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RESUMO GERAL

Estudos sdo realizados com oligossacarideos, probidticos e a combinacéo
deles; sao varios os fatores que envolvem os beneficios que estes em
combinagdo podem agregar para a saude dos consumidores. Esta pesquisa teve
como objetivo avaliar o comportamento simbidtico in vitro das linhagens
probioticas Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05),
em substratos enriquecidos com oligossacarideos, ou seja, avaliar se esses
potencializavam a capacidade probiética das linhagens estudadas. Os
oligossacarideos utilizados no estudo foram o galactooligossacarideo (GOS)
sintetizado pela B-galactosidase de Scopulariops sp., frutooligossacarideo (FOS-
Orafti) e extrato bruto de Yacon. Avaliou-se o efeito bifidogénico de diferentes
concentragdes de GOS, FOS e Yacon utilizando as culturas probioticas e sua
capacidade de acidificacdo do meio. Foi avaliado o perfil hidrofébico e acido da
membrana celular dos probiéticos usando meio enriquecido com GOS, FOS e
controle meio MRS (Man Rogosa e Sharpe) sem fonte de dextrose; pelo método
MATH (aderéncia microbiana de hidrocarbonetos). Realizou-se também a
producao, extragao e quantificacao de exopolissacarideos (EPS) por Lactobacillus
acidophillus (LA-05) em meios enriquecidos com FOS e GOS, a quantificagao foi
pelo método fenol-sulfurico seguida de leitura de absorbancia a 490nm, os
resultados foram submetidos a uma curva padréo de glicose. Verificou-se ainda o
antagonismo das linhagens probidticas cultivadas em meios suplementados com
GOS, FOS, Yacon, MRS sem fonte de dextrose e controle MRS adicionado de
NaOH, sobre linhagens patogénicas; o antagonismo foi avaliado através do
método de difusdo em agar. Avaliou também a capacidade de produgao de acido
latico. Na avaliagdo bifidogénica os resultados revelaram que os substratos
estimularam o metabolismo dos probidticos estudados. A melhor atividade para as
linhagem de Lactobacillus acidophillus (LA-05) foi com o substrato GOS com
atividade de 11,56 LogUFC (na concentragcao de 200mg de GOS, em 12 horas de
incubacao), e para e Bifidobacterium animalis (Bb12) foi com o substrato FOS
com atividade de 11,3 LogUFC (na concentracdo de 100mg FOS, em 12 horas

de incubacgado), na medida que se aumentou a concentracdo dos substratos,

XVii



houve a reducdo da atividade bifidogénica. Os resultados revelaram que os
prebioticos GOS e FOS estimularam o perfil de adesédo e acidez da membrana
celular das linhagens probidticas estudadas, quando comparado com o controle
meio MRS sem fonte de dextrose. Quanto a produgcédo de EPS, o maior valor
(13,53 pg.mL) foi obtido apdés 48 horas de cultivo em caldo MRS suplementado
com GOS (25% v/v), enquanto que o FOS (25% v/v) também estimulou a
producao (7,68 ug.mL) em 12 horas, seguida da queda de produgao apds este
periodo. Verificou-se que os oligossacarideos estimularam a agao antagénica dos
probioticos sobre os micro-organismos patogénicos, e que esta inibicdo do
crescimento pode estar ligada com a produgédo de acidos pelos probidticos em
conjunto com os oligossacarideos. Em sintese, os resultados revelaram que os

oligossacarideos estimularam o potencial probiético das linhagens estudadas.
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ABSTRACT

Several studies have been conducted with oligosaccharides in general and also
with probiotics, or combination of them, due to factors involving the combined
benefits they can add to the health of consumers. This research aimed to evaluate
in vitro the behavior of symbiotic probiotic strains Bifidobacterium animalis (Bb-12)
and Lactobacillus acidophilus (LA-05), on substrates enriched with
oligosaccharides in the case to assess whether the oligosaccharides intensified
the ability of probiotic strains studied. The oligosaccharides used in this study were
synthesized by the galactooligosaccharide [(-galactosidase Scopulariops sp.,
fructooligosaccharide and crude extract of yacon. We evaluated the bifidogenic
effect of different concentrations of GOS, FOS and Yacon using probiotic cultures
and their ability to acidification of the medium. Was evaluated the profile acid and
hydrophobic cellular membrane of probiotics using medium supplemented with
GOS, FOS and control MRS medium without added dextrose; MATH method
(microbial adherence to hydrocarbons). Was also conducted production, extraction
and quantification of exopolysaccharides (EPS) by Lactobacillus acidophilus (LA-
05) media supplemented with FOS and GOS, quantification was by the phenol-
sulfuric method followed by absorbance reading at 490nm, the results were
subjected to a standard curve of glucose. It was further antagonism of probiotic
strains grown in media supplemented with GOS, FOS, yacon, MRS without
dextrose and source control MRS added NaOH on pathogenic strains; antagonism
was assessed by the agar diffusion method; also evaluated the ability to produce
lactic acid. In evaluating the results revealed that bifidogenic substrates stimulated
metabolism studied probiotics, the best activity for the strain of Lactobacillus
acidophilus (LA-05) was the substrate with GOS activity of 11.56 LogUFC (200mg
in 12 hours incubation), and for and Bifidobacterium animalis (Bb-12) was with the
FOS substrate with activity of 11.3 LogUFC (100mg in 12 hours incubation), as it
increased the concentration of the substrates decreased the activity of
microorganisms. The results revealed that prebiotic GOS and FOS stimulated acid
profile of adhesion and cell membrane of probiotic strains studied, as compared to
the MRS control medium without added dextrose. As for the highest production of
EPS production (13.53 pg.ml) was after 48 hours of culture in MRS broth
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supplemented with GOS, while also stimulated FOS production (7.68 pug.ml) for 12
hours followed by production decrease thereafter. It was found that the
oligosaccharides stimulated antagonistic action of probiotics on pathogenic
microorganisms and that this growth inhibition is connected with acid production
by probiotics together with the oligosaccharides. In summary, the results revealed

that the oligosaccharides stimulated the potential probiotic strains studied.
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OBJETIVOS

e Avaliar o comportamento simbidtico in vitro das linhagens probidticas
Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05), em
substratos enriquecidos com oligossacarideos, e a influéncia no potencial
probiotico das linhagens bacterianas estudadas.

e Investigar o efeito bifidogénico de diferentes concentracbes dos
oligossacarideos GOS, FOS e Yacon sobre as culturas de Lactobacillus
acidophillus (LA-05) e Bifidobacterium animalis (Bb-12).

e Avaliar a producdo de acidez nestes substratos.

e Analisar a adesdo das linhagens probidticas cultivadas em meios
enriqguecidos com GOS e FOS; através do perfil de hidrofobicidade e
caracteristicas acido-basicas da parede celular.

e Produzir, extrair e quantificar exopolissacarideos produzidos por
Lactobacillus acidophillus (LA-05) em meio enriquecido com GOS e FOS.

e Avaliar a capacidade dos oligossacarideos GOS, FOS e Yacon em
potencializar o efeito antagdnico das linhagens probidticas sobre micro-
organismos patogénicos, e a influéncia dos acidos formados durante a

fermentacgao na inibicdo do crescimento dos patogénicos.

XXi



INTRODUGAO GERAL

Os alimentos funcionais podem ser definidos como componente de um
alimento que oferecem beneficios para a saude, além do valor nutritivo.
Entretanto estes alimentos podem ser nutrientes isolados, produtos de
biotecnologia, suplementos dietéticos, alimentos geneticamente modificados ou
até mesmo alimentos processados e derivados de plantas (ANJO, 2004,
MORAES e COLLA, 2006).

Os oligossacarideos sao considerados prebidticos, sdo nutrientes que se
assemelham as fibras nao-digeriveis; proporcionam beneficios a saude humana
através da alteracdo da composicao ou do metabolismo da microbiota intestinal,
possuem também efeito imunomodulador (ROOBERFROID, 2007).

Os probiéticos sao definidos como micro-organismos vivos, que uma vez
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (SAAD, 2006). Os probidticos presentes no célon competem com os
patdégenos pelos nutrientes existentes, e também podem aderir a mucosa,
impedindo a colonizacdo de micro-oganismos potencialmente patogénicos
(CALLEYA, 2010).

A combinacdo de micro-organismos probidticos e oligossacarideos séo
caracterizados como uma condigdo de simbiose, ou seja, alimentos que contém
estas substancias sao considerados alimentos funcionais simbidticos. A presenca
de oligossacarideos potencializa a agdo dos micro-organimos probidticos, estes
acabam por fermentar estas fibras nao-digeriveis, produzindo acidos graxos de
cadeia curta, e outros metabdlitos que podem ser benéficos ao ser humano.

Os mecanismos de agao que envolve este perfil simbidtico ainda ndo sao
bem definidos, estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade de compreender
melhor estas agdes.

Desta maneira este estudo teve como objetivo avaliar o comportamento
simbidtico de duas linhagens de bactérias probidticas (Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus acidophillus) com grande aplicagdo nas pesquisas e industria de
alimentos. Avaliar ainda a influéncia de oligossacarideos no comportamento

simbidtico  destas linhagens.
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CAPITULO |

COMPORTAMENTO SIMBIOTICO DE BACTERIAS PROBIOTICAS NA
PRESENGA DE OLIGOSSACARIDEOS: UMA REVISAO

RESUMO

A microbiota intestinal humana exerce papel importante na manutencao da
saude e no auxilio do tratamento de doencas. Uma dieta contendo probidticos e
oligossacarideos resultam em uma condigdo de simbiose, garantindo beneficios
ao hospedeiro. Os probidticos sdo micro-organismos que devem estar vivos e
viaveis nos alimentos, e que causam benéficios a saude. Os oligossacarideos
também sdo conhecidos como prebidticos; sdo carboidratos nao-digeriveis, que
ocorrem de forma natural nos vegetais ou podem ser sintetizados; estimulam
seletivamente as bactérias desejaveis no colon. O presente artigo trata do estudo
do comportamento dos micro-organismos probidticos na presenca de
oligossacarideos, ou seja, o comportamento simbidtico; relata os mecanismos de
acdo dos probioticos sobre os patdogenos intestinais e ainda a formagao de
exopolissacarideos (EPS), os conceitos atuais em que os EPS podem ser
considerados alimentos funcionais e quais as principais bactérias produtoras
destes EPS. Outros aspectos também como antagonismo e conceitos do tema

sao discutidos.

Palavras-chave: Oligossacarideos, probiéticos, comportamento simbiético.



ABSTRACT

The human intestinal microbiol plays an important role in maintaining health
and aid in the treatment of diseases. A diet containing probiotic and
oligosaccharides result in a condition symbiosis, providing benefits to the host.
Probiotics are micro-organisms to be alive and viable in foods, and ensure that
health benefits. The oligosaccharides are also known as prebiotics, are non-
digestible carbohydrates that occur naturally in plants or can be synthesized;
selectively stimulate desirable bacteria in the colon. This paper deals with the
study of the behavior of probiotic microorganisms in the presence of
oligosaccharides, ie the symbiotic behavior, reports the mechanisms of action of
probiotics on intestinal pathogens and also the formation of exopolysaccharides
(EPS), the current concepts that the EPS can be considered functional foods and
what are the main producers of these bacteria EPS. Other aspects also as

antagonism and concepts of the subject are discussed.

Key-words: oligosaccharides, probiotic, symbiotic behavior.



1. INTRODUGAO

1.1 Probiéticos

De acordo com Saad (2006), o conceito de probidtico origina-se do grego e
significa “a favor da vida”. Sdo micro-organismos vivos e devem estar viaveis no
produto, ndo podem ser patogénicos e devem contribuir de forma benéfica para
microbiota do hospedeiro. Pereira et al.,, (2003) define probiético como sendo
suplementos alimentares contendo micro-organismos vivos que ajudam a
estabelecer o equilibrio microbiano intestinal.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em
quantidades adequadas como parte integrante de alimentos, conferem benéficios
para a saude do hospedeiro (WHO, 2012).

O consumo de probidticos influencia de forma benéfica a microbiota
intestinal humana através de fatores como efeitos antagbnicos e efeitos
imunoldgicos, resultando em um aumento da resisténcia contra patégenos. Assim,
a utilizacdo de culturas bacterianas probidticas estimula a multiplicacdo de
bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro.

As espécies de bactérias mais utilizadas como probidticas sé&o:
Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. salivarius, L. lactis, L. johonsii,
L. plantarum, L. reuteri, Bacillus toyoi, B. subtilis, Bifidobacterium spp,
Bifidobacterium animalis, Enterococcus faecium, E. faecalis e Streptococcus
thermophilus, entre outras (SANTOS et al., 2003).

O uso de probidticos apresenta uma longa histéria, e atualmente se
adequam nos parametros de seguranga para alimentos destinados a seres
humanos. As estirpes de bacterias lacticas usadas em alimentos ndo podem ser
patogénicas, virulentas e toxigénicas. Muitos lactobacilos e bifidobactérias sao
geralmente reconhecidos como micro-organismos seguros “Generally Recognized
As Safe” (GRAS) para utilizagdo em alimentos. Pesquisas com animais foram
conduzidas no sentido de investigar a toxicidade aguda pelos probidticos; nao
foram observados efeitos adversos na sua saude, nem quaisquer alteracoes
bioquimicas, hematoldgicas, histolégicas (mucosa intestinal) ou alteracbes da

incidéncia de translocacgao bacteriana (DEVON, 2009).



Os micro-organismos probiéticos mais utilizados fazem parte do grupo das
bactérias lacticas. Sdo bactérias Gram-positivas, anaerdbicas, microaerdfilas,
catalase negativa, com morfologia de cocos ou bacilos (PEREIRA et al., 2003). O
consumo de produtos contendo bactérias lacticas estimulam os movimentos
peristalticos do intestino, ampliam a absor¢cdo de nutrientes, controlam as
infeccbes intestinais e favorecem o desenvolvimento de micro-organismos
resistentes a patégenos (THAMER e PENNA, 2006).

1.2. Oligossacarideos

Os oligossacarideos s&o polissacarideos, formados pela ligacado de
monossacarideos, através de ligagdes glicosidicas originando compostos de alta
massa molecular, com propriedades fisico-quimicas e biolégicas peculiares
(SUTHERLAND, 1998).

Segundo Passos e Park (2003), estes oligossacarideos sdo semelhantes a
fibra alimentar e sdo parcialmente digeridos por seres humanos, e as por¢des nao
digeriveis servem como alimentos para as bactérias que fazem parte da
microbiota natural, tais como a bifidobactérias e lactobacilos.

De forma geral, os oligossacarideos n&o-digeriveis sao altamente
fermentaveis, e alguns possuem as chamadas propriedades prebidticas. Um dos
prebidticos mais conhecidos sao os frutanos, os quais incluem os
frutooligossacarideos ou oligofrutoses, obtidos pela hidrélise enzimatica da inulina
de ocorréncia natural, e seus analogos sintéticos obtidos por sintese enzimatica
(MCCLEARY e BROWN, 2004).

Atualmente ha um grande numero de oligossacarideos né&o-digeriveis
processados e sintéticos, entre eles, os galactooligossacarideos que podem ser
produzidos a partir da lactose pela atividade de transgalactosilagdo da enzima (3-
galactosidase. Esta enzima pertence a classe das hidrolases, muito usada na
industria de laticinios para hidrolisar a lactose, liberando glicose e galactose, e
diminuir a concentracao de lactose nesses alimentos (PESSELA et al., 2003).

Muitos estudos tém sido publicados nos ultimos anos sobre os efeitos dos
oligossacarideos (MATSUMOTO et al., 1993; PLAYNE e CRITTENDEN, 1996;
TANAKA e MATSUMOTO, 1998; SAKO et al, 1999; SCHOTERMAN, 2001;
PLAYNE, 2002; MEYER e TUNGLAND, 2001; NAKAKUKI, 2002).



Assim, tais substancias representam novas fontes de fibra alimentar, uma
vez, que se enquadram nos critérios estabelecidos por definicdbes de fibra

alimentar.

1.3. Mecanismos de agdo que caracterizam a simbiose entre probiéticos e
oligossacarideos

Os micro-organismos probidticos agem beneficamente na microbiota
intestinal, contribuindo para manter a simbiose. Os probi6ticos sdo empregados
para fortalecer ou recuperar esta simbiose, quando a mesma for alterada por
fatores oponentes como: estresse, tratamentos com antibiéticos, presenga de
patdbgenos, mudangas nos habitos alimentares, entre outros (CARDOSO e
OLIVEIRA, 2008).

Os mecanismos de agao dos probidticos ndo estdo totalmente
esclarecidos. Sabe-se que os probidticos atuam sobre o sistema imune,
reforcando a barreira da mucosa, também por exclusao competitiva e disputa por
sitios de adesao na mucosa intestinal (POPPI, 2005).

Para Cardoso e Oliveira (2008), um dos mecanismos de acédo € a
competicdo fisica no trato intestinal. Onde os micro-organismos probioticos
disputam com os patégenos por sitios de fixagdo e nutrientes, coibindo sua acao
momentéanea.

Os probidticos podem também eliminar os patégenos através da sintese de
bacteriocinas, de acidos organicos volateis e de peroxido de hidrogénio, ou até
mesmo agir sobre o metabolismo celular, diminuindo a concentragédo de amoénia
no organismo, e liberando enzimas como a lactase (COPPOLA e TURNES,
2004).

Estudos revelam que as bactérias probidticas, podem manter a
integridade da mucosa do intestino e amenizar os efeitos de muitas doencas
intestinais; como a diarréia decorrente do uso prologado de antibidticos e as
doencas inflamatérias intestinais (ATOBE, 2003).

A simbiose entre bactérias probidticas e oligossacarideos, refere-se
ao resultado benéfico ao organismo humano decorrente da combinacao destes
compostos na alimentacédo. Os oligossacarideos presentes na dieta melhoram a

sobrevivéncia e implantacdo dos probidticos no trato-gastrointestinal, favorecem o



crescimento seletivo e a atividade metabdlica destas bactérias (O’SULLIVAN,
2001).

A interacdo entre probidticos e os oligossacarideos in vivo é
favorecida pela adaptagao do micro-organismo ao substrato, anterior ao consumo;
resultando em uma vantagem competitiva para o probiético. O consumo de
probioticos com oligossacarideos podem aumentar os efeitos benéficos de cada
um deles (BIELECKA et al., 2002; HOLZAPFEL e SCHILLINGER, 2002).

As bactérias probidticas se aderem a mucosa intestinal, impedindo a
possivel fixagdo de micro-organismos patogénicos. A capacidade de aderéncia ja
foi mostrada para as maiorias das cepas de bifidobactérias e lactobacilos
(TRABULSI e SAMPAIO, 2000). O crescimento dessas cepas probiodticas €
estimulado com o consumo de oligossacarideos, resultando em simbiose, que por
sua vez, previnem a colonizacao de bactérias patogénicas (LIM et al, 1993).

Shoaf et al. (2006) analisou o efeito antiadesivo do
galactooligossacarideo em relacéo a E. Coli enteropatogénica (EPEC), o estudo
revelou a capacidade do GOS em potencializar este efeito contra o micro-
organismo patogénico.

A incorporagao de oligossacarideos na dieta intensifica a viabilidade
da adesao de bactérias benéficas no trato gastrintestinal, alterando a composicao
de sua microbiota. Ao mesmo tempo, bactérias patogénicas incluindo Escherichia
coli, Clostridium perfringens e outras sao inibidas, concomitantemente
(YAMASHITA et al., 1984, WANG e GIBSON, 1993, SPIEGEL et al., 1994,
GIBSON e ROBERFROID, 1995; PASSOS e PARK, 2003).

A medida que bactérias probidticas e oligossacarideos s3o
combinados na alimentacdo, a condicdo de simbiose se torna permanente
impossibilitando o estabelecimento de bactérias como a Escherichia coli,
Clostridium sp, Salmonella sp, entre outros, aumentando o numero de
bactérias benéficas produtoras de acidos orgénicos (OYOFO et al., 1989; ITO
et al., 2004; FLEMMING e FREITAS, 2005).



1.4. Antagonismo da condicao de simbiose sobre os patéogenos intestinais

Barbosa et al. (2011) classificam a microbiota que habita a pele e as
mucosas de pessoas sadias como: microbiota transitéria, que apresenta pouca
importancia para o hospedeiro, e a microbiota residente normal. No entanto se a
microbiota residente for perturbada, os microrganismos transitérios podem
colonizar e proliferar, rompendo a homeostasia podendo instalar um quadro
patologico.

A microbiota intestinal € um ecossistema em que convivem micro-
organismos benéficos e patogénicos (MITSUOKA, 1990). Em condi¢des normais
o equilibrio entre os micro-organismos segue normalmente. Fatores como o uso
de antibidticos, estresse fisiolégico, consumo excessivo de agucar e proteinas,
causam o rompimento deste equilibrio, o que pode acarretar no crescimento
desordenado de bactérias patogénicas, produzindo desordens intestinais como
diarreia, colites e flatuléncia. Por outro lado, os préprios micro-organismos da
microbiota normal podem provocar doengas em certas condigdes, como o caso de
pacientes em terapia enteral ou parenteral, pode-se instalar um quadro de
translocacao bacteriana e estes micro-organismos tornarem se danosos a saude
(NICOLI E VIEIRA, 2000).

O sistema imunolégico protege o trato-gastrointestinal contra microbiota
normal e também de outros patdégenos, estudos tém sido realizados a fim de
identificar como o sistema imune distingue entre as duas formas de microbiota em
residente e patogénica.

Em estudo realizado por Nicaise (1999) revelou que a microbiota intestinal
pode modular a medula éssea e a produgao de citocinas de macréfagos do bago
em uma forma diferencial. Didierlaurent et al. (2002) também estudaram como o
organismo faz esta diferenciagdo, e mostraram que a imunidade inata da mucosa
ativa mecanismos especificos para reconhecer os patogénos os chamados
receptores moleculares padrées (PAMP’s). Ja a microbiota residente é
reconhecida por meio dos receptores moleculares padrées (MAMP’s). As células
epiteliais monociticas sdo responsaveis por fazer esta diferenciacao, mas ainda

ndao se sabe como os receptores (MAMP’s) ndo desencadeiam respostas



inflamatdrias em condi¢gdes normais de saude; pesquisas sobre este tema estao
sendo realizadas.

Todos estes processos de reconhecimento e agdo dos micro-organismos
da microbiota intestinal na exclusdo de patogénicos sdo potencializados na
presenca de oligossacarideos, ou seja, na presenga de simbiose. Ha evidéncias
crescentes de que as bacterias probidticas como lactobacilos e bifidobacterias,
que habitam o trato-gastrointestinal, podem desenvolver atividade antagbnica e
antimicrobiana; participando do sistema de defesa do hospedeiro.

A avaliagao dos efeitos dos probidticos sobre a inibicdo de patégenos é
muito importante, uma vez que as bactérias patogénicas sdo agentes causadores
de doengas do trato gastrintestinal. As bactérias lacticas apresentam efeito
inibitério sobre o crescimento e a producao de toxinas de muitas outras espécies
de bactérias patogénicas. A atividade antagdnica é resultado de competicdo por
nutrientes, produgéo de acido lactico e acido acético, producao de bacteriocinas,
aminoacidos e outros metabdlitos; resultando na inibicdo do crescimento e nao
permacéncia do patégeno no trato-gastrointestinal do hospedeiro (SERVIN e
COCONIER, 2003; KALANTZOULQOS,1997; JIN et al., 1996).

1.5. Producao de exopolissacarideos por bactérias probiéticas

As Dbactérias probidticas possuem a capacidade de produzir
exopolissacarideos (EPS), estes sdo polimeros de carboidratos com alto peso
molecular. Os exopolissacarideos sado produzidos durante o processo de
fermentagao do substrato, e secretados ao meio. Os EPS possuem a capacidade
de aumentar a viscosidade do meio, caracteristica desejavel em produtos lacteos
fermentados (CERNING et al., 1995).

Os EPS sao produzidos e excretados ao meio onde se encontram, a
constituicdo quimica dos EPS é estritamente ligada ao meio em que ele se
encontra (DE VUYST e DEGEEST, 1999).

Pesquisas atuais mostram que os EPS podem ser considerados alimentos

funcionais atuando na saude humana (SENGUL et al., 2006).



Estudos apontam que a condicdo de simbiose intestinal promovida pela
alimentacéao, contendo oligossacarideos e micro-organismos probioticos, favorece
a producéao de EPS no lumen intestinal (SENGUL et al., 2006).

Parte das bactérias lacticas (BAL) é considerada probidticas e sao
utilizadas na produgéo de alimentos. Elas possuem a capacidade de hidrolisar e
converter agucares, acidos organicos, proteinas ou gorduras em componentes de
aroma e sabor, mas também podem contribuir uma aumentar a textura e
viscosidade de produtos fermentados por meio da sintese de EPS (RUAS-
MADIEDO et al., 2002). Os EPS’s sao produzidos como compostos da parede
celular ou ainda como metabdlitos primarios pelas bactérias laticas (KIM et al.,
2009). Inumeros exopolissacarideos com diferentes composigdes, tamanhos e
estruturas s&o sintetizados por essas bactérias (DE VUYST e DEGEEST, 1994).

A capacidade de produzir EPS é generalizada entre os lactobacilos
incluindo Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophillus e também a
microbiota propiénica do leite (CERNING et al., 1995). Varias cepas de bactérias
lacticas s&o produtoras destes biopolimeros, que apresentam interessantes
propriedades tecnoldgicas e funcionais (DE VUYST e DEGEEST, 1999).

A composicdo dos polissacarideos produzidos por bactérias séo,
geralmente, compostas por galactose e glicose ou galactose, ramnose e pentose
(CERNING, 1994). Os exopolissacarideos produzidos pelas BAL séao classificados
em homopolissacarideos sintetizados por Leuconostoc e Streptococcus, e 0s
heteropolissacarideos pelas bactérias mesdfilicas, termofilicas como Lactobacillus
e Lactococcus (SUTHERLAND, 1998).

1.6 Propriedades funcionais dos exopolissacarideos

Os EPS’s podem contribuir com a saude humana, pois séo considerados
alimentos funcionais, devido a sua fragdo néo digerivel, atuam como prebidticos.
Possuem acdo antitumoral, antimicrobiana, imunomoduladores, reducdo do
colesterol e outros beneficios a saude (NAKAJIMA et al., 1992; KIM et al., 2009;
HOSONO et al,1997; KIM et al, 2006; DEGEEST, DE VUYST e
VANINGELGEM, 2001).

Ha relatos do uso de exopolissacarideos produzidos por bactérias acido-

laticas como prebioticos. A resisténcia a digestdo pode ser uma caracteristica



importante para o seu possivel papel prebidtico, mas ha poucos estudos sobre
este tema. Looijestein et al. (2000) verificaram a resisténcia dos EPS a digestao,
em um estudo onde ratos foram suplementados durante 2 semanas com EPS
derivados de L. lactis. subsp. Cremoris. Os pesquisadores observaram indice de
recuperacao nas fezes de quase 100%, indicando que os EPS foram resistentes
as condi¢des extremas do trato-gastrointestinal.

A digestibilidade dos EPS também foi estudada por Ruijssernas et al.,
(2000), eles observaram a degradagdo de EPS produzidos por S. thermophilus
por micro-organismos gastrointestinais, em contraste com EPS de L. lactis
spp.cremoris, que nao foram degradados; concluiram que susceptibilidade a
degradacgéo bioldgica esta diretamente ligada com a estrutura primaria dos EPS.

Os exopolissacarideos produzidos pelas bactérias probidticas possuem
beneficios para a saude humana (Figura 1) mediante efeitos hipocolesterolémicos
e prebidtico, imunomodulagédo e atividade anticarcinogénica (LIN e CHANG
CHIEM, 2007).

ESTOMAGO
—  Prebidticos

AW
«  Controle da
pressao arterial

+  anti-Ulcera

SISTEMA IMUNE
+  Diminuig&o do

* Proliferacio linfocitos colesterol

*  Sivacdo de macrdfagos
+  Produgao de imunoglobulings
Atividade Antitumoral

Figura 1: Propriedades funcionais dos EPS.
Fonte: Adaptado: Ruas-Madiedo et al., 2002
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Kim et al., (2009) verificaram a atividade anticarcinogénica de EPS
produzidos por Lactobacillus acidophilus, em cultura de células HT-29, usando
analises de proteoma. Os resultados revelaram que os EPS atuaram na
morfologia das células, diminuindo sua tumorigenicidade.

Esta bem estabelecido que os EPS desempenhem papel imune importante
contra a invasao e adesao bacteriana (RUAS-MADIEDO et al., 2005). Um estudo
em ratos com colite experimental demonstrou que os EPS produzidos por
bactérias probidticas, reduziram os niveis inflamatérios e atenuou os sintomas
(SENGUL et al., 2006).

Ciszek-Lenda et al,, (2011) em analises preliminares usaram EPS bruto
produzido por L.rhamnosus, o qual também reduziu o desenvolvimento da artrite
induzida por colageno em ratos. No estudo in vitro de Ciszek-Lenda et al., (2011)
demonstraram que os EPS podem estimular a produgdo de mediadores
inflamatdrios por macréfagos. Pouco ainda se sabe sobre os potenciais imunes
dos EPS derivados dos Lactobacillus.

Para compreender a importancia da produgdo dos biopolimeros (EPS)
pelas bactérias acido-lacticas, Costerton et al., (1987) estudaram o processo de
adesao bacteriana e demonstraram que os EPS capsulares podem promover a
aderéncia das bactérias na mucosa intestinal, facilitando a colonizacido na parede
intestinal, favorecendo um ambiente de exclusao competitiva.

Kim et. al., (2009) estudaram a redugédo de biofilme por Escherichia coli
enterohemorragica O157: H7 em culturas de células em um modelo de superficie
com poliestireno e polivinil, aplicando EPS liberados por Lactobacillus acidophilus
A4. A pesquisa revelou um decréscimo de 87% a 94% da formacgao de biofilme.
Os EPS sao componentes chaves da matriz do biofiime de muitas bactérias
formadoras de biofilme, incluindo os Lactobacillus (WATNICK e KOLTER, 2000;
LAWS e MARSHALL, 2001; CISZEK-LENDA 2011).

No entanto mais estudos sobre o efeito que os EPS desempenham sobre a

adesao bacteriana, e os beneficios a saide humana sao necessarios.
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2. CONCLUSAO

A simbiose intestinal saudavel e microbiologicamente equilibrada resulta
em um desempenho normal das fungdes fisioldgicas do hospedeiro,
caracterizando melhor qualidade de vida.

O efeito dos probidticos e dos oligossacarideos pode ser potencializado,
atraves da sua combinagéo, dando origem aos alimentos funcionais simbidticos.

Os mecanismos que envolvem esta combinagdo ainda nao foram
totalmente elucidados. No entanto, mais estudos devem ser desenvolvidos, para
melhor compreensdo destes mecanismos que ocorrem na simbiose. Como por
exemplo, a estimulacdo a producdo de exopolissacarideos, que atualmente os
estudos apontam como sendo um alimento funcional, € que como os
oligossacarideos podem ser sintetizados e aplicados em outros estudos, a fim de

comprovar sua eficacia.
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CAPITULO Il

ESTUDO DO EFEITO DE OLIGOSSACARIDEOS EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES NA ATIVIDADE BIFIDOGENICA DE LINHAGENS
PROBIOTICAS

RESUMO

Os oligossacarideos sao considerados prebidticos, pois atuam como as
fibras, estimulando o crescimento de bactérias da microbiota intestinal. Os
probidticos possuem a capacidade de hidrolisar os prebidticos, acidificando o
meio devido a producéo de acidos. Isto pode levar a uma diminuicdo no numero
de bactérias patogénicas e diminuir a formagao de metabdlitos toxicos. O objetivo
deste estudo foi avaliar a capacidade dos micro-organismos probioticos:
Lactobacillus acidophillus (LA-05) e Bifidobacterium animalis (Bb12) em
metabolizar os oligossacarideos GOS, FOS e Yacon (extrato bruto) em diferentes
concentragdes estimulando a atividade bifidogénica. O controle consistiu no meio
MRS (Man, Rogosa e Sharpe) sem fonte de dextrose. O meio MRS (20mL) foi
suplementado com (100mg, 200mg, 300mg, 400mg e 500mg) de GOS, FOS e
Yacon; foi inoculado 2mL de cultura probidtica (em concentragbes pré-
determinadas) e incubados por 12 horas a 37°C em condi¢gdes de anaerobiose;
aliquotas foram coletadas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas para avaliar a
atividade bifidogénica e a capacidade de acidificagdo do meio pelos micro-
organimos. Os resultados revelaram que os substratos GOS e FOS estimularam o
metabolismo dos probiéticos estudados, e que o yacon foi menos eficaz se
comparados com os demais. Na medida em que se aumentou a concentracao dos
substratos diminuiu o crescimento dos micro-organismos. Houve a acidificagao do
meio pelos micro-organismos probidticos. A pesquisa revelou que o aumento das
concentragbes de oligossacarideos diminuiram as contagens de prebidticos,

diminuindo a atividade bifidogénica.

Palavras-chave: oligossacarideos, efeito bifidogénico, probidticos.
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ABSTRACT

The oligosaccharides are considered prebiotics because they act as fibers,
stimulating the growth of bacteria of the intestinal microbiota. Probiotics have the
ability to hydrolyze prebiotics, acidifying the medium due to acid production. This
can lead to a decrease in the number of pathogenic bacteria and reduce the
formation of toxic metabolites. The aim of this study was to evaluate the ability of
probiotic microorganisms: Lactobacillus acidophilus (LA-05) and Bifidobacterium
animalis (Bb12) metabolize oligosaccharides in GOS and FOS Yacon (crude
extract) at different concentrations stimulating bifidogenic activity. The control
consisted of medium MRS (Man, Rogosa and Sharpe) without dextrose source.
The MRS medium (20 ml) was supplemented with (100mg, 200mg, 400mg and
500mg 300mg) of GOS and FOS Yacon; was inoculated 2mL probiotic culture (in
pre-determined concentrations) and incubated for 12 hours at 37°C anaerobic
conditions, aliquots were collected at 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours to evaluate the
bifidogenic activity and the ability to acidification of the medium by micro-
organimos. The results revealed that the GOS and FOS substrates stimulated the
metabolism of probiotics studied, and that the yacon was less effective when
compared with others. Increasing the concentration of oligosaccharides reduced
the growth of micro-organimos. There acidification of the medium by probiotic
micro-organisms. The results revealed that the GOS and FOS substrates
stimulated the metabolism of probiotics studied, and that the yacon was less
effective when compared with others. To the extent that increased concentration of
the substrates decreased the growth of micro-organisms. There acidification of the
medium by probiotic micro-organisms. The research revealed that increasing
concentrations of oligosaccharides decreased counts of prebiotics, decreasing
bifidogenic activity.

Key words: oligosaccharides, bifidogenic effect, probiotics.
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1. INTRODUGAO

De acordo com Bourlioux et al., (2003) o trato gastrointestinal (TGI) possui
uma microbiota com mais de 500 espécies de bactérias. O cdélon é o local com a
maior concentracdo de bactérias, atingindo mais de 10'" a 10" Unidades
Formadoras de colénia (UFC).

Os probidticos séo considerados micro-organismos benéficos, e constituem
a microbiota do trato-gastrointestinal. Os probidticos podem fazer parte dos
chamados alimentos funcionais, cujo principal alvo de a¢ao, € a mucosa intestinal
e a sua microbiota. Segundo Rolfe (2000) e Reid (2005) o probidtico € um
suplemento alimentar microbiano vivo, que age de forma benéfica no seu
receptor, por meio da melhoria do balanco microbiano intestinal.

Varias agdes benéficas sao atribuidas aos probidticos, principalmente as
bifidobacterias e lactobacilos. Eles possuem propriedades, por exemplo, de
melhora dos valores nutritivos e terapéuticos dos alimentos, de fortalecimento do
sistema imunoldgico, de equilibrio da microbiota intestinal, de auxilio no
tratamento da intolerancia a lactose, de uso na terapia nutricional, de exclusao
dos micro-organismos patogénicos, entre outros beneficios (MATSUMOTO et al,
2005; PELUSO et al, 2007; TESHIMA, 2003).

Os oligossacarideos sao considerados prebidticos, fibras nao-digeriveis
que afetam de maneira benéfica o organismo, estimulando a selecédo e o
crescimento, e também a atividade de bactérias do cdlon intestinal (HUEBNER,
2007; ROBERFROID, 2007). Sdo altamente resistentes ao processo digestivo
sendo que, as grandes variedades de ligagdes glicosidicas podem ser a razao
desta resisténcia. Porém as moléculas dos oligossacarideos no intestino delgado
sdo hidrolisadas a pequenos oligbmeros ou mondmeros pelas bactérias da
microbiota intestinal (TOMOMATSU, 1994; ROBERFROID, 2007).

Os oligossacarideos possuem varias agdes que lhes conferem o titulo de
alimento funcional. Atualmente tém se estudado a agao dos oligossacarideos na
questdo da reducdo da aderéncia de micro-organismos patogénicos, bem como
os chamados efeitos bifidogénicos.

Estudos tém demonstrado que o uso de prebidticos potencializa a agéo

dos probidticos na exclusdo dos micro-organismos patogénicos. A propriedade de
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exclusao ou redugao da aderéncia de enteropatégenos ja foi demonstrada, sendo
consequéncia do bloqueio de receptores que seriam utilizados pelo mesmo. A
importancia dessa propriedade é notavel, pois contribui para o efeito protetor dos
probioticos contra infecgdes intestinais (WALKER, 1998).

Os oligossacarideos possuem efeitos bifidogénicos, porque agem como
substratos para as bifidobacterias, estimulando a reproducdo e metabolismo da
microbiota intestinal benéfica (ROBERFROID, 2007). Os oligossacarideos podem
promover efeitos benéficos para o trato-gastrointestinal de humanos e animais,
estimulando o crescimento e a selecdo de membros da microbiota intestinal
(SHOAF et al., 2006). Pesquisas realizadas no Japao com adultos mostraram que
o consumo de 2-5g de oligossacarideos por dia é suficiente para obter efeito
bifidogénico, sem desconfortos gastricos (ITO et al, 1993; ISHIKAWA et al, 1995).

Tanto os prebiodticos quanto os probidticos possuem fungdes de grande
importancia para a saude humana. Mas estes quando combinados potencializam
estas funcbes benéficas, tornando se assim um 6timo alimento funcional.

Os alimentos simbioticos sao o resultado da combinagdo de culturas
probidticos com ingredientes prebiodticos, esta combinacdo deve propiciar a
sobrevivéncia do micro-organismo no meio gastrico e desempenhar sua funcao
no intestino (CAPRILES, SILVA e FISBERG, 2005).

O crescimento de bifidobacterias estimulado pelos prebidticos, acidifica o
meio reduzindo o pH, decorrente da producdo de acidos, isto leva a uma
diminuigdo no numero de bactérias patogénicas, reduzindo a formagédo de
metabdlitos toxicos (SANTOS et al.,, 2006).

O objetivo deste estudo foi de avaliar a capacidade dos oligossacarideos
GOS, FOS e Yacon (extrato bruto) em diferentes concentragdes, em estimular a
atividade bifidogénica de Lactobacillus acidophillus (LA-05) e Bifidobacterium
animalis (Bb12).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Selecao dos oligossacarideos

Os oligossacarideos utilizados no estudo foram: Frutooligossacarideos
(BENEO-Orafti, Brasil), extrato bruto de yacon (Laboratério de Bioaromas

DCA/FEA/UNICAMP), e galactooligossacarideo, sintezido por p-galactosidase de
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Scopulariops sp., produzido no Laboratério de Bioaromas DCA/FEA/UNICAMP
(SANTOS, 2010).

2.2. Reativacgao das linhagens probiéticas

Foram utilizadas culturas lacticas comerciais (Christian Hansen Lab. Ind. e
Com. Ltda) de bactérias lacticas Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Lactobacillus
acidophillus (LA-05); em estudo realizado por Santos (2010) estas apresentaram
um bom perfil bifidogénico.

Para reativagdo dos micro-organismos os mesmos foram inoculados, com
o auxilio da alga de platina em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) e incubado a
37°C em jarra de anerobiose com reagente (Anaerocult, Merke) por um periodo
de 24 horas. Apds este periodo foi retirada uma algada do liquido e estriada em
uma placa de Petri contendo meio solido agar MRS. A incubacéo foi realizada a
37°C em condicbes de anaerobiose por um periodo de 24 horas. A coloracao de
Gram das colbnias desenvolvidas foi realizada para verificar a pureza das culturas
e observadas ao microscépio em objetiva de aumento de 100x, com ajuda de dleo

de imerséao.

2.3. Avaliagao da atividade bifidogénica

Foram inoculadas 2mL das linhagens probidticas (em concentragbes pré-
determinadas; Tabela 1) em 20mL de caldo MRS suplementado com 100mg,
200mg, 300mg, 400mg e 500mg; de diferentes fontes de oligosscarideos. Os
grupos foram denominados assim de MRS+FOS (frutooligossacarideos),
MRS+YA (yacon) e MRS+GOS (galactooligossacarideos). Os frascos foram
incubados a 37 °C por 12 horas em condicbes de anaerobiose para entdo
prosseguir com os proximos testes. Foi formulado o meio MRS sem fonte de
dextrose como controle do experimento, ou seja, sem nenhuma fonte de carbono.

Para quantificagcdo da populagcao microbiana, empregou-se o método de
diluigdo seriada As amostras foram acrescentadas em sucessivas diluigbes e
aliquotas de 1mL foram coletadas e plagueadas em meio MRS pelo método Pour
Plate. Foram incubadas a 37°C em condi¢cdes anaerdbicas por 12 h.

A quantificagao foi realizada através da contagem total, entre 30 e 300

colénias, e o resultado foi obtido através das médias das triplicatas de cada
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amostra, com seu desvio padrdo. Foram realizadas contagens nos periodos de
incubacdo de 0, 2,4,6,8,10e 12 h.

Tabela 1: Contagem inicial das culturas probidticas para o experimento de
bifidogenia. Quantidade expressa em 2 mL de cultura contida em meio MRS.

Cultura probiética Contagem de células UFC/mL
Bifidobacterium animalis (Bb-12) 7,2
Lactobacillus acidophillus (LA-05) 6,07

2.4, Avaliagao da acidificagdo do meio

Durante o periodo de incubacao foram analisadas os valores do potencial
hidrogénionico (pH) do meio em potencibmetro (Q400AS-QUIMIS, 2011)
calibrado com tampéao a pH 4,0 e 7,0 (MENEZES, 2007).

2.5. Analise estatistica

Os resultados das médias foram comparados pelo teste Tukey (p<0,05),
verificando se existe diferenca entre as amostras, através do programa
STATISTICA.

Os demais dados também foram tratados pelo programa STATISTICA e
Microsoft Excel Stater 2010.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Reativacao das linhagens probiéticas

As linhagens de bactérias lacticas Bifidobacterium animalis (Bb-12) e
Lactobacillus acidophillus (LA-05), apds reativacédo em meio MRS, se mostraram
metabolicamente ativas, fermentando o meio liquido, e no meio sélido formaram
colbnias tipicas (Fig.1). Por meio da técnica de coloragdo de Gram foi possivel

verificar a morfologia das linhagens (Fig. 2).
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Figura 1: Linhagens de bactérias acido-lacticas Bifidobacterium animallis (Bb-12)
e Lactobacillus acidophillus (LA-05), reativagdo em meio MRS, em condigbes de
anaerobiose 37°C/24 horas.

Figura 2: Linhagens de bactérias acido-lacticas A. Bifidobacterium animallis (Bb-
12) e B. Lactobacillus acidophillus (LA-05), reativacdo em meio MRS.

3.2. Avaliagao da acidificagao do meio

As células probidticas depois de ingeridas devem ser capazes de
sobreviverem as extremas condigdes que o trato-gastrointestinal oferece, como o
baixo pH do suco gastrico, presenga de sais biliares e enzimas digestivas; para
que deste modo possam manter sua atividade metabdlica e exercer seus efeitos
benéficos ao hospedeiro (SAAD, 2006).
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Os probidticos como as Bifidobacterium e Lactobacillus possuem a
capacidade de hidrolisar substratos poliméricos complexos, 0os quais geram gases
(H2, CO,, CHy4) e acidos organicos como: butiratos, propianatos e lactatos
(MARCFARLANE, 2008; ROBERFROID, 2007), esta producédo de acidos graxos
de cadeia curta acidifica o lumen intestinal.

Em sistema in vifro € possivel avaliar a producido de acidos
principalmente pela afericdo do potencial hidrogénionico, e controlar as condigdes
do meio. Na figura 3 e 4 estdo dispostos os valores de pH resultantes da
fermentagdo em 12 horas das linhagens de Bifidobacterium animallis (Bb-12) e
Lactobacillus acidophillus (LA-05) nos substratos MRS+FOS, MRS+YA e
MRS+GOS a 37°C em condi¢des de anaerobiose.

S mFOS mCONTROLE
. mGOS DCONTROLE i
6,0 4[TTT]
[ LL T[]
5.0 11|+ 8 - | [T . =3
= - ! : - ; 5
_ 4.0+ . )
*30 4 T
3
2.0 4
2
1,0 -
1
0.0
0246810120024681012
Tem h
po {h) Tempo (h)
71 OYACON mCOMTROLE

. |

pH

0 2 4 & g 10 12
Tempo (h}

Figura 3: Valores de pH resultantes da fermentagdo em 12 horas das linhagens
de Bifidobacterium animalis (Bb-12) em meio MRS+FOS (100mg de FOS),
MRS+GOS (100g de GOS) e MRS+Yacon (100g de Yacon) a 37°C em condigcbes
de anaerobiose. Meio controle (MRS sem fonte de dextrose).
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Houve uma acidificacdo de todos os substratos para ambas as linhagens
probioticas, com excecao de MRS+ Yacon para Lactobacillus acidophillus (LA-05)
gue nao houve alteracao de pH, isto indica baixa capacidade de acidificagao do
micro-organismo nesse meio. Em Menezes (2007) a acidificagdo do meio foi
positiva para todos os probidticos estudados, porém no tempo de 72 horas de

fermentacgao.
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Figura 4: Valores de pH resultantes da fermentagdo em 12 horas das linhagens
de Lactobacillus acidophillus (LA-05) em meio MRS+FOS (200mg de FOS),
MRS+GOS (200g de GOS) a 37°C em condigbes de anaerobiose. Meio controle
(MRS sem fonte de dextrose).
3.3. Avaliagao da atividade bifidogénica

O efeito bifidogénico foi positivo para todos os tratamentos (MRS+FOS,
MRS+GOS e MRS+YACON) para as duas linhagens probidticas utilizadas, com
excegao de Lactobacillus acidophillus (LA-05) com o tratamento MRS+YACON. O
efeito bifidogénico foi demonstrado pelas diferencas observadas entre as
contagens iniciais e finais (A LogUFC.mL™).

Nas tabelas 2, 3, 4, 5, e 6 é possivel observar o efeito bifidogénico dos
diferentes substratos prebidticos, nas diferentes concentra¢cdes (100mg, 200mg,

300mg, 400mg e 500mg) e nos diferentes tempos, e seus respectivos controles.
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Tabela 2: Avaliacéo de bifidogenia com Lactobacillus acidophillus (LA-05) usando
diferentes concentragdes de galactooligossacarideo, em 12 horas de incubagéo a

37°C em condigdes de anaerobiose. Valores expressos em LogUFC.ml 5

Tempo GOS GOS GOS GOS GOS Controle
(h) 100mg 200mg 300mg 400mg 500mg
0 7,2%+0,06* 7,22 £0,06 7,220,068 7,2%:06 7,2%:0,06 7,2:0,6°
2 7.,42+0,01 8,6°:012  7,89°:0,12 7,86°:01 6,6%:001 5,22+014
4 7,56%007 8,79°:012 7,95°:006 7,9°:002 7,3°:002 6,3°:005
6 8,39%0,18  9,5°+0,14 8,2°:0,07 8,5°%0,02 7,4°:0,01 6,0°:0,01
8 8,4%017  10,1%:0,12  8,33%005 8,6°008 7,5°40,12 7,2°:0,01
10 8,89%+001 10,2%:002 8,38%011 8,7%01 7,4%:020 7,0°0,06
12 8,98%+001 11,5%019 8,78%°:006 8,3%012 7,3%:005 7,2%0,01

* Desvio padrao, médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si (p<0,05) pelo método do teste de Tukey.
Controle: MRS sem fonte de dextrose.

O maior valor de bifidogenia demonstrado para Lactobacillus acidophillus
(LA-05) usando GOS foi de 11,5 LogUFC, para a concentragao de 200mg no
tempo de 12 horas de fermentacao.

No estudo de Menezes (2007) o maior valor obtido para LA-05 foi de 8,39
log UFC usando como fonte de carbono xilana. Em Santos (2010) usando o
mesmo substrato GOS sintetizado pela B-galactosidase de Scopulariops sp.,
porém em concentragdo de 25% (v/v) obteve-se um potencial bifidogénico de

10,88 LogUFC nas contagens finais.
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Tabela 3: Avaliacédo de bifidogenia com Lactobacillus acidophillus (LA-05) usando
diferentes concentragdes de frutooligossacarideo, em 12 horas de incubagdo a
37°C em condigdes de anaerobiose. Valores expressos em LogUFC.ml 5

Tempo  FOS FOS FOS FOS FOS Controle
(h) 100mg 200mg 300mg 400mg  500mg
0 7,2%+0,06* 7,2%+0,06 7,2%:006 7,2%:0,06  7,2%:0,06 7,2+0,6°
2 7,3%:006  8,53°:000  8,93°:006 7,5%012 6,52°:040 5,2%:014
4 873°:010  9,11%012  8,83°:012 7,2%027 6,81°:012 6,3°:0,05
6 8,93°+0,06 9,9%:0,01 9,42°007 7,4%045 6,97°:001  6,0°:0,01
8 8,93°:0,17  10,3%+0,01 9,43°0,07 7,4°:043 7,03°%:0,04  7,2°40,01
10  8,87°:003 10,7%:017  9,58%02 7,5°%053 7,53%002  7,0%0,06
12 9,45%:008  11,3%0,18 10,0%0,08 8,04%006 7,88°:001  7,2%0,01

* Desvio padrdao, médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente entre si (p<0,05) pelo método do teste de Tukey.
Controle: MRS sem fonte de dextrose.

Os valores obtidos que mais se destacaram para o efeito bifidogénico
com Lactobacillus acidophillus (LA-05) usando diferentes concentragdes de
frutooligossacarideo foi de 11,3 Log UFC. Em ambos os casos utilizando o GOS e
o FOS como suplemento do meio MRS o melhor potencial bifidogénico foi
observado nas concentragdes de 200mg respectivamente, com um decréscimo
nestes valores na medida em que a concentragdo do substrato aumenta, nos
valores de 500mg de prebidtico e 12 horas de fermentagdo houve uma redugéao
de 7,35 LogUFC e 7,88 LogUFC nas contagens finais para GOS e FOS,
respectivamente.

Na figura 5 & possivel observar a taxa de crescimento de Lactobacillus
acidophillus (LA-05) usando MRS+GOS (200mg de GOS) e MRS+FOS (200mg
de FOS); e o controle MRS sem fonte de dextrose.
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Figura 5: Curva de Crescimento para Lactobacillus acidophillus (LA-05) nos
meios MRS+GOS (200mg de GOS) e MRS+FOS (200mg de FOS); e o controle
MRS sem fonte de dextrose.

Este resultado demonstra que a influéncia da Aw (atividade de agua)
disponivel nos substratos para atividade metabdlica do micro-organismo pode ser
fator limitante de crescimento, pois na medida em que se aumentou a
concentracdo do prebidtico consequentemente diminui a Aw disponivel para as
atividades metabdlicas da célula microbiana. As bactérias sdo mais exigentes
quanto a disponibilidade de agua livre, seguidas pelos bolores e leveduras; a
baixa atividade de agua inibe o crescimento e metabolismo das bactérias
(HOFFMANN, 2001)

Pesquisas realizadas com o desenvolvimento de produtos lacteos
demonstraram que em queijos de baixa umidade especificamente, adicionados de
probidticos, apresentraram uma baixa atividade destes microrganismos devido a
pouca Aw, o que inibiu o crescimento e manutencdo das linhagens utilizadas
(FERREIRA, 2004; CICHOSKI, STEFFENS, BERTOLDI, 2007).
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Figura 6: Curva de Crescimento para Bifidobacterium animalis (Bb-12) nos meios
MRS+GOS (100mg de GOS), MRS+FOS (100mg de FOS) e MRS+yacon (100mg
de FOS); e o controle MRS sem fonte de dextrose.

Tabela 4: Avaliacdo de bifidogenia com Bifidobacterium animalis (Bb-12) usando
diferentes concentragdes de frutooligossacarideo, em 12 horas de incubagdo a
37°C em condicdes de anaerobiose. Valores expressos em LogUFC.ml ™

Tempo FOS FOS FOS FOS FOS Controle
(h) 100mg 200mg 300mg 400mg 500mg
0 6,07%:0,06 6,07%:0,06 6,07°:006 6,07°:0,06 6,07°:0,06 6,07%0,06
2 6,42° 0,03 6,56°:002 5,83%:005 4,06°:0,11 4,46°:008 6,2:0,14°
4 7,22°:002 6,35°4027 5,87%:023 5,83°1004 4,67°:013 6,3%:0,05
6 7,89%:0,02 6,25°:0,11 6,15°+003 4,18%:0,05 4,19%:0,01 6,0°0,01
8 7,65°:004 7,08°:005 7,20°:011 5,65°+0,07 4,34°:014 7,2°40,01
10 8,95°:0,05 7,26%:005 7,54°:010 5,73°:0,11 4,52°:005 7,0°0,06
12 9,11%:0,01 7,58%:0,11 7,91%002 6,23%+002 5,07°:0,05 7,2%0,01
*Desvio padrdo, meédias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente entre si (p<0,05) pelo método do teste de Tukey.
Controle: MRS sem fonte de dextrose.

Os melhores valores obtidos para o perfil bifidogénico de Bifidobacterium

animalis (Bb-12) usando FOS, foi na concentragdo de 100mg apds 12 horas de
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fermentagdo com um indice de crescimento de 9,11LogUFC, também houve uma

boa acidificacdo do meio (Fig.3).

Tabela 5: Avaliagdo de bifidogenia com Bifidobacterium animallis (Bb-12) usando
diferentes concentragdes de galactooligossacarideo, em 12 horas de incubagéo a

37°C em condigdes de anaerobiose. Valores expressos em LogUFC.mL -

Tempo GOS GOS GOS GOS GOS Controle
(h) 100mg 200mg 300mg  400mg  500mg
0 6,07%:006 6,07%006 6,07%:006 6,07°:006 6,07°:0,06 6,07°+0,06
9,21°+012  8,25°:011 6,83°+045 5,23%005 4,59°+0,05 5,2240,14
10,29°+020 8,46°+038 7,31°:026 54722022 4,19%:002 6,3%:0,05
10,48%+028 9,23°:0,04 7,83%002 5,93°+004 4,2%:0008 6,0°+0,01
8 11,04%:021 9,43°:016 8,80%:011 6,19°0,02 4,74%:0,03  7,2°40,01
10  10,43%:0,04 10,07%:005 9,1°:003 6,53%+0,15 5,17°+0,05 7,0°40,06
12 11,7%:015 10,13%:023 9,5%°:012 7,18%:005 5,79%:005 7,2°:0,01

*Desvio padrao,

médias marcadas com

letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente entre si (p<0,05) pelo método do teste de Tukey.
Controle: MRS sem fonte de dextrose.

O galactooligossacarideo  sintetizado

de
Scopulariops sp, apresentou ser um bom substrato para atividade bifidogénica

de Bifidobacterium animallis (Bb-12).

pela B-galactosidase

Degnan e Marfarlane (1991) avaliaram o crescimento de oito linhagens de
bifidobacterias e a preferéncia por tipos de carboidratos, seis das oito linhagens
testadas revelaram um alto crescimento (LogUFC) em substrato rico em

galactose.
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Tabela 6: Avaliagdo de bifidogenia com Bifidobacterium animallis (Bb-12) usando
diferentes concentragbes de yacon, em 12 horas de incubagdo a 37°C em

condi¢cbes de anaerobiose. Valores expressos em LogUFC.ml -

Tempo Yacon Yacon Controle
(h) 100mg 200mg

0 6,07°:0,06 6,07°:0,06 6,07°+0,06
4,16°+0,13 2,03%+0.16 5,22 40,14

4 3,797 40,03 2,0% 0,22 6,3%+0,05

6 4,19° 40,15 2,27 240,16 6,0°+0,01

8 5,38° 0,23 2,43%40,12 7,2°+0,01

10 6,33% 0,03 2,88° 10,22 7,0%40,06
12 6,81° 10,05 3,17 °:0,38 7,2°:0,01

*Desvio padrdo, meédias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si (p<0,05) pelo método do teste de Tukey.
Controle: MRS sem fonte de dextrose.

O substrato yacon (extrato bruto) apresentou baixa atividade bifidogénica
quando comparado aos demais prebioticos, apesar do yacon ser uma raiz rica em
frutanos. O yacon contém grande quantidade de polifendis, o que neste caso
poderia ter relagao direta com uma diminuicao do potencial bifidogénico, uma vez
que neste estudo foi utilizado o extrato bruto do yacon; os polifendis possuem
grande atividade antimicrobiana na maioria das plantas (RECIO, RIOS e VILLAR,
1989).

Pedreschi et al. (2003) estudou a capacidade de probiodticos Lactobacillus
acidophilus NRRL-1910, Lactobacillus plantarum NRRL B-4496, e Bifidobacterium
bifidus ATCC 15696 em fermentar FOS extraido de Yacon, os resultados
revelaram que as bactérias foram capazes de crescerem e assim fermentar o

substrato, mesmo as moléculas com alto grau de polimerizagéo.
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4. CONCLUSAO

Os substratos MRS+FOS e MRS+GOS apresentaram que podem
estimular a bifidogenia para as linhagens probidticas utilizadas. O substrato
MRS+YA apresentou baixa ativididade se comparado com os outros substratos.

O aumento das concentracbes de oligossacarideos diminuiram as
contagens de prebidticos. Na medida em que houve um acréscimo dos
oligossacarideos no meio MRS diminuiu a atividade bifidogénica, o que mostra
que a atividade bifidogénica é depende da Aw, uma vez, que o acréscimo dos
oligossacarideos diminui o teor de agua livre.

Quanto a acidificacao do meio houve uma queda do pH, o que indica que
0s micro-organismos metabolizaram o susbtrato, produzindo acidos.

O yacon apesar de ser rico em frutanos neste estudo apresentou baixa
atividade bifidogénica se comparado com os outros substratos, fato que pode
estar associado aos compostos fendlicos do yacon, ja que a amostra estudada se
tratava do extrato bruto; a pesquisa sugere que mais estudos sejam realizados
sobre potencial bifidogénico utilizando os FOS extraidos do Yacon.

O GOS sintetizado pela B-galactosidase de Scopulariops sp. estimulou o
crescimento das linhagens estudadas, podendo assim ser considerado um

prebiotico eficaz.
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CAPITULO Il

PERFIL DE HIDROFOBICIDADE DA SUPERFICIE CELULAR DE
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS E LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS EM MEIO
ENRIQUECIDO COM OLIGOSSACARIDEOS

RESUMO

A aderéncia das bactérias seja ela patogénica ou ndo, envolve uma série
de fatores e componentes especificos e inespecificos, e a adesao faz com que
esta mesma ndo seja eliminada do Ilumen intestinal. Os micro-organismos
probidticos possuem a capacidade de eliminar os patégenos, € um dos
mecanismos de exclusdo é por meio de aderéncia macica da mucosa onde
secretam substancias e metabdlitos que podem impedir a acdo dos patogénicos.
Esta aderéncia esta ligada também ao perfil de hidrofobicidade da membrana da
bactéria, quanto mais hidrofébica e acida a membrana celular maior é o potencial
de adesao. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a capacidade dos compostos
prebioticos galactooligossacarideos (GOS) e os frutooligossacarideos (FOS) em
estimular o perfil hidrofébico e acido das linhagens probioticas Bifidobacterium
animalis (Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05), uma vez, que as mesmas ja
apresentaram ter bom perfil bifidogénico nestes substratos. As linhagens de
bactérias foram reativadas em solugao salina tamponada suplementada com 10%
de lactose e 10% de peptona (v/v), por 24 horas a 37°C em condigbes de
anaerobiose; apods foi realizado coloracdo de Gram para confirmacao das
linhagens. As linhagens de probiéticos foram inoculadas em meio MRS+GOS e
MRS+FOS (100g respectivamente) por 24 horas a 37°C em condicbes de
anaerobiose; em seguida foi analisado o perfil de hidrofobicidade e caracteristicas
acido-basicas da parede celular pelo método MATH (aderéncia microbiana de
hidrocarbonetos). Os resultados revelaram que os prebidticos GOS e FOS
esimularam o perfil de adesdo e acidez da membrana celular das linhagens
probioticas estudadas, quando comparado com o controle meio MRS sem fonte
de dextrose. A pesquisa revela que os oligossacarideos potencializam o perfil
hidrofébico e acido da membrana celular dos probiéticos estimulando sua adesao

no trato-gastrointestinal.
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ABSTRACT

The adherence of pathogenic bacteria whether or not involves a number of
factors and components specific and unspecific adhesion and makes the same is
not removed from the intestinal lumen. The probiotic micro-organisms have the
ability to eliminate pathogens, and the mechanisms of exclusion are via the
mucosa where massive grip secrete substances and metabolites that may prevent
the action of pathogenic. This adhesion is also linked to the hydrophobicity profile
of the membrane of the bacterium, the more acidic the hydrophobic cell membrane
and the greater the potential for adhesion. The objective of this research was to
evaluate the ability of compounds galactooligosaccharides prebiotics (GOS) and
fructooligosaccharides (FOS) to stimulate acid and hydrophobic profile probiotic
strains Bifidobacterium animalis (Bb-12) and Lactobacillus acidophilus (LA-05),
once that they already had to have a good profile in these bifidogenic substrates.
The bacterial strains were reactivated in buffered saline supplemented with 10%
lactose and 10% peptone (v/v) for 24 hours at 37°C under anaerobic conditions;
after Gram staining and was performed for confirmation of the strains. The
probiotic strains were inoculated in MRS+GOS and MRS+FOS (100g respectively)
for 24 hours at 37°C in anaerobic conditions, then analyzed the hydrophobicity
profle by the method MATH (microbial adherence hydrocarbon) and
characteristics acid-basic cell wall. The results revealed that the prebiotic GOS
and FOS esimularam the profile of adhesion and cell membrane acidity of
probiotic strains studied, as compared to the MRS control medium without added
dextrose. The research reveals that the oligosaccharides enhance the profile and
hydrophobic acid cell membrane of probiotics stimulate membership

gastrointestinal tract.

Keywords: galactooligosaccharide, probiotics, hydrophobicity profile.
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1. INTRODUGAO

Os oligossacarideos desempenham varios efeitos simbidticos, dentre os
quais se destaca o efeito da exclusdo ou reducdo dos micro-organismos
patogénicos da mucosa intestinal. Sao varios os mecanismos de acao que
confere efeito antiadesivo dos patégenos e a exclusdo competitiva; que ocorre
através da aderéncia macica dos probidticos na mucosa, evitando assim a fixagcao
dos micro-organismos patogénicos. Ambos os casos sdo chamados de efeito
barreira.

A adesédo das bactérias a mucosa intestinal sejam elas patogénicas ou
nao, envolve a participagdo de adesinas bacterianas, da composicido e de
receptores da parede celular. A interacdo entre esses elementos promove a
fixacdo na mucosa impedindo que ela seja eliminada para o exterior do
organismo.

A adesao bacteriana depende de interacdes reversiveis ou irreversiveis. A
interacao reversivel € mediada por condigdes fisico-quimicas, hidrofobicidade e
cargas (PELLETIERI et al., 1997) e ainda formacdo de estruturas como os
exopolissacarideos (EPS), que pode ser irreversivel (LEIGH e COPLIN, 1992).

Marshall (1971) propde que a adesao bacteriana ocorre em etapas: i)
sendo a primeira reversivel, pois a célula microbiana esta fracamente aderida a
superficie e a unica forca existente € a de Van der Walls e interagbes
eletrostaticas; ii) a segunda etapa é irreversivel pois a bactéria ja excretou
material formando uma membrana polissacaridica ou protéica denominada de
matriz de glicocalix, e assim inicia a formagao do biofilme . Lasa (2006) descreve

a formacéo do biofilme de maneira mais detalhada (Figura 1).
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Figura 1: O desenvolvimento de um biofilme. Fase 1°: Fixagao inicial de células a
superficie. Fase 2° A produgdo de matriz extracelular matriz de
exopolissacarideo; Fase 3°: Desenvolvimento inicial da estrutura do biofilme. Fase
4°. Maturagdo da estrutura do biofiime. Fase 5° Dispersao de bactérias do
biofilme.

Fonte: LASA, 2006.

As bactérias podem ter diferentes tipos de adesividade (MARSHALL,
1992). A adesao dos micro-organismos ocorre em meio aquoso de forma natural
e é dependente de fatores intrinsecos e extrinsecos, do tipo do micro-organismo,
carga superficial e hidrofobicidade, presenga de exopolimeros e nutrientes
(CHAVES, 2004). A morfologia da célula e suas estruturas também determinam o
seu perfil de adesdo (ZOTTOLA, 1995).

O substrato onde a célula microbiana se desenvolve é fundamental para
determinar o tipo de adesado, caracteristicas como pH, temperatura, potencial
redox, tempo e forgas idnicas; tudo isto influenciam na adesédo (OFEK e DOYLE,
1994).

As bactérias em pH neutro apresentam carga elétrica negativa; nas
bactérias Gram-positivas a carga negativa é resultado dos polipeptidios do
glicocalix e outros acidos presentes na membrana. Ja nas bactérias Gram-
negativas a carga esta relacionada aos lipopolissacarideos presentes na
membrana e exopolissacarideos. Quando ocorre diminuicdo de agua do meio o
perfil de hidrofobicidade das Gram-negativas aumenta devido a sua membrana ter
grande concentragédo de lipidios e menos peptideoglicano, conforme se observa
na figura 2 (WICKEN, 1995; STREVETT et al., 2003).
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Figura 2: Estruturas da membrana celular de bactérias gram-positivas e gram-
negativas.
Fonte: http://diariodefarmacia2010.blogspot.com.br/2011/04/bacterias.html.

Segundo Van Oss (1997) as interagcbes de adesdo nao sao faceis de
quantificar. Com excecao do perfil de hidrofobicidade, esta € considerada uma
forca de curto alcance, e mais importante para a adesao bacteriana.

Van Oss e Giese (1995) definem a hidrofobicidade como sendo a energia
hidrofobica de atracdo que determina o grau de interagdo entre as moléculas em
meio aquoso. O perfil de hidrofobicidade quantifica as interagcdes do tipo acido
base de Lewis que consideram as interacbes entre doadores e receptores de
elétrons (Figura 3). Gilbert Lewis define um acido como um composto que pode
aceitar um par de elétrons e uma base como doadora de pares de elétrons
(SUGA, 2011).

h
+ -
A* + B —> A—B
Lewis Acid Lewis Base coordinate
covalent bond
(Electron (Electron
Acceptor) Donor)

Figura 3: Esquema da Teoria de Lewis sobre interacbes entre doadores e
receptores de elétrons.
Fonte: http://igorsuga.wordpress.com/tag/g1/, por SUGA (2011).
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E possivel determinar o perfil de hidrofobicidade através do teste de
hidrocarboneto, cromatografia de interacdo hidrofébica, agregacdo de adigdo de
sais, ou medida de angulo de contato. O teste de hidrocarboneto fornece apenas
um valor relativo para comparagao entre micro-organismo e superficie (CHAVES,
2004).

No caso de células bacterianas, uma das técnicas mais utilizadas para
avaliar a hidrofobicidade é a aderéncia aos hidrocarbonetos, método proposto por
Rosenberg (1984), que é geralmente conhecido como MATH (aderéncia
microbiana de hidrocarbonetos) (VAN DE MEIR et al., 1987).

A hidrofobicidade de superficie celular é avaliada através do ensaio
(MATH) onde a suspenséo de células € misturada com hidrocarbonetos, por um
periodo pré-determinado para permitir a interagdo 6tima das bactérias com a fase
de hidrocarboneto. Como resultado, as células podem permanecer na fase liquida
ou particdo entre o hidrocarboneto liquido de interface ou na fase de
hidrocarboneto, dependendo da sua hidrofobia.

Muitos pesquisadores tém modificado o teste MATH original, pois
descobriram que aparentemente pequenas variagbes de condicdes
experimentais, tais como o didmetro dos tubos de ensaio, o pH do meio de
suspensdo, e o volume de hidrocarboneto utilizado, pode alterar
significativamente a resultados. Hidrocarbonetos alifaticos sdo mais utilizados,
uma vez que os hidrocarbonetos aromaticos podem causar a lise de algumas
bactérias (LICHTENBERG, 1985; VANHAECKE, 1988; DONLON, 1993;
GEERTSEMA-DOORNBUSCH, 1993).

No estudo de Assuncgao e Garcia (2002), analisando o comportamento de
bactérias lacticas em diferentes substratos contendo prebidticos, foi testado o
potencial dos prebidticos em estimular as bactérias em formar os EPS e também
o perfil de hidrofocicidade para adesdo. Os substratos enriquecidos com
oligossacarideos favoreceram a formacao destes EPS e também o perfil de
adeséo.

Pelletier et al., (1997) afirma que bactérias que possuem parede celular
mais hidrofobica e acida possuem maior capacidade de adesdo ao epitélio
gastrointestinal. Fato este que foi comprovado no estudo de Barbosa et. al

(2011), que avaliou o perfil de hidrofobicidade celular de bifidobacterias em

46



diferentes meios de cultura. Ficou constatado que quanto mais hidrofébica a
bactéria maior capacidade de adesdo, sendo estas bactérias indicadas como
probidticas, pois atuam excluindo competitivamente o0s microrganismos
patogénicos.

Trabulsi e Sampaio (2000) relatam que o perfil de hidrofobicidade e
acidez estdo relacionados com a capacidade de adesdo e é potencializado na
presenca de acidos graxos de cadeia curta, acido acético e propiénico. Os
oligossacarideos favorecem a producdo de acidos (butirato, acetatos,
propianatos) pelas bactérias da microbiota intestinal (ROOBERFROID, 2007).

Evidéncias mostram que a suplementagdo de oligossacarideos pode
favorecer o perfil hidrofébico e acido da parede celular destes probidticos,
melhorando sua ades&o a mucosa intestinal e excluindo os microrganismos
patogénicos.

O objetivo desse estudo foi de verificar a capacidade que os
oligossacarideos possuem em potencializar a ades&do dos probidticos a mucosa

intestinal.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Selegao dos oligossacarideos

Os oligossacarideos utilizados no estudo foram: frutooligossacarideos
(BENEO-Orafti, Brasil) e galactooligossacarideo, sintezido por B-galactosidase de
Scopulariops sp. no Laboratério de Bioaromas DCA/FEA/UNICAMP, (SANTOS,
2009).

2.2. Reativagao das linhagens probioéticas

Foram utilizadas culturas lacticas liofilizadas (Christian Hansen Lab. Ind. e
Com. Ltda) de bactérias acido-lacticas Bifidobacterium animalis (Bb-12) e
Lactobacillus acidophillus (LA-05).

As bactérias foram inoculadas em solugao salina tamponada suplementada
com 10% de lactose e 10% de peptona (v/v), por 24 horas a 37°C em condigbes
de anaerobiose; este procedimento foi repetido duas vezes com a finalidade de
ativar o metabolismo bacteriano. Em seguida foram plaqueadas pelo método

spread plate em Agar Nutriente (NA) por 24 horas a 37°C em jarra de anaerobiose
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com o reagente Anaerocult (Merck), com a finalidade de observar as

caracteristicas morfolégicas da col6nia.

2.3. Coloragao de Gram para confirmagao das linhagens probiéticas.

Para a coloracdo de Gram, foram utilizados 1uL da cultura de
Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05) em meio
liquido, espalhando com uma alga de niquel-cromo na superficie da lamina (area
de 1cm x 2cm). Em seguida a lIdmina contendo o esfregaco foi conduzida para
uma estufa a 50°C/ 5 minutos para secagem.

Apds a secagem, quando a lamina ja estava em temperatura ambiente foi
adicionado 5uL de cristal violeta por um minuto, o préximo passo foi a retirada do
excesso de corante com iodo de Gram (iodo metdlico, iodeto de potassio) por 1
minuto, seguido da descoloragdo com alcool. O passo seguinte foi a coloragao
com Fucsina de Ziehl (5uL) por 30 segundos. Decorrido o tempo de fixagdo do
corante, foi realizada a lavagem do excesso com agua destilada e secagem em ar
frio.

A observacao das colbnias foi ao microscépio, usando uma objetiva com

aumento de 100x, com a ajuda de 6leo de imersao.

2.4. Meio de cultura enriquecido com prebioéticos

Foram inoculadas 1x10° UFC/ml das linhagens probidticas em 10mL de
caldo MRS (Man Rogosa e Sharpe) suplementado com 100mg de diferentes
fontes de prebidticos (denominados assim de MRS+FOS e MRS+GOS). O
controle tratava-se de meio MRS sem fonte de dextrose. As linhagens
Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05) foram
incubadas a 37°C por 12 horas em condigcbes de anaerobiose (em jarra de
anaerobiose com o reagente Anaerocult) para entdo prosseguir com a avaliagao
do perfil de hidrofibicidade.
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2.5. Teste de hidrofobicidade pelo método MATH (Microbial adherence to
hydrocarbons) e caracteristicas acido-basicas da parede celular.

Para avaliar o perfil de hidrofobicidade foi utilizado o teste MATH, descrito
por Rosenberg e Rosenberg (1983) com adaptacdes referentes ao estudo, pois
este sofre influéncia direta de fatores intrinsecos e extrinsecos do meio de cultura
e do tipo de micro-organismo estudado.

Para neutralizar eletricamente a membrana das células bacterianas, 10mL
da solucdo fermentada (Bifidobacterium animallis (Bb-12) e Lactobacillus
acidophillus (LA-05) contendo os prebidticos conforme descrito no item 2.4) foram
centrifugados a 6000xg por 15 minutos. Em seguida as células foram lavadas
duas vezes com solugdo tampao de hidréxido de potassio (50 milimolar, pH 7,0) e
entdo foram ressuspensas em solugdo de nitrato de potassio (0,1 milimolar, pH
6,2).

Foram adicionados 4mL de amostras da suspensdo bacteriana
(adicionada em nitrato de potassio) para tubos de ensaio individuais (didmetro,
1,7 cm; comprimento, 15 cm), com 1mL dos seguintes solventes: xilol (solvente
apolar), cloroférmio (solvente acido) e acetato de etila (solvente basico).
Deixou a amostra repousar por 5 minutos. Os tubos de ensaio foram agitados a
em Vortex (Marca Genie) velocidade maxima durante 2 minutos; em seguida
repousaram durante 15 minutos para permitir a separagcéo de fases. Apds esse
periodo, foi feita a leitura de absorbdncia da fase aquosa a 600nm em
espectrofotdbmetro. Todos os ensaios foram realizados individualmente para
ambas as linhagens de Bifidobacterium animalis (Bb -12) e Lactobacillus
acidophillus (LA-05) para os tratamentos de MRS+FOS, MRS+GOS e controle.

Descricdo dos ensaios para leitura de absorbancia.

*DO, = Branco - 5 mL nitrato de potassio

Amostra — 5 mL nitrato de potassio + Células

DO, : Densidade 6ptica da Fase Inicial

*DOg = Branco — 4 mL de nitrato de potassio + 1 mL dos solventes por tubo.

Amostra — 4 mL de nitrato de potassio + 1 mL dos solventes por tubo.
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DOg- Densidade 6ptica na fase onde as células ficou ou nao aderida
A porcentagem de adesdo bacteriana, com o solvente utilizado, foi de
acordo com a seguinte formula:
% Hidrofobicidade ou porcentagem de ades&do = (DO, — DOg) x 100
DOa

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Reativacgao das linhagens probioéticas
As linhagens probioticas mostraram estar metabolicamente ativas. Através

da inoculagédo em meio sdlido e coloragao de Gram foi possivel verificar algumas

caracteristicas morfoldgicas das colénias e das estruturas celulares. (Figura 4).

Figura 4: Linhagens de bactérias acido-lacticas A. Bifidobacterium animalis (Bb-
12) e B. Lactobacillus acidophillus (LA-05). Reativagdo em solugdo salina
tamponada suplementada com 10% de lactose e 10% de peptona (v/v), por 24
horas a 37°C em condi¢des de anaerobiose.

3.2. Teste de hidrofobicidade pelo método MATH e caracteristicas acido-
basicas da parede celular.

Os resultados revelaram que os prebidticos exercem acgao direta sobre o
perfil hidrofobico da superficie celular e sobre as caractéristicas acido-basicas das
linhagens estudadas, quando comparado com o controle (MRS sem fonte de
dextrose).

No tratamento com gactooligossacarideo a bactéria Bb-12 mostrou-se

mais hidrofdbica e acida, quando comparado com o tratamento com FOS, mas
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nao houve diferenca estatisticamente significativa, em ambas condicbes a
bactéria Bifidobacterium animalis (Bb-12) mostrou boa propriedade probidtica, por
apresentar uma membrana celular hidrofébica e acida em relagdo ao controle
(Figura 5), o que indica uma maior probabilidade de adesao na mucosa intestinal
(PELLETIER et al., 1997).
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Figura 5: Porcentagem de Hidrofobicidade da parede celular de Bifidobacterium
animalis (Bb-12).
MRS sem fonte de dextrose: trata-se do tratamento controle.

No estudo de Barbosa et. al, (2011) foi avaliada a capacidade probidtica
in vitro de uma linhagem de Ruminococcus gnavus, também uma cepa Gram-
positiva, por meio do seu perfil de hidrofobicidade. Este revelou apresentar uma
superficie celular hidrofébica e acida, indicando boa probabilidade de se aderir a

mucosa intestinal.
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Figura 6: Porcentagem de Hidrofobicidade da parede celular de Lactobacillus
acidophillus (LA-05)
MRS sem fonte de dextrose: trata-se do tratamento controle.

Na figura 6, estdo dispostos os valores de hidrofobicidade para as
linhagens de Lactobacillus acidophillus (LA-05) e seus respectivos tratamentos, os
resultados demonstram que o GOS melhorou o perfil hidrofébico quando se
comparada a caracteristica apolar da célula usando xilol, e a caracteristica acida
da célula bacteriana usando cloroférmio.

O FOS também potencializou o perfil hidrofébico e acido para LAOS5,
houve uma diferenca significativa entre solvente acido (cloroférmio) e o solvente
basico (acetato de etila), comprovando ainda mais o efeito sobre a superficie
celular do probiético.

No tratamento controle (MRS sem fonte de dextrose) ficou claro como os
prebidticos execem papel fundamental na propriedade de adesao dos probidticos
na mucosa intestinal, uma vez que o estudo revelou uma baixa hidrofobicidade e
membrana celular basica (carga elétrica neutra) para LA-05 na condigdo do

tratamento controle, o que diminui seu perfil de adesao bacteriana, esta depende
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em partes de interagdes fisico-quimicas: como hidrofobicidade e cargas elétricas
(PELLETIER, 1997).

Os probidticos metabolizam os oligossacarideos liberandos acidos (acidos
graxos de cadeia curta, acido acético, propidnico e lactico), estes acidos alteram o
pH do meio podendo alterar o perfil hidrofébico da membrana celular. Este fato
pode ser observado neste estudo, uma vez que os tratamentos utilizando os
oligossacarideos aumentaram o perfil hidrofébico e acido das linhagens
estudadas.

4. CONCLUSAO

Os prebidticos galactooligossacarideos e o frutooligossacarideos se
mostraram eficazes para melhorar o perfil hidrofébico e acido das linhagens de
Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05), podendo
desta maneira potencializar a adesdo na mucosa intestinal excluindo os
patogenos, fator fundamental para os micro-organismos considerados
probidticos.

Os resultados revelam que quanto mais hidrofébica a membrana maior a
acidez; e que a producado de acidos decorrentes da fermentagdo do substrato

prebiético aumentam o perfil hidrofébico e acido da membrana.
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CAPITULO IV

ESTUDO PRELIMINAR DA PRODUGAO DE EXOPOLISSACARIDEOS POR
LACTOBACILLUS ACIDOPHILLUS (LA-05) EM MEIO LIQUIDO ENRIQUECIDO
COM OLIGOSSACARIDEOS.

RESUMO

Os exopolissacarideos (EPS) sao biopolimeros produzidos por bactérias,
fungos e algas. Estdo ligados a parede celular ou séo excretados para o meio
extracelular, durante o processo de fermentagdo. Geralmente aumentam a
viscosidade dos meios. Os EPS produzidos por bactérias probidticas
desempenham efeitos fisioldégicos positivos, contribuindo na formacédo de
agregados celulares bacterianos no reconhecimento e adesao a superficie, além
de apresentar efeito imunomodulador. O objetivo deste trabalho foi a producgao,
purificacao e quantificagcdo de EPS produzidos por L. acidophilus La-5 em caldo
MRS enriquecido com prebidticos galactooligossacarideos e
frutooligossacarideos. O cultivo foi realizado em condigdes de anaerobiose por
um periodo de 48h. Foram coletadas amostras de 12 em 12 horas, para
purificacdo em centrifugacdo a 3800xg durante 10 minutos com etanol. A
quantificagcao foi realizada pelo método fenol-sulfurico, seguida de leitura em
absorbancia de 490nm, e analise qualitativa foi realizada através de coloragao
com vermelho congo por 15 minutos e exame ao microscépio. Os dados foram
submetidos a uma curva padréo de glicose (10ug.mL-") para estimar a quantidade
de EPS totais em uma amostra. Os resultados revelaram que a maior produgao
de EPS (13,53 ug.mL) foi apds 48 horas de cultivo em caldo MRS suplementado
com GOS sintetizado pela enzima B-galactosidase por Scopulariops sp, enquanto
que o FOS também estimulou a producéao (7,68 ug.ml) em 12 horas seguido de
queda de producido apods este periodo. Quanto ao exame microscépico das
coloragdes, foram observados aglomerados e formagbes celulares do tipo rede
nos cultivos contendo GOS e FOS indicando possivel formagao de EPS nesses
casos.

Palavras-chave: exopolissacarideos, produgao, prebioticos.
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ABSTRACT

The exopolysaccharides are biopolymers produced by bacteria and fungi
and are connected to the cell wall, or are secreted to the extracellular medium
during the fermentation process, typically increasing the viscosity of the medium.
The EPS produced by probiotic bacteria trigger positive physiological effects,
contributing to the formation of cell aggregates in bacterial recognition and
adhesion to the surface has immunomodulatory effect. The objective of the
research was the production, extraction and quantification of EPS produced by
L.acidophilus La-5 in MRS broth enriched with prebiotic galactooligosaccharides,
fructooligosaccharides. The culture was grown under anaerobic conditions for a
period of 48 h, Samples were collected every 12 hours, for purification in
centrifugation at 3800xg for 10 minutes with ethanol, and quantified by phenol-
sulfuric method followed in reading absorbance at 490nm and qualitative analysis
using Gram-staining and microscopic examination. The results were subjected to a
standard curve of glucose (10ug.ml-") to estimate the total amount of EPS in a
sample, they revealed that the highest yield (13.53 ug.ml) was after 48 hours of
culture broth MRS supplemented with GOS synthesized by the enzyme -
galactosidase by Scopulariopis sp, the FOS stimulated production (7.68 pg.ml) in
12 hours and then decreased production after this period. The microscopic
examination of staining were observed clusters and formations of the cellular
network type in the cultures containing GOS and FOS indicating formation of EPS
in these cases.

Keywords: exopolysaccharides, produced, prebiotic.
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1. INTRODUGAO

Os exopolissacarideos (EPS) s&o biopolimeros hidrossoluveis que estado
ligados na parede celular do micro-organismo, e sdo excretados para o meio
extracelular, durante o processo de fermentacdo. Geralmente aumentando a
viscosidade do meio. Estes biopolimeros possuem potencial como aditivos
naturais ou ingredientes alimentares funcionais com beneficios econémicos e a
satde (SCHIAVAO-SOUZA et al., 2007). Nao possuem gosto, portanto podem ser
usados para desenvolver produtos alimenticios sem alteragdes no sabor (DUBOC
e MOLET, 2001). Os EPS s&o muito utilizados na industria de alimentos para
aumentar a viscosidade, e diminuir a sinérese dos produtos lacteos (DE VUYST et
al., 2001).

Os polissacarideos possuem massa molecular alta, peso variando de 200 a
300 Kda, e sado formados por uma sequéncia de monossacarideos unidos por
ligagbes glicosidicas. Muitas sdo constituintes da parede celular, a exemplo da
membrana externa das bactérias Gram-positivas. Os LPS (lipopolissacarideos)
estdo associados covalentemente a superficie celular bacteriana, como os
polissacarideos capsulares (CPS), ou podem ser excretados para o meio
extracelular sem se ligar covalentemente com a membrana bacteriana, Neste
caso sao classificados como exopolissacarideos (EPS) (CANILHA et al., 2005)

A producdo de exopolissacarideos ocorre durante a fase logaritmica e,
para algumas bactérias, continua durante a fase estacionaria de crescimento
(LAWS et al., 2001). Muitas bactérias possuem a capacidade de produzir
polissacarideos. Os micro-organismos possuem a capacidade de sintetizar
polissacarideos de armazenamento como o glicogénio que esta localizado no
citoplasma (Figura 1). Outros produzem ainda polissacarideos estruturais da
parede celular como o peptideoglicano; e os lipo e exopolissacarideos que

estardo fixados na membrana externa no caso das bactérias gram-negativas.
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lipeteichoic acid) Pariplasm

Glyeocalyx [CPS and EPS) ™ Giycacaly (CPS and EPS)

Figura 1: Localizac&o celular de polissacarideos produzidos por bactérias gram-
positivas e  Gram-negativas. @ CPS: Polissacarideo capsular, EPS:
exopolissacarideo.

Fonte: RUAS-MADIEDO e DE LOS REYES-GAVILA’N (2005)

Os EPS’s desempenham papel de protecdao para a célula microbiana
contra o ataque de fagdcitos, antibidticos, dessecagcao, compostos toxicos, o
ataque de protozoarios, estresse osmoético, ajuda na adesado em superficies e na
formacgao de biofilmes (DE VUYST e DEGEEST, 1999).

Os exopolissacarideos podem possibilitar vida livre a bactéria, permitindo
a aderéncia e colonizacdo de superficies soélidas onde nutrientes se acumulam
(COSTERTON et al., 1987).

Muitas pesquisas tem sido realizadas para estudar o comportamento da
producdo de exopolissacarideos em relagdo ao tempo de fermentagao,
temperatura, tipo de substrato, pH e linhagens microbianas (BOELS et al., 2001;
PETRY et al., 2000). O pH na producdo de EPS esta ligado a atividade de
enzimas especificas, como das enzimas glicosil-hidrolases, as quais serao
responsaveis pela degradagcdo de EPS em longas fermentagdes. O pH étimo
para a producao de EPS consiste naquele em que os efeitos opostos de producéao
e degradacao estejam balanceados (PHAM et al., 2000; LAWS et al., 2001). A
temperatura e o tempo tém grande influéncia na produgdo de EPS. Muitas
publicacbes relatam uma temperatura 6tima de producdo por bactérias acido-
laticas entre 35-37°C (RUAS-MADIEDO e DE LOS REYES-GAVILA'N, 2005;
NAVARINI, et al., 2001; LEVANDER et al., 2001; PRASANNA, GRANDISON e
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CHARALAMPOPQULOS, 2012). O melhor tempo de producao entre 36-48 horas,
onde ha um maior rendimento de EPS (PRASANNA, GRANDISON e
CHARALAMPOPOQULOS, 2012; BOUZAR, CERNING e DESMAZEAUD, 1997).

Diferentes enriquecimentos de meios também foram utilizados, como varios
agucares (glicose e galactose), fontes de proteina (levedura, extrato de figado e
peptonas) e diferentes vitaminas, e atualmente algumas fontes de prebidticos
como os oligossacarideos, a fim de obter os EPS com propriedades funcionais
(GOMES, MALCATA e KLAVER, 1998; DE VUYST, VANDERVEKEN, VAN DE
VEM e DEGEEST, 1998).

O objetivo deste estudo foi de analisar de forma preliminar a producao de
exopolissacarideos pela bactéria probidtica Lactobacillus adidophillus (LA-05), em

meio enriquecido por oligossacarideos, e a influéncia do substrato na produgéo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Producao de expolissacarideos (EPS)

Para producdo dos exopolissacarideos foi utilizada a bactéria acido-lactica
Lactobacillus acidophillus (LA-05) (Christian Hansen Ind. e Com. Ltda). Foi
utilizado inéculo de 1x10® UFC em 5mL de caldo MRS por 24 horas, a 37°C em
anaerobiose. Apds este periodo uma fracdo de 2mL do inéculo, foi transferido
para 50mL de caldo MRS (Man, Rogosa & Shape) suplementado com 25% de
fonte de prebidticos, sendo eles assim denominados de: MRS+FOS
(Frutooligossacarideos — Orafit) e MRS+GOS (galacto-oligossacarideos -
Laboratorio de Bioaromas, Universidade Estadual de Campinas). O crescimento
ocorreu por 48 horas em condicdes de anaerobiose a 37°C. Aliquotas de 10 mL
foram coletadas nos tempos 12h, 24h, 36h e 48 horas para extragdo e
quantificacao dos exopolissacarideos. Durante as coletas, os valores de pH das

amostras foram aferidos.

2.2. Extragao de exopolissacarideos (EPS)

A extracdo foi realizada por centrifugacdo. O método foi baseado naquele
descrito por Schiavao-Souza (2007), com algumas modificagdes. Para extracao
foi coletado 10mL da solucdo fermentada (probidtico + oligossacarideo), em

seguida foi adicionado 250uL de acido tricloroacético (80%), seguida de agitagao
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e armazenamento a 4°C por 30 minutos. Apds o tempo de armazenamento, as
amostras foram centrifugadas a 3800xg durante 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para tubos de 15 mL e os EPS foram precipitados pela adicao de
10mL de etanol frio absoluto (4°C). Apds centrifugacao a 6000xg a 4°C por 30
minutos, os EPS recuperados foram dissolvidos em agua destilada na proporc¢ao
de 1:1.

2.3. Avaliagao qualitativa da formagao de expolissacarideos (EPS)

A avaliacdo da formacao dos exopolissacarideos foi avaliada através da
coloragao com vermelho Congo; este corante possui a propriedade de ligar-se a
estrutura de polissacarideos bacterianos (MURRAY et al., 1994).

Para a coloragao, foi coletado 2uL do EPS recuparedo (diluido em agua
destilada), em seguida espalhado sobre a lamina com o auxilio de uma alga de
platina, a lamina foi seca em ar frio para fixacdo da amostra de EPS.

Apds a secagem da lamina, foi adicionado 5uL de corante vermelho congo
(5%) por 15 minutos. Em seguida foi feita a retirada do excesso do corante com a
lavagem em agua destilada e a lamina foi seca em ar frio novamente. A amostra
de EPS foi observada ao microscépio (com objetiva de aumento de 60x), para
constatar se houve ou ndo o aparecimento de aglomerados e formagéao celular do
tipo rede, indicando possivel formacdo de EPS nesses casos (ASSUNCAO,
2002).

2.4. Avaliagao quantitativa da formagao de expolissacarideos (EPS)

O método mais utilizado para analise quantitativa de EPS é a quantificagcao
de carboidratos soluveis totais em amostras (DUBOIS et al.,1956). O método se
baseia na determinacdo de agucares por calorimetria, sendo eles: acucares
redutores, polissacarideos e seus derivados.

A concentragdo dos carboidratos totais foi determinada usando 1mL dos
EPS recuperados diluidos em agua destilada (v/v), seguida da adicdo de 1mL de
fenol 5% e 5mL de acido sulfurico concentrado. Apds 5 minutos foi realizada a
leitura a 490 nm em espectrofotdmetro, para gerar a curva padrao e quantificar
cada tratamento. As concentragdes foram determinadas a partir de uma curva de

calibragcao da glicose, com padrdes de 10 uyg mL-' a 160 yg mL-', como controle

62



foi utilizado um branco com 2mL de agua destilada. Os resultados foram
expressos como EPS-em termos de glicose equivalente (ug mL-' do meio de
cultivo) para os meios fermentados, valores estes que foram calculados
considerando-se a equacado de regressao linear da curva padrdao de glicose
(Figura 2).

0.8

0.7

0.6 1

y = 0,0498x + 0,0275
0.5 4 R2= 09779

0.4 -

0.3 A

Glicose ug/ml -

0.2 1

0.1 -

Densidade optica 290nm

Figura 2: Curva de calibragao para estimativa da concentracdo de carboidratos
totais.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Producéo de exopolissacarideos

Houve a producido de exopolissacarideos em meio suplementado com
diferentes fontes de prebidticos por Lactobacillus acidophillus (LA-05). O
prebidtico galactooligossacarideo estimulou a producdo dos exopolissacarideos

(Figura 3) em maior quantidade, quando comparado ao frutooligossacarideo
(Figura 4).

No tratamento de enriquecimento com GOS em 12 horas foi verificado uma
producao de 8,82 ug.ml-' de EPS totais, e em 48 horas de 13,56 ug.ml-' de EPS

totais. Estudo realizado por De Souza e Sutherland (1994), estes obtiveram
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resultados similares onde os exopolissacarideos foram sintetizados durante todo

o crescimento bacteriano.

16
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Figura 3: Produgcao de exopolissacarideos por Lactobacillus acidophillus (LA-05)
em meio MRS suplementado com galactooligossacarideo sintetizado pela enzima
B-galactosidase de Scopulariops sp, durante 48 horas a 37°C em condi¢des de
anaerobiose.

A producédo de EPS usando o frutooligossacarideo em 12 horas foi de 7,68
pMg.ml-' de EPS totais, e em 48 horas a produgao foi de 3,98 ug.ml-' de EPS
totais), houve uma queda na produgao de EPS.

A diminuicdo dos valores de EPS totais apds as 12 horas pode estar
relacionado com a alteragéo brusca de pH apds as 24 horas de produgao (Figura
5). Esta acidificagdo do meio pode ter alterado o metabolismo do micro-
organismo, diminuindo a produgdo de EPS. Ou ainda desnaturado os EPS ja
sintetizados.

Algumas enzimas responsaveis por processos metabdlicos de
transferéncia de energia sao afetadas por mudancas de pH e temperatura,
afetando desta forma o balango energético da célula microbiana (HOFVENDAHL,
VANNIEL e HAHNHAGERDAL, 1999).
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Em um estudo realizado por Wisbeck, Furlane e Ninow (2005), verificaram
a influéncia do pH na producdo de exopolissacarideos pelo fungo Pleurotus
ostreatus. Os resultados revelaram que a produc¢ao de EPS ocorreu entre pH 4,0-

6,5; com o 6timo da produc¢do em pH 6,0.

EPS totals(pg.ml-H)
S

—=— Mean

12 24 36 48 T~ Mean0,9 Conf. Interval

Time (hours)

Figura 4: Produgédo de exopolissacarideos por Lactobacillus acidophillus (LA-05)
em meio MRS suplementado com frutooligossacarideos, durante 48 horas a 37°C
em condicdes de anaerobiose.
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Figura 5: Valores de pH do meio de cultivo liquido (MRS + prebidticos) durante o
periodo de fermentacao a 37°C em condi¢des de anaerobiose.

3.2. Analise qualitativa e quantitativa da produgao dos exopolissacarideos
A analise qualitativa revelou a formacédo de aglomerados tipo rede, o que

indica a presenga de exopolissacarideos (Figuras 6 e 7).

Figura 6: Exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus acidophillus (LA-05)
em meio MRS suplementado com galactooligossacarideo sintetizado pela enzima
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B-galactosidase de Scopulariops sp, durante 48 horas a 37°C em condi¢des de
anaerobiose.

A
)

e,
R

Figura 7: Exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus acidophillus (LA-05)
em meio MRS suplementado com frutooligossacarideos, durante 12 horas a 37°C
em condicdes de anaerobiose.

A anadlise quantitativa pelo método de carboidratos totais em amostras
soluveis (DUBOIS et al.,1956), mostrou ser eficaz para quantificar os EPS totais
da amostra. A partir da anadlise de regressao linear o modelo da curva de
calibracdo (Figura 2) pode ser considerado ajustado, com um coeficiente de

determinagao R?= 0,97; isto indica bom ajuste do modelo matematico.
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4. CONCLUSAO

A producao de exopolissacarideos por Lactobacillus acidophillus (LA-05)
em meio MRS suplementado com prebiéticos mostrou-se eficaz. O
galactooligossacarideo estimulou mais a produgdo se comparado com O
frutooligossacarideo. O pH neste caso se mostrou fator fundamental no
rendimento da producdo, e que alteragdes bruscas de pH podem interferir na
sintese de exopolissacarideos. O pH acido pode ter afetado no metabolismo
microbiano diminuindo a producdo. A acidificacdo do meio pode também ter
hidrolisado os EPS sintetizados. Para uma boa producdo de EPS um ambiente

onde os valores de pH sao controlados é fundamental.
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CAPITULO V

EFEITO ANTAGONICO DAS LINHAGENS BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS E
LACTOBACILLUS ACIDOPHILLUS CULTIVADAS EM OLIGOSSACARIDEOS
SOBRE BACTERIAS PATOGENICAS

RESUMO

Os micro-organismos da microbiota intestinal sdo beneficiados com a ingestao
de oligossacarideos, que sao ingredientes alimentares nao digeriveis e auxiliam
na selecao, crescimento e atividade bacteriana no célon, levando a um
crescimento da microbiota intestinal propiciando efeito benéfico &4 saude de
individuos. A microbiota normal defende o trato-gastrointestinal de micro-
organismos patogénicos, por meio de mecanismos de exclusdo por competicao
de nutrientes, producdo de acidos, bacteriocinas, peptideos, antagonismo,
aderéncia macica e outros mecanismos. Estes mecanismos de defesa podem ser
estimulados pelos oligossacarideos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o
antagonismo das bactérias probiéticas Bifidobacterium animalis (Bb-12) e
Lactobacillus acidophillus (LA-05) sobre bactérias patogénicas (Escherichia coli
ATCC 1785, Staphylococcus aureus ATCC 5536, Salmonela choleraesius ATCC
1785, e Yersinia enterocolitica ATCC 2345) e se os galactooligossacarideos
(GOS), frutooligossacarideos e o Yacon potencializam o antagonismo. As
linhagens probidticas foram reativadas em meio MRS e incubadas por 24 horas a
37°C em anaerobiose. As linhagens patogénicas foram reativadas em meios
especificos para cada uma delas, em trés passagens consecutivas. Realizou-se
coloragao de Gram para confirmagdo das linhagens bacterianas e teste de
catalase e oxidase. As bactérias probidticas foram cultivadas em meios
MRS+FOS, MRS+GOS, MRS+Yacon, MRS sem fonte de dextrose, e para
controle, foi utilizado meio MRS adicionado de NaOH, por 24 horas a 37°C em
condicbes de anaerobiose, durante este tempo foram coletadas aliquotas para a
dosagem do acido lactico nos tempos 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas. As amostras
foram avaliadas, quanto aos valores de pH. A dosagem de acido foi realizada por

espectrofotometria a 425nm, usando uma curva padrdo de lactato de litio. A
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avaliagao antogénica foi realizada pelo método de difusdo em agar. As analises
dos dados revelaram que producdo de acido lactico ocorreu em ambos os
substratos e linhagens probiéticas, e que quanto maior o tempo de fermentacéo,
maior a produgao deste acido. Quanto a avaliagado antagbnica os resultados foram
positivos sobre todas as linhagens patogénicas se comparados com o meio MRS
sem fonte de dextrose, com destaque para o meio MRS+Yacon com halos de
inibicdo superiores a 5mm. Os tratamentos com oligossacarideos e probibticos
inibiram o crescimento das linhagens patogénicas e quando comparados ao
tratamento para neutralizagdo dos acidos (MRS+NaOH) revelaram que a inibigéo
esta ligada a produgédo de acidos pelas linhagens probidticas. O estudo mostra
que os oligossacarideos estimulam a agdo antagbnica dos probidticos sobre os
micro-organismos patogénicos e ainda que esta inibigdo do crescimento esta
ligado com a producdo de acidos pelos probidticos em conjunto com os

oligossacarideos.

Palavras-chave: oligossacarideos, antagonismo bacteriano, acidos.

74



ABSTRACT

The micro-organisms of the intestinal microbiota benefit from ingesting
oligosaccharides, which are non-digestible food ingredients and assist in the
selection, growth and bacterial activity in the colon, leading to a growth of
beneficial intestinal microbiota providing to health of individuals. The normal
microbiota supports the gastrointestinal tract-pathogenic micro-organisms by
means of exclusion mechanisms by competition for nutrients, production of acids,
bacteriocins, peptides, antagonism, adhesion massive and other mechanisms.
These defense mechanisms can be stimulated by oligosaccharides. The objective
of this research was to evaluate the antagonism of probiotic bacteria
Bifidobacterium animallis (Bb-12) and Lactobacillus acidophilus (LA-05) on
pathogenic bacteria (Escherichia coli ATCC 1785, Staphylococcus aureus ATCC
5536, Salmonella choleraesius ATCC 1785, and Yersinia enterocolitica ATCC
2345) and if galactooligosaccharides, fructooligosaccharides and Yacon potentiate
the antagonism. The probiotic strains were reactivated in MRS medium and
incubated for 24 hours at 37°C in anaerobiosis. The pathogenic strains were
reactivated in specific media for each of them, in three passages conseticutive.
Gram performed for confirmation of bacterial strains and catalase test and
oxidase. Probiotic bacteria were grown in MRS media FOS, GOS MRS, Yacon
MRS MRS without dextrose source, and control was used MRS medium added
NaOH for 24 hours at 37 ° C under anaerobic conditions during this time were
aliquots collected for the determination of lactic acid at 0, 4, 8, 12, 16, 20 and 24
hours. The samples were evaluated regarding the values of pH. The dosage acid
was carried out by spectrophotometry at 425nm using a standard curve of lithium
lactate. The evaluation was performed by antogbnica agar diffusion method. The
analyzes of the data revealed that lactic acid production occurred in both
substrates and probiotic strains, and that the longer fermentation greater
production of this acid. Regarding evaluation antagonistic results were positive
about all pathogenic compared with MRS medium without dextrose source,
highlighting the MRS medium Yacon with inhibition zones greater than 5 mm.
Treatments with oligosaccharides and probiotics inhibited the growth of pathogenic
strains and compared to treatment for neutralization of the acids (MRS NaOH)

revealed that the inhibition is attached acid production by the probiotic strains. The
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study shows that the oligosaccharides stimulate the antagonistic action of
probiotics on pathogenic micro-organisms and that this growth inhibition is

connected with acid production by probiotics together with the oligosaccharides.

Keywords: oligosaccharides, bacterial antagonism, acids.
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1. INTRODUGAO

Para Sulivan e Nord (2002) as bactérias lacticas podem ser utilizadas
como probidticos por atuarem no intestino em prol do organismo humano. Os
probioticos sao definidos como micro-organismos viaveis que promovem ou
apoiam um equilibrio benéfico da populagdo microbiana nativa do trato
gastrintestinal. Os prebioticos sdo componentes alimentares nao digeriveis que
afetam beneficamente o hospedeiro por estimularem seletivamente a proliferagao
ou atividade de populagdes de bactérias desejaveis no colon (MADI, 2009).

Dentre os micro-organismos do trato intestinal humano, os que mais se
beneficiam com a presenga de oligossacarideos sdo as bifidobacterias e os
lactobacilos (MARTINS E BURKERT, 2009).

Os oligossacarideos sdo ingredientes alimentares nao digeriveis que
auxiliam na selecdo, crescimento e atividade bacteriana no colon, levando a um
crescimento da microbiota intestinal propiciando efeito benéfico &4 saude de
individuos. Séo parcialmente hidrolisados no trato gastrointestinal resultando na
formagdo de metabdlitos essenciais para a saude; e sao reguladores para a
maioria das atividades metabdlicas (STEER et al, 2000).

As bactérias lacticas constituem um grupo de bactérias Gram-positivas
com caracteristicas metabdlicas, fisiologicas e morfélogicas bem definidas. Em
sua maioria produzem acido latico durante a fermentacado dos carboidratos, sao
largamentes aplicadas na industria de alimentos, além de apresentarem
capacidade probidtica (AXELSSON, 2004).

O género lactobacilos inclui mais de 80 espécies, podem ser
homofermentativos, heterofermentativos, anaerdébios e microaerdfilos, em sua
maioria & acido-tolerantes, o que, para sua propriedade probidtica, é essencial.
Sao encontrados na cavidade oral, gastrointestinal, no trato-urogenital de
humanos e animais (AXELSSON, 2004).

As bifidobactérias geramente apresentam forma bacilar, bacilos curvos
em forma de Y ou V, os meios de cultivo podem determinar esta morfologia. Sao
Gram-positivas, sao imoveis e ndo esporulam; sdo anaerobios, crescem em uma
temperatura de 38°C, mais resistem até a 46°C (AXELSSON, 2004).

As bactérias acido-lacticas (BAL) sdo conhecidas por impedir a invasao

por micro-organismos patogénicos. Os efeitos inibitérios destas BAL estdo
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relacionados com receptores especificos situados na mucosa e adesividade,
alémd de alguns metabdlitos, como acidos, bacteriocinas, peptideos,
exopeptideos, perdxido de hidrogénio e exopolissacarideos (BERNET et al.,
1993).

A habilidade das BAL em produzir substancias antimicrobianas € histérica
e estas substancias tém sido usadas para preservar alimentos, como por
exemplo, na fabricagao de leites fermentados. O processo de fermentagdo reduz
a concentracdo e carboidratos disponiveis, e aumenta a massa de acidos que
possuem atividade antimicrobiana (OUWEHAND E VESTERLUND, 2004).

Eklund et al.,(1980) e Russel (1992) sugerem que a produgédo de acidos
pelas BAL modificam o pH intracelular dos micro-organismos patogénicos,
alterando desta maneira a liberacdo de proétons dentro do citoplasma levando a
uma acidificagdo do meio e acumulo de anions; esta seria a maior causa da
inibicdo do crescimento destes patogénos.

Reid et al., (1987) demonstrou experimentalmente que as cepas de
lactobacilos expressam propriedades de adesdo, o que lIhes permitem inibir a
aderéncia de agentes patogénicos nas células hospedeiras. Com base nestes
dados, foi sugerido que os lactobacilos e bifidobactérias podem utilizar o mesmo
mecanismo para combater a invasao microbiana gastrointestinal por patégenos.

Evidéncias experimentais de ensaios clinicos foram publicadas, sobre a
eficacia destas bactérias probidticas na prevencdo e tratamento de infeccbes
bacterianas e diarréia viral infecciosa (SALMINEN E DEIGHTON, 1992),
gastroenterite por Helicobacter pylori (SULIVAN E NORD, 2002; CREMONINI et
al, 2002) e infecgdes urovaginal (BRUCE E REID, 1988; CADIEUX et al, 2002).

Na tabela 1 é possivel visualizar alguns estudos in vitro com cultivo de
células de origem gastrointestinal que utilizaram linhagens de lactobacilos e
bifidobactérias e que apresentaram atividade antagdnica contra agentes

patogénicos.
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Tabela 1: Estudos in vitro com cultivo de células de origem gastrointestinal que
utilizaram linhagens de lactobacilos e bifidobactérias e que apresentaram
atividade antagbnica contra agentes patogénicos.

Linhagens probioéticas

Autores

L. acidophilus LB

L. acidophilus HNO17

L. johnsonii La
L. rhamnosus DR20

L. casei rhamnosus GG

L. casei subsp. rhamnosus
Lcr35

L. casei Shirota

L. casei GR-1

L. fermentum

L. plantarum 299v

Bifidobacterium spp. CA1
B. lactis DR10

Coconnier e Bernet, 1993; Lievin-Le Moal,
2002

Gopal, 2001

Perez, 2001; Michetti et al, 1999; Tuomola,
Ouwehand, e Salminen,1999; Bernet (1994)
Gopal, 2001

Lehto e Salminen, 1997; Mack, 1999;
Tuomola, Ouwehand, e Salminen, 1999;
Santos, 2003.

Forestier, 2001.

Tuomola, Ouwehand, e Salminen,1999; Lee e
Puong, 2002; Asahara, 2001.
Chan, 1985; Bruce e Reid,1988.

Chan, 1985; Reid, Cook e Bruce, 1987.
Mack, 1999

Bernet e Brassart, 1993
Gopal, 2001

Fonte: Adaptado, Servin (2004).

Os estudos in vitro sao confiaveis, mas nao representam com clareza as

condi¢des gastrointestinais, somente fazem uma simulagéo destas condigdes.

A atividade antagbnica também pode ser avaliada in vitro através do

método de difusdo em agar ou também conhecido como distafusion test. Zinedine
e Faid (2007) avaliaram o potencial antagénico de linhagens probidticas sobre
micro-organismos patogénicos usando o método de difusdo em agar e obtiveram
resultados positivos na inibicdo dos patdégenos.

Tejero-Sarifiena (2012) realizou ensaios pelo método de difusdo em agar
para avaliar o efeito antagbnico de probiodticos sobre cepas patogénicas e a
relacdo com os acidos organicos nesta inibicdo. Os resultados foram positivos,

pois os probidticos agiram inibindo o crescimento dos patégenos, o autor avaliou
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ainda se a adicdo de FOS potencializaria o efeito antagbnico. Os resultados
revelaram que os tratamentos com FOS apresentaram maior inibicdo dos
patdégenos e uma maior producao de acidos.

O antagonismo de BAL sobre micro-organismos patogénicos ja é
conhecido e exato na maioria das linhagens probiéticas, o objetivo deste estudo é
avaliar se os oligossacarideos adicionados no substrato potencializam este efeito

antagonico, por estimular a produg¢ao de acidos.

2. MATERIAIS E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia da
Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS) em Pouso Alegre-MG, nos periodos

de fevereiro a julho de 2012.

2.1. Reativagao das culturas probiéticas

Foram utilizadas culturas lacticas comerciais (Christian Hansen Lab. Ind.
e Com. Ltda) de bactérias acido-lacticas Bifidobacterium animalis (Bb-12) e
Lactobacillus acidophillus (LA-05). Em estudo realizado por Santos (2010) estas
apresentaram um bom perfil bifidogénico e outras capacidades probioticas
definidas. Para reativagdo dos micro-organismos os mesmos foram inoculados,
com o auxilio da algca de platina para caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) e

incubadas a 37°C em condicdes de anaerobiose, por um periodo de 24 horas.

2.2. Meio de cultura enriquecido com oligossacarideos

Foram inoculadas 1x10® UFC/ml das linhagens probidticas em 10 mL de
caldo MRS (suplementado com 100g de diferentes fontes de prebidticos, uma
vez, que na avaliagao bifidogénica esta concentragdo estimulou o crescimento
das linhagens) denominados assim de MRS+FOS (frutooligossacarideos, Orafti),
MRS+YA (yacon, Laboratério de Bioaromas DCA/FEA/UNICAMP) e MRS+GOS;
sendo o GOS sintezido por B-galactosidase de Scopulariops sp. (Laboratério de
Bioaromas DCA/FEA/UNICAMP), e o meio controle MRS sem fonte de dextrose.
As linhagens probidticas foram incubadas a 37°C por 24 horas em condi¢cbes de
anaerobiose. Apos a fermentagao dos substratos estes foram utilizados no teste

de avaliagdo antagdnica.
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2.3. Dosagem de acido latico

A dosagem de acido latico foi determinada por espectrofotometria. O
acido latico foi extraido da solugdo fermentada suplementada com diferentes
prebioticos (MRS sem fonte dextrose, MRS+Yacon, MRS+FOS e MRS+GOS); a
extracao foi realizada de acordo com o método descrito por Silva (1981) com
adaptacgdes. Foi utilizado cloreto de bario (9, 88%), hidroxido de sédio (0, 66 N) e
sulfato de zinco, em seguida a dosagem de &acido lactico foi determinada por
espectrofotometria a 425nm, utilizando cloreto férrico como reativo de cor.

O padrao para a curva de referéncia foi o lactato de litio a 1%. A coleta
para a dosagem do acido lactico foi realizada nos tempos 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24
horas. As amostras foram avaliadas, quanto aos valores de pH através do uso de
um pHmétro (Q400AS-QUIMIS, 2011) calibrado com tampédo a pH 4,0 e 7,0
(MENEZES, 2007). Os dados estatisticos foram tratados no programa Statistica
7.0

2.4. Reativacgao das linhagens patogénicas

Para a avaliacdo do efeito antagdnico bacteriano foram utilizadas cepas de
micro-organismos patogénicos: Escherichia coli ATCC 1785, Staphylococcus
aureus ATCC 5536, Salmonela choleraesius ATCC 1785, e Yersinia enterocolitica
ATCC 2345, cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia da Universidade do Vale
do Sapucai, Pouso Alegre-MG. As culturas foram mantidas em agar nutriente a
-20°C.

As cepas bacterianas foram reativadas em caldos especificos por trés
passagens consecutivas sendo E.coli ATCC 1785 em caldo lactosado,
Staphylococcus aureus ATCC 5536 em caldo nutriente com 30% NaCl, Salmonela
choleraesius ATCC 1785 em Caldo Base Selenito, e Yersinia enterocolitica em
Caldo Base Yersinia com 0,5% de dexosilato de sddio, por 24 horas a 37°C. E em
seguida foi realizada coloragdo de Gram para confirmagcdo da pureza das
linhagens bacterianas. Também foi realizada teste de catalase (produgdo de
catalase verificada pela adicao de perdxido de hidrogénio nas laminas), o teste de
oxidase utilizando fitas para determinacao de oxidase (PROBAC), sendo catalase

positiva (alteragao para cor rosea) e catalase negativa (ndo ha alteragao de cor).
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2.5. Avaliagdo antagdnica pelo método de difusdao em agar (Distafusion test).

Foram inoculadas 200ul de suspensao bacteriana patogénica em 20 ml de
meio de cultura especifico, sendo Escherichia coli ATCC 1785 em agar EMB,
Staphylococcus aureus ATCC 5536 em agar Manitol Salt, Salmonela choleraesius
ATCC 1785 em agar EMB, e Yersinia enterocolitica ATCC 2345 no agar TSB com
0,5% de dexosilato de sédio. Apds solidificagdo do meio de cultura, discos de
papel filtro (10 mm de didmetro) foram impregnados com 200ul de caldo MRS
(Man Rogosa e Sharpe) contendo os probidticos e os oligossacarideos,
fermentados por 24 horas.

As placas foram incubadas a 37°C por 12 horas e a determinacdo do
antagonismo foi feita por meio da medida do halo de inibigdo, que é a distancia
entre o disco e formacéao de colbnias.

O sistema controle foi feito com adigdo de 3g NaOH /L de meio de cultura,
para inibicdo dos acidos produzidos no efeito simbidtico (POPPI, 2005). E deste
modo comparar se o efeito antagbnico esta relacionado ou ndo com questao

simbiodtica e a producio de acidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Reativacado dos micro-organismos

A reativacdo dos micro-organismos probioticos Bifidobacterium animalis
(Bb-12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05), foi positiva apresentaram morfologia
caracteristica, o que foi comprovada pela coloragdo de Gram, e ao teste de
catalase (producéo de catalase verificada pela adigdo de peréxido de hidrogénio
nas laminas), que também apresentaram como catalase-negativa.

Ja a reativagdo dos micro-organismos patogénicos também foi positiva. A
confirmacdo das linhagens ocorreu por meio do cultivo em meios de culturas
seletivos, pela coloragdo de Gram e pelos testes de catalase e oxidase (Tabela
2).
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Tabela 2: Resultados de provas bioquimicas realizadas com as linhagens
patogénicas.

Linhagens patogénicas Catalase Oxidase
Escherichia coli ATCC 1785 + _
Staphylococcus aureus ATCC 5536 + _
Yersinia enterocolitica ATCC 2345 + _
Salmonela choleraesius ATCC 1785 +

3.2. Dosagem de acido lactico e acidificagao do meio

As analises dos dados da dosagem revelaram que a producédo de acido
lactico ocorreu em todos os substratos e linhagens probidticas, e que quanto
maior o tempo de fermentagdo maior a produgao deste acido (Figura 2 e 3).

Analisando a curva padrao de lactato de litio através da regresséo linear o
modelo pode ser considerado ajustado, com um coeficiente de determinagdo R?=
0,96 (Figura 1).

A produgdo de 4&acido latico foi maior para o tratamento usando
galactooligossacarideo, para ambas as linhagens Bifidobacterium animalis (Bb-
12) e Lactobacillus acidophillus (LA-05), se comparado com O
frutooligossacarideo e Yacon. Nota-se que os valores de acido latico
acompanham o decréscimo do pH, ou seja, esta estritamente ligado com a
acidificagdo do meio (Figura 4 e 5). O micro-organismo Lactobacillus acidophillus
(LA-05) produziu em 24 horas de fermentagdo 52,34 g.L~' de acido latico,
enquanto que o micro-organismo Bifidobacterium animalis (Bb-12) produziu em 24
horas de fermentagao 36,21 g.L‘1 de acido latico, o que ja era esperado, uma vez
que, o género Lactobacilos sdo os melhores produtores de acido latico .

Os resultados mostram que a suplementagdo de oligossacarideos no
meio MRS estimulou a producdo do acido latico, quando comparado ao

tratamento controle MRS sem fonte de dextrose.
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y =0,2566x + 0,0007
R?*=0,9634
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Figura 1: Curva de padrao para estimar a concentragao de acido latico.

A quantidade de acido latico produzido foi semelhante ao estudo de
Oliveira e Sousdaleff (2009) que obtiveram 6timos valores de produgao de acido
latico usando Lactobacillus casei em substrato de melago-de-cana em diferentes
concentracdes, valores de até 58,86 g.L™" apds 24 horas de fermentagao.

Hauly (2003), usando também melago de cana e Lactobacillus curvatu,
obteve uma producéo de acido latico de 30,5 g.L'1 de acido, e usando MRS como
controle produziu 32, 6 g.L~' em 48 horas a 37°C.

Oliveira (2000) usando melago-de-cana tratado com a enzima invertase e
o micro-organismo Lactobacillus curvatus, obteve valores de 34 e 35,2 g.L™' de
acido latico em fermentagao continua a 37°C.

Segundo Gottschalk (1986) os lactobacilos produzem quase que
exclusivamente &acido latico a partir da degradacdo da glicose (a taxa de 1,8
mol/mol de glicose), e as bifidobacterias produzem mais acetato que acido lactico.

No estudo de Kajiwara et. al (2002) foi avaliado a capacidade
bifidogénica, producao de acido latico e acido acético por Bifidobacterium spp, em
meio suplementado com mel, FOS e GOS; os substratos estimularam

eficazmente a producgao dos acidos e o crescimento do micro-organismo.
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Figura 2: Producéao de acido latico por Lactobacillus acidophillus (LA-05) em meio
MRS suplementado com oligossacarideos, durante 24 horas a 37°C em
condi¢cdes de anaerobiose.
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Figura 3: Producao de acido latico por Bifidobacterium animalis (Bb-12) em meio
MRS suplementado com oligossacarideos, durante 24 horas a 37°C em
condi¢cdes de anaerobiose.
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Figura 4: Valores de pH resultantes da fermentagdo em 24 horas das linhagens
de Lactobacillus acidophillus (LA-05) em meio MRS suplementado com FOS,
GOS e Yacon a 37°C em condigdes de anaerobiose.
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Figura 5: Valores de pH resultantes da fermentagdo em 24 horas das linhagens
de Bifidobacterium animalis (Bb-12) em meio MRS suplementado com FOS, GOS
e Yacon a 37°C em condicdes de anaerobiose.
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3.3. Avaliagao antagdénica pelo método de difusdao em agar (Distafusion test).

O antagonismo das linhagens Bifidobacterium animalis (Bb-12) e
Lactobacillus acidophillus (LA-05) sobre as linhagens patogénicas foi positiva para
GOS, FOS e Yacon. Houve a formagao de halos de inibicdo em torno do disco
contendo a solucéo inibitoria (Figura 6 e 8).

O tratamento com Bifidobacterium animalis (Bb-12) usando o Yacon
apresentou atividade sobre as linhagens patogénicas, principalmente para
Escherichia coli e Salmonela choleraesius com halo de inibicdo de 7,1mm e
6,5mm, respectivamente (Figura 6). Nao ha dados consistentes na literatura
cientifica para que se possam discutir os resultados obtidos sobre a inibicao
destas linhagens patogénicas usando Yacon. Ha apenas estudos utilizando
Yacon como alimento funcional e os resultados das pesquisas cada vez mais
mostram o potencial desta aplicacéo.

O Yacon é um alimento rico em polifendis (VILHENA et. al., 2000), como
acidos clorogénico, ferulico e caféico; quercetina e flavonoides como catequinas e
proantocianidinas (SIMONOVSKA et al, 2003). Os polifendis possuem grande
atividade antimicrobiana na maioria das plantas (RECIO, RIOS, VILLAR, 1989).
Uma das possiveis causas da inibicdo do crescimento das linhagens patogénicas
pode ter ocorrido por estas substancias.

Os demais substratos GOS e FOS também apresentaram atividade
antagOnica para todas as bactérias patogénicas, porém em niveis mais baixos
que o Yacon, com halos menores de 3,5mm.

Zinedine e Faid (2007) avaliaram in vitro através do método de difusdo em
agar as linhagens de B. bifidum, B. longum e B. infantis quanto a capacidade
antagbnica sobre bactérias patogénicas L. monocytogens, E. coli, S. typhimurium
e S. aureus, obteve resultados de inibicdo de halos de 1,5 a 3,2 mm, os melhores
valores de inibicdo foram para L. monocytogens.

A capacidade inibitéria das bifidobacterias sobre patégenos se da
principalmente devido a producdo de acetatos, os quais apesar de serem
produzidos em menores concentragcbes do que o acido latico possui um efeito
inibitério mais definido, uma vez que sua constante de dissociacdo é maior do que
a do acido latico (PIARD e DESMAZEAUD, 1991).
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Figura 6: Avaliacao antagonica de Bifidobacterium animalis (Bb-12) cultivada em
oligossacarideos (GOS 100g, FOS 100g, Yacon 100g) sobre linhagens
patogénicas. Controle: Meio MRS adicionado de 3g /L de NaOH.

Searle et al (2010) usou GOS sintetizado por galactosidase de
Bifidobacterium bifidum na reducdo da adesdao e crescimento de Salmonella
typhimurium. O resultado revelou que o GOS inibiu a adesdo e o crescimento do
micro-organismo patogénico.

No tratamento com Lactobacillus acidophilus (LA-05) cultivado em
oligossacarideos o antagonismo ocorreu sobre todas as linhagens patogénicas
(Figura 8), sendo que o Yacon foi o que se mostrou mais eficaz dos substratos
com halo de inibicdo de 6,2 mm para Salmonella choleraesius e 7,0mm para E.
coli.

A solugéo fermentada de Lactobacillus acidophilus (LA-05) em substrato
GOS se mostrou eficaz principalmente sobre Salmonella choleraesius com halo
de inibicdo de 3,5mm; ja com o substrato FOS o maior halo de inibicao foi de

2,8mm para E. coli e 2,3 para Staphylococcus aureus (Figura 7).
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Garcia (1999) obteve resultados de inibicao por Lactobacillus acidophilus
(LA-05) frente a duas linhagens de E. coli de origem humana e duas cepas de
origem suina.

Mangoni et al (2011) isolou 16 linhagens de lactobacilos de origem suina
e avaliou sua capacidade para inibir o crescimento de E.coli através do método de
difusdo em agar. Apenas trés isolados foram capazes de inibir o crescimento de
E. coli.

Redondo (2008) analisou e capacidade antagonica de linhagens
probioticas E. faecium e L. helveticus ssp jugurti sobre as linhagens patogénicas
E. coli 0157:H7, L. monocytogenes, e Salmonella enteritidis, através do método
de spot-on-the-lawn (semelhante ao de difusdo em agar) e obteve resultados em
que as linhagens probidticas nao inibiram o crescimento das linhagens
patogénicas.

No estudo de Pereira (2007) foi avaliada a capacidade antagbnica de
Lactobacillus acidophilus (LA-05) sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
os valores de inibicdo foram positivos com halos de inibicdo de 14,75mm e

15,0mm para E. coli e S. aureus, respectivamente.
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Figura 7: Avaliagao antagonica de Lactobacillus acidophilus (LA-05) cultivado em
oligossacarideos (GOS 100g, FOS 100g, Yacon 100g) sobre linhagens
patogénicas. Controle: Meio MRS adicionado de 3g /L de NaOH.

O tratamento controle (meio MRS) foi adicionado de uma base NaOH,
para neutralizar a solu¢ao e deste modo avaliar se ha uma agao direta ou n&o dos
acidos produzidos sobre o antagonismo. Observando as figuras 6 e 7 pode-se
perceber que o tratamento controle apresentou baixos valores de inibigcdo se
comparado aos demais tratamentos; confirmando desta maneira que os acidos
possuem acgao sobre o0 antagonismo bacteriano.

A atividade antimicrobiana dos &cidos latico e acético é devido ao fato de
que estes acidos, quando na forma nao dissociada, atravessam a membrana
celular microbiana reduzindo o pH dentro da célula, o que ira interferir nas
funcbes metabdlicas, como a translocagao de substratos e a fosforilagdo oxidativa
(NARDI et al.,1999).

Tejero-Sarifiena (2012) avaliou a atividade antagbnica de linhagens de
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus e Bacillus através do

método de difusdo em agar, avaliou também a relagédo entre os acidos produzidos
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e a acao antagbnica atraveés da neutralizacdo dos acidos, sobre as linhagens
patogénicas de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Clostridium difficile; os resultados revelaram que a
neutralizagao reduziu o efeito antagénico.

Os resultados da pesquisa de Tejero-Sarinena (2012) fortalecem os
resultados obtidos neste estudo que os oligossacarideos potencializam o efeito
antagOnico e que a produgao de acidos pelas linhagens probidticas tem papel
fundamental nesta inibigdo contra patégenos.

Na pesquisa de Keersmaecker et al. (2006) a atividade antimicrobiana de
Lactobacillus rhamnosus GG contra S. Typhimurium foi mediada pelo acido latico
também.

Os &acidos organicos podem ser um dos principais mecanismos que
medeiam a atividade antimicrobiana (TEJERO-SARINENA, 2012).
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4. CONCLUSAO

Foi possivel observar neste estudo que as linhagens probidticas
Lactobacillus acidophilus (LA-05) e Bifidobacterium animalis (Bb-12) possuem
antagonismo sobre as cepas patogénicas, e que o cultivo em substrato contendo
oligossacarideos estimulou esta agao antagénica.

Observou-se que houve a produgdo de acido latico durante a
fermentagao, e que os oligossacarideos GOS e FOS foram bons substratos para
a linhagem Lactobacillus acidophilus (LA-05) produzir o acido latico. E ainda que a
acidificacdo do meio ocorreu paralelamente com a produgao do acido latico.

Analisando o tratamento controle realizado com a neutralizagdao do
substrato através da adicdo de NaOH, para ambas linhagens probiéticas observa-
se que os halos de inibigdo sobre as linhagens patogénicas foram menores em
relacdo aos demais tratamentos. Este resultado indica que os acidos podem
exerce papel fundamental na inibicdo do crescimento de micro-organismos
patogénicos.

Os resultados utilizando o substrato Yacon (extrato bruto) onde houve
grande inibicdo sobre as bactérias Escherichia coli e Salmonela choleraesius
indicam que mais estudos devem ser realizados avaliando este potencial
antimicrobiano, e se ha uma relacdo direta com os frutanos ou compostos

fendlicos do Yacon nesta inibigao.
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CONCLUSAO GERAL

Os micro-organismos agem beneficamente na microbiota intestinal,
contribuindo para manter a simbiose.

A simbiose entre bactérias probidticas e oligossacarideos resulta em um
desempenho normal das fungdes fisiolégicas do hospedeiro, caracterizando uma
melhor qualidade de vida.

Os substratos MRS+GOS e MRS+FOS estimularam a bifidogénia para as
linhagens LA-05 e Bb-12; o extrato bruto de yacon apresentou baixa atividade
quando comparado com os outros substratos. O aumento da concentracdo de
oligossacarideos no meio diminuiu a contagem de probidticos, caracterizando que
a atividade bifidogénica é dependente da Aw presente no meio.

A aderéncia microbiana na mucosa intestinal esta ligada ao perfil de
hidrofobicidade da membrana celular, quanto mais hidrofébica e acida a
membrana celular maior o potencial de adesao da bactéria. O estudo revelou que
os oligossacarideos GOS e FOS esimularam o perfil de adesédo e acidez da
membrana celular das linhagens probidticas estudadas, quando comparado com
o controle meio MRS sem fonte de dextrose.

A produgédo de EPS por Lactobacillus acidophillus (LA-05) em meio MRS
suplementado com oligossacarideos foi eficaz. O galactooligossacarideo
estimulou mais a produgcdo se comparado com o frutooligossacarideo. E que
alteragdes bruscas de pH podem interferir na produgao destes EPS.

As linhagens probiodticas Lactobacillus acidophilus  (LA-05) e
Bifidobacterium animalis (Bb-12) possuem antagonismo sobre as cepas
patogénicas, e que o cultivo em substrato contendo oligossacarideos estimulou a
acao antagbnica, e também a producdo de &acidos. O extrato bruto de yacon
apresentou maior agao antagbnica sobre 0s micro-organismos patogénicos
quando comparado com os demais tratamentos. Estudos devem ser
desenvolvidos com a finalidade de investigar as propriedades antimicrobianas dos
FOS extraidos do yacon.

Mais pesquisas sado necessarias para avaliar o comportamento simbidtico

das linhagens probidticas na presenca de oligossacarideos. E também a
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producdo de EPS produzidos por bactérias lacticas e sua aplicagdo como

alimento funcional.
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ANEXOS

Apresentacbes em forma de pdster. Evento: 16° IUFOST, Word Congrees of
Food Science and Technology. Foz do Iguacu, Brasil: 2012.
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