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Resumo

Foram analisadas oito amostras de kefir produzidos artesanalmente na regido
noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras coletadas foram
cultivadas em laboratério e de cada amostra foram realizadas contagens de bactérias
acido-laticas e isoladas cinco colbnias. Posteriormente foram realizados testes
fenotipicos de morfologia, coloragdo de Gram e catalase. Os isolados que
apresentaram caracteristicas de bactérias acido-laticas foram submetidas aos testes
de atividade antagOnica frente a bactérias patogénicas, resisténcia a sais biliares e
condicBes de pH acido. Com a realizacdo deste trabalho, foi possivel observar que o
kefir artesanal cultivado e consumido na regido de estudo tem caracteristicas
semelhantes entre as diferentes amostras, onde os isolados apresentaram um
incipiente potencial probidtico. No entanto, sugerem-se mais estudos, especialmente
em relacdo ao comportamento microbiolégico para avaliar detalhadamente parametros
que classifique esse alimento como funcional.

Palavras-Chave: Antagonismo, legislacdo, probibtico, resisténcia a pH 4&cido,
resisténcia a sais biliares.

1. Introducéo

Nas Ultimas décadas, as exigéncias dos consumidores de alimentos mudaram
consideravelmente. Os consumidores acreditam cada vez mais que o0s alimentos
contribuem diretamente para a sua saude [1, 2]. Alimentos hoje ndo se destinam
apenas em satisfazer a fome e fornecer os nutrientes necessarios aos seres humanos,
mas também, para prevenir doencas relacionadas a nutricdo e melhorar o fisico e o
bem-estar mental dos consumidores [3, 4, 5]. Desta forma, os alimentos funcionais
desempenham um papel importante no aumento da procura destes produtos devido ao
aumento do custo dos cuidados de salde, o aumento constante da expectativa de vida
e do desejo das pessoas com idade mais avancada de melhorar sua qualidade de vida
[6, 7, 8]. Apesar dos beneficios a saude devido a ingestdo de alguns alimentos ja ser
conhecido ha muito tempo, os estudos sobre esses alimentos, denominados de
funcionais, é recente.

O kefir € um produto lacteo com caracteristica Unica, em virtude da combinag¢édo do
acido lactico e fermentacdo alcoolica da lactose no leite. E produzido pela atividade
microbiana simbiotica dos grédos de kefir que tém um equilibrio relativamente estavel e
especifico de bactérias do acido lactico e leveduras [9, 10]. O leite é fermentado com
uma microbiota mista confinada a uma matriz de graos de kefir descontinuos, que séo
recuperados depois da fermentacgéo [11].
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Diversos autores tém relatado os beneficios que esse produto apresenta, dentre eles:
reducdo dos efeitos de intolerAncia a lactose, imunomodulacdo, protecdo contra
microrganismos  patogénicos, balanco da microbiota intestinal, atividade
anticarcinogénica, regeneracdo hepética, entre outros. Da mesma forma, € constatado
que até os dias de hoje o consumo do kefir na sua forma microbiana classica, ndo
demonstrou caracteristicas patogénicas e foi capaz de suprimir o crescimento de
alguns patdgenos como Salmonella e Shigella [12, 13].

O kefir ainda hoje € utilizado no Brasil como um produto da medicina popular, tendo
hoje diversos efeitos probidticos relacionados a sua utilizagdo. As caracteristicas do
produto dependem do tipo de substrato (leite) utilizado, do processo de producéo e da
composi¢cdo de microrganismos presente nos graos [14]. No entanto, o kefir, como
bebida fermentada, tem divulgacdo recente no Brasil, em 2018 comecou sua
comercializagdo, até entdo, sua fabricagdo e consumo eram exclusivamente
artesanais, sendo obtido pela fermentacdo do grdo em leite ou em agua adicionada de
acucar mascavo.

A maioria das pessoas em nosso pais desconhece o produto, bem como os possiveis
beneficios da inclusdo deste alimento probidtico na dieta [14, 15]. Existe legislacdo
especifica para o kefir, o Artigo 386 do Decreto n® 9.013, de marco de 2017 (RIISPOA)
define leites fermentados, o que inclui o kefir, como produtos lacteos ou produtos
lacteos compostos obtidos por meio da coagulacéo e da diminuicdo do pH do leite ou
do leite reconstituido por meio da fermentacdo lactea, mediante acdo de cultivos de
microrganismos especificos, com adigdo ou ndo de outros produtos lacteos ou de
substancias alimenticias, sendo considerados leites fermentados o iogurte, o leite
fermentado ou cultivado, o leite aciddfilo ou acidofilado, o kumys, o kefir e a coalhada
[16].

A Instrucdo Normativa n°® 46, de 23 de outubro de 2007 estabelece a definicdo de kefir
como o leite fermentado cuja fermentagdo se realiza com cultivos acido-lacticos
elaborados com gréos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc,
Lactococcus e Acetobacter com producdo de acido lactico, etanol e dioxido de
carbono. Os graos de Kefir sdo constituidos por leveduras fermentadoras de lactose
(Kluyveromyces marxianus) e leveduras n&o fermentadoras de lactose
(Saccharomyces omnisporus e Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus),
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius subsp thermophilus
[17].

Algumas empresas ja comercializam a cultura starters liofilizadas de kefir contendo
bactérias acido-laticas (BALs) como Lactococcus lasctis subsp., Leuconostoc sp.,
Lactobacillus sp., Streptococcus thermophillus, microflora de graos de kefir e leveduras
[18].

As BALs séo encontradas em abundéancia no kefir e constituem sua microbiota natural.
Trata-se de um grupo de microrganismos Gram-positivos comumente utilizados na
industria de laticinios na elaboracéo de produtos lacteos fermentados, como queijos e
iogurtes [19, 20]. Produzem um grande numero de enzimas glicoliticas, proteoliticas e
lipoliticas, transformando os nutrientes do meio em compostos com propriedades
sensoriais complexas, 0s quais modificam gradativamente a textura e o aroma dos
alimentos fermentados [21, 22, 23].

Atividades antag0bnicas de cepas probibticas sdo essenciais para prevenir a infeccao
ou invasdo de bactérias patogénicas. As cepas do género Bacillus, por exemplo, sdo
conhecidas por produzir uma ampla gama de substancias antimicrobianas, incluindo
antibidticos peptidicos e lipopeptidicos [24, 25]. E reconhecido o papel da alimentacg&o
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na promo¢do da saude e protegcdo contra doencas. A comunidade cientifica ja
reconhece que os efeitos da alimentacdo inadequada em etapas precoces da vida
podem acarretar consequéncias na saude na vida adulta [26, 27].

Desta forma, este trabalho tem como objetivos estudar as caracteristicas do kefir
produzido na regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, a fim de estabelecer
uma identidade inicial da “house flora” dos gréos de kefir, avaliando seu potencial
probiodtico, através de teste de antagonismo frente a bactérias patogénicas e testes de
resisténcia a condi¢cdes acidas e sais biliares, para selecionar cepas que servirdo de
starter na elaboracdo de produtos lacteos funcionais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Matérias-primas

Foram coletadas oito amostras de kefir, oriundas de producdo caseira da regido
noroeste do estado do Rio Grande do Sul.

Fabricacao do leite fermentado:

A fabricacdo dos leites fermentados foi feita no laboratério de microbiologia do IF
Farroupilha — Campus Santo Augusto. Para a fabricacdo dos mesmaos, utilizou-se leite
integral UHT (Santa Clara®) a temperatura ambiente (2512 °C). Em ambiente
asséptico o leite foi transferido para oito shots e, inoculou-se assepticamente os graos
das amostras de kefir na proporcao de 10% do volume de leite. Em seguida, as
amostras (leite + graos de kefir) foram incubadas em estufa a 27 °C em over night
(aproximadamente 12 horas), até pH 4,5, monitorando através de medida em
potencidometro digital de hora em hora, apés as 8 primeiras horas de fermentacao.

2.1.1. Determinagédo da atividade antagonista das BALs frente a microrganismos
patogénicos

A partir dos 8 isolados de bactérias laticas foram coletadas cinco colonias
aleatoriamente totalizando quarenta aliquotas, estas foram purificadas em agar MRS
(Oxoid®) e avaliadas quanto a morfologia, coloracdo de Gram e catalase.
Posteriormente, os isolados identificados como Gram positivos e catalase negativa,
foram transferidos para caldo MRS (Oxo0id®), onde foram cultivadas por 18 — 24h e,
ainda com a cultura fresca, foi realizada a determinacéo da atividade antagonista [28].

A atividade antagonista foi testada frente a linhagens de referéncia Gram positivas:
Listeria monocytogenes ATCC 7466 e Staphylococcus aureus ATCC 1901, bem como
Gram negativas: E. coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC 13076 e
Salmonella enteritidis ATCC 13076.

O teste de antagonismo e a leitura dos halos de inibicdo foram realizados de acordo
com o teste da gota (spot-on-the-lawn) proposto por Jacobsenet al. [29]. Uma aliquota
de 5 pL de cada cultivo, em caldo MRS (Oxoid®), foi inoculada, em forma de gotas,
em placas contendo 4gar MRS (Oxoid®). ApGs a absorgdo das gotas, as placas foram
incubadas a 35 °C em jarra de anaerobiose por 24 h. Decorrido este periodo, cada
placa recebeu uma sobrecamada de 10 mL de agar BHI (Ox0id®) semi-solido (0,8%)
contendo aproximadamente 10° UFC/mL da cultura de referéncia previamente
cultivada em caldo BHI (Oxoid®) por 24 h. Apo6s a solidificacdo do meio, as placas
foram incubadas, em aerobiose, a 35 °C por 24 h. O resultado positivo para atividade
antagonista em relacdo a cultura de referéncia e controle positivo foi determinado pela
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formacdo de halo de inibigdo. O didmetro dos halos foi medido utilizando um
paquimetro digital 200 MM™®” (Marca Marberg® — China).

2.1.2. Resisténcia a condi¢cdes acidas e sais biliares

A resisténcia dos isolados sob diferentes condi¢bes acidas foi utilizada como critério
de selegdo dos isolados mais resistentes para realizagdo sequencial dos demais
experimentos, ja que inicialmente as BALs probidticas devem resistir as condi¢des
acidas estomacais. Ressalta-se que esta é uma condicdo essencial quando 0s micro-
organismos nao sdo protegidos por meio de encapsulacdo. Assim, a resisténcia dos
isolados foi avaliada em caldo MRS (pH 6,5) (Oxo0id®) ajustado a pH 2 e 2,5 com HCI
concentrado e, ainda, a pH 2,5 + pepsina (Sigma®) (3 mg/mL).

A avaliagdo da tolerdncia bacteriana a sais biliares foi realizada em caldo MRS
(Oxo0id®) suplementado com bile bovina (Sigma®) a 0,3% e 1,0% (m/v). Apés
preparagdo dos caldos, conforme tratamentos mencionados anteriormente, culturas de
24 h com concentracdo final entre 10° e 10’ UFC/mL foram inoculadas. A
sobrevivéncia sob diferentes condicdes foi avaliada por contagem em placas com
limite de detec¢éo de 1,7 log;o UFC/mL, ambas as avalia¢gdes seguiram o protocolo de
Perelmuter et al. [30]. O percentual de sobrevivéncia dos isolados frente as diferentes
condi¢des acidas e aos sais biliares foi calculado com base nas contagens de células
viaveis iniciais, anterior ao periodo de incubacao.

3. Resultados e Discussao
3.1. Isolamento

Foram selecionadas e purificadas 40 colbnias caracteristicas de BALs das placas de
agar MRS utilizadas para o isolamento. Destas, 100% sobreviveram e foram
submetidas a caracterizagdo morfologica e teste da catalase. Observou-se, entdo, que
todos os isolados apresentaram morfologia de cocobacilo, Gram positivos e catalase
negativos.

Segundo Moraes et al. [31], a populagdo microbiana de cada produto lacteo varia de
acordo com a regido geografica onde este é produzido, podendo ser atribuidas
variagbes em razdo do leite utilizado, do clima predominante e dos métodos
empregados no processamento. Sabe-se que a microbiota nativa encontrada em
produtos provenientes de fermentacdo natural de alimentos de origem animal €
bastante diversificada.

3.1.1.Determinacado da atividade antagonista das BALs frente a microrganismos
patogénicos

Foram testados cinco isolados de cada amostra, conforme Tabela 1, onde foi possivel
observar a formacdo de halos de inibicho em todos os isolados. Os resultados
demonstram que a sensibilidade as substancias produzidas pelas bactérias lacticas e
liberadas no meio extracelular varia de acordo com o patégeno e com o isolado do
kefir. Muitas espécies de BALs séo capazes de produzir uma variedade de compostos
antimicrobianos, como &cidos organicos, diéxido de carbono, etanol, polissacarideos e
bacteriocinas que apresentam potencial no controle de patdgenos e bactérias de
deterioracdo durante a produgdo e armazenamento dos alimentos [32].

A acado antagonista de BALs nativas ja foi descrita por diversos autores [33, 34, 35, 36,
37], principalmente em relacdo a patdégenos Gram positivos. A presenca da dupla
camada lipidica (membrana externa) de bactérias Gram negativas impede a interagcdo
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das substancias antagonistas especificas, como bacteriocinas, com a parede e a
membrana plasmatica. Porém, outros trabalhos demonstram a existéncia de BALs
nativas com potencial antagbénico também contra patdégenos Gram negativos [35, 38].

As médias dos halos de inibicdo observadas frente ao Clostridium sp., Salmonella
typhimurium, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
foram, respectivamente 19,76 mm, 26,38 mm, 25,60 mm, 19,57 mm e 20,67 mm. A
diferenca nas medidas dos halos de inibicdo dos isolados € sugestiva de que 0s micro-
organismos pertencem a diferentes espécies ou linhagens, onde houve variacao
inclusive em cepas isoladas da mesma amostra de leite fermentado.

Em estudos similares, Santos et al. [39], trabalhando com microrganismos de gréos de
kefir, isolaram Lactobacillus com atividade antimicrobiana contra E. coli, L.
monocytogenes, S. typhimurium e S. enteritidis observaram maiores halos de inibigdo
contra L. monocytogenes. Ja Dias [40], em estudo similar obteve maiores halos de
inibicdo contra Salmonella enteriditis, enquanto no presente estudo foi observado
maiores halos de inibicdo das cepas de BALs isoladas frente & bactéria Salmonella
typhimurium, o que pode ser justificado pela ampla diversidade dessas bactérias, que
se diferenciam pelo modo de cultivo, origem geogréfica, entre outros fatores.

3.1.2. Resisténcia a condi¢cdes acidas e sais biliares

Para a triagem inicial de potenciais bactérias probidticas, testes in vitro séo
recomendados pela FAO/WHO [41].

As bactérias probiéticas fornecidas por meio de sistemas alimentares devem primeiro
sobreviver durante a passagem pelo trato gastrintestinal para, entdo, persistirem no
intestino e promover efeitos benéficos ao hospedeiro. Para isso, devem apresentar
como critérios funcionais: tolerancia a acidez e a sais biliares e capacidade de adesao
a mucosa intestinal. Adicionalmente, atividade antagonista é outro requisito
fundamental para a sobrevivéncia no intestino [42, 43, 44].

3.1.3. Tolerancia ao pH acido

Antes das culturas probioticas serem capazes de exercer efeito no intestino, devem
permanecer vivas durante a ingestdo em ambientes agressivos do trato gastrintestinal,
que inclui condicBes acidas do estdbmago. A sobrevivéncia dos microrganismos no
suco gastrico depende de sua capacidade de tolerar pH acido. Nas Figuras que
seguem (1, 2, 3, 4 e 5) estdo apresentados o comportamento somente dos isolados
gue suportaram os tratamentos frente aos diferentes tempos e pHs.

Cepa Clostridium  Salmonella Salmonella  Listeria Staphylococcus
sp. typhimurium  enteritidis monocytogenes  aureus
KO1A 18,72+0,51 22,19+0,03 19,85+0,14 13,07 +0,00 26,73 +0,12
KO1B 25,25+0,71  27,09+0,23 17,76+0,28 13,00 +0,50 16,32 £0,45
KO1C 27,11+0,21  25,28+0,31 19,46+0,04 12,81 +0,20 22,72 0,54
KO1D 25,02+0,92 32,2040,01 16,54+0,63 14,22 +0,10 26,52 +0,78
KOlE 24,66+0,25 20,51+0,98 13,86+0,35 13,96 +0,10 23,95 +0,08
KO2A 15,73+0,20 24,24+0,57 34,84+0,09 22,15 +0,47 24,48 +0,36
KO2B 17,12+0,01 32,43+0,51 33,03+0,73 21,47 0,25 22,61 0,11
KO2C 16,21+0,72  30,88+0,62 33,52+0,56 19,82 +0,90 23,12 +0,01
KO2D 14,12+0,02 15,20+0,05 27,25+0,53 16,76 +0,15 21,80 £0,14
KO2E 11,90+0,04 27,40+0,78 34,01+0,65 17,19 +0,53 19,85 +0,28
KO3A 21,79+0,20 30,7740,05 25,25+0,11 27,84 +0,15 19,67 +0,28
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KO3B
KO3C
KO3D
KO3E
KN1A
KN1B
KN1C
KN1D
KN1E
KN2A
KN2B
KN2C
KN2D
KN2E
KNS3A
KN3B
KN3C
KN3D
KN3E
KD1A
KD1B
KD1C
KD1D
KD1E
KD2A
KD2B
KD2C
KD2D
KD2E

18,12+0,83
23,26+0,36
27,67+0,32
23,36%0,25
20,13+0,32
24,54+0,61
23,32+0,62
14,61+0,14
15,32+0,26
19,01+0,51
16,06+0,19
16,48+0,23
15,56+0,02
16,34+0,05
21,45+0,98
18,06+0,27
17,85+0,85
21,20+0,25
21,45+0,09
16,04+0,91
14,52+0,13
15,46+0,49
15,11+0,26
15,23+0,25
27,76x0,53
23,80+0,00
26,51+0,57
19,77+0,47
24,9610,52

33,01+0,18
34,45+0,55
37,70+0,42
34,73+0,74
34,74+0,56
36,72+0,49
24,02+0,17
32,49+0,52
37,37+0,51
27,24+0,65
24,19+0,57
18,14+0,25
19,14+0,57
25,29+0,73
23,90+0,81
24,27+0,24
24,80+0,40
23,53+0,08
20,18+0,08
13,36+0,17
14,07+0,14
13,83 +0,14
16,40 +0,84
16,38 +0,14
31,30 +0,73
34,22 +0,92
30,64 +0,56
32,23 0,93
28,82 +0,43

33,57+0,48
30,94+0,31
32,55+0,67
37,25+0,14
24,57+0,83
26,40+0,38
28,02+0,04
25,11+0,13
22,03+0,80
28,52+0,59
30,14+0,12
27,92+0,44
29,65+0,13
32,67+0,66
21,45+0,98
22,67+0,35
21,56+0,14
21,20+0,25
21,76x0,40
26,92+0,82
29,85+0,09
18,69+0,55
25,58+0,80
14,40+0,24
31,59+0,89
30,51+0,18
18,04+0,33
16,71+0,68
18,19+0,73

28,98 +0,26
28,42 0,71
32,95 +0,13
25,89 0,32
20,13 +0,14
24,54 +0,65
23,32 £0,96
14,61 +0,56
18,41 +0,94
19,53 +0,46
24,54 0,65
16,39 +0,86
15,12 +0,05
15,86 +0,14
18,83 +0,20
22,06 +0,28
21,16 +0,02
20,40 0,29
15,47 +0,20
21,08 0,71
20,74 0,23
21,69 0,05
21,17 +0,37
22,52 £0,07
15,29 +0,81
14,15 +0,04
15,05 +0,21
16,24 +0,03
15,78 +0,52

29,32 +0,62
14,45 +0,39
16,82 +0,85
13,13 +0,86
12,47 +0,75
23,30 +0,31
21,59 +0,93
17,34 +0,69
23,11 +0,84
27,71 0,35
28,34 +0,28
24,98 +0,67
20,70 +0,13
17,01 +0,38
17,21 +0,34
17,10 +0,08
14,72 +0,39
18,41 +0,79
19,10 +0,17
21,97 +0,23
10,67 +0,26
14,88 +0,19
15,39 +0,83
13,60 +0,01
29,61 +0,04
17,93 +0,89
28,61 +0,52
27,31 +0,02
29,00 +0,15

Valores expressos como médias e desvio padrédo de triplicatas.
Tabela 1. Atividade antagonista de BALs nativas de kefir de producdo artesanal da
regido Noroeste do RS, frente a patdgenos de referéncia, com base na medida dos

halos de inibicdo (mm).

=4¢—Controle
=fi=pH 2,0

pH 2,5
e=6=pH 2,5 +p

Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina.
Figura 1. Comportamento dos isolados de BALs frente a condi¢Bes acidas no tempo

zero (sem incubacéo).
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Figura 2. Comportamento dos isolados de BALs frente a condi¢cbes acidas no tempo

um (ap6s uma hora de incubacgéo).
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Controle: amostra sem tratamento.
pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina.

Figura 3. Comportamento dos isolados de BALs frente a condi¢gbes acidas no tempo

dois (ap0s duas horas de incubagéo).
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Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina.
Figura 4. Comportamento dos isolados de BALs frente a condigBes &cidas no tempo
trés (apos trés horas de incubacéo).
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Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina.
Figura 5. Comportamento dos isolados de BALs frente a condi¢bes acidas no tempo

guatro (ap6s quatro horas de incubacao).

Conforme as Figuras 1, 2, 3, 4 e 5, é possivel observar que parte dos isolados
avaliados apresentaram comportamento similar nos tratamentos, onde 4 deles
resistiram em até 4 horas de exposi¢do aos diferentes pHs acidos. Isso indica que 0s
isolados avaliados, foram capazes de suportar condi¢cdes acidas, o que é uma
importante caracteristica probiotica.

De acordo com Charteris et al. [45], o percentual de reducao inferior a 30% da
populacdo inicial, torna-se condicdo essencial para classificagdo de um microrganismo
como resistente as condigbes de estresse estomacal. Redondo [46], investigando
caracteristicas probidticas in vitro de E. faecium CRL 183, encontrou perda de
viabilidade, deste isolado, de aproximadamente 20% ao final das 3 horas, similarmente
ao comportamento obtido pelos isolados desse estudo.

A Tabela 2 apresenta a porcentagem de sobrevivéncia de 27 isolados que
apresentaram-se mais vidveis ao longo dos testes. De acordo com os dados
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apresentados pode-se observar que houve maior taxa de sobrevivéncia nos pHs 2,5 e
2,5 com pepsina, onde de um total de 27 isolados, 44% sobreviveram em pH 2,5 e
40% em pH 2,5 com pepsina. Dados similares foram encontrados por Carasi et al.
[47], onde ao submeterem seis isolados de bactérias acido-laticas de kefir obtiveram
50% de sobrevivéncia nas mesmas condicdes de pH. Santos et al. [39] ao
submeterem isolados de bactérias acido-laticas de kefir ao pH 2,5 observaram que
houve sobrevivéncia dos mesmos, porém sem apresentarem crescimento. Ja Zatini et
al. [48] ao aplicarem a mesma avaliacdo em 52 isolados de bactérias acido-laticas de
kefir em pH 2,5, obtiveram apenas 19% de sobrevivéncia dos mesmos.

3.1.4. Tolerancia a sais biliares

Outra barreira que as bactérias probidticas devem transpor no organismo € a bile
presente no intestino delgado, no qual o tempo de transito do alimento é geralmente
entre 1 a 4 horas. Os sais biliares séo os principais componentes da bile, capazes de
desorganizar a estrutura de membranas celulares e, dessa forma, toxicos as células
vivas [49]. Na Tabela 4 é possivel observar a toleréncia dos isolados de BALSs frente a
bile bovina a 0,3% e 1,0%, apés uma e quatro horas de incubacéo.

De acordo com os dados obtidos, verifica-se que os isolados avaliados quanto a
resisténcia aos sais biliares obtiveram comportamento semelhante entre si, em relagédo
a capacidade de sobrevivéncia a essas condicdes nos tempos avaliados. Estes
resultados s@o promissores e demonstram o potencial de tais isolados serem
utilizados como probidticos, jA que a concentracdo de sais biliares entre 0,15% e 0,3%
tem sido recomendada para a avaliagdo in vitro da passagem pelo intestino delgado
[43, 50].

Na Tabela 3, é possivel observar a contagem das BALs de 27 isolados selecionados
frente aos diferentes tratamentos com bile bovina, onde apenas o isolado KN2D néo
sobreviveu aos tratamentos. No tratamento com bile a 0,3%, 48% do isolados, além de
resistirem a essa condicdo, ainda apresentaram crescimento. Ja no tratamento com
1% de bile bovina, 30% dos isolados apresentaram crescimento. Destaca-se o isolado
KN2B que apresentou crescimento nos dois tratamentos, o que indica uma grande
resisténcia a essas condi¢cbes. Carasi et al. [47] ao submeterem 52 isolados de
bactérias acido-laticas de kefir ao teste de resisténcia a condigbes biliares, observaram
79% de sobrevivéncia das mesmas, resultado muito semelhante a Santos et al. [39],
onde obtiveram 80% de sobrevivéncia ao submeterem 58 isolados de bactérias acido-
laticas de kefir aos mesmos tratamentos.

Isolado Controle pH 2,0 pH 2,5 pH 2,5 + pepsina
log/lUFC log/UFC %ST  log/lUFC %ST  log/lUFC %ST

KO1A 4,87 0 0,00 3,83 78,64 0 0,00
KO1B 4,88 4,1 84,02 3,53 72,34 0 0,00
KO1C 4,53 4,1 90,51 3,53 77,92 0 0,00
KO3A 4,95 0 0,00 0 0,00 0,74 14,94
KO3C 4,7 0,71 15,11 2,23 47,45 0 0,00
KO3E 4,74 0 0,00 3,39 71,52 3,65 77,00
KN1A 4,57 0,67 14,66 3,54 77,46 3,64 79,64
KN1B 3,95 0 0,00 0 0,00 3,02 76,45
KN1C 4.4 1,91 43,41 2,43 55,23 0,74 16,81
KN2A 4,39 0 0,00 0 0,00 2,28 51,93
KN2B 4,42 0 0,00 0 0,00 0 0,00
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KN2C 4,37 0 0,00 1,85 42,33 0,81 18,54
KN2D 4,18 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KN2E 4,41 0 0,00 0 0,00 0,67 15,19
KN3B 4,35 0 0,00 3,39 77,93 0,84 19,31
KN3C 4,39 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KN3D 4,34 0 0,00 0 0,00 1,19 27,42
KN3 E 4.4 0 0,00 3,38 76,82 0 0,00
KD1A 4,35 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KD1B 4,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KD1C 4,32 0 0,00 0 0,00 0,81 18,75
KD1D 4,69 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KD1E 4,23 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KD2A 4,25 0 0,00 0 0,00 0 0,00
KD2B 4,85 1,3 0,00 0 0,00 1,95 40,21
KD2C 4,64 0,77 26,80 3,01 64,87 3,62 78,02
KD2E 4,68 0 0,00 0 64,32 0 0,00
Tabela 2. Avaliacdo da sobrevivéncia total (%ST) de BALs frente a diferentes pHs,
com base na contagem de células viaveis, apos quatro horas de incubacao.
Amostras Tempo Bile 0,3% Bile 1,0% Amostras  Tempo Bile 0,3% Bile 1,0%
log;0 UFC/mL log;g UFC/mL log;o UFC/mL  log;oUFC/mL

KO1 A TO 3,04° Inc.? KO1 A T4 5,43° 3,207

KO1 B TO 3,15° Inc.2 KO1B T4 3,88% 3,64°

KO1C TO 3,23° 3,98° KO1C T4 3,93 3,532

KO1D TO 3,91° Inc.2 KO1 D T4 3,92° 3,522

KO1E TO 3,97° Inc.2 KO1E T4 Inc.? 4,22°

KO2 D TO 4,16° 2,10° KO2 D T4 3,65% 3,50°

KO3 A TO 4,95° 4,60 KO3 A T4 4,79 3,32°

KO3 B TO 2,44° 4,84 "% KO3 B T4 4,27 4,16°

KO3 C TO 3,59° 4,80 "' KO3 C T4 4,27 4,25°

KO3 D TO 5,05° 5,00 "°% KO3 D T4 4,50° 0,00°

KO3 E TO 4,74° 4,80 " KO3 E T4 4,27 4,02°

KN1 A TO 4,24° 5,01 e KN1 A T4 3,16° 3,95°

KN1 B TO 3,95° 5,97° KN1 B T4 Inc.? 3,24°

KN1C TO 4,40° 5,57° KN1C T4 3,85% 4,10%

KN1 D TO 4,02° 5,12 " KN1 D T4 3,90% 0,00°

KN1 E TO 3,48° 0,52" KN1E T4 Inc.2 4,62°

KN2 A TO 3,67° Inc.2 KN2 A T4 3,89% 4,16°

KN2 B TO 3,67° Inc.2 KN2 B T4 Inc.2 4,63

KN2 C TO 3,71° Inc.2 KN2 C T4 Inc.2 3,52%

KN2 D TO 3,57° 0,00" KN2 D T4 0,00° 0,00°

KN2 E TO 4,32° 5,17°°% KN2 E T4 Inc.2 3,897

KN3 A TO Inc.? Inc.2 KN3 A T4 4,21 3,67°

KN3 B TO 4,40° 4,67 KN3 B T4 4,37 3,04%

KN3 C TO 4,58° 5,45°°% KN3 C T4 3,73% 2,97°

KN3 D TO 4,03° 5,53 KN3 D T4 4,01 2,69°

KN3 E TO 3,45° 5,31°°% KN3 E T4 3,98 3,47°

KD1 A TO 4,25° 4,98"°% KD1 A T4 4,11 3,532
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KD1 B TO 4,49° 5,20°°% KD1 B T4 5,10°° 3,69°
KD1C TO 3,82° 5,23 KD1 C T4 4,19 3,242
KD1 D TO 5,00° 5,67 KD1 D T4 3,82% 3,212
KD1E TO 5,04° 3,31 KD1E T4 4,28 3,89°
KD2 A TO 5,02° 4,36%% KD2 A T4 4,65 3,75°
KD2 B TO 4,32° 4,08% KD2 B T4 Inc.? 4,37%
KD2 C TO 4,52° 4,14% KD2 C T4 Inc.? 4,212
KD2 D TO Inc.? 5,00° KD2 D T4 Inc.? 4,00°
KD2 E TO 3,84° 4,530 KD2 E T4 Inc.? 4,41°

Valores de contagem de células viaveis expressos como médias de triplicatas (log,oUFC/mL).

Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.
Tabela 3. Contagem de BALs nos tempos 1 (apés 1 hora de incubacdo) e 4 (apds
quatro horas de incubacao), sob exposicéo a sais biliares.

Isolado Controle Bile bovina 0,3% Bile bovina 1%

log/UFC log/UFC %ST log/UFC %ST
KO1A 4,87 5,43 >100 3,2 65,71
KO1B 4,88 3,88 79,51 3,64 74,59
KO1C 4,53 3,93 86,75 3,53 77,92
KO3A 4,95 4,79 96,77 3,32 67,07
KO3C 4,7 4,27 90,85 4,25 90,43
KO3E 4,74 4,27 90,08 4,02 84,81
KN1A 4,57 3,16 69,15 3,95 86,43
KN1B 3,95 Inc. >100 3,24 82,03
KN1C 4,4 3,85 >100 4,1 93,18
KN2A 4,39 3,89 87,50 4,16 94,76
KN2B 4,42 Inc. >100 4,63 >100
KN2C 4,37 Inc. >100 3,52 80,55
KN2D 4,18 3,57 85,40 0 0,00
KN2E 4,41 Inc. >100 3,89 88,21
KN3B 4,35 4,37 >100 3,04 69,89
KN3C 4,39 3,73 >100 2,97 67,65
KN3D 4,34 4,01 84,97 2,69 61,98
KN3 E 4,4 3,98 92,40 3,47 78,86
KD1A 4,35 4,11 90,45 3,53 81,15
KD1B 4,48 4,19 94,48 3,69 82,37
KD1C 4,32 3,82 93,53 3,24 75,00
KD1D 4,69 4,28 88,43 3,21 68,44
KD1E 4,23 4,65 91,26 3,89 91,96
KD2A 4,25 Inc. >100 3,75 88,24
KD2B 4,85 Inc. >100 4,37 90,10
KD2C 4,64 Inc. >100 4,21 90,73
KD2E 4,68 Inc. >100 4,41 94,23

Tabela 4. Avaliacdo da sobrevivéncia total (%ST) de BALs frente a diferentes
concentracdes de bile, com base na contagem de células viaveis, apds quatro horas

de incubacéo.
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4. Conclusdes

Os isolados de bactérias acido laticas avaliados nesse estudo apresentaram
caracteristicas fenotipicas idénticas, o que é um indicativo de que se trata de um
mesmo grupo de microrganismos apresentando sobrevivéncia a condicbes extremas
de estresse, como o sistema intestinal que tem como caracteristicas o baixo pH e
presenca de sais biliares, além de apresentarem formacao de halo de inibigéo frente a
cepas de bactérias patogénicas, o que é uma importante potencialidade probiotica e
torna esses isolados uma interessante fonte de estudos, para que posteriormente
possam servir de cultura starter e serem introduzidos em produtos lateos.

Dos 40 isolados incialmente, apenas 27 sobreviveram até o final das avaliagbes, no
entanto, todos possuem a propriedade de formar halos de inibicdo frente aos
patégenos testados. Dos 27 isolados, 48% resistiram até os testes finais, além de
sobreviverem ao tratamento de 0,3% de bile bovina, ainda apresentaram crescimento
nessa condicdo, bem como 30% cresceram no tratamento com 1% de bile bovina. Ja
para a condi¢do de pH &acido os mesmos 27 isolados, apresentaram pouca resisténcia
ao tratamento com pH 2,0, onde apenas 6 isolados sobreviveram, porém 44%
sobreviveram aos tratamentos em pH 2,5 e 2,5 com pepsina. Vale ressaltar que os
isolados que ndo apresentaram condi¢cBes favoraveis de desenvolvimento em pH
acido, bem como os isolados que apresentaram atividade antagbnica a bactérias
patogénicas, porém nao sobreviveram até o final das avaliacdes, ndo devem ser
descartados como potenciais probiéticos, visto que podem ser inseridos em alimentos
através de técnicas de protecdo, como a microencapsulacdo. Mais estudos sédo
necessarios para a verificagcdo dessa potencialidade probidtica.
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