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RESUMO

O uso de probiético na alimentagdo animal tem sido indicado, por reduzir a
mortalidade resultante da colonizagao intestinal por micro-organismos patogenos,
melhorar o desempenho e as caracteristicas de producdo sem deixar residuos na
carne. O experimento teve como objetivo isolar, a partir de amostras de fezes de
suinos na fase de aleitamento, cepas de lactobacilos visando sua utilizagdo como
probiodticos. Foram isoladas 92 colbnias, essas colbnias pré-selecionadas foram
submetidas a prova de catalase onde 60 negativamente. As 60 colbnias negativas
foram submetidas a coloracdo de Gram onde foram avaliadas sua morfologia.
Destas, 16 apresentaram formas de bacilos. Esses isolados foram comparados pela
sua habilidade em resistirem em pH 3,0, crescer na presenga de sais biliares, fenol,
lisozima, sua capacidade de hidrofobicidade e antagdnica. Os isolados L03, L04,
LO8 e L15, identificados neste trabalho apresentam melhores caracteristicas para
uso como probidtico, em fungdo de demonstrar melhor comportamento sobre as
condigdes acidas, crescendo na presencga de sais biliares e fenol, apresentando alta
percentagem de hidrofobicidade e inibindo Escherichia coli.

Palavras chaves: caracteristicas probioticas, trato gastrointestinal, leitdes



ABSTRACT

Potentially probiotic lactobacilli of porcine origin

The use of probiotic in animal nutrition has been identified for reducing mortality
resulting from intestinal colonization by pathogenic micro-organisms, improving the
performance and characteristics of production, leaving no residue in meat. The
experiment aimed to isolate, from faeces samples from swine in the suckling strains
of lactobacilli in order to be identified as probiotics. 92 colonies were isolated, these
pre-selected colonies were subjected to the catalase which 60 negatively. The 60
colonies were subjected to negative Gram stain were evaluated where their
morphology. Of these, 16 had forms of bacilli. These isolates were compared for their
ability to resist pH 3.0, to grow in the presence of bile salts, phenol, lysozyme, its
ability to hydrophobicity and antagonistic. Isolates L03, L04, LO8 and L15, identified
in this study show better for probiotic use, according to show better performance on
the acidic conditions, growing in the presence of bile salts and phenol, with high
percentage of hydrophobicity and inhibiting Escherichia coli.

Key words: probiotic characteristics, gastrointestinal tract, piglets
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1 INTRODUCAO

A sociedade moderna exige, de forma cada vez mais intensa, que os
alimentos apresentem qualidade, custo acessivel e, acima de tudo, seguranca. Além
disso, hd uma grande preocupacao de que esses alimentos ndo sejam produzidos
as custas do uso exacerbado ou do esgotamento dos recursos naturais (FAO-Food
and Agriculture Organization, 2004). Nas ultimas décadas, a produgcédo de carne
suina vem sendo intensificada por avangos significativos nas areas da genética,
nutricdo, ambiéncia e reproducéo.

A suinocultura brasileira € uma das mais desenvolvidas do mundo e produz
carne a um dos menores custos. Assim, o Brasil € um dos grandes competidores no
mercado mundial. A produc¢do de suinos no Sul do Brasil pode ser considerada
como a mais tecnificada da América do Sul (ABIPECS, 2006).

Os probiodticos, sdo suplementos alimentares a base de micro-organismos
vivos (FULLER, 1989) que, quando administrados em quantidades adequadas,
afetam beneficamente o hospedeiro animal por melhorar o equilibrio da microflora
intestinal. Quando estes probidticos sao incorporados em alimentos como parte do
processo de elaboragcdo ou aditivos, geram alimentos funcionais, que afetam de
maneira positiva e promovem um efeito fisiolégico ao organismo.

O uso de probidticos na alimentagcao animal tem sido indicado, por reduzir a
mortalidade resultante da colonizagao intestinal por organismos patégenos, melhorar
o desempenho e as caracteristicas de produ¢cado sem deixar residuos prejudiciais na
carne (FULLER; COLE, 1988). A manutengdo de uma microbiota intestinal estavel
com o uso de probidticos, serve como barreira contra micro-organismos
potencialmente patogénicos e propicia a obtengado de bons resultados zootécnicos
(MULDER, 1991).

Os probidticos, quando ingeridos, encontram meio adequado para
multiplicagdo, colonizam o trato digestivo e se estabelecem sobre outros micro-
organismos ai presentes. Uma vez estabilizada, a microbiota do trato digestivo
previne a colonizagao por outra bactéria (EDENS et al., 1997). O conjunto de efeito
das agbes dos probidticos no trato digestivo promove equilibrio microbiano a favor
da microflora benéfica, o que possibilita a reducdo do pH e das bactérias

enteropatogénicas, melhorando a eficiéncia alimentar (SILVA et al., 2001).
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A acéao dos probidticos basicamente melhora a saude geral e a performance
dos animais. Os probidticos sao biorreguladores do trato intestinal, tendo acéao
preventiva. O mecanismo de acdo € complexo e pode variar com O micro-
organismo, com fatores ambientais e condi¢des fisicas do animal hospedeiro.
Aspectos positivos na produtividade, na conversao alimentar e no ganho de peso
tém sido constatados com o uso desse suplemento (TOURNUT, 1998).

A acdo desses microrganismos parece ser através de inibicdo competitiva,
principalmente de Escherichia coli, ou alteragdo do pH intestinal, através da
producado de lactato, favorecendo o desenvolvimento dos micro-organismos que
beneficiam o hospedeiro, promovendo aumento de ganho de peso e melhora da
eficiéncia alimentar. Varios micro-organismos s&o usados como probioticos, entre
eles bactérias acido- lacticas, bactérias ndo acido lacticas e leveduras. Os
probidticos devem ser indécuos, manter-se viaveis por longo tempo durante a
estocagem e transporte, tolerar o baixo pH do suco gastrico e resistir a agao da bile
e das secregbes pancreatica e intestinal. Estes micro-organismos n&o devem
transportar genes transmissores de resisténcia a antibiéticos e podem apresentar
preferencialmente propriedades anti-mutagénicas e anticarcinogénicas (SALMINEN
et al., 1998).

O objetivo do presente trabalho foi isolar, a partir de amostras de suinos, na
fase de aleitamento, cepas de lactobacilos para posterior avaliacdo quanto a
tolerancia a substancias inibidoras e condi¢des acidas, como também avaliar o efeito
antagbnico em relacdo a Escherichia coli, visando o uso destes isolados como

probidticos.



2 REFERENCIAL TEORICO

O periodo pos-desmama € uma fase extremamente complexa na vida do
leitdo, trazendo varios desafios para a manutencdo de sua homeostase, duragao e
severidade de acordo com as caracteristicas de cada granja (STOKES et al., 2001).
Durante esse periodo de transi¢do, € observada uma redugao no crescimento dos
animais, normalmente associada a alteragdes histoldgicas e bioquimicas no intestino
delgado, como atrofia das vilosidades e aumento da profundidade de criptas,
acarretando em reduzida capacidade de digestdo e absorcdo de nutrientes
(McCRACKEN et al., 1999).

No Brasil, os suinocultores vém, nos ultimos tempos, praticando o desmame
dos leitdes entre 21 e 28 dias de idade, porém com grande interesse em desmamar
os leitdes cada vez mais cedo, na expectativa de aumentar o numero de leitdes por
porca/ano, o que, em teoria, pode ser obtido pela reducédo no periodo de lactacao,
pois as matrizes em lactacdo sdo consideradas improdutivas (MOITA et al., 1994,
PASSOS Jr., 1997).

Segundo Cavalcanti (1996) na industria de ragdes, nos ultimos 50 anos os
antibidticos tém sido usado na produgdo animal para diferentes espécies de
interesse zootécnico como terapéuticos, no tratamento de infecgdes bacterianas do
trato gastrointestinal e como agentes promotores de crescimento. A utilizacdo dos
antibidticos com o objetivo de melhorar o ganho de peso e conversao alimentar
ocorreu inicialmente de forma discreta, evoluindo posteriormente para o uso amplo e
generalizado na industria de nutricdo animal.

O uso de antibiéticos como moduladores de micro-organismos no trato
gastrointestinal ocorreu inicialmente em doses baixas com resultados significativos
sobre os parametros produtivos e, posteriormente, com o uso continuado, houve a
necessidade de doses crescentes, surgindo entdo efeitos significativos (LANCINI,
1994).

Santos (2002a) afirma que como consequéncia da selegcdo de bactérias
resistentes, determinados antibiéticos deixam de ser ativos contra certas bactérias,
segundo o principio fundamental da evolugdo das espécies em presenga de novas
condi¢cbes ambientais.

Fuller (1989) considerou os probidticos como suplementos alimentares que

contém bactérias vivas e que produzem efeitos benéficos ao hospedeiro,
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favorecendo o equilibrio de sua microbiota intestinal, quando administrados em
quantidades adequadas. Dentre os mecanismos potenciais para ag¢ado dos
probidticos pode ser destacada a manutengao da resisténcia da mucosa intestinal.

Como alternativa ao uso dos antibiéticos Hong et al (2005), consideram os
probidticos, promotores de crescimento, partindo-se deste principio, a adicao de
bactérias benéficas proporciona a manutencao da flora intestinal, ajuda a melhorar a
digestdo dos alimentos e a resistir a colonizagdo de bactérias prejudiciais por
exclusao competitiva.

De modo geral, ao nascer, os animais recebem do organismo materno uma
inoculagao de micro-organismos benéficos como Lactobacillus e Streptococcus que,
alojados no trato gastrointestinal, irdo dar-lhes maior resisténcia as agressdes dos
micro-organismos do meio ambiente, como cepas patogénicas de Salmonella e
Escherichia coli (SNOYENBOS et al., 1982).

As culturas probidticas sao bactérias ndo patogénicas que normalmente
derivam da microbiota normal e da mesma espécie animal que a elas serao
administradas (FULLER, 1989; GARLICH, 1999). Eventos agressores da microbiota
como enterites de origem bacteriana ou viral, agdo de algumas micotoxinas,
estresse, decorrente de modificagdes drasticas da dieta, jejum, calor ou frio, podem
ser evitados pela inoculagédo continua de cultivos probidticos que reduziriam a agao
bacteriana indesejavel, controlando patégenos como Clostridium, Salmonella, entre
outros. Os probidticos quando administrados de forma continua protegem os vilos e
a superficie absortiva de toxinas irritantes produzidas por micro-organismos
patogénicos, permitindo e evitando lesbes da mucosa intestinal (GARLICH, 1999).

Segundo Pancheniak (2005) o probidtico podera, preferencialmente,
apresentar as seguintes caracteristicas:

e Capaz de ser produzido em larga escala e de maneira viavel;

e Capaz de ser estocado e manter a sua viabilidade até o momento de uso;

e Ter condicdes de permanecer no ambiente intestinal;

e Produzir um efeito benéfico no intestino animal e

e Ter habilidade de sobrevivéncia, ndo necessariamente de multiplicagao,

no intestino.

Os probidticos sao usados em medicina humana na prevencao de doencas,

na regulagcdo da microbiota intestinal, em disturbios do metabolismo gastrintestinal,
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como imunomoduladores, e na inibicao da carcinogénese. Na produgao animal, além
dessas aplicagdes, podem também ser usados como promotores de crescimento,
constituindo-se em uma alternativa aos antibidticos, cujo uso indiscriminado pode
selecionar cepas resistentes.

Os micro-organismos probiéticos adicionados a dieta podem proteger o
intestino dos animais contra micro-organismos patégenos e trazer beneficios por
diferentes mecanismos propostos: exclusdo competitiva, antagonismo direto,
estimulo ao sistema imune e efeito nutricional.

Os micro-organismos probiéticos, quando adicionados a dieta e sao viaveis,
logo passam a prevalecer na microbiota, aderindo-se ao epitélio intestinal. Assim, a
adesao de micro-organismos patogenos € dificultada. Ao mesmo tempo, os micro-
organismos probioticos aderidos a parede do epitélio intestinal também possuem
uma maior facilidade de capturar e metabolizar nutrientes presentes no lumen,
quando comparados com micro-organismos patdogenos que nao estdo aderidos
(ROTH, 2000). A prevaléncia dos micro-organismos probidticos no intestino dificulta
a fixagdo dos patdgenos, por exclusdo competitiva ou antagonismo direto.

Os mecanismos de acao dos probidticos estao relacionados a competicdo por
sitios de ligagao ou a exclusao competitiva, ou seja, as bactérias probidticas ocupam
o sitio de ligagdo na mucosa intestinal formando, uma barreira fisica as bactérias
patogénicas. Assim, as bactérias seriam excluidas por competicdo de espaco,
sendo, as fimbrias os elementos de aderéncia bacteriana mais conhecidos e
estudados. Algumas bactérias somente se aderem a superficie superior dos
enterécitos, enquanto que outras residem nas criptas onde sao produzidas as novas
células epiteliais que migram até o topo das vilosidades (DOBROGOSZ et al., 1989).

Segundo Huyghebaert (2003), a exclusdo competitiva se aplica a probidticos
a base de microrganismos dos géneros Lactobacillus, Enterococcus e
Streptococcus, pois s&o bactérias que, como os principais patégenos, colonizam o
trato gastrintestinal, aderindo-se por meio de fimbrias ao epitélio intestinal.

De acordo com Roth (2000), os probidticos afetam a permeabilidade do
epitélio intestinal, proporcionando maior eficiéncia na digestdo e absor¢do de
nutrientes. Além de proteger o epitélio intestinal, os probidticos evitam que os
patdgenos utilizem aminoacidos, minerais e carboidratos para fermentagdo e
producdo de toxinas (GUILLOT, 2000). Dessa maneira, espera-se que o animal

hospedeiro melhore a eficiéncia alimentar e o desempenho.
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Os lactobacilos, grupo de bactérias com muitas linhagens probidticas, sdo em
geral exigentes do ponto de vista nutricional, requerendo ambientes complexos, dos
quais obtém sua energia via catabolismo homo ou heterofermentativo, utilizando
preferencialmente carboidratos (GILLILAND, 1996).

Os micro-organismos probidticos sao submetidos a varias condi¢cdes de
estresse, durante as etapas de processamento industrial e a passagem pelo trato
gastrintestinal, que podem alterar a fisiologia e as caracteristicas intrinsecas da
célula bacteriana. As bactérias do acido lactico sdo caracterizadas como cocos ou
bastonetes, Gram-positivos, ndo formadores de esporos, catalase negativos (KLEIN
et al., 1998). Os Lactobacillus, sdo considerados probidticos por exercerem efeitos
benéficos ao hospedeiro e por ocuparem nichos importantes no trato gastrintestinal
de humanos e animais (KLAENHAMMER et al., 2002).

Alguns critérios de selegédo para micro-organismos potencialmente probioticos
tém sido utilizados como a tolerancia e crescimento em condi¢gdes acidas e na
presenca de sais biliares; propriedades de adesao ao epitélio intestinal; atividade
antagonista contra patégenos intestinais e resisténcia a antimicrobianos.

O estbmago, primeiro sitio da digestao protéica, deve apresentar um pH de
2,0 a 3,5. A acidez estomacal tem a fungao de estabelecer uma barreira bacteriana
para proteger o intestino delgado contra a entrada de micro-organismos patogénicos
e proporcionar pH adequado para acéo da pepsina. Como os leitdes nao alcancam a
capacidade adulta de acidificagao do estdmago até os dois meses e meio de vida, o
alto pH do estdmago, por causa da insuficiente producdo de acido cloridrico,
favorece a proliferacdo de bactérias patogénicas (FULLER, 1989).

O intestino delgado, principal local de digestdo e/ou absor¢do dos
monogastricos, tem como unidade funcional as vilosidades, que sao projegdes da
mucosa, revestidas por células epiteliais colunares, os enterdcitos. Essas células
exercem funcdo de digestdo e de absorgdo. O numero e o tamanho das vilosidades
dependem do numero de células que as compdem. Assim, quanto maior o numero
de células, maior o tamanho da vilosidade e, por consequéncia, maior a area de
absorgao de nutrientes.

As bactérias do acido lactico possuem alguns mecanismos para manter a
homeostase celular em ambiente com pH baixo. Linhagens probiéticas sdo expostas
ao estresse acido extremo quando alcangam o estdbmago, em razdo da presenga de
acido cloridrico (ANGELIS; GOBBETTI, 2004). Para que um microrganismo seja
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considerado um probiético, deve ser capaz de atravessar a barreira gastrica para
poder multiplicar-se e colonizar o intestino por um tempo curto e produzir compostos
antimicrobianos (PARDIO et al, 1994). Alguns autores observaram que espécies de
Lactobacillus acidophilus apresentaram alta tolerancia a pH 3,0. Apds a ingestao do
alimento, o estbmago leva de 2 a 4 horas para esvaziar-se. As bactérias que
sobreviverem nas condigbes ambientais do estdmago irdo posteriormente, no
duodeno enfrentar secrecdes de sais biliares (PENNACCHIA et al, 2004).

E dificil obter exatiddo nos dados simulados em laboratério perante os
parametros que afetam a sobrevivéncia do microrganismo in vivo. Um fator
importante a ser considerado € a resisténcia a bile, pois essa resisténcia pode variar
entre espécies, e quando transferidos esses micro-organismos para o meio de
cultura, ndo sao em sua totalidade as células que permanecem viaveis.

A bile € uma secrecéao digestiva que possui papel principal na emulsificagdo e
na solubilizacao de lipideos e tem a capacidade de afetar fosfolipidios e proteinas da
membrana, alterando a homeostase celular. A capacidade de um micro-organismo
de tolerar a bile requer um grande conjunto de proteinas, envolvidas na arquitetura
do envelope celular e na manutencdo da homeostase intracelular (BEGLEY et al.,
2005).

A capacidade de tolerar a bile € importante para sobrevivéncia das bactérias
probidticas e subsequente colonizagdo no trato gastrintestinal (BEGLEY et al.,
2005). O intestino delgado contém altas concentragdes de acidos biliares que podem
inibir ou inativar bactérias, e para um probiético ser efetivo deveria ser capaz de
crescer em concentragdes de 0,15 a 0,3% de sais biliares (GOLDIN; GORBACH,
1992). A resisténcia aos sais de bile varia muito entre as espécies de Lactobacillus.
Considera-se que a concentragcao deva ser de 0,3% (p/v) de bile para ser usada
como selecao de espécies probiodticas para humano (PENNACCHIA et al, 2004).

Os compostos fendlicos podem ser formados no intestino por bactérias que
desaminam alguns aminoacidos aromaticos provenientes da dieta ou produzidos por
proteinas endogenas. A degradagdo de proteinas resulta na formacédo de varios
metabdlitos potencialmente toxicos. As bactérias da microbiota intestinal produzem
substancias como aminas, inddis, gas sulfidrico e também o fenol, todos s&o
considerados nocivos e podem causar danos intestinais, portanto a saude do

hospedeiro e o estabelecimento de lactobacilos, por exemplo, podem ser afetadas
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pela produgcdo desses compostos toxicos, sendo estes micro-organismos capazes
de crescer na presenca de até 0,5% do composto fenol (PAULO, 1991).

Portanto, a resisténcia ao fenol pode ser usada como indicacdo da
capacidade de sobrevivéncia intestinal das culturas bacterianas. Alguns autores
sugerem que a concentracdo de 0,4% de fenol causa agao bacteriostatica para
alguns microrganismos. Espécies de Lactobacillus acidophilus mostraram alta
tolerancia (0,4-0,5%) para com o fenol.

A adesado bacteriana depende em parte de interacbes reversiveis ou
irreversiveis. O estagio inicial é reversivel e estd envolvido por um complexo de
interacdes fisico-quimicas, incluindo hidrofobicidade, que é considerada inespecifica,
mas uma propriedade importante (PELLETIER, 1997). O estudo da ades&o das
bactérias a superficie requer o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas da
bactéria e do substrato e da interagao entre elas. Em geral, ambas as superficies
possuem uma carga global negativa, e para que ocorra a adesao € necessario que a
barreira de repulsdo eletrostatica seja superada pela forga atrativa.

Segundo Garcia (1999) a caracteristica de hidrofobicidade é um indicativo
importante para uma absorgcdo primaria, entretanto, ha necessidade de que varias
outras condigcdes sejam atingidas posteriormente, para que a aderéncia e
colonizacédo ocorram. Assim, os testes in vitro precisam ser complementados in vivo
para que se tenha um quadro mais conclusivo.

A hidrofobicidade é um parametro que esta associado a patogenicidade, uma
vez que relaciona-se com a capacidade das cepas em aderir a superficies animadas
ou inertes (TOGNIN, 1996). Entretanto propde-se que a hidrofobicidade é o
modulador primario para adesdo de microrganismos hidrofébicos (MARIN et
al.,1997).

A hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana sao forgas fisico-
quimicas envolvidas na aderéncia de microrganismos as superficies solidas. A
hidrofobicidade esta relacionada a componentes hidrofébicos presentes na
membrana externa do microrganismo. Acredita-se que interagdes hidrofébicas
apresentam papel relevante na adesao de microrganismos (DENYER et al. 1993).

A capacidade de aderir as células derivadas da mucosa intestinal ou a propria
mucosa, foi demonstrada em trabalhos pela maioria das cepas de Lactobacillus e
utilizadas como probidticos (TRABULSI; SAMPAIO, 2000).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, Campus Marechal Candido Rondon, onde se laborou
o isolamento e identificacdo de cepas de lactobacilos para posterior avaliagao
quanto tolerancia de substancias inibidoras, condi¢gdes acidas dos isolados como
também efeito de inibicdo de bactérias laticas isoladas sobre a bactéria patogénica
(Escherichia coli).

3.1 Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas por meio de swab nove amostras das fezes de nove leitdes
sem sinais clinicos de patogenia na fase de maternidade possuindo de 3 a 10 dias
de idade. Os animais pertenciam a uma propriedade localizada no Municipio de
Marechal Céandido Rondon, no Oeste do Parana. Foram pesadas um grama da
amostra e adicionada em 10 mL de caldo Rogosa (LBS) estéril em autoclave a
121°C por 15 minutos e incubado a 37°C por 24 horas sob microaerofilia. Para o
isolamento das bactérias foi realizado estrias por esgotamento com auxilio da alga
de platina sendo utilizado o Agar MRS estéril (de MANN; ROGOSA; SHARPE,
1962), com pH ajustado para 5,4 adicionado de acetato e purpura de bromocresol,

com incubacéao a 37°C.

3.2 Isolamento e Selecéo das Colbdnias

As colbnias que mostraram caracteristicas tipicas de Lactobacillus spp no
Agar MRS, foram transferidas assepticamente com al¢ca de platina, para tubos
contendo caldo MRS estéril (121°C/15 min). Apos incubacédo dos tubos a 37°C
durante 24 horas, os tubos que apresentaram crescimento (turvagao), foram
submetidos a coloracdo de Gram, de esporos (utilizando corante verde malaquita) e
ao teste de catalase (produgédo de catalase verificada pela adicédo de perdxido de

hidrogénio nas laminas). Todos os cultivos que apresentaram formas de bastonetes
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Gram positivos, catalase negativa, ndo esporogénios e estaveis as repicagens em

termos de manutencgao da atividade foram selecionados.

3.3 Reativacao

A reativagdo dos isolados foi realizada a partir de 1% (v/v) das culturas
congeladas (um mL da amostra, dois mL de caldo MRS estéril e dois mL de glicerol
20% estéril) em um freezer convencional a -18° C, inoculadas em caldo MRS e
posteriormente incubadas e 37° C durante 24 horas. Este procedimento foi repetido

trés vezes.

3.4 Resisténcia a Condi¢des Acidas

Foi realizado um experimento em esquema fatorial 2x4x16, sendo dois
valores de pH (caldo MRS com pH 3,0 e 6,5 ajustado através da adigao de HCI), 4
tempos (0, 1, 2, 3 horas) e 16 isolados. Determinou-se a contagem das células
viaveis através da semeadura em Agar MRS (LIN; CHEN, 2000).

3.5 Tolerancia aos Sais Biliares

Para a avaliacdo da habilidade de crescimento na presenca de sais biliares
das culturas isoladas foi utilizada a técnica descrita por Lin et al (1991) e Neumann e
Ferreira (1995). Assim, apds trés reativagdes em caldo MRS (idem 3.3), as culturas
foram repicadas na proporgéo de 1% (v/v) mL caldo MRS adicionado de 0,3% de
sais de bile (p/v) e incubadas e 37°C. A absorbancia do cultivo foi determinada em
espectrofotdbmetro a 620 nm, nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 horas. Paralelamente, foi
determinada a absorbancia de um cultivo controle inoculado e incubado sob as

mesmas condigdes porém, isento de bile.
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3.6 Determinacé&o de Tolerancia ao Fenol

A tolerancia ao fenol foi determinada por técnica descrita por Paulo (1991). A
tolerancia ao fenol foi verificada inoculando-se 1%(v/v) da cultura ativa em 100mL de
leite desnatado reconstituido (LDR) estéril a 10%, contendo 0,3% de solugcéo fenol,
posteriormente foram incubadas por 48 horas e apés este periodo foi determinado o

pH e acidez titulavel por titulagdo com NaOH 0,1N.

3.7 Resisténcia Enzimética

Na determinagéo de resisténcia dos isolados a enzima lisozima foi inoculado
2 % (v/v) da cultura ativa em 10mL de caldo MRS sem e com lisozima e incubados a
37° C por 24 horas. O crescimento foi verificado nos tempos 0 e apds 24 horas em
placas de Petri contendo Agar MRS.

A enzima lisozima foi preparada 0,1 % mg/L, onde dissolveu-se 0,1 g de
lisozima em 65 mL de HCI 0,01 N, aquecido por 20 minutos a uma temperatura de

100° C, posteriormente adicionado assepticamente 35 mL HCI 0,01 N estéril.

3.9 Adesao “In Vitro” dos Isolados

A hidrofobicidade relativa de superficie celular das culturas dos lactobacilos
foi determinada usando o teste de adesdo do micro-organismo ao hidrocarboneto,
de acordo com Flint et al (1997). As culturas foram centrifugadas a 3.000xg durante
10 minutos e as células assim obtidas foram ressuspensas em 10 mL de agua
destilada estéril até atingir uma D.Ogoo entre 1,2 a 1,6. Aliquotas de 3mL de cada
suspensdao de células foram adicionadas a igual volume de xileno e
homogeneizadas aproximadamente 5 segundos em um vortex. Em seguida, ap6s 10
minutos de incubagao a 30° C, as amostras foram vigorosamente agitadas em vortex
por 2 minutos a temperatura ambiente. Apos repouso de 20 minutos, houve uma
separacao das fases e a absorbancia da fase aquosa foi medida a 600 nm. A

porcentagem de hidrofobicidade foi determinada a partir da D.O inicial da suspensao
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bacteriana (A1) e da D.O da fase aquosa apds a separagao (As) usando a férmula (A4
-Af) A1X1 00.

3.9 Crescimento em Diferentes Temperaturas

A capacidade dos isolados de crescerem em diferentes temperaturas foi
avaliada utilizando-se culturas ativas inoculadas na proporc¢ao de 1% (v/v) em tubos
contendo 10mL de caldo LDR (leite desnatado reconstituido a 10%) e incubadas a
15° C por 15 dias, a 37° C por dois dias e a 45° C por trés dias. O crescimento foi

observado pela formag¢ao de coagulo no leite no tempo indicado.

3.10 Efeito Antagdnico dos Isolados — Método de Multicamadas

Primeiramente foram adicionados sete (7) mL de caldo MRS com 1,4% de
Agar estéril distribuidos de forma asséptica em placas de Petri constituindo assim a
primeira camada de meio. Apds a solidificacao, foi colocada uma segunda camada
de caldo MRS contendo 0,7% de Agar, inoculado com os lactobacilos e diluidas para
obter um numero entre 20 e 100 UFC por placa. A terceira camada era constituida
de caldo MRS com 0,7% de Agar com indculo (isolados ativos). As placas assim
preparadas foram incubadas a 37° C durante trés dias e apds esse periodo colocada
uma ultima e quarta camada de MRS com 0,7% de Agar, inoculado com cepas
patogénicas de Escherichia coli (obtidas do Banco de Culturas Fiocruz-RJ),
incubadas em caldo BHI (Infusdo de Cérebro e coragao) por 20 horas a 37° C (DIEP
et al.,, 1995, modificada), sendo observado se houve crescimento da bactéria

patogénica.

3.11 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA,

2002). As médias dos tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram isoladas 92 col6nias, de amostras de fezes de leitdes, essas colbnias
pré-selecionadas foram submetidas a prova de catalase onde 60 reagiram
negativamente. As 60 colonias catalase negativas foram submetidas a coloragao de
Gram onde foram avaliadas suas morfologia. Destas, 16 apresentaram formas de

bacilos.

4.1 Resisténcia a Condic6es Acidas

Os resultados de resisténcia a acidez dos isolados selecionados se

apresentam na Tabela 01.

Tabela 1. Crescimento (log UFC/mL) dos isolados expostos ao acido cloridrico (HCI
0,1M) por até 3 horas.

Tempo (hs)

Isolados 0 1 2 3

LO1 cont 7,58 a 6,65 a 7,30 a 7,30 a
LO1 pH 3,0 7,09b 5,63 b 0,00 b 0,00 b
LO2 cont 7,55 a 7,67 a 7,65 a 6,09 a
L02 3,0 6,33 b 543 b 0,00 b 0,00 b
LO3 cont 6,08 b 7,41 a 7,03 a 7,13 a
LO3 pH 3,0 7,25 a 6,24 b 6,71b 4,99 b
LO4 cont 6,95 a 56 a 6,56 a 7,05 a
LO4 pH 3,0 6,78 b 6,62 b 4,63 b 4,44 b
LO5 cont 6,70 b 6,59 a 6,41 a 6,62 a
LO5 pH3,0 7,34 a 3,35b 0,00 b 0,00 b
LO6 cont 6,75 a 7,40 a 7,19 a 6,96 a
LO6 pH3,0 6,23 a 4,42 b 0,00b 0,00b
LO7 Cont 8,26 a 7,53 a 8,09 a 8,14 a
LO7 pH3,0 8,01b 4,41b 1,98 b 0,00b
L0O8 Cont 6,99 a 7,26 a 7,21 a 7,52 a
LO8 pH3,0 6,95 b 3,53 b 3,27 b 3,55b
L09 Cont 8,00 b 8,02 a 7,41 a 7,16 a
L09 pH3,0 8,38 a 445b 219b 0,00 b
L10 Cont 7,28 b 6.20 a 7,69 a 8,02 a
L10 pH3,0 7,29 a 2,27b 1,19b 0,00 b
L11 Cont 6,99 a 7,07 a 7,05 a 7,04 a
L11 pH3,0 6,80 b 5,33 b 267b 0,00 b

L12 Cont 6,60 a 6,70 a 6,70 a 6,74 a
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L12 pH3,0 594 b 5,20 b 0,00b 0,00b
L13 Cont 6,72 b 6,99 a 7,02 a 6,85 a
L13 pH3,0 6,81 a 3,71b 0,00b 0,00b
L14 Cont 6,79 a 6,76 a 6,84 a 6,76 a
L14 pH3,0 6,10 b 5,24 b 261b 2,56 b
L15 Cont 6,80 a 7,13 a 6,96 a 6,77 a
L15 pH3,0 6,34 a 537b 4,37b 4,33 b
L16 Cont 6,57 a 6,69 a 6,77 a 6,88 a
L16 pH3,0 6,49b 6,20 b 0,00b 0,00b

* Valores médios provenientes de 3 repeticdes em log (UFC/mL).
Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (
p<0,05).

Através da Tabela 1, pode ser observado que os isolados L03, L04, LO7, LOS8,
LO9, L10, L11, L14 e L15 resistiram ao pH 3,0 nos tempos de 0, 01 e 02 horas, ja os
isolados LO3, L04, LO8, L14,L15 resistiram ao pH 3,0 até o tempo de 03 horas,
indicando que esses isolados suportam melhor a passagem pelo estdmago do
animal.

Verificou-se que no tempo 0 n&o houve diferenga significativa nas contagens,
pelo teste de Tukey (p = 0,05), entre pH controle e pH 3,0 nos isolados L 06 e L15,
respectivamente. Para todos os isolados houve diferencga significativa nos tempos
01, 02 e 03 horas (Tabela 01). Para todos os isolados foram encontrada diferenca
significativa entre o controle e o pH 3,0.

Houve interacdo significativa entre os fatores tempo e pH sendo demonstrado
na Figura 1, através de uma curva de regressao o crescimento dos isolados que

resistiram as 3 horas em pH 3,0.
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FIGURA 1. Curva de regressao de crescimento (Log UFC/mL) dos isolados expostos
ao acido cloridrico que resistiram ao 3 horas.

Na tabela 2 estdo expressas as equagdes de regressao.’

Tabela 2. Equagdes de regressdo e estimativa dos coeficientes de determinagéo

(R?) dos isolados que resistiram apds 3 horas em pH 3,0.
Coeficiente de

Isolados Equacao determizna(;ao
R
L03 0,3608x2-1,0715x + 7,18017 0,50*
LO4 -0,02833x* - 0,84433x + 6,964 0,83*
LO7 0,4025x2 - 3,85317x + 7,9735 0,99**
LO08 0,92417x2 - 3,81683x + 6,81983 0,96**
L09 0,435x2 - 4,045x + 8,3 0,99**
L10 0,95667x2 - 5,16667x + 7,0933 0,97**
L15 0,2525x2 - 1,45517x + 6,40483 0,96**
L14 0,20417x2 - 1,93817x + 6,3235 0,90**
L11 -0,30167x2 - 1,40233x + 6,86267 0,99**

* e ** significativo pelo teste F ao nivel de 1 e 5% de significancia.

Martins et al (2006) avaliando o perfil de resisténcia a pH baixo das culturas
isoladas de fezes de suinos, verificou que apenas 18% dos isolados obtiveram
menos que 1 RD (Redug¢do Decimal) quando cultivados em meio com pH ajustado a
3,0. Cerca de 36,5% apresentaram RD entre 1 e 2 e 45,5% tiveram mais que 2 RD.
Nenhum dos isolados avaliados teve capacidade de crescer em meios especificos

com o pH ajustado para 3,0.
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Du Toit et al. (1998), avaliou a capacidade de lactobacilos isolados das fezes
de suinos cresceram em diferentes valores de pH e observou que algumas cepas
analisadas tiveram capacidade de crescer em pH 3,0 e 4,0, em contrapartida, outras
nao resistiram a pH 3,0. Estes ultimos isolados passariam pelo estdbmago, porém em
menor numero. Algumas cepas tiveram a vantagem de tolerarem condicbes mais
acidas, e sobreviveriam no estdmago em casos extremos (pH 2,0).

Oliveira (2006), constatou que as células de Lactobacillus acidophilus se
mostram pouco resistentes as condi¢cbes acidas estudadas, ja que apds o periodo
de 3 horas de incubagao foi verificada uma reducgao significativa na contagem das
mesmas, de até 3 ciclos logaritmicos em pH 1,0 e de 1 ciclo logaritmico em pH 3,0.

Fuchs (2006), verificou Lactobacillus casei resistentes a condi¢des acidas,
onde os valores de pH testados foram 6,0, 4,0 e 2,0 nos tempos 0, 1,5 e 3,0 horas,
evidenciando assim uma importante caracteristica probiotica. Desta forma, o micro-
organismo € capaz de ultrapassar a primeira barreira fisiolégica do organismo que
possui um baixo valor de pH encontrado no estdmago (GIBSON, 2004).

Segundo Lin et al. (2006), as bactérias acido lacticas sao significativamente
afetadas pela acidez pois células viaveis decrescem de 14,33 a 33,30% apds 3 e 6
horas de incubagdo, respectivamente, em pH 2,5; em pH 3,0, apresentaram

decréscimos menores que 11,35%.

4.2 Tolerancia aos Sais Biliares

O limite de concentragdo de sais biliares, a que culturas deveriam suportar,
ndo €& um valor definido e deve estar na faixa de 0,03 a 0,3%, simulando a
concentracdo do trato gastrointestinal segundo Fujisawa e Mori (1996). Segundo
Gilliliand et al (1984), para uma bactéria ser considerada resistente a bile esta
devera atingir, o valor de 0,3 de absorbancia apds seis horas de incubacéo.

As culturas LO3 e L14 sdo consideradas resistentes, por apresentarem um
crescimento rapido, onde atingem um valor de densidade 6ptica (D.O) 0,513 e 0,525
em cinco e seis horas, porém verificou-se que as curvas de crescimento destas
culturas ndo sdo semelhantes pois o isolado LO3 apresentou um rapido crescimento

entre o tempo quatro e cinco horas, onde o valor da D.O. foi de 0,038 para 0,513 e
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assim manteve-se até o tempo de seis horas, ja a cultura L14, manteve um

crescimento gradativo e uniforme atingindo um valor de D.O. 0,525 em 6 horas.
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Figura 2. Curva de crescimento do isolado L 03 em caldo MRS normal e MRS
contendo 0,3% de sais biliares.
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FIGURA 3. Curva de crescimento do isolado L14 em caldo MRS normal e MRS
contendo 0,3% de sais biliares.

As culturas que apresentaram desenvolvimento rapidamente foram
consideradas tolerantes, sendo estas as cepas L01, L02, L0OS, e LO8. Esses isolados
ndo atingiram valor de D.O. 0,3 em seis horas, obtendo os seguintes valores 0,122,
0,127, 0,132 e 0,129 respectivamente. As figuras 4, 5, 6 e 7 representam a curva de

crescimento das mesmas.
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FIGURA 4. Curva de crescimento do isolado LO1 em caldo MRS normal e MRS
contendo 0,3% de sais biliares.
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FIGURA 5. Curva de crescimento do isolado L0O2 em caldo MRS normal e MRS
contendo 0,3% de sais biliares.
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FIGURA 6. Curva de crescimento do isolado LO5 em caldo MRS normal e MRS
contendo 0,3% de sais biliares.
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FIGURA 7. Curva de crescimento do isolado LO8 em caldo MRS normal e MRS

contendo 0,3% de sais biliares.

As culturas L10 e L15 obtiveram um crescimento baixo perante aos outros

isolados na presenca de sais biliares se mantendo ativas, porém, sem um

crescimento continuo, apresentando-se pouco tolerantes. Ja as culturas L04, LOG,

LO7, LO9, L11, L12 e L13 ndo apresentaram crescimento em nenhum dos tempos

estudado, considerando-as intolerantes a presenca de sais biliares.
Em um estudo realizado por Martins et al. (2006), somente cerca de 36,5%

dos isolados cresceram em meio de cultivo adicionado de 0,3% de sais biliares. Du

Toit et al. (1998), isolando lactobacilos das fezes de suinos observaram que nem
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todas as cepas apresentaram crescimento na presenga de sais biliares, das cepas
encontradas, estes autores constataram que 64,3% tiveram capacidade de hidrolisar
sais biliares.

Chateau et al. (1994) avaliaram o efeito dos sais de bile em 38 cepas de
Lactobacillus (principalmente L. rhamnosus) isolados de probidticos comerciais,
sendo observado variagdo de sensibilidade. Das 22 cepas de Lactobacillus
rhamnosus, trés foram classificadas como resistentes, cinco como tolerantes, trés
com baixa tolerancia e onze como sensiveis.

Jin et al (1998) estudou a tolerancia a bile de lactobacilos isolados do intestino
de aves, e das 10 linhagens, uma delas foi pouco afetada por 0,3% de sais biliares e
duas nao foram afetadas. Garcia (1999) observou que 52% das culturas (11
isolados), apresentaram uma absorbancia maior do que 0,3 e segundo Gilliland

(1996), seriam consideradas resistentes a bile.

4.3 Determinacao de Tolerancia ao Fenol

Os isolados selecionados foram testados verificando sua tolerancia ao fenol,

seus respectivos resultados estdo apresentados na Tabela 3

Tabela 3. Valores determinados de pH e porcentagem de acidez titulavel dos
isolados cultivados em LDR (Leite desnatado reconstituido) a 10% sem e
com adicao de 0,3% de fenol, incubados por 3 dias a 35°C.

pH pH com % Acidez % Acidez com % Redugéo da
Isolados controle fenol controle fenol acidez
L 01 5,41 5,61 0,4213 0,3933ab 6,64
L 02 5,70 5,89 0,3536 0,3094b 12,50
L 03 5,54 5,64 0,3992 0,2725b 31,73
L 04 5,69 5,89 0,3421 0,3094b 9,55
L 05 5,75 5,86 0,2666 0,2460b 7,72
L 06 5,99 6,07 0,3550 0,2950b 22,91
L 07 5,34 5,55 0,4965 0,4331a 12,76
L 08 5,54 5,70 0,4207 0,4036a 4,06
L 09 5,51 5,59 0,5180 0,4243a 18,05
L10 5,54 6,01 0,3903 0,2976b 23,75
L 11 5,65 5,77 0,6568 0,3642ab 44,54
L12 5,54 5,76 0,4081 0,3801ab 6,86

L13 5,58 5,84 0,4198 0,3727ab 11,21
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L 14 5,60 5,92 0,5186 0,3727ab 28,13
L15 5,63 5,92 0,3885 0,3535ab 9,00
L 16 5,49 5,80 0,4115 0,3948ab 4,05

*Valores médios provenientes de 3 repeticoes.

% reducao= % de acidez sem fenol- % de acidez com fenol/ % de acidez sem fenol.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Os isolados LO7, LO8, LO9 apresentaram uma maior percentagem de acidez
na presenga de fenol e assemelham-se estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, diferindo dos isolados L02, LO3, L04, LO5, LO6 e L10 os quais
apresentaram uma baixa acidificacdo na presenca de fenol, seus respectivos valores
de pH foram: 5,89, 5,64, 5,89, 5,86, 6,07, 6,01.

Os isolados L03, L06, L10, L11, L14 apresentaram uma maior percentagem
de reducao da acidez. Entretanto os isolados LO1, L0O4, LO5, L08, L12, L15 e L16,
por apresentarem uma menor percentagem de redugdo, pois sdo os que melhor
resistiram a este composto.

Garcia (1999), verificou em um estudo que as linhagens de Lactobacillus
acidophilus apresentaram sensibilidade ao fenol diminuindo a produgéo de acido em
45,79 a 79,46%. Consequentemente os valores de pH também foram afetados,
porém as cepas selecionadas, LC22b e RL24c, relevaram uma maior resisténcia a
este composto.

Pozza (2006), encontrou valores encontrou valores de pH semelhantes aos
encontrados neste estudo, onde obteve pH entre 5,17; 5,20; 5,25, mas segundo
Ronka et al. (2003) esses valores de pH estao acima do considerado desejado a um
produto fermentado pois esses deveriam oscilar entre 4,4 e 4,6 portanto esses
isolados apresentaram uma baixa acidificagdo do leite durante o periodo de
incubacao.

Alguns autores sugerem que a concentragao de 0,4% de fenol causa acéo
bacteriostatica para alguns micro-organismos. Espécies de Lactobacillus acidophilus
mostram alta tolerancia (0,4-0,5%) frente ao fenol (PANCHENIAK, 2005). Baseado
em pesquisas visando o isolamento de probidticos para suinos, algumas cepas de
Lactobacillus acidophilus possuem crescimento na presenca de 0,3% de fenol
reforcando a importancia dessa caracteristica nas cepas probiéticas (PAULO, 1991).

Chaves (1999) em sua pesquisa verificou que 50% dos isolados obtiveram um

crescimento na concentracado de 0,3% de fenol; mesmo nas concentracdes de 0,4%
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e 0,5% de fenol, alguns isolados apresentaram algum crescimento e os resultados
foram semelhantes aos resultados encontrados por Paulo (1991), que utilizou

Lactobacillus acidophilus isolados de fezes de suinos.

4.4 Resisténcia a lisozima

Com relagéo a resisténcia dos isolados a enzima lisozima, pode-se observar
que os isolados L03, L0O5, LO6, LO9, L10, L11, L12, L13, L14 e L16 tiveram seu
desenvolvimento afetado (p < 0,05) quando na presenga deste agente inibidor

(crescimento-Delta) sendo as demais cepas consideradas resistentes.

Tabela 4. Crescimento dos isolados na auséncia e presenga da enzima lisozima

apos 24h.
Lisozima
Auséncia Presenca
Isolados (MRS controle) (MRS + lisozima)
L 01 2,00a 1,91a*
L 02 2,36a 2,15a
L 03 2,16a 1,79b
L 04 1,18a 0,97a
L 05 2,31b 2,60a
L 06 1,14a 0,85b
L 07 1,83a 2,49a
L 08 1,88a 1,34a
L 09 291a 1,80b
L10 1,28b 1,80a
L11 1,53a 1,02b
L12 1,28a 0,75b
L13 2,48a 1,66b
L 14 3,08a 1,41b
L 15 1,68a 1,50a
L 16 2,31a 1,69b

* Valores médios provenientes de 3 repeti¢cdes, expressos em log (UFC/mL)

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey ao nivel 5% de probabilidade.

Crescimento (Delta) = log4 ( Populagéo Final)- logqo (Populagéao Inicial).

Santos (1984), caracterizou o isolado Lactobacillus UFV H2b20 apresentando
resisténcia a condigcdes semelhantes as do trato gastrointestinal, com altas
concentragdes a presencga de lisozima (AGOSTINHO, 1988).

Vakil et al. (1969), trabalhando com diversos micro-organismos em testes de
resisténcia a lisozima proveniente do leite bovino, constataram que o Lactobacillus

casei € um dos menos sensiveis a este lisozima.
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Chassy e Giuffrida (1980) reportaram que os lactobacilos sdo mais resistentes
a lisozima que os estreptococos; esta menor sensibilidade se deve a maior
espessura e densidade da parede celular dos lactobacilos.

Segundo Vakil et al. (1969), a lisozima promove lise de certas bactérias, por
hidrolisar a B-ligacdo entre o acido murdmico e a glicosamina dos
glicopolissacarideos das paredes celulares destas bactérias.

Chaves (1999), verificou que os isolados, na sua totalidade, apresentaram
taxas de lises bem inferiores a do Micrococcus lysodeikticus (microrganismo usado
como controle de lise), que foi de 0,63% de transmitancia/minuto para a lisozima do

ovo e 1,82% para a lisozima do leite bovino.

4.5 Adesao “In Vitro” dos Isolados

A partir do teste de adesdo in vitro foram utilizados apenas os nove isolados
que sao: L03, L04, LO7, LO8, LO9, L10, L11, L14, e L15.

Nos resultados obtidos, que estdo apresentados na Tabela 04, verificou-se
que o isolado L15, apresentou a maior média sendo estatisticamente semelhante
aos isolados L09, L10, L11 por apresentar maior porcentagem de hidrofobicidade,
porém, o L15 difere-se estatisticamente dos isolados LO7 e LO8 pois apresentaram

uma menor média de hidrofobicidade.

Tabela 5. Hidrofobicidade de superficie das culturas isoladas.

Isolados Média
LO3 75,793 b
LO4 78,550 b
LO7 5,020 c
LO8 11,330 c
LO9 82,920 ab
L10 82,120 ab
L11 80,715 ab
L14 76,810 b
L15 92,600 a

* Valores obtidos sob curva de crescimento medido a 620nm.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A presenca de determinados microrganismos no trato gastrointestinal é
dependente de sua capacidade de adesao sobre as mucosas intestinais (FULLER,

1992). De acordo com Servi et al, (2003) o processo de aderéncia microbiana de
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bactérias lacticas, inclui fatores com interacao eletrostatica, hodrofébica e presenca
de acidos lipoteicdicos.

Gopal et al., (2001), comparou as propriedades de adesdo in vitro de trés
cepas probidticas de Lactobacillus, entre elas, o L. helveticus, em diferentes células
intestinais humanas, incluindo HT-29 e Caco-2 e HT29-MTX, encontraram uma forte
adeséo das trés cepas.

A hidrofobicidade é considerada um fator importante na adesao primaria dos
microrganismos hidrofébicos a superficies, existindo, para Lactobacillus, uma
correlagao entre esta e a capacidade de adesdo (WADTRON et al.,1987).

Sabe-se que a aderéncia das bactérias a mucosa intestinal, sejam
patogénicas ou n&o, envolve a participacdo de receptores especificos e
inespecificos. A interacdo entre esses elementos promove a fixagdo da bactéria a
mucosa (aderéncia) o que impede sua eliminagdo pelo peristaltismo intestinal e
pelas correntes de fluidos que tendem leva-las para o exterior do organismo. A
capacidade de aderir as células derivadas da mucosa intestinal ou a propria mucosa,
ja foi demonstrada, para a maioria das cepas utilizadas como probibticos
(TRABULSI; SAMPAIO, 2000).

O efeito protetor da microbiota intestinal tem sido estudado por muitos
pesquisadores e tem sido relacionado com antagonismo bacteriano, efeito barreira,
resisténcia a colonizac&o ou exclusdo competitiva (FULLER, 1995).

A propriedade de exclusao ou redugao da aderéncia de enteropatdégenos ja foi
demonstrada para varios probidticos, provavelmente sendo consequéncia do
bloqueio de receptores que seriam utilizados pelos mesmos. A importancia dessa
propriedade € obvia, pois ela contribui para o efeito protetor dos probidticos contra
infecgdes intestinais (WALKER, 1998).

Pedersen et al (1989) citam que a aderéncia observada in vitro ndo implicaria
em uma aderéncia in vivo. Esta afirmativa poderiam estar envolvendo a técnica
utilizada para determina-la ja que, os resultados dos valores obtidos dos testes
empregados sao contestados (DEL RE et al. 1998).

De acordo com Lonnerdal (1998), a nutricdo possui importante papel e causa
efeitos sobre a microbiota intestinal. Alguns elementos presentes na alimentagéo
irdo atuar como estimuladores de crescimento para alguns microrganismos € como
inibidores para outros, promovendo diferengas significativas na microbiota de um

individuo e consequentemente de seu organismo como um todo.
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Sabe-se que, dependendo das condi¢des de cultivo, os lactobacilos produzem
expolissacarideos (SEVERO, 1995), e que uma vez aderindo-se a superficie
corporal estes poderiam condicionar e alterar as caracteristicas originais da

superficie, permitindo uma posterior adesao (NEU, 1996).

4.6 Crescimento em Diferentes Temperaturas

Os isolados L03, L04, LO7, LOS, L19, L10, L11, L14, L15 ndo cresceram a 15
°C em meio LDR, ja a 45 °C os isolados L03, LO7, L08, L19, L10 apresentaram um
bom desenvolvimento e a 37 °C somente os isolados LO8 e L11 apresentaram

crescimento, os respectivos resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Teste de crescimento em diferentes temperaturas

Temperaturas °C
Isolado 15°C 37°C 45°C

L03 - - T
L04 - - -
LO7 - ] N
L08 - + +
LO9 ; ] N
L10 ; ] N
L11 - + -
L14 - - -
L15 - - -

*Resultados médios provenientes de incubagdo ao LRD (Leite Reconstituido Desnatado) nas
temperaturas de 15°C, 37°C e 45°C.

Os resultados foram expressos em positivos (presengca) e negativos
(auséncia) de crescimento.

Gilliland (1996) verificou que o Lactobacillus acidophilus se caracteriza por
nao crescer a temperaturas de 15°C ou menores. De acordo com Reque (2000) os
Lactobacillus fermentum tiveram um crescimento a temperatura de 45°C, mas nao
obteve crescimento em seus isolados a 15°C.

O fato de alguns isolados ndo apresentarem crescimento em LDR, poderia
estar relacionado ao substrato nele contido, como insuficiéncia de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento dos micro-organismos estudados. Martins (1998)
cita que o LRD pode apresentar suprimentos limitados de aminoacidos esséncias

livres, porém, sabe-se que algumas enzimas fundamentais que atuam na
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degradacao da lactose s6 atuam em temperaturas em 25-35°C, o que pode-se

considerar uma das causas do nao crescimento desses isolados.

4.7 Efeito Antagbnico dos Isolados — Método de Multicamadas

Para verificar a inibicdo das nove bactérias isoladas sobre bactérias
patogénicas, foi utilizado o método de Multicamadas. Este teste foi utilizado para
verificar o antagonismo entre os isolados selecionados e a bactéria Escherichia coli ,
sendo as culturas separadas uma das outras por uma camada de agar semi-sélido,
0 que impede o contado direto entre elas. Desta forma, qualquer substancia inibidora
deve difundir-se no agar para exercer seu efeito sobre a bactéria indicadora. ou seja,
deve ser extracelular e difusivel (GONZALEZ et al., 1993; GARCIA, 1999).

As bactérias isoladas foram testadas com relacéo a sua capacidade de inibir
Escherichia coli. Os resultados s&o mostrados na Tabela 06. Os testes realizados
para verificar a atividade inibidora das culturas probidticas apresentaram resultados
negativos (auséncia), onde os isolados L03, L04, L08 e L0O9 foram capazes de inibir

a Escherichia coli.

Tabela 7. Inibicdo da Escherichia coli patogénica por Lactobacilos isolados

Isolado Inibicao

L3 -
L4 -
L7
L8 -
L9
L10
L11
L14
L15 +

+

+ + +

* Resultados médios provenientes de incubagao ao caldo MRS com Agar na temperatura de 37°C. Os
resultados foram expressos em positivos quando ha presenca de crescimento(+) e negativos para
auséncia de crescimento(-).

Martins (2006), ndo detectou nenhum halo de inibicdo no teste de
antagonismo realizado entre os isolados, indicando a possibilidade de cultivo
simultaneo. Por outro lado, Dabés et al. (2001), isolou BAL (bactéria acido lacticas)
de produtos carneos, verificaram que 79,5% das cepas estudadas nao apresentaram

atividade antimicrobiana frente aos microrganismos avaliados.
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Gopal et al. (2001), observaram zonas claras de mesmo didmetro ao redor de
Escherichia coli, na presenga de L. rhamnosus DR20 e L. acidophilus, indicando
niveis similares de inibigdo. Tsai et al. (2005), observou que quando Escherichia coli,
Salmonella typhimurium e S. aureus foram usadas como bactérias indicadoras, L.
acidophilus isolado de suinos inibiu o crescimento dessas bactérias.

Pereira (2007), realizou testes para verificar a atividade inibidora da cultura
probiotica a partir da metodologia de multicamadas e encontrou resultados positivos,
verificando a inibi¢do de dois microrganismos indicadores utilizados, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. Fang et al. (1996) adotaram duas variaveis da
metodologia de multicamadas, cultivando o L. acidophilus em trés meios de cultivo
diferentes. Todas as variagcdes demonstraram a inibicao de S. aureus e E. coli.

Resultados semelhantes foram descritos anteriormente por Garcia (1999),
onde o L.acidophilus La5 inibiu duas linhagens de E. coli de origem humana (E. coli
29.1 0119 e E. coli 64.1 OH7) e duas cepas de origem suina. Gonzalez et al. (1993)
verificaram a inibicdo de E. coli, cultivando uma cepa de L. acidophilus pela

metodologia de multicamadas.



5 CONCLUSAO

Os isolados L03, LO4, L08, L09, L14 e L15, identificados neste trabalho
apresentam melhores caracteristicas para uso como probiéticos, em funcdo de
demonstrarem um comportamento satisfatorio sobre as condicbes acidas,
crescendo na presenga de sais biliares e fenol, apresentando uma significativa
percentagem de hidrofobicidade e inibindo Escherichia coli, portanto, cumprindo de

modo eficiente as caracteristicas desejadas no processo de selecgéo.
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