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RESUMO

Testes de avaliacdo de potencial de seguranca, probidtico e tecnoldgicos foram
realizados em seis isolados de Pediococcus pentosaceus (AclPd, Ac3Pd, Ac4Pd,
Ac5Pd, Ac7Pd, Ac22Pd) provenientes de leite de ovelha. Os resultados obtidos
demonstraram que nenhum dos isolados foi capaz de produzir aminas biogénicas ou
fatores de viruléncia. Os isolados testados apresentaram baixa hidrofobicidade, alta
capacidade de autoagregacdo e coagregacdo com L. monocytogenes ATCC 7644, L.
sakei ATCC 15521 e E. faecalis ATCC 19444, porém nenhum produziu B-galactosidase
e bacteriocinas. Nao foi observado desenvolvimento dos isolados em pH 3 e 12, sendo
que na faixa de pH de 4 a 10 o desenvolvimento foi varidvel. Na auséncia de bile todos
0s isolados apresentaram desenvolvimento, observando-se supressdo quando em
concentracgdes de 0,1%, 0,3%, 0,6% e 1%. No teste de disco-difusdo os isolados testados
foram resistentes a oxaciclina, sulfatrimetropim e vancomicina, mas foram sensiveis ao
cloranfenicol e a tetraciclina e com resultados variaveis para a penicilina G e foram
resistentes a maioria dos medicamentos testados, exceto a amoxicilina tri-hidratada e
ibuprofeno. Todas as culturas apresentaram alta capacidade de acidificacdo do leite
somente ap6s 24h e nenhum produziu exopolissacarideos. Os isolados de P.
pentosaceus foram capazes de produzir diacetil, no entanto, nenhuma cultura apresentou
atividade proteolitica extracelular e a producdo de aut6lise foi variada de 21,3% a
30,5%, ap0s 24h. Os isolados se desenvolveram em concentracfes de NaCl a 4% e 6%,
porém o desenvolvimento foi menor na concentracdo de 10%. Por fim, todos os isolados
apresentaram boa capacidade de segurancga, mas aplicacdo limitada como probiéticos e

alguns aspectos de potencial tecnologico.

Palavras chave: bactérias acido-laticas, culturas iniciadoras, tecnologia do leite.

Xi



ABSTRACT

Potencial safety, probiotic and technological tests were performed on six isolates
(AclPd, Ac3Pd, Ac4Pd, Ac5Pd, Ac7Pd, Ac22Pd) from Pediococcus pentosaceus from
sheep's milk. The results showed that none of the isolates were able to produce biogenic
amines or virulence factors. The isolates tested showed low hydrophobicity, high self-
aggregation capacity and coaggregation with L. monocytogenes ATCC 7644, L. sakei
ATCC 15521 and E. faecalis ATCC 19444, but none produced B-galactosidase and
bacteriocins. No growth of the isolates at pH 3 and 12 was observed, and in the pH
range from 4 to 10 the growth was variable. In the absence of bile, all the isolates
showed growth, with suppression at concentrations of 0,1%, 0,3%, 0,6% and 1%. In the
disc-diffusion test the isolates tested were resistant to oxacicline, sulfatrimetropim and
vancomycin but were sensitive to chloramphenicol and tetracycline and with variable
results for penicillin G and were resistant to most of the drugs tested except for
amoxicillin trihydrate and ibuprofen. All cultures showed high milk acidification
capacity only after 24 hours and none produced exopolysaccharides. The isolates of P.
pentosaceus were able to produce diacetyl, however, no culture showed extracellular
proteolytic activity and the production of autolysis was varied from 21.3% to 30.5%
after 24h. The isolates growth at concentrations of 4% and 6% NacCl, but the growth
was lower at 10% concentration. Finally, all the isolates showed good safety, but

limited application as probiotics and some aspects of technological potential.

Key words: dairy technology, lactic acid bacteria, starter.
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1. INTRODUCAO
Diversos derivados lacteos sdo utilizados como alimentos funcionais, pois

possuem micro-organismos probioticos. Segundo a FAO/WHO (2002) os probioticos
sdo definidos como micro-organismos vivos com capacidade de conferir beneficios a
salde de seu hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas. A maioria
dos micro-organismos probidticos sdo bactérias acido-laticas (BAL).

Muitos sdo os beneficios que as BAL podem conferir aos alimentos, como a
conservacao de suas propriedades nutricionais, o incremento no sabor e a capacidade de
conferir maior segurancga ao produto (COSTA et al., 2013). Além disso, os beneficios a
salde em produtos contendo probidticos ja estdo bem documentados cientificamente,
por favorecerem o equilibrio da microbiota intestinal, alivio da intolerdncia a lactose,
além da prevencdo e reducdo, de sintomas de diarreia associados com a administracdo
de antibidticos (MEIRA, 2011). Entretanto, para um micro-organismo ser considerado
probidtico € necessario apresentar caracteristicas relativas a seguranga, funcionalidade e
aspectos tecnologicos.

Em relacdo a seguranca, 0s micro-organismos probidticos devem ser
provenientes de animais saudaveis, habitantes normais do intestino, ndo devem ser
toxicos nem patogénicos sendo preferivel que os isolados utilizados sejam hospedeiro-
especificos, para que se obtenha uma eficacia maxima do produto (SALMINEN et al.,
1998; ALVIM, 2011).

A funcionalidade da linhagem probidtica esta ligada a sua capacidade de resistir
as condicdes adversas do trato gastrointestinal (TGI) de seu hospedeiro e de sua
habilidade antagonista contra patdgenos residentes (ALVIM, 2011). Os micro-
organismos componentes de um probidtico devem sobreviver a acidez gastrica e a
atividade hidrolitica dos sais biliares e, ainda, ser capazes de reduzir os patdgenos
aderidos na superficie intestinal, seja pela producdo de compostos antagonistas
(bacteriocinas e antibidticos) ou pela competicdo por sitios de adesdo (MORELLLI,
2000; SAARELA et al., 2000).

Outro aspecto importante na selecdo de uma nova linhagem probidtica € a
observacao de suas propriedades tecnoldgicas. Um probidtico deve conter isolados que
apresentam rapido crescimento “in vitro”, facil manipulacdo, boas condi¢cdes de
producdo industrial e que sobrevivam no produto final conservando sua funcdo
(PANCHENIAK, 2005). Além disso, deve ser observada a habilidade da cultura em co-

existir com a microbiota do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Por exemplo, na producédo
13



de queijo, uma das caracteristicas mais importantes para culturas “starters” é a
capacidade de produzir acidez rapidamente. Outras propriedades, tais como tolerancia
ao sal, a atividade autolitica, a atividade proteolitica extracelular, a producao de diacetil
e exopolissacarideos (EPS) sdo consideradas caracteristicas tecnoldgicas comuns para
determinar a selecdo de potenciais culturas para aplicacdes industriais (DAL BELLO et
al., 2012).

As BAL constituem um grupo composto por 13 géneros de bactérias Gram-
positivas: Carnobacterium, Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus,
Paralactobacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Lactoshaepa, Tetragenococcus,
Leuconostoc, Vagococcus e Weissela (MEIRA, 2011).

Pediococcus é um género de BAL homofermentativas e Gram-positivas,
oxidase-negativa, catalase-negativa que sdo envolvidas na fabricacdo de alimentos
fermentados e abrange as espécies: P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus, P.
cellicola, P. ethanolidurans, P. claussenii, P. stilesii, P. acidilactici, P. pentosaceus, e
P. dextrinicus. Essas BAL ja foram isoladas a partir de vérias fontes como solo, plantas,
salsichas, picles, vinhos, bebidas e queijo. Pediococcus spp. tém grande importancia
econbmica na industria de alimentos fermentados por serem culturas “starter” em
processos de fermentacdo de leites, carnes e embutidos, chucrute, pepino, feijdo verde,
soja, pdo e silagem. P. pentosaceus em especial, possui relevancia devido ao potencial
biotecnologico (IVANOVA et al., 2013; SHUKLA & GOYAL, 2013). Em contraste
com o papel protetor desempenhado por varias espécies de Pediococcus em
fermentagcdes de alimentos, alguns apresentam propriedades indesejaveis como o
oportunismo (IVANOVA et al., 2013).

Embora haja um namero razoavel de linhagens probidticas bem caracterizadas e
disponiveis para uso comercial, 0 isolamento e a caracterizacdo de novas linhagens é
desejavel para a formulacdo de novos alimentos probidticos, devido aos beneficios a
salde serem especificos de cada linhagem. Desse modo, o presente trabalho busca
avaliar in vitro o potencial de seguranca, probidtico e tecnolégico do P. pentosaceus

isolados de leite de ovelhas.

14



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Origem dos micro-organismos utilizados
Os isolados testados foram do género P. pentosaceus provenientes de

leite de ovelha e que fazem parte da colecdo de BAL do Laboratério de Andlises de
Leite e Derivados, da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, da UnB
(LABLEITE/FAV), previamente identificados por Koch (2014). No total, seis
isolados foram avaliados e identificados como: Ac1Pd, Ac3Pd, Ac4Pd, Ac5Pd, Ac7Pd
e Ac22Pd. Os isolados sdo mantidos congelados (-80 ° C) em caldo de Man Rogosa e
Sharpe (MRS), (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) contendo glicerol a 20% (p / v).
Para a pesquisa, os isolados foram recuperados em caldo MRS e estocados em &gar
MRS até as andlises, que foram realizadas no Laboratorio de Inspecdo de Produtos
Animal — InsPOA, da Universidade Federal de Vicosa-MG.

2.2 Testes para Avaliacéo da Seguranga
Os isolados foram submetidos a diferentes testes para identificagdo dos fatores de
viruléncia, segundo Barbosa et al. (2010).

2.2.1 Atividade hemolitica
A atividade hemolitica foi avaliada ao estriar as culturas em agar TSA (Oxoid)

suplementado com sangue de cavalo desfibrinado a 5% (p / v). Posteriormente,
incubaram-se a 37°C durante 48h. Nesse teste, a formacdo de halo indica hemdlise. A
hemolise formada por cada isolado foi classificada como total ou B-hemolise (halos
claros em volta das colbnias), parcial ou a-hemdlise (halos em volta das coldnias

esverdeadas), e ausente ou y-hemolise.

2.2.2 Producao de gelatinase
A producdo de gelatinase foi verificada por meio de aliquotas de 1 pL de

culturas sobre a superficie de &gar de Luria Bertani (1% triptona; 0,5% extrato de
levedura, 1% NaCl) suplementado com 3% (p / v) de gelatina (BD) e incubou-se a 37°C
durante 48h. Apods a incubacdo, as placas foram mantidas a 4 ° C durante 4 h e a

hidrolise de gelatina foi registrada pela formacéo de halos em volta das coldnias opacas.

2.2.3 Producéo de lipases
A producdo de lipase foi avaliada por meio da identificacdo de 1uL de culturas

em placas de agar de Luria Bertani (1% triptona; 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl)
suplementado com CaCl, (Sigma-Aldrich, a 0,2%, p / v) e Tween (Sigma-Aldrich, a
1%, p / v) 80 e incubou-se a 37°C durante 48 h. A formacéo de halos claros em volta

das coldnias foi registada como producéo de lipase.
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2.2.4 Producao de desoxirribonuclease
A producdo de desoxirribonuclease foi identificada por aliquotas de 1 pL de

culturas sobre a superficie de &gar verde DNAse (BD), e incubou-se a 37°C durante
48h. Os resultados positivos foram identificados pela formacao de halos claros em volta

das col6nias.

2.2.5 Producao de aminas biogénicas
A producdo de aminas biogénicas para os isolados selecionados foi avaliada de

acordo com Bover-Cid & Holzapfel (1999). A producéo descarboxilase foi induzida por
cinco transferéncias sucessivas de 0,5 mL de aliquotas das culturas em caldo MRS
(Oxoid) suplementado com piridoxal 5-fosfato a 0,005% (p / v, Sigma-Aldrich) e com
cada um dos precursores de aminas biogénicas a 0,1 % (p / v): base de tirosina livre
(para tiramina), monohidrocloreto de histidina (para histamina), monohidrocloreto de
ornitina (para putrescina) e monohidrocloreto de lisina (para cadaverina), todos de
Sigma Aldrich. Cada cultura foi incubada a 37°C durante 24h por 4 dias e as culturas
finais foram semeadas em &gar descarboxilase — um &gar MRS modificado de acordo
com Joosten e Northolt (1989) — suplementado com um de cada precursor de amina
biogénica a 0,1% (p / v). As placas foram incubadas a 37°C por 24h. Os resultados

positivos foram registrados por mudanca de cor de amarelo para parpura.

2.3 Avaliacao do Potencial Probidtico
2.3.1 Hidrofobicidade
A capacidade dos isolados aderirem aos substratos hidrofébicos foi determinada

de acordo com a metodologia de Dos Santos et al (2014a). As células foram
centrifugadas (7000 g por 5 min a 4°C), lavadas duas vezes com tampé&o fosfato 0,1 M,
ressuspendidas na mesma solucdo e realizada a leitura em espectrofotdometro no
comprimento de onda 560 nm antes da incubacdo (DOO0). N-hexadecano foi adicionado
a suspensao celular, na proporcdo 1:5 (N-hexadecano (Sigma-Aldrich) / suspensdo de
células), e a mistura foi homogeneizada durante 2 min. Apds 1 h de incubac¢édo a 37°C, o
valor A560 (A) da camada aquosa foi medido. Um mililitro da fase aquosa foi removido
para determinar a DO. Os experimentos foram conduzidos em triplicata. A porcentagem
da hidrofobicidade foi calculada da seguinte equacdo: % H = [ (A0-A) / A0] x 100, em
que AO e A sdo os valores de absorvancia antes e, ap0s extracdo com o solvente

organico, respectivamente.
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2.3.2 Determinacéo da autoagregacao e coagregacao
Conforme Todorov (2011) e Dos Santos et al. (2014), os isolados foram

reativados em caldo MRS durante 24 horas a 37°C e as solugdes foram centrifugadas
(7000 g por 10 minutos a 20°C), lavadas, ressuspendidas e diluidas em solucdo salina
estéril 0,85%. Em seguida, 1 mL da suspenséo das células foi transferido para recipiente
para a leitura em espectrofotbmetro obtendo a densidade Optica (DO) de
aproximadamente 0,3. Posteriormente, as amostras foram incubadas em tubos
eppendorf a 37°C durante uma hora. Foi realizada a leitura no espectrofotdmetro no
comprimento de onda 660 nm antes (DO 0) e ap6s 60 minutos (DO 60) de incubacao.
Para a determinacdo da DO 60, as culturas foram centrifugadas a 3000 g durante 2
minutos a 20°C. A autoagregacdo foi determinada conforme Todorov et al. (2008), a
partir da equacdo: % auto-agregacdo= [(DO 0 — DO 60)/ DOO0] x 100, onde: DO 0
refere-se a DO inicial e DO 60 refere-se a DO obtida ap6s 60 minutos de incubacéo.
Para a avaliacdo de coagregacdo, culturas de L. sakei ATCC 15521 foram
cultivadas em caldo MRS e L. monocytogenes ATCC 7644 e E. faecalis ATCC 19444
em BHI (Oxoid), durante 24 h e 48h, respectivamente, a 37°C. As células foram
preparadas de um modo semelhante para as suspensdes de célula alcancarem uma DO
660 nm de 0,3. Em seguida, 750 pL de cada isolado foi misturado durante 30 segundos
com 750 pL do micro-organismo indicador: L. monocytogenes ATCC 7644 (sensivel a
bacteriocinas), L. sakei ATCC 15521 e E. faecalis ATCC 19443 (resistentes a
bacteriocinas); a DO 660 nm foi registrada no tempo 0 e ap6s 60 min de incubacédo a
37°C. Para realizar a leitura ap6s 60 minutos, as células foram centrifugadas a 3000 g
por 2 min a 20°C. Para o calculo foi utilizada a mesma férmula citada anteriormente.

Os testes foram realizados em triplicata.

2.3.3 Desenvolvimento em diferentes concentracgdes de pH e bile
Os isolados foram inoculados em caldo MRS ajustado para o pH 3, pH 4, pH 5,

pH 6, pH 7, pH 8, pH 10 e pH 12, adicionando-se 1mol L ** HCI ou 1mol L NaOH
antes da esterilizacdo na autoclave. Se necessario, o pH foi reajustado apés adicdo de 1
mol L de HCl ou 1 mol L de NaOH.

Além disso, foram inoculados em caldo MRS contendo oxbile (sigma) ajustado
para bile 0, bile 0,1%, bile 0,3%, bile 0,6% e bile 1,0% (p/v). Todos os testes foram
submetidos a microtitulacdo de fundo de placas estéreis de 96 pocos (TPP; testplatte
Zellkultur, Trasadingen, Suica). Cada poco foi preenchido com 150 pL de MRS e 10uL
de cultura obtida em caldo MRS (DO 650nm) a 37°C. A densidade Optica da leitura foi
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feita de hora em hora por 12h a 650 nm usando a leitura de microtitulagdo de placas
(TPP). Culturas cultivadas em caldo MRS sem bile serviram como controle. As
experiéncias foram realizadas em triplicata (TODOROV et al., 2011, adaptado).

2.3.4 Avaliagdo da atividade da enzima p-galactosidase
A atividade de B-galactosidase dos isolados foi determinada utilizando discos de

papel impregnados com o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (Discos de ONPG, Fluka),
de acordo com as instrucGes do fornecedor. Os isolados foram reativados por 24h a
37°C e foram estriados em placas de Petri contendo 4gar MRS, e incubados a 37°C por
48h, em aerobiose. Uma col6nia de cada cultura foi transferida e misturada em um tubo
contendo 0,1 mL de solucdo salina estéril, e acrescentou-se o disco de ONPG. Os tubos
foram incubados a 37°C, e foram observados durante 6h, em intervalos de 1h. A
mudanca de cor amarela pela liberacdo do composto cromogénico, o-nitrofenil, indica
resultado positivo para produgdo de B-galactosidase (DOS SANTOS et al., 2014).

2.3.5 Resisténcia aos antimicrobianos e medicamentos
O teste de discos-difusdo (Oxoid) foi utilizado para avaliar a suscetibilidade e

resisténcia de culturas de P. pentosaceus selecionados aos antibioticos que apresentam
diferentes modos de acgdo: penicilina G (10 ug por disco), vancomicina (30 pg por
disco), tetraciclina (30 pg por disco), cloranfenicol (30 pg por disco), sulfatrimetoprim
(23,75 pg + 1,25 pg) e oxacilina (1 pg por disco). Placas de 4gar MRS contendo 10°-10°
UFC mL™ de culturas dos P. pentosaceus investigados foram preparadas apds cultura
em caldo MRS a 37°C durante 48h. Os discos foram aplicados sobre as placas,
subsequentemente, incubou-se a 37°C durante 24h. Zonas de inibicdo em torno dos
discos foram medidas (mm) para avaliar a sensibilidade de tensdo (CHARTERIS et al.,
1998). Os niveis de resisténcia e sensibilidade foram observados de acordo com o
padrdo do CLSI —Clinical and Laboratory Standards Institute— (CLSI, 2011),
metodologia também preconizada pela Anvisa.

Os isolados foram testados quanto & resisténcia a 34 medicamentos (Quadro 1),
os quais foram adquiridos em estabelecimento farmacéutico e dissolvidos em &agua
estéril para alcancar a concentracao desejada.

As culturas foram inoculadas, separadamente, em 10 mL de caldo MRS e
incubadas a 37° C durante 24h e misturou-se em agar MRS (2,0%, p/v; Oxoid), a fim de
alcangar uma populagdo de 10° UFC mL. Apos solidificacdo do agar, uma gota de cada

medicamento (34) foi adicionada sobre a superficie das placas e incubou-se a 37°C
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durante 24h. As placas foram examinadas quanto a presenca de zonas de inibicdo em
torno da gota do medicamento.

Quadro 1: Principios ativos utilizados no teste de medicamentos para isolados de
P. pentosaceus.

Medicamento Principio Ativo Dosagem
Medicamento simples Dipirona sodica 500 mg
Medicamento composto Butilbrometo de escopolamina 10 mg
Dipirona 250 mg
Medicamento simples Allergosan 25 mg
Medicamento simples Suplemento de vitaminas e minerais de Aa Z -
Medicamento simples Polivitaminico -
Medicamento composto Cgfema - 50 mg
Citrato de orfenadrina 35 mg
Dipirona sodica 300 mg
Medicamento composto Cloridrato de piridoxina 10 mg
Dimenidrato 50 mg
Medicamento simples Bisacodil 5 mg
Medicamento simples Acetilcisteina 600 mg
Genérico Aceclofenaco 100 mg
Genérico Acetilcisteina 100 mg
Genérico Acido mefenamico 500 mg
Genérico Aminofilina 100 mg
Genérico Amoxicilina tri-hidratada 500 mg
Genérico Bromoprida 10 mg
Genérico Cinarizina 75 mg
Genérico Cloridrato de propanolol 40 mg
Genérico Diclofenaco de potéssio 50 mg
Genérico Fumarato de cetotifeno (Xarope) 0,2 mg/mL
Genérico Lisinopril 20 mg
Genérico Loratadina 10 mg
Genérico Paracetamol 500 mg
Genérico Paracetamol 750 mg
Medicamento simples Peumus boldus (Boldo) 67 mg
Medicamento simples Ibuprofeno 600 mg
Medicamento simples Prenoxdiazine hydrochloride 100 mg
Medicamento simples Loperamide 2mg
Medicamento simples Nimesulida 100 mg
Medicamento composto Cloridrato de fenile_fring 4 mg
Maleato de clorfeniramina 4 mg
Paracetamol 400 mg
Medicamento simples Omeprazol 20 mg
Medicamento composto Besilato de anlodipino 2,5mg
Cloridrato de benazepril 10 mg
Medicamento composto Cafeina 50 mg
Paracetamol 250 mg
Propifenazona 150 mg
Acido acetilsalicilico 325 mg
Medicamento composto Acido citrico 1575 mg
Carbonato de s6dio 400 mg
Carnonato acido de sédio 1700 mg
Acido ascérbico 40 mg
Medicamento composto Cloridrato de_fenil_efrina 2mg
Maleato de dimedinteno 0,5mg
Paracetamol 500 mg
Rutosideo 15 mg
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2.3.6 Potencial antagonista
Esses isolados ja foram previamente avaliados em trabalho desenvolvido por

Koch (2014), sendo que os isolados apresentaram formacdo de halo a partir da
metodologia de Ortolani et al. (2009) frente a L. monocytogenes ATCC 7644 e S.
aureus ATCC. Entretanto, nenhum dos isolados apresentou potencial
bacteriocinogénico.

2.4 Avaliacao do Potencial Tecnoldgico

2.4. 1 Capacidade de acidificacio
Os isolados foram revitalizados em caldo MRS com incubagéo overnight 37°C.

Para o teste de atividade acidificante, tubos contendo 10 mL de leite em pd desnatado
reconstituido estéril (10% p/ v) (Oxoid) foram inoculados (1% p / v) com isolados
revitalizados e incubados a 37°C. O pH foi medido apo6s 6 e 24h com um medidor de
pH (Microprocessor Medidor de pH 213, instrumentos Hanna, Irlanda). Os dados foram
expressos com a média da duplicata da anélise (DAL BELLO et al., 2012).

2.4.2 Atividade proteolitica extracelular
Atividade proteolitica extracelular foi determinada segundo Franciosi et al.

(2009) e Dal Bello et al. (2012). Um microlitro de cada cultura revitalizada foi
inoculado sobre a superficie de agar constituido de 10% (p / v) de leite desnatado em pd
(Oxoid) e 2% (p/ v) de agar (Oxoid) e incubou-se a 37°C durante 4 dias. A atividade

proteolitica foi indicada por uma zona clara em torno das col6nias.

2.4.3 Formacdao exopolissacarideos (EPS)
As aliquotas (1% p/v) de cada cultura foram inoculadas em 10 mL de leite em p6

desnatado reconstituido (10% p/v) e incubadas a 37°C por 24h. A producdo de EPS a
partir de lactose foi determinada de forma qualitativa pela mensuracdo do grau de
formagéo do fio, segundo Cogan (1996) e Dal Bello et al (2012).

2.4.4 Resisténcia a diferentes concentragdes de NaCl
Aliquotas de 100 pL das culturas foram inoculadas em 350uL de caldo MRS

previamente distribuidos em placas de microtitulacdo com diferentes concentracdes de
NaCl 0, 4, 6 e 10% (p/v). A capacidade das culturas para crescer em diferentes
concentragOes foi avaliada apds 24h a 37°C por medi¢do da densidade optica (DO 650
nm) usando Spectrophotometer DU® 640 UV / Vis (Beckman Coulter, CA, EUA). O
potencial de multiplicacdo das culturas nas diferentes concentracfes de NaCl serad
avaliado pela diferenca das DO registradas nas duas leituras (DAL BELLO et al., 2012).
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2.4.5 Atividade autolitica
A autolise das células foi medida como descrito por Mora et al. (2003) e Dal

Bello et al. (2012) com adaptaces. As culturas foram cultivadas em caldo MRS
(Oxoid) durante 24h a 37°C para atingir DO 650 nm de 0,8-1. As células foram lavadas
em solucdo tampéo fosfato tripotassio (50 mmol-1, pH 6,5) (Sigma-Aldrich, Irlanda) e
ressuspensas na mesma solucdo tampdo e incubadas a 37°C. O grau de autdlise foi
expresso pela porcentagem de decréscimo na DO 650 nm, apds 24h.

2.4.6 Producéo de diacetil
A producéo de diacetil foi determinada de acordo com King (1948) e Dal Bello

et al. (2012). Culturas revitalizadas (1% p / v) foram inoculadas em 10 mL de leite em
po reconstituido e incubadas a 37°C durante 24h. Um mililitro de cada suspensdo de
células foi combinado com 0,5 mL de a-naftol (1% p / v) e KOH (16% p / v) (Sigma-
Aldrich) e incubou-se a 37°C durante 10 min. A producdo de diacetil é indicada pela

formacéo de um anel vermelho no topo dos tubos.

2.5. Delineamento Experimental
Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado, com trés repeticGes.

Inicialmente realizou-se analise de variancia, a 5% de probabilidade e o teste de média
de Scott-Knott, para as varidveis hidrofobicidade, autoagragacdo e coagregacdo. Com
relacdo ao desenvolvimento dos isolados, em funcdo do pH e concentracdo de bile ao
longo do tempo, utilizou-se andlise de regressdao, com metodologia de superficie
resposta. Utilizaram-se o software Assistat Versdo 7.7 beta para analise de variancia e
teste de média de Scott-Knott, e o software SigmaPlot 10.0 para obtencéo da equagdes

de regressao e plotagem dos graficos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo de Seguranca

3.1.1 Fatores de viruléncia
Todos os isolados de P. pentosaceus (AclPd, Ac3Pd, Ac4Pd, Ac5Pd, Ac7Pd,

Ac22Pd) apresentaram resultados negativos para a expressao dos fatores de viruléncia
testados (gelatinase, hemdlise, lipase, DNAse) por métodos fenotipicos.

Como ha interesse na utilizacdo de BAL como culturas iniciadoras, o uso de
isolados exige cautela devido a sua possivel viruléncia, ja que alguns tipos de BAL
podem apresentar genes de viruléncia e, consequentemente, expressa-los em produtos
alimentares, 0 que representaria risco para os consumidores (MORAES et al., 2012,
DOS SANTOS et al., 2014). BAL também podem apresentar resisténcia a diferentes
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antibidticos e carregar seus genes caracteristicos, aumentando seu potencial de
viruléncia (LEVY E MARSHALL, 2004; PERIN et al., 2014). Deve-se ressaltar, a
possibilidade de transferéncia horizontal desses genes entre BAL e outras bactérias, o
gque aumenta ainda mais a preocupacdo na industria de alimentos. Estes genes sdo
normalmente localizados em plasmideos transferiveis (DOS SANTOS et al 2014).

A investigacdo de fatores de viruléncia em BAL com potencial aplicacdo na
preservacdo de alimentos é um dos principais motivos relevantes para determinar a
patogenicidade. Fatores de viruléncia podem ser caracterizados como fatores de
colonizacdo, como agueles que promovem a adesao de bactérias em células hospedeiras,
ou de invasdo, os quais promovem a invasdo de células epiteliais, causando desordem
no sistema imunoldgico e, assim, estabelecem uma vantagem competitiva (SOUSA,
2003).

3.1. 2 Produgéo de aminas biogénicas (AB)
Todos os isolados apresentaram resultados negativos para a producdo de aminas

biogénicas. Os compostos nitrogenados possuem uma importante funcdo metabdlica nas
células, sendo essenciais para a formacdo das proteinas presentes no organismo
humano. A degradacdo destes compostos atraves de enzimas ocorre naturalmente em
humanos e esta reacdo origina AB. As AB sdo fontes de nitrogénio e precursoras para a
sintese de hormonios, alcaloides, acidos nucleicos e proteinas (GOMES et al., 2014).

Muitos géneros bacterianos, incluindo os produtores de acido latico, sdo capazes
de descarboxilar aminoacidos. Entre as BAL, culturas pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus e
Leuconostoc podem estar aptas a producdo de aminas em varios alimentos como queijo,
carne fermentada, vegetais e bebidas (BOVER-CID & HOLZAPFEL, 1999; GARAI et
al., 2007).

Os queijos representam um bom ambiente para producdo e acumulo de AB
produzidos por cepas iniciadoras e ndo iniciadoras. Altas concentragdes de AB nos
produtos lacteos indicam baixa qualidade microbioldgica do leite e falta de préaticas
higiénicas de fabricacdo. Além disso, ha varios problemas toxicoldgicos resultantes da
ingestdo de alimentos que contém niveis relativamente elevados de enzimas especificas
de substrato de histamina e tiramina dos micro-organismos (PERIN et al., 2016). No
estudo de Collins et al. (2011) voluntarios saudaveis apresentaram sintomas como

cefaléia e rubor, quando ingeriram peixes com dosagem elevada de AB.
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Por essas razbes, € importante monitorar os niveis de AB nos alimentos e
recorrer a estratégias para evitar seu acumulo nos alimentos. A monitoriza¢do das
quantidades de AB de matérias-primas e produtos ao longo da cadeia alimentar é
necessaria para avaliar os fatores que contribuem para a formacao e acumulacdo de AB.
Uma estratégia para evitar a acumulacdo de AB nos alimentos & escolher cepas nao
produtoras de AB (BOVER-CID & HOLZAPFEL, 1999; PERIN et al., 2016).

Por outro lado, algumas culturas positivas podem participar da fermentacdo de
alguns alimentos como salsichas, no caso das culturas de L. curvatus, ou, ainda, estirpes
AB-positivas de S. thermophilus podem auxiliar no processo de producéo de iogurte.
Assim, a incapacidade de formar AB também precisa ser confirmada para micro-
organismos geralmente considerados seguros (BOVER-CID & HOLZAPFEL, 1999).

No estudo de Perin et al. (2016), nenhuma cultura foi capaz de produzir
putrescina, histamina, cadaverina, porém 12 culturas (cinco Lactococcus spp. e sete
Enterococcus spp.) foram capazes de formar tiramina. Na pesquisa de Bover-Cid &
Holzapfel (1999), a tiramina foi a principal amina formada pelas culturas BAL
investigadas. Além disso, os isolados de P. pentosaceus e P. acidilactici nao
apresentaram atividade descarboxilase.

Os resultados obtidos, que comprovaram auséncia dos fatores de viruléncia
pesquisados e de aminas biogénicas, demonstram a seguranca de todos isolados de P.
pentosaceus avaliados.

3.2 Avaliagéo do Potencial Probiotico

3.2. 1 Hidrofobicidade

Houve diferenca significativa (p<0,05) da hidrofobicidade entre os isolados de
P. pentosaceus. Os isolados de P. pentosaceus que apresentaram maiores valores de
hidrofobicidade foram Ac4Pd e Ac22Pd (Figura 1). Ressalta-se que todos os isolados

apresentaram valores de hidrofobicidade inferiores a 10%.

23



10 1

oo
— o

o

Hidrofobicidade (%)
.—1

Ac1Pd Ac3Pd Ac4Pd Ac5Pd Ac7Pd Ac22Pd

Figura 1. Hidrofobicidade de isolados de P. pentosaceus. Valores médios seguidos de mesma
letra ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A determinacdo de adesdo microbiana a N-hexadecano € considerada uma
abordagem qualitativa valida para estimar a capacidade de aderir a células epiteliais
(KIELY & OLSON, 2000).

A adesdo no trato gastrointestinal é um fator determinante para colonizacdo e
residéncia no hospedeiro, sendo considerado um dos principais critérios de selecdo dos
potenciais probidticos (KAUSHIK et al., 2009). A hidrofobicidade das células esta
relacionada com a capacidade dos micro-organismos em aderir em células epiteliais
intestinais. Geralmente, as células bacterianas com uma elevada hidrofobicidade
apresentam fortes interac6es com células da mucosa, além de poderem tornar as células
mais competitivas, o que proporciona uma forte ancoragem ao trato gastrointestinal
(TODOROV et al., 2011; DOS SANTOS et al., 2014).

Entretanto, essa caracteristica ndo é um pré-requisito para forte adesdo, uma vez
que esse processo envolve varios mecanismos. Mesmo as células que exibem baixa
hidrofobicidade podem aderir eficazmente a superficie da célula (TODOROQV et al.,
2007).

Segundo Bautista-Gallego et al. (2013) de um total de 109 isolados de salmouras
de azeitona verde espontaneamente fermentadas, a maioria de seus isolados de
Lactobacillus apresentou hidrofobicidade entre 0% e 5%. Dos Santos et al. (2014)
descreveram que o queijo coalho produzido na regido Nordeste do Brasil apresentou
oito isolados de Lactobacillus com baixos indices de hidrofobicidade, em especial, L.

plantarum que apresentou 5,4%.
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Em constrate, Vidhyasagar & Jeevaratnam (2013) obtiveram seis culturas de P.
pentosaceus do Idli (alimento tipico da India) que apresentaram alta hidrofobicidade
com n-hexadecano, com destaque para os isolados VJ49 e VVJ13 que apresentaram 79%
e 77%, respectivamente. A hidrofobicidade das culturas deve ser sempre observada,
pois varia geneticamente tanto entre espécies quanto entre as culturas da mesma espécie
(TODOROQV et al., 2011).

3.2.2 Autoagregacao e coagregacgao

No que se refere a autoagregacédo (Figura 2), observou-se diferenca significativa
(p<0,05) entre os isolados de P. pentosaceus e 0s micro-organismos indicadores.
Destaca-se que os isolados de P. pentosaceus apresentaram valores superiores a 82%.
Maior autoagregacdo foi observada nos isolados Ac7Pd, Ac3Pd e Ac4Pd, com valores
médios iguais a 92,2; 90,9 e 89,9%, respectivamente. Por outro lado, 0 micro-organismo
indicador, L. monocytogenes ATCC 7644, apresentou 0 menor valor de autoagregracao,
sendo equivalente a 41,5%.
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Figura 2. Autoagregacao de isolados de P. pentosaceus, L. monocytogenes ATCC 7644, L. sakei
ATCC 15521 e E. faecalis ATCC 19444. Valores médios seguidos de mesma letra ndo diferem
estatisticamente de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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A agregacao entre as células bacterianas é considerada um critério importante na
adesdo e na formacdo de biofilme em vérias superficies, como na mucosa do TGI. A
agregacdo celular, além de facilitar a colonizagdo transitéria do TGI, contribui para a
persisténcia de micro-organismos benéficos no TGI e seus efeitos na saude, e ainda,
pode evitar a adesdo de patogenos (DOS SANTOS et al., 2014). Assim, para ser um
probidtico efetivo, a cultura deve ser capaz de, pelo menos transitoriamente, colonizar a
mucosa intestinal para conseguir produzir efeitos benéficos tais como a excluséo
competitiva de agentes patogénicos a partir do epitélio intestinal ou a imunorregulacéo.

No estudo de Vidhyasagar & Jeevaratnam (2013), o P. pentosaceus apresentou
um resultado semelhante, no qual seu isolado exibiu uma agregacdo maxima de 89%, a
VJ41, o que corrobora a presente pesquisa.

Conforme Todorov et al. (2011), a autoagregacdo é cultura-especifica e pode
variar dentro do mesmo grupo taxonémico, como observado em pesquisa realizada
pelos autores na qual os percentuais encontrados foram de 7,2% paraL. fermentum e de
12,1% para E. faecium. Dos Santos et al. (2014) relataram que isolados de Lactobacillus
spp. demonstraram uma variacdo de 28,8% para L. rhamnosus e de 83,7% para L.
plantarum.

Na Figura 3 sdo apresentados os valores médios de coagregacdo entre 0s
isolados de P. pentosaceus e diferentes micro-organismos indicadores. Ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) quando se analisou a coagregacdo entre os isolados de
P. pentosaceus com 0s micro-organismos indicadores L. monocytogenes ATCC 7644
(Figura 3A) e L. sakei ATCC 15521 (Figura 3B). Ressalta-se que 0s percentuais de
coagregacéo dos isolados de P. pentosaceus com L. monocytogenes ATCC 7644 e L.
sakei ATCC 15521 foram superiores a 60% e 83%, respectivamente. No que se refere a
coagregacdo com E. faecalis ATCC 19444 (Figura 3C), o isolado Ac7Pd foi o que
possibilitou maior coagregacdo com valor equivalente a 93,3%, de acordo com o Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Coagregacgdo de isolados de P. pentosaceus com L. monocytogenes ATCC 7644 (A),
L. sakei ATCC 15521 (B) e E. faecalis ATCC 19444 (C). Valores médios seguidos de mesma
letra ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

E importante ressaltar que os micro-organismos selecionados para esse teste
possuem caracteristicas particulares: L. monocytogenes ATCC 7644 é sensivel a
bacteriocinas e L. sakei ATCC 15521 e E. faecalis ATCC 19443 sdo resistentes a

bacteriocinas.
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Agregacdo entre mesmas células (autoagregacdo) e com organismos
geneticamente diferentes (coagregacao) sao critérios probioticos essenciais para manter
a populacdo bacteriana no intestino. A coagregacdo de BAL pode ser considerada uma
caracteristica positiva, uma vez que pode exercer efeitos antagonistas contra os agentes
patogénicos, como L. monocytogenes, atraves de mecanismos envolvendo a producao
de compostos antimicrobianos, tais como &cidos organicos, peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas, que competem pelo substrato (CHEN et al., 2007, DOS SANTOS et al.,
2014).

Os baixos niveis de coagregacdo com agentes patogénicos podem desempenhar
um papel importante na prevencdo da formacéo de biofilmes, e, desta forma, eliminar os
agentes patogénicos a partir do TGIl. A coagregacdo entre BAL e outras células,
especialmente, L. monocytogenes, pode ser considerada uma caracteristica positiva, uma
vez que é uma das etapas necessarias para a eliminacdo das culturas ndo desejaveis do
TGl (TODOROV & DICKS, 2008). Em contrapartida, os niveis mais elevados de
coagregacdo com L. sakei ATCC 15521, um micro-organismo ndo patogénico, pode
facilitar a presenca dos probioticos no TGl humano (TODOROV et al., 2011).

Segundo estudo de Todorov et al. (2011) com isolados de L. curvatus, L.
fermentum, L. delbrueckii, P. acidilactici e E. faecium foram observados baixos niveis
de coagregacdo com L. monocytogenes e E. faecalis ATCC 19443, mas altos niveis de
coagregacdo com L. sakei ATCC 15521. Dos Santos et al. (2014) observaram diferentes
niveis de coagregacdo de L. rhamnosus e L. plantarum com L. monocytogenes, sendo
que trés culturas de L. plantarum apresentaram maiores taxas de autoagregagédo e co-
agregacao com L. monocytogenes em comparagdo com a cultura L. rhamnosus e, ainda,
uma cultura L. plantarum apresentou autoagregagdo com valores superiores a 80%, e
coagregacdo com L. monocytogenes de até 60%. Vidhyasagar & Jeevaratnam (2013)
relataram que seus isolados de P. pentosaceus (cultura VJ13) agregaram com L.
monocytogenes e E. coli em 90% e 81%, respectivamente.

3.2.3 Desenvolvimento em diferentes concentracgdes de pH e bile

Todos os isolados de P. pentosaceus apresentaram desenvolvimento intenso
quando se adotou pH na faixa entre 6 e 10, sobretudo depois de 8 h (Figura 4 e Tabela
1). Por outro lado, verificou-se desenvolvimento inexpressivo dos isolados de P.
pentosaceus em faixa de pH entre 3e 5 e em pH 12.

A capacidade de sobreviver através da passagem do TGI e persistir

temporariamente no ambiente intestinal do hospedeiro sdo as principais caracteristicas
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funcionais de uma cultura probidtica (DOS SANTOS et al., 2014). Assim, devido as
condicBes do estbmago, onde o pH é cerca de 2,0, torna-se essencial selecionar
probidticos com alta tolerancia a condi¢fes acidas (BAUTISTA-GALLEGO et al.,
2013; PATEL et al., 2014). Da mesma forma, os sais biliares secretados para o intestino
delgado também representam um desafio para a sobrevivéncia bacteriana no TGlI,
assim, € importante selecionar isolados probidticos com resisténcia a altas
concentragOes de bile porque elas poderiam desenvolver-se melhor no intestino delgado
(TODOROV et al., 2011; BAUTISTA-GALLEGO et al., 2013).

No estudo de Brink et al. (2006) o desenvolvimento de L. plantarum, L. casei, L.
salivarius, L. curvatus, inclusive P. pentosaceus foi suprimido nas primeiras 10h de
incubacdo com pH 3,0, porém foi mais vigoroso em pH entre 5,0 e 6,5. Em ensaio in
vitro conduzido por Todorov et al. (2008), o desenvolvimento de varias culturas L.
plantarum, L. rhamnosus, L. pentosus e L. paracasei foi suprimido em pH 3,0 e 4,0,
com crescimento em pH entre 11,0 e 13,0 sendo registrado um crescimento fraco para
linhagens de L. paracasei, L. rhamnosus, L. plantarum e L. pentosus em pH 13,0.
Argyri et al. (2013) demonstraram que cinco culturas de L. plantarum apresentaram alta
resisténcia a pH baixo, resultado semelhante ocorreu com as culturas de referéncia L.
casei Shirota e L. ramnosus GG, que séo reconhecidas por manter a viabilidade em pH
2,5a4,0.
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Tabela 1. EquacOes da regressdo referentes ao desenvolvimento de seis isolados de P.

pentosaceus em caldo MRS, em funcdo do pH (x) e do tempo (h, y), e respectivos coeficientes

de determinacéo (R?).

Isolados Equacdes ajustadas R?
ActPd 50 = 10000 (05550 (55 0,95
Ac3Pd 50 — 0.9800~" (352 e 0,92
Ac4Pd 50 = 0,977e_ (x3§5724) +(% 81020%63)2 0,93
AcsPd 50 = 09056~ () (e Y] 0,86
AcTPd 50  0,9490 S| C5H5") () 093
Ac22Pd 50 — 13156 (5550 + ()’ 0,88

Observa-se, na Figura 5 e na Tabela 2, o desenvolvimento dos isolados de P.

pentosaceus quando submetidos a diferentes concentragdes de bile em funcéo do tempo.

Verificou-se desenvolvimento inexpressivo dos isolados de P. pentosaceus quando se

testaram concentracGes de bile equivalentes a 0,1%, 0,3%, 0,6% e 1%. Entdo, tais

condicdes sdo inadequadas para o desenvolvimento desses micro-organismos. Todavia,

todos os isolados se desenvolveram satisfatoriamente na auséncia de bile ao longo de 12

horas.

No estudo de Patel et al. (2014), verificou-se que nenhuma das culturas de

Lactobacillus spp., Weissella spp. e Pediococcus spp. mostraram desenvolvimento na

presenca de bile a 0,3%. Contudo, em outra pesquisa, todas as culturas de L. rhamnosus

e L. plantarum resistiram bem ao fluido entérico simulado contendo 0,5% de sais
biliares (DOS SANTOS et al., 2014).
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Tabela 2. EquacGes da regressdo referentes ao desenvolvimento de seis isolados de P.
pentosaceus em caldo MRS, em funcdo da concentracdo de bile (%, X) e do tempo (h, y), e
respectivos coeficientes de determinagéo (R?)

Isolados Equacdes ajustadas R?
AclPd DO = 0,525 — 1,030x + 0,845x2 — 0,015y + 0,002y? | 0,44
Ac3Pd DO = 0,528 — 0,732x + 0,526x2 — 0,018y + 0,002y | 0,40
Ac4Pd DO = 0,617 — 1,220x + 0,950x? — 0,029y + 0,002y? | 0,51
Ac5Pd DO = 0,549 — 0,887x + 0,626x? — 0,022y + 0,002y | 0,56
Ac7Pd DO = 0,556 — 1,140x + 0,922x% — 0,023y + 0,002y2 | 0,45
Ac22Pd DO = 0,482 — 1,399x + 1,263x2 + 0,007y 0,69

Ressalta-se que o pH utilizado para a selegdo de probidticos potenciais é muito
seletivo e ainda ndo é o valor de pH mais comum no estdmago humano porque a
alimentacdo pode altera-lo. Por isso, esse valor apenas assegura 0 isolamento de
tolerantes ao acido. Deve-se salientar que as culturas probioticas podem ser tamponadas
por alimento ou outro suporte de matriz molecular apds o consumo e, desse modo, ndo
vao ser expostas ao pH do estdmago. De maneira analoga, alguns componentes dos
alimentos poderiam proteger e promover a resisténcia da cultura ao sal biliar (ARGYRI
etal., 2013; BAUTISTA-GALLEGO et al., 2013).

3.2. 4 Avaliacdo da atividade da enzima f-galactosidase
Todas as culturas testadas ndo apresentaram mudanca de cor, o que indica

resultado negativo para producéo de B-galactosidase. Essa atividade é considerada uma
caracteristica positiva em isolados probidticos (BELICOVA et al., 2013) e de culturas
iniciadoras, dando-lhes como vantagens o crescimento e a proliferagdo no leite. Essa
atividade é essencial para remover o acucar do leite, permitindo que individuos com
intolerdncia a lactose possam consumir o produto (ROSSETO et al., 2012,
VIDHYASAGAR & JEEVARATNAM, 2013).

Além disso, a capacidade de fermentar a lactose € uma importante propriedade
tecnoldgica para as BAL, pois assim podem ser amplamente empregadas na industria de
laticinios, uma vez que tem implicacdes para os atributos sensoriais dos produtos
lacteos. Em estudo de Dos Santos et al. (2014), um isolado de L. rhamnosus também
apresentou resultado negativo para esse teste. Na andlise de Vidhyasagar & Jeevaratnam
(2013), entre isolados P. pentosaceus, o isolado VJ49 produziu o valor maximo de f3-

galactosidase.
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3.2.5 Resisténcia aos antimicrobianos e medicamentos
No presente estudo, todos os isolados de P. pentosaceus foram resistentes a

oxaciclina, sulfatrimetoprim e vancomicina. Porém, foram sensiveis a cloranfenicol e
tetraciclina. Em relacdo a penicilina G, as culturas apresentaram resultado variado
conforme apresentado na Tabela 3.

Medicamentos antimicrobianos podem reduzir os efeitos das BAL e ainda
podem torna-las resistentes. Outro problema relacionado é que pode haver a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia das BAL para as outras bactérias
presentes no TGl humano (DICKS et al., 2009; TODOROQV et al., 2011). A resisténcia
pode ser inerente a um género ou espécie bacteriana, mas também pode ser por meio de
intercambio de material genético, mutacGes e incorporacdo de novos genes (AMMOR et
al., 2007). A transferéncia de culturas iniciais ja foi documentada por Levy e Marshall
(2004).

Tabela 3. Efeito de antibi6ticos no desenvolvimento de P. pentosaceus apresentados como “R”-
resistente, “S”-sensivel e “I”’-intermediario.
Isolados AclPd | Ac3Pd | Ac4Pd | Ac5Pd | Ac7Pd | Ac22Pd
Tetracicllina S S S S S S
Oxaciclina
Sulfatrimetoprim
Vancomicina
Cloranfenicol
Penicilina G

nw un ool

R R
R R
R R
S S
| I

D|ln| 0|00

R R
R R
R R
S S
| I

A resisténcia de BAL aos antibidticos glicopéptidos como a vancomicina €
descrito como intrinseco de acordo com Franz et al. (2005). No estudo de Dos Santos et
al. (2014), culturas de Lactobacillus spp. apresentaram um alto nivel de resisténcia para
vancomicina. Danielsen & Wind (2003) também encontraram resisténcia para este
antibidtico entre a maioria de L. rhamnosus e L. plantarum. Ja foi relatado que culturas
de Pediococcus spp. sdo resistentes a vancomicina (ZHOU et al., 2005). De acordo
com lvanova et al. (2013) como os pediococos sdo resistentes a vancomicina podem ser
confundidos com enterococos em analises de rotina, e isso acarretaria a subnotificagdo
de Pediococcus spp. em ambientes clinicos.

No estudo de Hummel et al. (2007) duas culturas de Pediococcus (P. acidilactici
e P. pentosaceus) mostraram baixa resisténcia a tetraciclina, porém P. pentosaceus foi
resistente a ampicilina. Dos Santos et al. (2014) relataram que todas as culturas testadas
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demonstraram susceptibilidade a penicilina G, ao cloranfenicol e a tetraciclina,
entretanto, apresentaram resisténcia ao cotrimoxazol (sulfatrimetoprim). Por outro lado,
Belicova et al. (2013) descreveram que todas as linhagens de L. plantarum foram
sensiveis a ampicilina, gentamicina, tetraciclina e cloranfenicol. Todorov et al. (2007)
relataram que a cultura L. lactis subsp. lactis foi sensivel a maioria dos antibioticos
testados, mas resistente a oxacilina, sulfatrimetoprim e tetraciclina. Isso demonstra a
variacdo de resisténcia para género e espécie.

Sabe-se que a introducdo comercial de probidticos contendo culturas resistentes
a antibioticos pode ter consequéncias negativas, por exemplo, quando a resisténcia €
transferida para patdgenos intestinais. Contudo, as vezes a resisténcia aos antibioticos
pode ser considerada como intrinseca ou natural porque ¢é codificada
cromossomicamente e, desse modo, nao transmissivel (ARGYRI et al., 2013). O estudo
de Morrow et al. (2012) demonstrou que o0s genes de lactobacilos resistentes a
vancomicina sdo também cromossémicos e, assim, ndo sdo transferiveis facilmente para
outras espécies.

Por razbes de seguranca, a auséncia de resisténcia das BAL aos antimicrobianos
¢ de suma importancia para serem usadas como culturas iniciais ou co-culturas.
Entretanto, neste estudo as culturas de P. pentosaceus apresentaram uma baixa
porcentagem de sensibilidade a todos os antibidticos testados.

E importante determinar também o efeito de diversos medicamentos e a
sobrevivéncia das culturas probioticas. Todas as culturas avaliadas foram resistentes a
maioria dos medicamentos testados, com excec¢do de amoxicilina tri-hidratada (500 mg)
e ibuprofeno (600 mg). Como o protocolo do CLSI é basicamente de antimicrobianos,
para os outros tipos de medicamentos apenas observou-se a formacdo do halo de
inibicdo.

Todos os isolados apresentaram sensibilidade a amoxicilina tri-hidratada, o que é
um bom resultado. Ha estudos como de Botes et al. (2008) que relataram culturas de L.
casei Shirota sendo inibidas por diversos antibidticos comerciais, inclusive a
amoxicilina.

O ibuprofeno, um anti-inflamatério néo esteriodal (AINE), que ja foi relatado
em outro estudo, inibiu o crescimento de L. lactis subsp. lactis (TODOROV et al.,
2007). A interferéncia de outros farmacos AINE como o diclofenaco, também foi
relatada em outros estudos. Todorov & Dicks (2008) observaram que este farmaco

inibiu o crescimento de L. plantarum, E. faecium e Leuc. mesenteroides subsp.
35



mesenteroides. Carvalho et al. (2009) descreveram que L. casei Shirota e L. casei foram
inibidos por medicamentos contendo diclofenaco ou ibuprofeno. Assim, a acéo dessas
substancias no TGl pode afetar o potencial das BAL. Entretanto, a dose diaria

recomendada talvez nem afetasse a sobrevivéncia das BAL em testes in vivo.

3.3 Avaliacéo do Potencial Tecnoldgico
Os resultados da caracterizacdo do Potencial Tecnoldgico (Capacidade de

acidificacdo; Producdo de EPS e Diacetil; e Atividade Proteolitica Extracelular) estdo

contidos na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacdo do Potencial Tecnoldgico de P. Pentosaceus isolados de leite de
ovelha

~ . Desenvolvimento em
Producdo | Atividade

Capacidade de | Producdo . . diferentes

Isolados p_ e ¢ de Proteolitica | Autolise** ~
Acidificacdo EPS * " concentracdes

Diacetil* | Extracelular NaCI***

pH no leite em
p6 desnatado
reconstituido

Oh | 6h | 24h 24h 0% | 4% | 6% | 10%

AclPd |6,45|6,19] 4,68 - - 22,55 |44+ [+t [+ ]+

ACSPd 6545 6526 5126 - - 29,27 +++ | +++ | +++

AcdPd | 6,45|6,23] 5,10 - - 26,70 | +++ | ++ | +++

Ac5Pd | 6,45 6,21 4,64 - 23,48 | +++ | ++ | +++

Ac7Pd | 6,456,22| 4,73 - - 25,90 | +++ | ++ | +++

A+ +]+]|+]+
1
++]+]| +

Ac22Pd | 6,45|6,17| 4,95 - - 23,23 |+t |+t |+

* Resultado positivo (+), resultado negativo (-)

** Percentual de autolise foi determinada como 100-A1/A2x100, onde Al representa o tempo 0 e A2 representa o
tempo 24h medido durante a incubacéo.

*** Medigdo do desenvolvimento em NaCl pelo método espectofotdmetro DO 650 < 0,1=(+); DO 650<0,5=(++); DO
650>0,5=(++1)

3.3. 1 Capacidade de acidificacéo
Nesta pesquisa, nenhuma cultura foi capaz de reduzir significativamente o pH

apos 6h e apresentaram alta acidificacdo do leite somente apos 24h. Diversos estudos
corroboram com esses resultados, pois demonstraram também que a maioria dos
isolados de laboratdrio sdo inicialmente lentas na producdo de &cidos (FRANCIOSI et
al., 2009; MORANDI et al., 2011; DAL BELLO et al., 2012, PICON et al., 2015).
Segundo Ribeiro et al. (2013), micro-organismos com baixa capacidade de acidificagéo
podem ser usados como organismos auxiliares, dependendo de outras caracteristicas.

A répida queda do pH é muito importante durante a producdo do queijo, que
contribui com a sua textura e o sabor, e, ainda, para controlar micro-organismos

indesejaveis e patogénicos (PERIN et al., 2016). Além disso, pode contribuir ndo sé
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para a conservacéao de propriedades organolépticas, mas também para estender a vida de
prateleira de alimentos fermentados (BERESFORD et al., 2001; SALVUCCI et al.,
2016). De acordo com Beresford et al. (2001), culturas iniciadoras devem ser capazes
de produzir &cido suficiente para reduzir o pH do leite para 5,3 ou inferior, depois de 6h
a 30 até 37°C.

3.2.2 Producéo de exopolissacarideos (EPS)
Neste teste, as coldnias positivas deveriam apresentar uma aparéncia viscosa, 0

que ndo foi verificado no presente estudo. Nenhuma das culturas estudadas apresentou
tal capacidade, assim como no estudo de Franciosi et al. (2009), Dal Bello et al. (2012),
Perin et al. (2016).

A geracdo de polissacarideos extracelulares - EPS é considerada um importante
recurso para culturas utilizadas em ambientes lacteos, principalmente, na producdo de
iogurtes. Durante este processo, eles auxiliam as caracteristicas reoldgicas do produto,
como, por exemplo, aumentam a viscosidade e melhoram a ligagdo de &gua. Assim,
criam uma textura lisa e cremosa e, ainda, podem conferir efeitos benéficos para a saude
(BROADBENT et al., 2001; FRANCIOSI et al., 2009; PERIN et al., 2016). Além
disso, a producdo de EPS pelas BAL pode aumentar a eficiéncia na adeséo do trato
gastrointestinal (DE PALENCIA et al., 2009).

3.3.3 Producéo de diacetil
Todos os isolados do P. pentosaceus foram capazes de produzir diacetil. No

estudo de Perin et al. (2016), os isolados de L. lactis subsp. lactis e de Enterococcus
spp. também foram capazes de produzir diacetil. Resultado similiar foi observado em
estudo de Dal Bello et al. (2012), no qual de 20 isolados de L. lactis testados, sete
apresentaram niveis elevados de diacetil.

O diacetil é um composto volatil e aromatizado gerado como um produto final
da conversdo de citrato em piruvato, o que contribui para “flavour”, uma interagcdo de
gosto e cheiro, além de contribuir com aroma e sabor na manteiga, no "buttermilk™ e em
outros produtos lacteos (LEROY & DE VUYST, 2004; PERIN et al., 2016) e ainda
pode influenciar a textura e o aroma de produtos fermentados (RIBEIRO et al., 2013).
A producéo de diacetil é considerada cultura-dependente, porque nem todas as BAL tém
capacidade de metabolizar o citrato. Portanto, este comportamento pode diferir entre as
espécies e as culturas (PERIN et al., 2016).

Além disso, sabe-se que as BAL homofermentativas transformam o aglcar em

acido lactico, resultando numa répida acidificagdo da matéria-prima e produzindo outros
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metabolitos, como etanol, diacetil, acetato, acetaldeido, e outros, que melhoram o sabor,
a textura, 0 armazenamento e a seguranca dos produtos finais. Por isso, estratégias que
visem uma modificacdo direta do equilibrio tém levado a superproducdo dos desejados
acima mencionados. Exemplos incluem o aumento da producao de diacetil por L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetilactis no “buttermilk por redirecionamento de catabolismo
de piruvato (LEROY & DE VUYST, 2004).

3.3. 4 Atividade proteolitica extracelular

Nenhuma cultura apresentou formacédo de halos transparentes nas placas, o que
representa resultado negativo para o teste de atividade proteolitica extracelular. A
atividade proteolitica € uma propriedade essencial para culturas iniciadoras, uma vez
que contribui para o sabor e para a textura do produto (RIBEIRO et al., 2013).

Durante a maturacdo do queijo, varios compostos aromaticos sdo gerados devido
a acdo de enzimas do leite como, por exemplo, as enzimas proteoliticas que sdo
derivadas das BAL presentes no queijo. A atividade proteolitica de BAL consiste na
acao de proteinases e peptidases, que hidrolisam a caseina em pequenos peptideos e
aminoéacidos livres, 0 que gera a maior parte dos precursores aromaticos, influenciando
as caracteristicas de sabor em iogurte e queijos. Além disso, o sistema proteolitico das
BAL pode contribuir para a liberacdo de peptideos bioativos que pode melhorar a
absorcédo no trato intestinal, ao funcionar como carreadores de minerais, especialmente,
o calcio (LEROY & DE VUYST, 2004). Dessa forma, as enzimas proteoliticas
desempenham um papel importante na fermentacdo dos produtos lacteos (PERIN et al.,
2016).

No entanto, é preferivel ndo utilizar culturas com elevada atividade proteolitica
para a producdo de alguns tipos de queijo, porque a prote6lise excessiva pode produzir
peptideos, que conferem sabor amargo, e outros compostos indesejaveis ou, a hidrélise
excessiva de caseina que pode gerar problemas na textura do queijo (NIETO-ARRIBAS
et al., 2009, PERIN et al., 2016).

No estudo de Perin et al. (2016) alguns isolados de Enterococcus e L. lactis
subsp. Lactis ndo apresentaram atividade proteolitica extracelular. Resultado similiar foi
encontrado para alguns isolados de Enterococcus e L. lactis em outras pesquisas (Dal
Bello et al., 2012, Ribeiro et al., 2013). Os resultados das atividades proteoliticas por
diferentes autores devem, contudo, ser tomadas com cautela devido a diferengas nos
métodos utilizados (PICON et al., 2015).
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3.3. 5 Autdlise

As porcentagens de autOlise apds 24h apresentadas pelas culturas de P.
pentosaceus sdo mostrados na tabela 4. Apos esse periodo, os isolados apresentaram
uma capacidade de realizar autolise que variou de 22% a 29%.

A autolise das BAL favorece o acesso das peptidases intracelulares aos seus
substratos, mas também acelera a maturagdo dos queijos. Os peptideos e aminoécidos
gerados também contribuem para sabor especifico do queijo (PIRAINO et al., 2008). As
células bacterianas intactas sdo necessarias para as atividades fisiologicas, tais como
fermentacdo e remocao de oxigénio de lactose, e por uma serie de reagcdes de sabor.
Entretanto, a principal consequéncia da autdélise no queijo é acelerar as reacGes
peptidoliticas (PERIN et al., 2016).

Em comparacdo com outros trabalhos como de Perin et al. (2016), a autdlise
para o isolado L. lactic subsp. lactis foi de 16,45%, apds 24h. No estudo de Dal Bello et
al. (2012), a capacidade de autdlise variou entre 20% e 40% para todas as culturas de L.
lactis, apds 24h. A pesquisa de Mora et al. (2003) demonstrou que a caracteristica
autolitica é amplamente distribuida entre as espécies de P. acidilactici e P. pentosaceus.

Embora a autdlise das culturas “starters” seja benéfica, se for muito rapida,
podem ocorrer consequéncias indesejaveis, tais como a producdo de acidos e remogao
insuficiente de lactose residual. Na pratica, um equilibrio na autélise é necessario para a
maturacdo ideal de determinados queijos e para o desenvolvimento do sabor. Além
disso, isolados com baixa atividade autolitica podem ser desejaveis, pois se produzirem
bacteriocinas ou outra atividade antagonista podem sobreviver por mais tempo no

produto e continuar a produzir tais atividades (PERIN et al., 2016).

3.3.6 Desenvolvimento em diferentes concentracdes de NaCl
A tolerancia apresentada pelos isolados de P. pentosaceus para as diferentes

concentragdes de cloreto de sodio (4%, 6% e 10%) esta contida na Tabela 4.

O desenvolvimento em meio MRS sem NaCl e com NaCl 4% néo foi
significativamente diferente (p <0,05). Resultado semelhante foi encontrado em
diversas pesquisas nas quais a maioria dos isolados testados foram capazes de crescer
em concentracdo de 4% (DAL BELLO et al., 2012, PERIN et al., 2016).

Observou-se desenvolvimento de todos os isolados em NaCl a 6%. No estudo de
Salvucci et al. 2016, cerca de 88% das culturas avaliadas foram capazes de crescer na
presenca de 6,5% de NaCl, porém os autores ndo observaram crescimento de P.

pentosaceus nessa concentracdo. No estudo de Dal Bello et al. (2012), nenhum dos
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isolados foi capaz de crescer em concentracfes acima de 6%. Na pesquisa de Perin et al.
(2016), a adicdo de NaCl a 6 e 10% (p/ v) resultou em crescimento menor quando
comparados ao grupo controle.

Na concentragdo de NaCl 10% o desenvolvimento dos isolados foi
significativamente menor quando comparado as demais. Ribeiro et al. (2013), relataram
que apenas um isolado de E. faecalis apresentou baixo crescimento & maior
concentracéo de sal testado (10%), sendo que a maioria foi resistente.

A capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia de BAL em diferentes concentracdes
de sal é importante, especialmente na producdo de determinados tipos de queijos e
também para outros alimentos que contenham elevadas concentragdes de sal. Além
disso, o crescimento em meios com alto teor de sal é desejavel para culturas iniciadoras,
uma vez que o NaCl é um dos aditivos mais importantes para a conservacdo de
alimentos (SALVUCCI et al., 2016).

4. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que os isolados de P. pentosaceus provenientes de
leite de ovelha sdo seguros em relacdo aos fatores analisados, entretanto, demonstraram
limitada aplicacdo como probi6ticos, por ndo apresentarem caracteristicas essenciais
como a sobrevivéncia em ambiente &cido. Na avaliacdo do potencial tecnoldgico os
isolados também ndo apresentaram resultados necessarios para serem utilizados na

producdo de derivados do leite.
5. CONSIDERAC}()ES FINAIS

Em relacdo aos medicamentos, é importante salientar que o uso indiscriminado
de antimicrobianos pode levar a resisténcia de multiplos farmacos, por isso muitas vezes
€ necessario encontrar tratamento alternativo para combater infecgdes e, assim, também
diminuir a resisténcia das BAL.

A presente pesquisa fornece evidéncias de que o leite de ovelha pode ser
considerado como fonte apropridada de culturas BAL. Deve-se ressaltar ainda, que os
dados gerados foram obtidos a partir de testes in vitro e se os testes fossem realizados in
vivo, 0s resultados poderiam ser diferentes. Como futuras perspectivas de pesquisas,
pretende-se iniciar estudos de melhoramento genético, de forma a alterar caracteristicas

dos isolados para que eles apresentem condigdes de utiliza¢cdo como probioticos.
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