismo e promovendo vantagem competitiva
no ecossistema (DEL RE et al., 2000).

A autoagregacdo, coagregacdo e hidrofobicidade do isolado R7 foi
analisada, e os resultados obtidos indicam que esse micoorganismo possui
propriedades de adesdo mais baixas. Sabe-se que a auto-agregacdo e co-
agregacao entre bactérias desempenham um papel importante na prevencao
da colonizag&o de superficies por agentes patogénicos (GARCIA-CAYUELA et

al., 2014), como é sabido que as habilidades de co-agregacdo de cepas de
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bactérias acido laticas pode interferir na capacidade das espécies patogénicas
em infectar o hospedeiro e pode prevenir a colonizacdo de patdégenos
transmitidos por alimentos (GARCIA-CAYUELA et al., 2014).

Na Figura 3 pode-se observar os resultados obtidos na avaliacdo da
capacidade de autoagregacédo, coagregacdo e hidrofobicidade do isolado R7
proveniente de queijo ricota.A capacidade de autoagregacédo do isolado R7
aumentou exponencialmente no decorrer do tempo avaliado, atingindo valor
maximo em 4 horas (25%) e, posteriormente, ocorrendo decréscimo. O mesmo
foi verificado em relacédo a capacidade de coagregacao (18%) do isolado.

Todorov et al. (2011) verificaram que o percentual de autoagregacao de
isolados de L. curvatus a 37°C foi menor que 10% e que as linhagens
apresentaram baixos niveis de coagregacdo com L. monocytogenes 603
(<20%). Fernandes (2017) avaliou isolados de Pediococcus pentosaceus
provenientes de leite de ovelha e observou que os isoladosapresentaram
valores superiores a 82% em relacdo a capacidade de autoagregacdo e
superiores a 60% em relacdo a capacidade de coagregacao. Dos Santos et al.
(2014), avaliaram a capacidade de autoagregacdo e observaram que
Lactobacillus spp. isolados de amotras de queijo coalho produzido na regido
Nordeste do Brasil apresentaram uma variagéo de 28,8% para L. rhamnosus e
de 83,7% para L. plantarum.
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Figura 1.Capacidade de autoagregacéo, coagregacdo e hidrofobicidade em diferentes tempos

do isoladoLactococcus lactis subsp lactis isolado de queijo ricota

De acordo com Collado et al. (2008), a habilidade de autoagregacédo é
essencial para a adesdo de espécies probidticas as células epiteliais, sendo
esta uma caracteristica mais presente nos isolados probiéticas do que nos
demais isolados Além do mais, estes isolados que possuem capacidade de
coagregacao podem formar uma barreira para prevenir a colonizacdo por
patogenos.

Neste estudo,0 isolado R7 mostrou capacidade de adesao de 11% no
teste de hidrofobicidade. Marthara et al. (2008) descrevem a hidrofobicidade
como habilidade de aderéncia a hidrocarbonetos, onde, quanto maior o valor,
maior a capacidade de adesao.

Vinderola et al. (2003) descrevem que a capacidade de hidrofobicidade e
autoagregacdo estdo diretamente ligadas a habilidade de adeséo a superficie
epitelial, sendo o primeiro passo necessario para a colonizagdo pelos micro-
organismos probioticos. A hidrofobicidade ocorre em funcdo das propriedades

hidrofébicas dos componentes da membrana externa do organismo. Supde-se
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que as interacBes hidrofébicas exercem um papel importante na adeséo de
bactérias as células epiteliais.

Fernandes (2017) avaliou isolados de Pediococcus pentosaceus
provenientes de leite de ovelha e verificou que todos os isolados apresentaram
valores de hidrofobicidade inferior a 10%. Dos Santos et al. (2014), avaliaram
amostras de queijo coalho produzido na regido Nordeste do Brasil e verificaram
que oito isolados de Lactobacillus apresentaram baixos indices de
hidrofobicidade, em especial L. Plantarum (5,4%). Pieniz et al. (2015) avaliaram
a capacidade de autoagregacdo e hidrofobicidade do isolado LAB18s
proveniente de queijo minas frescal, e verificaram que o isolado exibiu
propriedades satisfatorias de adeséo.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o isolado R7
possui potencial para ser utilizado como probi6tico, uma vez que apresenta
capacidade de auto-agregacdo e coagregacdo com L. monocytogenes, um
importante patdogeno de origem alimentar, aliado aos outros resultados

encontrados.
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5.4Analise de seguranca do isolado R7

5.4.1 Avaliagédo fenotipica de resisténcia a antimicrobianos

O isolado R7 apresentou sensibilidade frente a todos os antimicrobianos
testados, de acordo com os padrdes CLSI, conforme demonstrado na Tabela 8.

Schittler (2012) avaliou 16 isolados de E. faecium provenientes de leite
in natura e observou que 94% dos isolados apresentaram sensibilidade a
ampicilina, 81% a tetraciclina e 100% a vancomicina, antibioticos de grande
importancia clinica. Renye et al. (2009), nos Estados Unidos da América,
relataram que todos os 33 isolados de Enterococcus provenientes de queijo
apresentaram sensibilidade a vancomicina.

Landeta et al. (2013) avaliaram Staphylococcus coagulase negativa,
provenientes de produtos cérneose, verificaram que dos 16 isolados de S.
carnosus nenhum apresentou resisténcia aos antibidticos testados,porém, o
isolado de S. xylosus demonstrou resisténcia a ampicilina e penicilina, ambos
pertencentes da classe dos [3- Lactamicos.

Em estudo realizado por Pieniz et al. (2015) o isolado LAB18s,
proveniente de queijo minas frescal apresentou sensibilidade para todos os
antibiéticos testados, demonstrando assim, seguran¢a quanto ao seu uso em

alimentos.

Tabela 11.Andlise de suscetibilidade doLactococcus lactis subsp lactis aos antimicrobianos e

classificacéo segundo CLSI (2015). Os resultados foram expressos em mmzdesvio padrao

Antimicrobianos R7 CLSI Classificacdo
Zonas de inibicao Sucetibilidade (zona *S-I-R
(mm) mm)

Clindamicina 25,0+0,81 =21 S
Eritromicina 26,5+0,60 =23 S
Penicilina 28,2+1,20 =15 S
Cloranfenicol 27,0+ 0,81 218 S
Meropenen 34,0+1,40 =16 S
Vancomicina 22,7+0,96 =217 S

*S- sucetivel, I- intermediario, R- resistente
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Segundo Giraffa (2002), a resisténcia bacteriana a antimicrobianos esta
relacionada com o uso destas drogas na terapéutica humana e veterinaria.A
resisténcia aos antimicrobianos pode ser acentuada por meioda capacidade de
formacdo de biofilme. Uma maior resisténcia a antimicrobianos vem sendo
observada em bactérias presentes no sistema de biofilme, quando comparada
com células planctdnicas que sdo de facil eliminacdo. Isso ocorre devido a
protecdo ao estresse ambiental que o biofilme exerce sobre as bactérias,
contribuindo assim, para a colonizacdo e permanéncia desses micro-
organismos no ambiente (PUTFAL, 2013).

A resisténcia antimicrobiana apresentada por micro-organismos
utilizados em alimentos € um fator de suma importancia ligado diretamente a
seguranca dos alimentos e deve ser investigada quando se pretende utilizar
novas linhagens como culturas, iniciadoras e/ou probiéticas (FAO/WHOO,
2006). Esta novas linhagens de BAL podem apresentar resisténcia a diferentes
antimicrobianos, carrear genes de resisténcia que podem ser transferidos para
outras bactérias e, consequentemente, aumentar o potencial de viruléncia.Uma
vez no alimento ou no intestino humano, essas bactérias podem disseminar
estes genes de resisténcia tornando um risco para a saude publica.

E importante notar que o micro-organismo R7 foi isolado de produtos
lacteos (queijo ricotta) e, portanto, de produto animal (leite de vaca). O uso de
antibiéticos em animais de producao leva ao desenvolvimento e disseminacao
de organismos resistentes a fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira e
quarta geracdo e vancomicina, entre outros (COLLIGNON et al., 2009).0s
seres humanos estdo expostos a bactérias resistentes a antimicrobianos e a
genes de resisténcia que estao presentes na cadeia alimentar. Alguns estudos
sugeriram que a maioria das E. coli resistentes aos antibi6ticos carregadas por
pessoas podem ter se originado em animais de producdo (JOHNSON et al.,
2006). Mitigar os riscos da resisténcia antimicrobiana a saude humana requer
estratégias de gestdo de risco para o uso de antimicrobianos em animais. Para
diminuir o desenvolvimento e a propagacdo de bactérias alimentares
antimicrobianas resistentes a alimentos, devemos reduzir o uso de antibiéticos
em animais alimentares e diminuir o uso abusivo de antimicrobianos em
medicina humana (COLLIGNON et al., 2009).
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Devido ao isolado R7 apresentar sensibilidade aos antimicrobianos de
uso clinico avaliados, verifica-se que esta linhagem apresenta um potencial uso

como cultura iniciadora e/ou probidtica.

5.4.2 Atividade hemolitica

Na andlise de atividade hemolitica, observou-se hemdlise incompleta
pelo isolado R7, proveniente de amostra de queijo ricota, a qual foi
caracterizada como a-hemodlise, conforme pode ser observado na Figura 1.Este
€ um resultado relevante que indica que o isolado pode ser utilizado em
alimentos pois ndo apresenta risco a saude, visto que ndo apresenta este fator

de viruléncia.

Figura 2.Atividade hemolitica do isolado R7 em &agar sangue suplementado com 7% (v/v) de

sangue de cavalo.

Hermanns (2013) avaliou BAL isoladas de amostras de leites e queijos
artesanais, e observou que nenhum dos isolados apresentou atividade da
enzima [3-hemolisina. Da mesma forma, Schittler (2012) observou que nenhum
dos 16 isolados de E. faecium provenientes de leite in natura” apresentaram
atividade da enzima - hemolisina.Pieniz et al. (2015) também verificaram que
o isolado LAB18s proveniente de queijo minas frescal, ndo apresentou
qualquer atividade hemolitica (y-hemdlise, a-hemalise e / ou R-hemolise) apds
48 horas de incubacdo em placas de agar Sangue suplementado com sangue
de carneiro (7%).

Barbosa et al. (2010), Eaton e Gasson (2001) e Semedo et al. (2003),
relataram que é baixa a frequéncia da atividade 3-hemolitica emEnterococcus
isolados de alimentos sendo comumente observada a a-hemdlise. No entanto,

a auséncia da atividade hemolitica ndo significa que o isolado nédo possua
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potencial de virulénciae que a capacidade de produzir a-hemdélise normalmente
nao € considerada um fator de viruléncia (BARBOSA et al., 2010). De acordo
com Franz et al. (2001), a producdo de hemolisina € um fator importante nas
infeccbes causadas por Enterococcus spp. sendo identificado em maior

frequéncia em isolados de amostras clinicas do que de alimentos.

5.4.3 Atividade da DNAse

O isolado R7nao apresentou atividade DNAse, conforme demonstrado
naFigura 3, resultadoque € relevante, visto que, este fator de viruléncia serve
como critério de selecaopara micro-organismos serem utilizados em alimentos.

Pieniz et al.(2015) observaram DNAse negativa para o isolado LAB18s
proveniente de queijo minas frescal. Almeida Junior et al. (2015) isolaram BAL
a partir de amostras de leite de cabra e observaram que nenhum dos isolados
apresentou atividade da DNase. Moraes (2011), avaliou isolados de BAL de
leite cru e queijo, e também verificou que nenhum destes apresentou resultado

positivo para atividade de DNase.

Controle +

Figura 3.Atividade da DNAse em agar DNAse. Atividade positiva (Controle +)para S. aureus

ATCC 25923 (controle positivo) e atividade negativa para L.lactis subsp lactis(R7).

A DNAse é uma enzima capaz de degradar o acido nucleico (DNA),
permitindo,desta forma, a infeccdo do hospedeiro. Esse fator de viruléncia
normalmente €& observado com menor frequéncia em amostras oriundas de
alimentos quando comparados com amostras clinicas (FRANZ et al., 2001;
BARBOSA et al., 2010).
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5.4.4 Avaliagcédo da capacidade de formacao de biofilme

O isolado R7 ndo mostrou capacidade de formacédo de biofilme in vitro,
sendo classifica do como nao formador de biofilme, de acordo com o padréo
estabelecido por Stepanovic et al. (2000). Este é um resultado promissor, visto
que biofilmes s&o relacionados com infeccbes alimentares e o
desenvolvimentode biofilmes em locais de processamento de alimentos tornam
estes ambientes potenciais fontes de contaminagao.

Gomes et al. (2008), avaliaram a prevaléncia e caracterizaram
Enterococcus spp. isolados de alimentos,e entre os alimentos avaliados
estavam amostras de queijo ricota,e verificaram que estesisolados
apresentaram fraca capacidade de formacgao de biofilme, resultado semelhante
ao encontrado no presente estudo. Ao contrario, Medeiros (2011)avaliou
isolados de Enterococcus provenientesde amostras de origem alimentar e
verificou que a maioria demonstrou um fenétipo de formacédo de biofilme in vitro
(95,7%), sendo que destes,55,7% apresentaram forte capacidade de formacéao
de biofilme.

5.4.5 Producéao de gelatinase pelos isoladosLAB18s e R7

Observou-se que osisolados LAB18s e R7nédo apresentaram atividade
da gelatinase. Este resultado é relevante, visto que a gelatinase é uma
proteasecom capacidade para hidrolisar varias substancias, como a gelatina, o
colageno, a caseina, a hemoglobina e outros pequenos peptideos
biologicamente ativos (JETT et al.,, 1994).Segundo Wang et al. (2011), a
gelatinase é a expressao do gene gelE, fenotipicamente detectada in vitro por
liquefacdo de um determinado meio de cultura contendo gelatina.

Moraes (2011) avaliou o fator de viruléncia gelatinase de BAL isoladas
de amostras de leite cru e de queijo, e observou que dos 43 Enterococcus
spp.avaliados, apenas 11 apresentaram atividade da enzima gelatinase.
Barbosa et al. (2010) avaliaram1060 isolados de Enterococcus spp.
provenientes de fermentados carneos e observaram que 26% dos isolados
apresentaram atividadeda gelatinase. Sieladie et al. (2011) isolaram 15

Lactobacillusspp. de leite bovino cru e observaram que nenhum isolado
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apresentou atividade da gelatinase.Mahasneh et al. (2015) analisaram 17
isolados de Lactobacillus spp. com potencial probiético provenientes de
produtos fermentados e observaram que estes ndo apresentaram atividadeda
gelatinase.

Barbosa et al. (2010) e Lindenstraul? et al. (2011), verificaram que a
gelatinase é um fator de viruléncia frequentemente observado e relataram que
este fator estd somente associado a espécie E. faecalis. De acordo com Diarra
et al. (2010) a degradacédo das proteinas da matriz extracelular do hospedeiro
pela gelatinase é importante fator na patogenicidade de E. faecalis. Pressupde-
se gque a funcao da gelatinase na patogénese por esse micro-organismo seja o
fornecimento de nutrientes para as bactérias a partir da degradacéo do tecido
do hospedeiro (FISCHER et al., 2009).

5.4.6 Producao de lipase pelos isolados LAB18s e R7

No teste de producdo de lipase pdde-se observar que o isolado R7
proveniente de queijo ricota, ndo apresentou atividade lipolitica € um bom
resultado, visto que esta ligado a seguranca alimentar.

Moraes (2011) avaliou BAL isoladas de amostras de leite cru e queijo as
quais apresentaram atividade lipolitica negativa.Ja oisoladoLAB18s proveniente
de queijo minas frescal apresentou resultado positivo paraatividade lipolitica.
Santos (2012) verificou atividade lipolitica de 71 isolados de Enterococcusspp.
provenientes de amostras alimentares liquidas e soélidas, de aguas e de
superficies, e observou atividade lipolitica positiva em 32% dos isolados
avaliados.

De acordo com Semedo et al. (2003) essa capacidade de degradar os
lipideos é relatada comoum fatorde viruléncia, descrita como vantagem
adaptativa e competitiva de cepas patogénicas, sendo mais pesquisadas e
identificadas em isolados clinicos de Enterococcus spp. Xie et al.(2012) relatam
em seu estudo que as lipases sdo enzimas que hidrolisam as emulsées de
lipideos de cadeia longa, sendo que, as lipases microbianas sdo de grande
relevancia no metabolismo lipidico bacteriano, no envolvimento em processos
patogénicos (CHEN et al., 2003).
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5.5 Atividade antagonista contra bactérias patogénicasdos isolados
LAB18s e R7

O resultado da atividade antagonista do isolado LAB18s, provenientede
queijo minas frescal, e R7 isolado de queijo ricota contra bactérias Gram-
positiva e Gram-negativa estdo apresentados naTabela 12.

Pode-se observar que o isolado LAB18s apresentou atividade
antagonista pelos testes de difusdo em agar por poc¢os e “Spot on the lawn”,
inibindo trés das quatros bactérias patogénicas testadas, sugerindo que esse
isolado produz substancias antagonistas dentre elas, possivelmente,
bacteriocinas. No entanto, quando testados pelo método de difusdo em agar
por disco que, utiliza o sobrenadante livre de células, este ndo expressou

atividade.

Tabela 12.Atividade antagonista do sobrenadante livre de células dos isoladosLAB18s e

R7contra bactérias Gram-positiva (G+) e Gram-negativa (G-).

Micro-organismos Difusdo em pocgos Difusdo em discos “Spot on the lawn”
indicadores discos
E.durans L. lactis E.durans L. lactis E.durans L. lactis
LAB18s subsp LAB18s subsp LAB18s subsp
lactisR7 lactisR7 lactisR7
————— zonas de inibicdo mm ----- Presenca
E. coli ATCC 8739 (G-) 0,0+0,0 8,0+0,0 Fommn 11+0,15 + *k
Salmonella Enteritidis 8,0+0,0 8,0+0,0 **
9,5+0,03 +
ATCC 13076 (G-)
L. monocytogenes ATCC  8,0+0,0 8,0+0,0 o
19114 (G+)
S. aureus ATCC 25923 8,0£0,0 8,0£0,0 *x
12+0,06
(G+)

*--- sem atividade

** nao testado

Por meio de seu metabolismo, as bactérias do acido latico tornam os
carboidratos em &cido latico. No entanto, outros metabolitos, tais como
peptideos antimicrobianos que podem inibir varios micro-organismos

patogénicos e em deterioracdo, também podem ser produzidos. Assim, a busca
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constante por bactérias de &cido latico que produzem substancias com
potencial antimicrobiano torna-se importante para a aplicacdo como culturas
iniciadoras (CASTELLANO et al., 2017). Entretanto, alguns autores sugerem
testar o sobrenadante de cultura produzido pelos micro-organismos em
diferentes condi¢des in vitro, pois a composi¢cdo quimica, a temperatura de
crescimento e o pH do meio podem afetar na producdo de metabdlitos de
origem proteica(TODOROQV et al., 2004).

Em relagdo ao isolado R7, observa-seque este apresentou atividade
antimicrobiana contra os patogénos testados em dois testes realizados (difusao
em agar porpocos e “Spot on the lawn”), porém, ao avaliar pelo teste de difuséo
em agar pordisco, 0 micro-organismo nao apresentou atividade antagonista
contraL. monocytogenespossivelmente este resultado se deu devido nao ter
ocorrido a correta difusédo no disco (Tabela 12).

Dessa forma, observou-se que tanto oLAB18s quanto oR7demonstraram
habilidade em inibir L. monocytogenes e outros importantes patégenos de
interesse alimentar, sugerindo, assim, o uso destes no controle da
contaminacgao de alimentos.

Em outros estudosforam observadas atividade antagonista de
BALnativas oriundas de produtos fermentados.Nero et al. (2008) investigaram o
potencial antagonista de 360 col6nias de BAL isoladas de leite cru e verificaram
que 25,3% apresentaram atividade antimicrobiana contra L. monocytogenese
9% contra Salmonella Enteritidis. De acordo com o0s autores, pode ocorrer
interferéncia no crescimento e desenvolvimento de patégenos como L.
monocytogenes e Salmonellaspp.quando se trata de alimentos com altas
populacdes microbianas, visto que, estes necessitam de condi¢cOes especificas
para o seu crescimento.

Meira et al. (2010) verificaram a atividade antagonista de seis BAL
isoladas de leite e queijo de ovelha frente a seis bactérias patogénicas (L.
monocytogenes, E. coli, S. aureus, B. cereus, S.Enteritidis e S. Typhimurium).
Todos isolados testados apresentaram zonas de inibicao frente aos patégenos
quando utilizado o método “spot on the lawn”, sendo que, os sobrenadantes
das culturas ndo apresentaram atividade antagonista contra os patdégenos

indicadores.
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Por meio do seu metabolismo, as BAL transformam carboidratos em
acido latico. Entretanto, outros metabdlitos como peptideos antimicrobianos
que podem inibir diversos micro-organismos patogénicos e deteriorantes
também podem ser produzidos. Com isso, a constante procura por BAL que
produzam substancias com potencial antimicrobiano torna-se importante para a

aplicagédo como culturas iniciadoras.

5.6 Perfil fermentativodos isolados LAB 18s eR7

Os isolados LAB18s e R7 foram submetidos ao teste de fermentacao de
glicose a fim de determinar seus perfis fermentativos, visto que € um teste
importante para bactérias que possam ser utilizadas em alimentos. Ambos
isolados ndo apresentaram producdo de gas a partir da fermentacdo da
glicose, sugerindo que sdo homofermentativas.

Estes resultados sédo promissores, uma vez que as bactérias de &cido
lactico homofermentativas sdo desejaveis para o uso como culturas iniciadoras,
pois produzem &cido lactico, evitando sabor e caracteristicas indesejaveis. A
aplicacdo de culturas homo ou heterofermentativas dependera do tipo de
alimento a ser produzido, uma vez que cada um possui caracteristicas
especificas (KOSTINEK et al., 2007).

Sengun et al. (2009) caracterizaram como BAL homofermentativa 73,5%
dos isolados de amostras de Tarhana, um tradicional produto fermentado a
base de iogurte oriundo da Turquia. Hermanns (2013) avaliou amostras leite e
gueijos artesanais da regido noroeste do Rio Grande do Sul, e todos os 21
isolados,  foram identificados ~ como BAL, com caracteristicas
bacteriocinogénicas e probioticas endo apresentaram producéo de gas a partir
da fermentacdo da glicose sendo classificados como homofermentativos,

resultado que corrobora o presente estudo.

5.7 Capacidade antioxidantedo isolado R7

O resultado da capacidade antioxidante do R7 pode ser observado na
figura abaixo (Figura 4). A avaliagdo pelo método de TBARS demonstrou que o
isolado apresentoupotencial antioxidante, sendo observada inibicdo da

peroxidacdo lipidica. Ja pelo método de DPPH,verificou-se atividade
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antioxidante, onde o isolado exibiu capacidade de sequestrar o radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) observado por meio da mudanca na sua coloracéo,
gue passa da cor violeta para coloracdo amarela quando entra em contato com

a substancia antioxidante.
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Figurad.lnibicdo da peroxidagéo lipidica pelo método TBARS (A) e a andlise da capacidade
antioxidante do sobrenadante livre de célulasdos isolados por métodos DPPH (B). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. * Os valores com as mesmas letras

ndo apresentam diferenca estatistica significante entre os grupos.

Zanoni et al.(2008) investigaram e caracterizaram trés isolados de BAL,
Bifidobacteriumlactis B 933, Lactobacillus plantarum LP 1 e Streptococcus
thermophilus Z 57, em relacdo a capacidade antioxidante. Os autores
verificaram que todos os isolados apresentaram atividade antioxidante pelo
meétodo de inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS) corroborando o resultado
encontrado no presente estudo. Lin e Chang (2000) verificaram a capacidade
oxidativa de Bifidobacterium longum ATCC 15708 e Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356 e observaram atividade antioxidativa significativa (28 a 45% de
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capacidade para oL. acidophilus ATCC 4356). Pieniz (2010) avaliou a
capacidade antioxidante de Enterococcus sp., E. faecalis, E. faecium e E.
hiraepor meio das metodologias de TBARS e DPPH, e verificou que os
isolados apresentaram capacidade antioxidante por ambos os métodos
avaliados.

A atividade antioxidante € analisada para verificar capacidade doisolado
em estudo na prevencdo ou inibicdo dos danos oxidativos provocados nos
organismos vivos por meio da producdo de radicais livres. Bactérias acido
laticas que apresentam propriedade de sequestrar radicais livres sdo de grande
interesse para a indastria alimenticia devido acapacidade de evitar a
deterioracdo e, consequentemente, aumentar a vida u(til dos produtos,
mantendo oseu valor nutricional. Além disso, na area da saude esses
compostos ajudam na protecdo das células e tecidos contra danos
oxidativos(WANG et al., 2012).

5.8Extracdo de DNA e andlise genotipica
5.8.1Andlise genotipica para identificacdo de genes de adesao
intercelular do isolado LAB18s
A presenca de fatores de viruléncia é uma das grandes preocupacfes
quando se trata do género Enterococcus, devido a estes contribuirem para a
severidade de infeccdes. Na andlise genotipica realizada com o0s genes
formadores do operonicaADBC (icaA, icaB, icaC e icaD), os quais sao
relacionados a formacdo de biofilmes, ndo foi detectada a sua presenca,
conforme pode ser observado na Figura 5. Este resultado apresenta relevancia,
pois indica que este micro-organismo apresentaseguranga com relacdo a um

possivel uso alimentar.
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Figura 5. Analise da presenca de genes formadores de biofilme por eletroforese em gel de
agarose a 1% com produto de PCR para genes do operon icaADBC (icaA(188pb), icaB(526pb),
icaC(989pbh) e icaD(198pb)), com S. epidermidesATCC 25923 como controle positivo para os
genes icaAicaB,icaC e icaD, formadores de biofilme.

Em estudo anterior realizado por Pieniz et al. (2015), o isolado E. durans
LAB18s provenientede queijo “minas frescal’ apresentouforte capacidade de
formacéo de biofilme. Entretanto, este fator n&o foi associado com a presenga
de genes de viruléncia, sendo que esta capacidade pode ser relacionada com
as propriedades de adesdo dosprobiéticos (Pieniz et al., 2014). Pieniz et al.
(2015) investigaram a presenca dos genes de viruléncia ace (proteinas de
adesdo ao colageno), agg e asa (substancia de agregacao) por PCR, e estes
ndo foram detectados no isolado E. durans LAB18s. Da mesma forma, os
autores constataram, por meio da amplificacdo por PCR, que o isolado E.
durans LAB18s nao apresentouos genes de viruléncia bopA (putative
glycosyltransferase), bopB (beta-phosphoglucomutase), bopC (aldose 1-
epimerase), e bopD (sugar-bindingtranscriptional regulator), envolvidos no
metabolismo de maltose e formacdo de biofilme, apresentando importante
papel relacionado com patologiasclinicas (DONLAN; COSTERTON, 2002).

5.8.2.Andlise genotipica enterocinas do isolado E. durans LAB18s
No presente estudo foram analisados cinco genes das enterocinas A, B,
P, L50A/B no isolado E.durans LAB18s. Destes, foi observada a presenca de

dois genes estruturais de enterocinas,o gene L50A/B e o gene P.
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Ozdemir et al. (2011) identificaram a presenca dos genes estruturais das
enterocinas A, B, P e L50A/B em 94,7% de 57 isolados de Enterococcus spp.
obtidos de agua, alimentos e animais.Schittler (2012) observou que dos 16
isoladosde Enterococcusobtidos de leite in natura,93,75% apresentaram o
gene da enterocina L50A/B.J& Moraes (2011) avaliou a presenca do gene da
enterocina L50A/B em isolados de Enterococcusspp.,provenientes de leite in
naturae queijo, e ndo encontrou isolados portadores dessa enterocina.

Moraes (2011) verificou que dos 43 isolados de Enterococcus spp.,
62,8% apresentavam mais de um gene estrutural deenterocinas (L50A/B, AS-
48, P, A, B). Strompfova et al. (2008) avaliaram 427 isoladosde E. faecium e E.
faecalis provenientes de animais, de alimentos e de racdo animal, e
observaram que 234 isolados (54,8%) apresentaram um ou mais genes
estruturais de enterocinas. Resultado semelhante ao do presente estudo, no
qual o isolado E. durans LAB18s demonstrou a presenca de dois genes,
L50A/B e P.

Segundo Franz et al.(2007), a producdo de multiplas bacteriocinas e a
alta frequéncia de diversos genes produzidos por Enterococcus spp.ocorre
devido a eficiéncia dos mecanismos de tranferéncia genética, visto que,
isolados de Enterococcus spp.possuem mecanismos deintercambio genético
conjugativo (transpons conjugativos e plasmideos com alta frequéncia de
transferéncia) e ndo conjugativos como alguns plasmideos.

A producdo de bacteriocinas € uma vantagem competitiva para as
espécies deste género bacteriano, pois juntamente com a tolerancia a
condi¢cdes fisico-quimicas adversas (concentragcdo de sais, &cidos,
etc),Enterococcustorna-se um dos principais géneros associados a alimentos
lacteos. De acordo com Giraffa et al.(1995) eGiraffa et al. (2003), as espécies
deste género estdo associadas tanto a maturacdo, quanto a desenvolvimento
de sabores caracteristicos em queijos. Com isso, a utilizagdo de isolados
bacteriocinogénicos de Enterococcus spp.como culturas iniciadoras preveniria
o desenvolvimento de deteriorantes como Clostridium tyrobutyricum e
patogenos como L. monocytogenes, além de propiciar caracteristicas

desejaveis ao produto.
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6. CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos conclui-se que, tantooLAB18sisolado de
queijo minas frescal quanto o R7 isoladode queijo ricotaapresentaram
caracteristicas probioticas e aspectos de seguranca compativeis para futura

utilizacdo como culturas iniciadoras em alimentos.
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7.CONSIDERAQOES FINAIS

O presente estudo faz parte de um estudo maior em que o isolamento,
identificacdo e caracterizacdo do isolado em estudo esta sendo investigado
com o0 objetivo de usa-lo como composto probiético in vivo no tratamento e
profilaxia do céancer de colon. Além disso, € importante enfatizar que este
micro-organismo esta sendo estudado na deteccdo de genes envolvidos na
adeséao, agregacao e resisténcia a vancomicina (dados ainda n&o publicados).
Do mesmo modo, este isolado esta sendo analisado quanto a capacidade de
producdo de &cido linoleico conjugado (CLA) e folato para uso futuro em

matrizes alimentares.
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