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Introducao

A crescente busca da populacdo por habitos alimentares mais saudaveis
e que proporcionem efeitos benéficos a saude, tem aumentado nos ultimos
anos, elevando dessa forma 0 consumo e a prospeccao por novas cepas que
possuam potencial probiotico.

Os probidticos sé&o definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, afetam positivamente a salude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Diversas cepas de Lactobacillus plantarum, que
tem uma longa historia de ocorréncia natural e de utilizacdo segura numa
variedade de produtos alimentares, apresentam ppropriedades probioticas, e
estudos clinicos tem demonstrado estas caracteristicas desejaveis para a sua
utilizacdo em seres humanos (Vries et al., 2006).

Entre as propriedades de interesse encontradas em bactérias laticas e
gue podem fundamentar sua classificagdo como microrganismos probidticos
estdo a capacidade de inibir patégenos intestinais via exclusdo competitiva ou
producdo de substancias antimicrobianas (bacteriocinas), bem como a
producdo de enzimas que auxiliam na digestdo de lactose e na desconjugacao
de sais biliares, contribuindo para a reducdo dos niveis séricos de colesterol
(Vinderola et al., 2008). No entanto, para que essa cepa possa exercer essas

funcdes no organismo do consumidor, € necessario que seja capaz de
sobreviver as condi¢cfes adversas do trato grastrointestinal do hospedeiro.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de 9
cepas de Lactobacillus plantarum isoladas de leite caprino apds exposicédo a
condicOes do trato gastrointestinal (TGI) e sais biliares humano simuladas in
vitro.
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Material e Métodos
Avaliacdo da resisténcia a condi¢cfes do TGI simuladas in vitro

A tolerancia ao transito gastrointestinal (TGI) foi avaliada in vitro por
método adaptado de Charteris et al. (1998) e Jensen (2012). A viabilidade das
bactérias foi determinada no inicio do experimento (tempo O min) a partir da
suspensdo bacteriana contendo 10° UFC (unidades formadoras de coldnia)/ml
e apos exposicdo ao fluido gastrico (90 min) e entérico (240 min) simulados.
Para a enumeracdo bacteriana foram preparadas diluicbes seriadas em
solucdo salina a 0,85% w/v estéril e o plagueamento foi realizado por
semeadura em superficie em MRS agar (Oxoid, Basingstoke, UK) de 100ul das
diluicbes seriadas adequadas. Para simular o suco gastrico foi dissolvido 2g/I
de pepsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) em solucéo salina 0,5% w/v estéril,
e o0 pH ajustado para 2,5 com HCIl a 1M, seguido de incubacao a 37°C por 90
min. Para simulacdo das condi¢des intestinais foi dissolvido 250mg/l de
pancreatina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SA) e 0,45% de extrato de bile
(Oxgall, Merck, Darmstadt, Germany), em solucdo salina 0,5% wi/v estéril e o
pH ajustado para 7,0 com NaHCO3 seguido de incubacao a 37°C por 240 min.
Todas as solucdes foram preparadas no dia do experimento. Para estimar a
resisténcia relativa de cada cepa as condi¢des do TGI, foi calculado um indice
de sobrevivéncia, com base na populacao inicial (tempo 0) e final, apdés 90min
na simulacdo das condi¢Bes gastricas e 240min nas condi¢des entéricas. O
experimento foi realizado em triplicata com duas repeti¢des.

Desconjugacéao de sais biliares

Para avaliar a capacidade de desconjugar sais biliares, as nove cepas
de L. plantarum foram estriadas em placas contendo MRS &gar acrescido de
0,5% (p/v) dos sais sodicos do acido taurocadlico (TC), taurodesoxicolico (TDC),
glicocdlico (GC) ou glicodesoxicdlico (GDC), (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA). As placas foram incubadas em anaerobiose (GasPack System, Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, UK), a 37°C por 72h. A presenca de um halo opaco
em volta das colbnias foi considerado positiva para a desconjugacao de sais
biliares. O teste foi realizado em duas repeti¢cdes, em duplicata.

Resultados e Discusséo
Avaliacao daresisténcia a condigdes doTGI simulado in vitro

A secrecdo gastrica constitui o primeiro mecanismo de defesa do
organismo humano contra 0S micro-organismos ingeridos oralmente, e a
resisténcia a essas condi¢cdes é uma propriedade rara entre as bacterias laticas
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(Cotter & Hill, 2003). Desta forma, a capacidade de sobreviver a passagem
pelo TGI € uma importante propriedade na selecdo de micro-organismos com
potencial probidtico. As condi¢Bes gastricas de pH variam de pH 1, durante o
jejum, passando para pH 4,5, apos a refeicdo, e a digestdo pode durar 3h
(Maragkoudakis et al., 2006).

Os valores obtidos para o indice de sobrevivéncia das cepas de L. plantarum
ao fluido géstrico simulado a pH 2,5 e entérico a pH 7,0, sdo apresentados na
tabela 1. O grupo de nove cepas de L. plantarum apresentou reducdes
populacionais que variaram de 4,05 log UFC/ml a 5,37 log UFC/mI, sendo a
sobrevivéncia das cepas a fase gastrica considerada baixa, pois apenas as
cepas L. plantarum CNPC024 e CNPCO036 apresentaram indice de
sobrevivéncia superior a 50%. Na etapa entérica, este indice permaneceu entre
67 e 100% para as 9 cepas. Em trabalho realizado por liiiguez-Palomares et al.
(2007), um indice de sobrevivéncia superior a 45% foi considerado relevante
na selecédo de cepas com potencial probiético.

Desconjugacéo de sais biliares

Assim como a capacidade de sobreviver as condi¢cdes do TGl , a
resisténcia aos sais biliares e a presenca de hidrolases de sais biliares sdo
caracteristicas relevantes na selecdo de cepas potencialmente probidticas. A
producdo de hidrolases de sais biliares e e sua liberacdo no organismo
humano, pode contribuir para reducéo do colesterol circulante, pois os acidos
biliares desconjugados sdo menos sollveis e menos absorbidos no lumén
intestinal, sendo excretados nas fezes. A presenca dessa enzima também é
sugerida como mecanismo de defesa dos lactobacilos, favorecendo sua
sobrevivéncia as condicfes de estresse geradas pela presenca de bile no
intestino, ja que esta enzima funciona como um detergente (De Smet et
al.,1995).

Os resultados sdo apresentados na tabela 1. As nove cepas de
Lactobacillus plantarum estudadas demonstraram boa sobrevivéncia na
presenca dos sais sodicos dos é&cidos GC e TC, embora ndo tenham
demonstrado capacidade de desconjugéa-los. Trés das cepas de L. plantarum
ndo sobreviveram a presenca do sal sédico do acido GDC, no entanto as
demais seis cepas ndo somente resistiram, mas desconjugaram fortemente
este sal. Todas as cepas sobreviveram a presenca do sal sédico do acido TCD,
sendo que as cepas CNPCO011l, CNPCO024, CNPC027 e CNPCO032 o

desconjugaram fortemente.
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Tabela 1 — Sobrevivéncia as condi¢cdes gastrointestinais e desconjugacao

de sais biliares.

Micro-
organismos/Cepas

Lactobacillus

plantarum

CNPCO011

CNPC 020

CNPC 024

CNPC 027

CNPC 032

CNPC 036

CNPC 037

CNPC 038

CNPC 040

Viabilidade (log ufc/ml)
durante a simulagao a

tolerancia ao suco gatrico

0 min

8,39+0.

04

6,18+0.

07

8,43%0.

03

7,91+0.

04

8,70%0.

07

8,43+0.

03

7,80%0.

02

8,32+0.

47

7,88%0.

06

90min

3,71+0.

02

2,13+0.

21

4,38+0.

18

2,70%0.

14

3,9610.

03

4,38+0.

18

3,46%0.

05

3,94+0.

20

2,51+0.

24

i. Sobrev.

44,25%

34,51%

52,01%

34,08%

45,51%

52,01%

44,31%

47,44%

31,85%

Viabilidade (log ufc/ml)
durante a simulagao ao

transito intestinal

0 min

8,39+0.0
4

6,18+0.0
7

8,43+0.0
3

7,911£0.0
4

8,70+0.0
7

8,43+0.0
3

7,80+0.0
2

8,32+0.4
7

7,88+0.0
6

120min

8,44+0.
01

5,05+0.
38

7,42+0.
10

5,33+0.
05

8,41+0.
03

7,42+0.
10

7,69+0.
08

8,02+0.
10

7,23%0.
14

i. Sobrev.

100,61%

81,83%

88,10%

67,37%

96,65%

88,10%

98,57%

96,56%

91,78%

Desconjugacao de sais

GDC GC TDC
g++ g- g+t
ng g g
g++ g- g+
g- g- g+t
g++ g- g+
ng g g
gH+ g gt
gH+ g g
ng g g

biliares 0,5%

TC

I. Sobrev.= indice de sobrevivéncia; GDC=4cido glicodesoxicélico; GC=acido glicocolico;TDC=acido
taurodesoxicolico; TC=acido taurocolico; ng=nédo cresceu; g-=cresceu, mas nao desconjulgou;

g+=moderada desconjulgacao; g++= forte desconjulgacao.
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Conclusao

Os resultados obtidos in vitro indicam que as condicbes gastricas
constituem a principal barreira a sobrevivéncia das cepas de L. plantaram
estudadas durante a passagem pelo TGI, pois apenas duas cepas
apresentaram um indice de sobrevivéncia superior a 50%.

Praticamente todas as cepas estudadas apresentaram boa resisténcia a
presenca de sais biliares, e as cepas L. plantarum CNPC 011, CNPC 024 e
CNPC 032, destacaram-se pela capacidade de desconjugacao dos sais biliares
testados.

Com base nestes resultados ,a cepa de L. plantarum CNPC 024 relne
as melhores caracteristicas de sobrevivéncia e desconjugacdo de sais,
mostrando-se promissora para investigacdo de propriedades probidticas.
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