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RESUMO

As vantagens do consumo de probióticos têm se destacado, tendo em vista os benefícios que
estes microrganismos promovem a saúde dos consumidores. A busca por culturas nativas
probióticas locais promissoras é importante para possibilitar produtos nutritivos, com menor
custo e benéficos para a população. A exposição de microrganismos a condições subletais
proporcionam uma resposta adaptativa, tornando-os mais resistentes. Essa estratégia vem a ser
interessante na aplicação em probióticos, otimizando seu desenvolvimento em etapas de
processamento (calor), variantes na formulação (acidez e osmolaridade), bem como no trato
gastrointestinal. Este estudo objetivou determinar a capacidade de sobrevivência das culturas
nativas de bactérias láticas da coleção da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária
(EMBRAPA), em diferentes condições de estresse em caldo MRS, sendo: ácido, ajustado para
pH 2,5 e 3,5 com HCl; osmótico, em concentrações de 0 a 18% de NaCl; térmico em MRS
tradicional, exposto a temperaturas de 53 e 60 °C. As culturas nativas utilizadas foram
Lactiplantibacillus plantarum (cepas CNPC001, CNPC002, CNPC003, CNPC004 e
CNPC020), Limosilactobacillus mucosae (cepa CNPC007) e Lacticaseibacillus rhamnosus
(cepa EM1107). Após 24 h de cultivo, foi determinada a absorbância em 600 nm.
Posteriormente, foi determinada a condição subletal de cada estresse para desafiar as cepas no
ensaio de resistência cruzada. Na avaliação de estresse ácido e térmico, as culturas se
comportaram de forma semelhante, não havendo multiplicação bacteriana, porém no térmico
elas tornaram-se totalmente inviáveis. Tratando da condição de estresse osmótico todas as
cepas multiplicaram-se até a concentração de 2 g/mL de NaCl, de forma que as cepas
CNPC020, CNPC001 e CNPC004 destacaram-se com a maior viabilidade, multiplicando-se,
respectivamente, nas concentrações 8g/mL e 6g/mL de NaCl, tal qual em MRS tradicional.
No ensaio de resistência cruzada as cepas CNPC002, CNPC004, CNPC007 e CNPC020
foram destaque dentre as demais, pois multiplicaram-se em maior magnitude em
concentrações letais de NaCl, com valores de absorbância de 0,444; 0,943; 1,115 e 0,306,
quando comparadas às mesmas cepas que não foram desafiadas, com valores de absorbância
iguais a 0,061; 0,137; 0,105 e 0,033, respectivamente. Com o desafio prévio em condições
subletais de NaCl, as cepas CNPC001, CNPC002, EM1107 e CNPC020 obtiveram uma maior
viabilidade no ambiente de pH 3,5 em relação às demais com valores de absorbância de
1,225; 1,059; 0,584 e maior que 1,5, respectivamente, quando comparadas às mesmas cepas
que não foram desafiadas, com valores de absorbância no pH 3,5 iguais a 0,243; 0,160; 0,052
e 0,090, respectivamente. Portanto, a utilização de estresse subletal prévio pode aumentar a
sobrevivência de probióticos a condições posteriores de estresse semelhantes, sendo possível
obter cepas com maior viabilidade em ambientes adversos de acidez e de alta osmolaridade.

Palavras-chave: bactérias láticas; culturas nativas probióticas; Lactiplantibacillus plantarum;

Limosilactobacillus mucosae; Lacticaseibacillus rhamnosus.



ABSTRACT

The advantages of probiotic consumption have been highlighted, because of the benefits that
such products promote to the health of consumers. The search for promising autochthonous
probiotic cultures is important for enabling lower cost, nutritious and beneficial products for
the population. The exposure of microorganisms to sublethal conditions provides an adaptive
response, making them more resistant. This strategy becomes interesting in the application of
probiotics, optimizing their development in processing steps (such as heat), changes in the
formulation (such as acidity and osmolarity), as well as in the gastrointestinal tract. This study
aimed to determine the survival capacity of native cultures of lactic bacteria from the
collection of the Brazilian Agricultural Research Corporation (EMBRAPA), under different
stress conditions in MRS broth, as follows: acid, adjusted to pH 2.5, and 3.5 with HCl;
osmotic, in with concentrations of 0 to 18% of NaCl; thermal in traditional MRS, exposed to
53 °C and 60 °C. The autochthonous cultures used were Lactiplantibacillus plantarum
(strains CNPC001, CNPC002, CNPC003, CNPC004 and CNPC020), Limosilactobacillus
mucosae (strain CNPC007) and Lacticaseibacillus rhamnosus (strain EM1107). After 24 h of
cultivation, the absorbance at 600 nm was determined, choosing the sublethal condition of
each stress to challenge the strains in the cross-resistance assay. During the evaluation of acid
and heat stress, the cultures behaved in a similar way, with no bacterial growth; however, in
the thermal stress, they became totally unviable. Regarding the osmotic stress condition, all
strains grew up to a concentration of 2 g/mL of NaCl, so that CNPC020, CNPC001, and
CNPC004 stood out with the highest viability, growing, respectively, at concentrations of
8g/mL and 6g/mL NaCl, as in traditional MRS. In the cross-resistance assay, the strains
CNPC002, CNPC004, CNPC007, and CNPC020 were highlighted among the others, since
they grew more in lethal concentrations of NaCl, with absorbance values of 0.444, 0.943,
1.115, and 0.306, respectively, when compared to the same strains that were not challenged,
with absorbance values of 0.061, 0.137, 0.105, and 0.033, respectively. When previously
challenged using sublethal conditions of NaCl, the strains CNPC001, CNPC002, EM1107,
and CNPC020 obtained higher viability in the environment of pH 3.5, with absorbance values
of 1.225, 1.059, 0.584, and higher than 1.5, respectively, when compared to those that were
not challenged, where the absorbance values   also at pH 3.5 were 0.243, 0.160, 0.052, and
0.090, respectively. Therefore, the use of prior sublethal stress can increase the survival of
probiotics in similar stress conditions, making it possible to obtain strains with higher
viability under adverse acidic environments and high osmolarity.

Keywords: lactic acid bacteria; autochthonous probiotic cultures, Lactiplantibacillus

plantarum; Limosilactobacillus mucosae; Lacticaseibacillus rhamnosus.
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1 INTRODUÇÃO

Definidos como "microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade

adequadas, conferem efeito benéfico à saúde do hospedeiro” (HILL et al., 2014), as

potencialidades dos probióticos têm sido apontadas por autores devido aos benefícios que

promovem a saúde dos consumidores ao serem ingeridos em alimentos, como a prevenção de

condições, tais quais infecções e distúrbios gastrointestinais, processos alérgicos,

carcinogênese e crescimento tumoral (DE LE BLANC; LE BLANC, 2014).

Os produtos comerciais contendo probióticos estão ascendendo comercialmente, tal

expansão pode estar relacionada a busca considerável da população sobre questões de saúde e

estilo de vida, de forma que o mercado global de probióticos já se consolida, com renomadas

empresas trabalhando constantemente no desenvolvimento e comercialização de novos

produtos com alegações probióticas (REQUE;  BRANDELLI, 2021).

Mesmo havendo uma quantidade significativa de cepas com propriedades probióticas

bem caracterizadas e disponíveis comercialmente, a busca por novos microrganismo

destinados a benefício da saúde continuam sendo pesquisados (BOTTA et al., 2014;

CEBRIAN et al., 2011; TODOROV et al., 2008), tendo em vista que as propriedades

probióticas são inerentes a cada cepa, e não necessariamente ligadas apenas ao gênero ou

espécie (JANKOVIĆ et al., 2012), torna-se apropriado o estudo e a procura por culturas

nativas probióticas locais, que possam vir a ser promissoras no ponto de vista tecnológico e na

promoção de saúde, trazendo oportunidades para pequenas indústrias e produtores de

possibilitarem produtos com custo menor, nutritivos e benéficos para população

(VINDEROLA et al., 2008).

Um dos desafios enfrentados pelos pesquisadores é garantir a integridade dos

probióticos nas etapas de fabricação, processamento e armazenamento dos produtos

(KOMATSU, BURITI; SAAD, 2008), tendo em vista, a sensibilidade desses microrganismos

a diversos aspectos, como a acidez, altas temperaturas e condições elevadas de oxigênio

(HUSSAIN et al., 2017; SHAH et al., 2016). Assegurar a viabilidade das cepas probióticas

durante o processo de fabricação e as condições inerentes ao trato gastrointestinal é uma

tarefa importante, uma vez que segundo dos Santos et al. (2015) a maioria de suas ações

benéficas ocorrem no ambiente intestinal.

Com o objetivo de melhorar o desempenho dos microrganismos
probióticos durante o processamento dos alimentos, muitos pesquisadores têm
se dedicado a compreender os mecanismos de resposta ao estresse em
lactobacilos e em bifidobactérias. Esses mecanismos de resposta podem ser
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conseguidos por exposição dos microrganismos probióticos a condições subletais de
estresse, tais como oxigênio, ácido ou calor, o que irá desencadear a resposta
adaptativa de suas células ao estresse aplicado e aumentar a sobrevivência quando
forem expostas novamente a outras condições letais encontradas no processamento
industrial e/ou no trânsito gástrico (TEODORO et al., 2021, p. 5)

Essa estratégia torna-se interessante para a aplicação em probióticos, uma vez que a

manutenção da viabilidade desses microrganismos em alimentos e a sua sobrevivência às

condições gastrointestinais são ainda desafiadoras. A capacidade de modificar a composição

e diversidade da microbiota intestinal, bem como a manutenção de seu equilíbrio, aspectos

chaves para a manutenção da imunidade e homeostase do organismo (GÓMEZ-GUZMÁN et

al., 2015), são dependentes da sobrevivência dos probióticos às condições adversas gástricas

e entéricas.

Estresses subletais induzem a expressão de genes que podem resultar em proteção

contra estresses ambientais e gastrointestinais (TERPOU et al., 2019). Segundo Stanton et al.

(2005), lactobacilos pré-adaptados a condições adversas de sal e calor apresentaram

termotolerância mais elevada e maior sobrevivência durante o processo de spray-drying

quando comparado a culturas que não foram submetidas às condições prévias de estresse.

Igualmente, Buriti, Castro e Saad (2010) obtiveram um aumento da sobrevivência da cepa

probiótica Lactobacillus acidophilus (LA-5) às condições gástricas e entéricas simuladas in

vitro quando incorporados em musses que foram submetidas ao armazenamento congelado

(-18°C) em comparação às mousses refrigeradas.

Portanto, a maior capacidade de adaptação às condições ambientais adversas aumenta

a probabilidade de sobrevivência do probiótico durante a passagem pelo trato gastrointestinal

e as chances de colonização do intestino (TEODORO et al., 2021; TERPOU et al., 2019).

Considerando a utilização de bactérias láticas nativas com potencial probiótico em alimentos,

a indução de resistência a múltiplas condições de estresse permitirá a seleção de bactérias

mais bem adaptadas a uso em alimentos e com maior capacidade de resultarem em benefícios

ao consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de múltiplos estresses sobre a

capacidade de sobrevivência de bactérias láticas nativas com potencial probiótico pertencente

à coleção de bactérias láticas da EMBRAPA.

2.2 Objetivos específicos

Este estudo apresentou os seguintes objetivos específicos:

a) avaliar a capacidade de sobrevivência de bactérias láticas em condições ácidas;

b) avaliar a capacidade de sobrevivência de bactérias láticas em condições de

elevada osmolaridade;

c) avaliar a capacidade de sobrevivência de bactérias láticas em condições de

elevada temperatura;

d) verificar a influência do estresse cruzado sobre a capacidade de sobrevivência das

bactérias láticas;

e) obter bactérias láticas com maior capacidade de resistência às condições adversas

de processamento e armazenamento dos alimentos;

f) obter bactérias láticas com maior capacidade de resistência às condições ácidas do

estômago;

g) selecionar as culturas de acordo com o seu ambiente de melhor viabilidade.
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

3.1 Bactérias láticas e reclassificação do gênero Lactobacillus

Bactérias láticas são gram positivas anaeróbias facultativas ou microaerófilas, em forma

de bastonete, não formadoras de esporos (HAYEK; IBRAHIM, 2013). Compõem

significativamente a microbiota humana, em vários locais do corpo, como sistema digestivo,

sistema urinário e o sistema genital (CAPURSO, 2019).

Até março de 2020 o gênero Lactobacillus, da família Lactobacillaceae, compreendia

261 espécies extremamente diversas nos níveis fenotípico, ecológico e genotípico, quando

então houve uma alteração em sua taxonomia, segundo o estudo de Zheng et al. (2020).

Naquele estudo, o gênero Lactobacillus foi reclassificado em 25 gêneros, incluindo o próprio

gênero Lactobacillus com manutenção de um número menor de espécies, o gênero

Paralactobacillus que já existia, o qual agora recebeu a antiga espécie Lactobacillus

selangorensis, tornando-se Paralactobacillus selangorensis, além de 23 novos gêneros, dentre

eles Lactiplantibacillus, Limosilactobacillus e Lacticaseibacillus. A reclassificação proposta

pelos autores refletem a posição filogenética dos microrganismos e subdivide os lactobacilos

em grupos com propriedades ecológicas e metabólicas compartilhadas.

Em consequência da utilização extensiva na produção alimentícia e na área da saúde

várias espécies do antigo e novo gênero Lactobacillus são reconhecidas como seguras, tendo

sido classificadas como microrganismos de qualidade alimentar pelo Food and Drug

Administration (FDA), além de atenderem aos critérios de Presunção Qualificada de

Segurança (QPS) proposta pela Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos

(EFSA). Dentre as espécies de Lactobacillaceae presentes na lista de bactérias recomendadas

para status de QPS (atualizações de março de 2016), estão presentes as espécies

Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus mucosae

(ZOTTA; PARENTE; RICCIARDI, 2017).

Grande parte das bactérias láticas são designadas como probióticos, justamente, por se

enquadrarem na definição preconizada pela FAO/WHO (2001), atualizada por Hill et al.

(2014), visto que ao serem consumidas em quantidades adequadas exercem efeitos benéficos

à saúde do hospedeiro. Ainda não há um consenso na literatura em relação às quantidades

diárias adequadas da ingestão de bactérias probióticas, comumente, quantidades acima de 6

log unidades formadoras de colônias (UFC)/ml ou g, para exercer benefícios no trato gastro

intestinal, para outras ações benéficas sistêmicas até - UFC/dia ou mesmo -108 1010 109 1010
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UFC/dose, segundo autores (MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015; PEREIRA et al., 2019;

SANTOS et al., 2020).

3.2  Probióticos

O termo “probiótico” foi descrito por Lilly e Stillwell, nos anos de 1965,

relacionado-se a substâncias secretadas por microrganismos capazes de estimular o

crescimento de outros (SÁNCHEZ et al., 2017). Esses microrganismos vêm sendo

consumidos em alimentos fermentados, desde antiguidade, promovendo saúde. A associação

de benefícios relacionados apenas a microbiota intestinal vem modificando-se conforme as

pesquisas sobre esse tema ganham destaque.

Tem-se associado a ação sistêmica de probióticos e seu papel no controle e melhoria

de diversas doenças (REIS, 2019), estudos mostram ações anti-inflamatórias, principalmente

relacionadas à inibição da liberação e saída de citocinas ou ativação de vias pró-inflamatórias

(VAN DEN BROEK et al., 2018; ZAGATO et al., 2014), efeitos imunomoduladores, atuando

na redução dos níveis de fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucinas 1β, 6 e 12 (IL-1β,

IL-6 e IL-12, respectivamente) e aumento nos níveis de interleucina 10 (IL-10) (FENG et al.,

2016), ativação do receptor Toll-like 2 (MANSUR et al., 2014), bem como redutores em

fatores de riscos para síndromes metabólicas importantes no controle glicêmico (BORDALO

et al., 2017; SANTOS et al., 2020), ademais têm sido apontados por autores como atuantes na

prevenção de condições infecciosas e distúrbios gastrointestinais, processos alérgicos,

carcinogênese e crescimento tumoral (DE LE BLANC; LE BLANC, 2014; MARTINEZ,

BEDANI; SAAD, 2015).

Os gêneros de microrganismos probióticos disponíveis comercialmente são os

pertencentes ao antigo e atual gênero Lactobacillus (família Lactobacillaceae) e também ao

gênero Bifidobacterium. Sua aplicação em produtos alimentícios para populações saudáveis

apresenta uma margem histórica de segurança reconhecida na comunidade científica

(BURITI; SAAD, 2014; SAAD et al., 2011; SANTOS et al., 2020).

Os efeitos atribuídos à saúde com o consumo de alimentos contendo probióticos são

vastos, mas para que estes possam vir a promover benefícios aos seus consumidores, é

necessário atender diversos critérios, como não perder a viabilidade e função ou promover

sabores ou texturas desagradáveis, possuir boas propriedades tecnológicas para que possam

ser incorporados em produtos alimentícios; sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal

superior, até o seu local de ação; possuir viabilidade para ser capaz de promover benefícios no
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ambiente intestinal (DIANAWATI; SHAH, 2011; DING; SHAH, 2009; LIU et al., 2018; LIU

et al., 2019; SAARELA et al., 2000).

Tendo em vista que, não há a possibilidade de estabelecimento de quantidade única

adequada para todos os produtos (MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015; SANTOS et al.,

2020), e que há a necessidade dessas bactérias probióticas atingirem populações elevadas para

promover os benefícios, tanto tecnológicos em termos de produção de produtos alimentícios,

como impactar na saúde de seus consumidores, tem sido um desafio para a indústria de

alimentos assegurar todas as condições necessárias para produzir produtos probióticos

(KOMATSU, BURITI; SAAD, 2008).

3.3 Desafios em relação aos fatores que influenciam na viabilidade de probióticos

Tendo em vista o potencial probiótico em proporcionar saúde para seus consumidores.

A sua utilização para finalidades preventivas e terapêuticas tem sido reconhecida de forma

atrativa (CREMON et al., 2018). Para isso, faz-se necessário resistirem às condições

entéricas, consequentemente, aderirem de forma efetiva a mucosa do intestino, dado que

grande parte de suas ações benéficas ocorrem no ambiente intestinal (DOS SANTOS et al.,

2015).

Na matriz alimentícia e no ambiente onde está contida, a acidez, concentração de

açúcar ou sais, a atividade de água, a produção de peróxido de hidrogênio e de outros

metabólitos, a concentração de oxigênio, a temperatura de estocagem, entre outros, são fatores

capazes de prejudicar a viabilidade dos probióticos (BURITI; BEDANI; SAAD, 2016;

MARTIN et al., 2015). Dessa forma, o microrganismo precisa ser capaz de sobreviver às mais

variadas condições de formulação (por exemplo, acidez e osmolaridade), processamento (por

exemplo, calor), estocagem (por exemplo, o estresse na presença de oxigênio), assim como à

passagem pelo trato  gastrointestinal (TERPOU et al., 2019).

A produção, armazenamento e uso de bactérias lácteas, como os probióticos, impõem

estresse ambiental nas células bacterianas. Principalmente, durante a fermentação industrial,

onde se encontra uma série de condições de estresse, como baixa temperatura, baixo pH e

baixa atividade de água (MURUZOVIĆ; MLADENOVIĆ; ĆOMIĆ, 2018). As variações nas

condições de formulação representam desafios, visto que esses microrganismos possuem

sensibilidade a temperatura elevada, prática de inoculação, acidez, oxigênio e interações de

espécies (GALLINA et al., 2011; STANTON et al., 2005), tais condições são comuns dentro

da produção alimentícia. A viabilidade e efetividade deve ser estudada e confirmada em cada
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cepa ou para o produto comercializado (VANDENPLAS; HUYS; DAUBEC, 2015), sendo

assim cada cepa possui propriedades particulares.

Faz-se necessário que alimentos probióticos possuam linhagens de microrganismos

capazes de manter níveis adequados de células com viabilidade, sem interferência em texturas

e sabores, pelo período de armazenamento (GALLINA et al., 2012), bem como no processo

de produção. Nesse sentido, estudos voltados para utilização de biotecnologia como

ferramenta para melhoramento da viabilidade de bactérias probióticas (AHMED, 2003;

DOUILLARD; DE VOS, 2019; STANTON et al., 2005) pode ser uma alternativa para

obtenção de cepas mais resistentes.

3.4  Biotecnologia

Foi preconizada a primeira vez em 1919 pelo engenheiro hungáro Karl Ereky,

referindo-se a biotecnologia como “todas as linhas de trabalho, cujos produtos eram

produzidos a partir de matéria bruta com auxílio de organismos vivos” (STEINBERG, 2002).

Alternativas biotecnológicas, como a "biotecnologia tradicional” utiliza de métodos

de melhoramento genético, como mutagênese e a conjugação para viabilizar melhorias em

microorganismo, para fins de utilização no processamento de produtos alimentícios

(TEODORO, et al., 2021). Essas estratégias, requerem uma abordagem multidimensional,

pois dizem respeito a fatores bióticos e abióticos (ISENRING et al., 2021).

De encontro com a tecnologia de DNA recombinante, técnicas de engenharia de

bioprocessos representam uma vantagem na aceitação da população por serem visto como um

processo mais natural, pode ser uma alternativa a aplicação em alimentos, de acordo com

Çakar et al. (2005), como por exemplo a engenharia evolutiva ou engenharia adaptativa.

Uma solução promissora para a melhoria de microorganismos é a engenharia

evolutiva, que orienta a multiplicação contínua de microrganismos exercendo uma condição

de adversidades de cultivo por meio de estresse seletivos, levando ao aumento de

características desejáveis (PÉREZ-TORRADO; QUEROL; GUILLAMÓN, 2015; WANG et

al., 2019). Algumas centenas de gerações posteriores do microrganismo submetido ao

estresse, mutantes haplóides são obtidos, os quais apresentam vários rearranjos

cromossômicos, podendo estes novos microrganismos serem isolados e avaliados quanto ao

seu metabolismo (SANTOS; GELINSKI; 2008; TEODORO et al., 2021). A viabilidade desse

método é interessante, visto que o tempo de multiplicação de microrganismos são curtos,
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facilitando o surgimento rápido de cepas seletivas (BACHMANN et al., 2015; ÇAKAR,

2012; MANS; DARAN; PRONK, 2018; WINKLER; KAO, 2014).

É uma abordagem bem estabelecida para melhorar as características de cepas alvo

(ISENRING, et al., 2021), como exemplo de características fenotípicas de interesse

destacam-se: maior eficiência fermentativa e geração de produtos, uma maior resistência a

condições de alta ou baixas temperaturas, congelamento-descongelamento, estresse oxidativo

e osmótico, bem como maior conteúdo de produtos intermediário e final metabólicos

(TEODORO, et al., 2021).

3.5 Estresses seletivos e subletais

Estresses ambientais são atribuídos como responsáveis por causarem danos, injúrias ou

mesmo a morte celular de bactérias (CORCORAN et al., 2008), no entanto tratamentos com

estresses subletais químicos ou físicos, que não levem a morte celular, mas sim conduzam

esses microrganismos a adaptação e sobrevivência (NGUYEN et al., 2016), podem ser uma

ferramenta para induzir o melhoramento de cepas probióticas.

Mecanismos de respostas a estresses de microrganismos é sugerido por Terpou et al.

(2019) onde a exposição em níveis subletais de estresse, em condições de calor, oxigênio

acidez, proporciona uma resposta de adaptação a células bacterianas ao estresse aplicado,

consequentemente o aumento da sua viabilidade a exposição de estresse letais semelhantes,

que são recorrentes no processamento de indústria ou trânsito gástrico, os autores ainda

relatam que estresses subletais levam a expressão gênica, resultando em níveis satisfatórios de

proteção contra os estresses ambientais e gastrintestinais (TERPOU et al., 2019).

A aplicação dessas estratégias, permitem que as bactérias probióticas desenvolvam

respostas adaptativas ao estresse, levando a um aumento em sua sobrevivência em

comparação com aquelas que são diretamente deslocadas para a mesma condição de estresse

letal (SAARELA et al., 2004). A resposta dos probióticos depende da expressão diferencial

de genes associados, sendo essa expressão regida pela natureza, amplitude e frequência do

estresse aplicado (NGUYEN et al., 2016).

Quando Ma et al. (2021) relatam que a pré-adaptação a tratamentos subletais, como

estresse oxidativo, ácido, sal biliar e osmótico, também pode aumentar a tolerância ao calor na

cultura de bactérias láticas, é sugestivo que a ação de um estresse pode impactar na adaptação

de um outro.
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Segundo Tan et al. (2022), algumas respostas aos estresses podem ser de longa

duração, enquanto que outras são de curta duração. Estes mecanismos normalmente ocorrem

por mutações, podendo ser hereditários, passando para algumas gerações de microrganismos,

sendo que para as respostas de curta duração, em algum momento, novas gerações deixarão

de desenvolver tal característica. Especificamente para estas adaptações de curta duração aos

estresses, tais respostas podem ocorrer por modificações epigenéticas (TAN et al., 2022), as

quais são definidas como modificações hereditárias no DNA sem afetar a sua sequência de

nucleotídeos (PULIDOS FONTES; QUESADA JIMENEZ; MENDIOROZ IRIARTE, 2015).

Mecanismos epigenéticos também são capazes de permitir que os microrganismos

desenvolvam respostas de resistência contra estresses cruzados (TAN et al., 2022).

3.5.1 Estresse térmico

O efeito de temperaturas severas, não letais, em bactérias as conduzem a uma

reprogramação celular e metabólica, em resposta às mudanças em sua temperatura ambiental

(DESMOND et al., 2002).

Evidências da utilização de estresses subletais térmicos em microrganismo sugerem

aumento na viabilidade ou resistência a temperaturas elevadas a partir de uma pré-exposição

térmica, como os estudos conduzidos por De Angelis e Gobbetti (2004), onde a taxa de

sobrevivência de algumas cepas de espécies de Lactobacillus aumentou de 10 a 1000 vezes

em temperaturas letais, quando expostas previamente na fase exponencial a temperaturas

subletais, ademais a pesquisa realizada por Nguyen, et al. (2014), demonstrou a adaptação da

cepa Bifidobacterium bifidum THT0101, exposta a temperaturas subletais, resultou em um

aumento significativo da resistência das células ao congelamento.

3.5.2 Estresse osmótico

As bactérias láticas na produção alimentícia, são expostas ao estresse osmótico quando

adiciona-se elevadas quantidades de sal ou açúcar ao produto. De forma que elas necessitam

adaptar-se a esses ambientes hostis para continuarem viáveis (TERPOU et al., 2019). A

resposta ao estresse osmótico relaciona-se ao acúmulo de solutos compatíveis e ativação de

proteínas associadas à membrana para manter a pressão de turgescência da célula

(SERRAZANETTI el al., 2009).
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O estudo de Hidalgo-Cantabrana et al. (2014), relata que a viabilidade probiótica foi

0,83 log (UFC/g) maior em comparação com as células não estressadas. O cloreto de sódio é

frequentemente usado para induzir estresse osmótico em probióticos, seu efeito tem sido

relatado em estudos (NGUYEN et al., 2016). Como descrito por Prasad; Mcjarrow e Gopal,

(2003), onde a cepa de Lacticaseibacillus rhamnosus HN001 (anteriormente Lactobacillus

rhamnosus HN001), respondeu bem em termos de viabilidade no armazenamento a 30 °C

após pré-estresse com NaCl 0,6 M. Ademais, lactobacilos pré adaptados a condições de

adversidade de sal e temperatura, responderam com elevação da termotolerância e aumento

em sobrevivência em spray-drying, quando comparadas às culturas não submetidas ao

processo adaptativo (STANTON et al., 2005).

3.5.3 Estresse ácido

Dentre os diversos estresses presentes no ambiente, o estresse ácido é um desafio

considerável no contexto de sobrevivência de microrganismo, a tolerância a ambientes ácidos

é um dos critérios importantes de seleção de potenciais probióticos (WU; HUANG; ZHOU,

2015).

Os microrganismos evoluíram e desenvolveram diversos mecanismos para manter o

pH em homeostase (HE et al., 2017; JAIN et al., 2013; LIU et al., 2016; LU et al. 2013;

MILLER; MAIER 2014; SOHLENKAMP, 2017). O pH é um parâmetro de suma importância

para o crescimento e metabolismo celular, relaciona a forma de utilização de proteínas,

degradação de substratos e síntese proteica, como ácidos nucléicos (GUAN et al. 2013).

Alguns autores relatam que a adaptação ao baixo pH permitiu que as bactérias

melhorassem sua resistência a condições ácidas letais (PHADTARE et al., 1999; SÁNCHEZ

et al., 2007; ŠEME et al., 2015). Os estudos de Mathipa e Thantsha (2015), que utilizou-se de

estresses em baixo pH e sais biliares, resultou que as células bacterianas sobreviventes

pré-expostas a esses estresses aumentaram a resistência ao serem avaliadas em condições de

simulação gastrointestinal.

Ainda se faz necessário estudos que esclareçam as lacunas existentes no quesito de

utilização de pré-estresses, estresses subletais e estresses cruzados, lacunas como essas

impulsionam estudos como esse trabalho, propostos a avaliar a capacidade de sobrevivência

de bactérias lácteas frente a diferentes tipos de estresses.
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4 METODOLOGIA

4.1 Condições de cultivo das bactérias láticas nativas

Foram utilizadas as seguintes culturas nativas de lactobacilos pertencentes à coleção

de microrganismos da Embrapa no presente trabalho: Lacticaseibacillus rhamnosus EM1107,

Lactiplantibacillus plantarum CNPC001, CNPC002, CNPC003, CNPC004, CNPC020 e

Limosilactobacillus mucosae CNPC007. As cepas, disponibilizadas na forma liofilizada,

foram cultivadas em 5 mL de caldo de Man Rogosa e Sharpe (MRS) a 35 ± 2 °C por 24 horas.

Foram obtidas as absorbâncias das culturas no comprimento de onda de 600 nm, sendo

padronizadas as culturas em absorbância igual a 1,0 para uso nos ensaios do trabalho. De

acordo com a turvação apresentada no ensaio, as amostras foram selecionadas para

plaqueamento com a finalidade de se obter as curvas de multiplicação de cada um dos

microrganismos avaliados e respectivas equações representativas de suas concentrações (log

UFC/ml) em função da absorbância em 600 nm. Desta forma, foram construídas curvas de

calibração das culturas usando caldo MRS com a absorbância determinada paralelo ao de

plaqueamento em ágar para a determinação das unidades formadoras de colônias (UFC/ml)

para este fim, diluições decimais seriadas foram preparadas em MRS a partir de 1 ml de

amostra coletada. Alíquotas de 1 ml das diluições foram transferidas, respectivamente, para a

superfície em ágar MRS a 37 °C por 48 h para a determinação das unidades formadoras de

colônias.

As equações obtidas para cada microrganismo estão listadas a seguir, a partir da

construção das curvas de calibração das culturas paralelo ao de plaqueamento em ágar para a

determinação das unidades formadoras de colônias (UFC/ml):

Lactiplantibacillus plantarum CNPC001, calculado segundo a equação (1):

C = (47800000 × ( ) ) + (-23200000) (1)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚

Lactiplantibacillus plantarum CNPC002, calculado segundo a equação (2):

C = (82700000 × ( ) ) + (-6500000) (2)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚

Lactiplantibacillus plantarum CNPC003, calculado segundo a equação (3):

C = (77500000 × ( ) ) + (-5920000) (3)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚
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Lactiplantibacillus plantarum CNPC004, calculado segundo a equação (4):

C = (70600000 × ( ) ) + (-5250000) (4)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚

Lactiplantibacillus plantarum CNPC020, calculado segundo a  equação (5):

C = (155000000 × ( ) ) + (-14800000) (5)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚

Limosilactobacillus mucosae CNPC007, calculado segundo a  equação (6):

C = (297000000 × ( ) ) + (-24100000) (6)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚

Lacticaseibacillus rhamnosus EM1107, calculado segundo a  equação (7):

C = (90200000 × ( ) ) + (-10100000) (7)𝐴𝐵𝑆
 600𝑛𝑚

Onde C é a concentração do microrganismo na amostra (UFC/g) e (ABS 600 nm) é o

valor de absorbância obtido para amostra em 600 nm. Os valores obtidos em UFC/g foram, na

sequência, convertidos para log UFC/g.

Os ensaios de resistência aos estresses ácido, térmico e osmótico foram conduzidos

com base no estudo de Kim et al. (2001), com as adaptações descritas a seguir.

4.2 Determinação da condição subletal de cada estresse

Para a avaliação do efeito da acidez, as culturas foram cultivadas em caldo MRS

ajustado para pH 2,5 e 3,5 com ácido clorídrico diluído a 1 M. O caldo foi inoculado com as

culturas a uma absorbância inicial igual a 0,1 durante 24 horas. As amostras foram coletadas

no tempo 0 e após 24 horas e serialmente diluídas em caldo MRS estéril para a determinação

das unidades formadoras de colônias por absorbância a 600 nm utilizando a curva de

calibração pré-determinada.

Para a avaliação do estresse térmico, as culturas em caldo MRS com absorbância

inicial igual a 0,1 foram incubadas às temperaturas de 37, 53 e 60 °C durante 24 horas. Após

o tempo de incubação as amostras foram coletadas para a determinação das unidades

formadoras de colônias utilizando a curva de calibração pré-determinada.

Para a avaliação do estresse osmótico, foram utilizados caldo MRS contendo 0-18%

de cloreto de sódio. Estes foram inoculados a uma absorbância inicial de 0,1 em 600 nm e

incubados por 24 h a 37 °C. Após o tempo de incubação as amostras foram coletadas para a
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determinação das unidades formadoras de colônias, e log UFC/mL utilizando a curva de

calibração pré-determinada.

4.3 Avaliação da resposta das culturas contra o estresse térmico

Cultivos de 5 ml de cada culturas foram preparados. De forma que cada cultura foi

incubada a 37 °C (controle), desafiada 53 °C e 60 °C (condição de estresse térmico) por 24

horas. As unidades formadoras de colônias foram determinadas por absorbância a 600 nm no

tempo 0 h e 24 horas de cada ensaio.

4.4 Avaliação da resposta das culturas contra o estresse osmótico

Cultivos de 5 ml de cada culturas foram preparados. Uma fase log foi suspensa em

caldo MRS contendo de 2-18% de cloreto de sódio (teste osmótico). As amostras foram

incubadas a 37 °C por 24 horas. As absorbâncias a 600 nm foram determinadas para obtenção

das unidades formadoras de colônias.

4.5 Avaliação da resposta das culturas contra o estresse ácido

Cultivos de 5 ml de cada culturas foram preparados em MRS tradicional. Uma fase log

foi suspensa em caldo MRS tradicional (controle) e a outra em caldo MRS contendo ácido

clorídrico, pH 3,5 e 2,5 (teste ácido). As amostras foram incubadas por 24 horas. As

absorbâncias a 600 nm foram determinadas no tempo zero e após as 24 horas de incubação e

consequentemente transformadas UFC/mL.

4.6 Avaliação da resistência cruzada

Os ensaios de resistência aos estresses ácido, térmico e osmótico foram conduzidos

com base no estudo de Kim et al. (2001), com adaptações. Cultivos de cada cultura foram

previamente expostos ao nível subletal de cada estresse. As culturas que foram pré-expostas

ao estresse subletal ácido foram recuperadas em MRS tradicional, em seguida expostas tanto

ao estresse térmico como ao estresse osmótico. Do mesmo modo, as culturas pré-expostas ao

estresse subletal térmico foram recuperadas em MRS tradicional e expostas aos estresses

subletais ácido e osmótico. Igualmente, as culturas pré-expostas ao estresse osmótico foram
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recuperadas em MRS tradicional e expostas aos estresses ácido e térmico. O esquema das

etapas de cultivo para estresse cruzado investigadas neste estudo é apresentado na Figura 1.

Figura 1 ‒ Etapas de cultivo para ensaio de resistência cruzada.

Fonte: autoria própria.

Legenda: Tubo 1: cultivo-Mãe da cepa em MRS tradicional. Tubo 2: cultivo em MRS ajustado à condição subletal ácida,

osmótica ou térmica. Tubo 3: cultivo para recuperação da cepa em MRS tradicional. Tubo 4: cultivo em MRS condição letal

de estresse ou bacteriostática (ácida, osmótica e térmica).

Conforme a Figura 1, a ordem de cultivo se dava da seguinte forma:

a) iniciando por cultivo em estresse subletal osmótico o estresse final aplicado seria

o letal ou bacteriostático ácido e térmico;

b) iniciando por cultivo em estresse subletal ácido o estresse final aplicado seria o

letal ou  bacteriostático osmótico e térmico;

c) iniciando por cultivo em estresse subletal térmico o estresse final aplicado seria o

letal ou bacteriostático ácido e osmótico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES

5.1 Determinação da condição subletal de cada estresse

5.1.1 Avaliação da resposta das culturas contra o estresse térmico

Os resultados em log UFC/mL do tempo 0 h (t0h) na temperatura ótima de 37 °C em

relação aos valores obtidos em log UFC/mL no tempo de incubação de 24 horas (t24h) nas

temperaturas do estresse térmico (Tabela 1) foram bastante semelhantes, verificou-se que as

culturas nativas não apresentaram multiplicação, de forma que o valor em log UFC/mL t24h

nas temperaturas do ensaio corresponde, provavelmente, ao inóculo. Sendo assim, não houve

multiplicação celular devido aos danos causados pelas temperaturas elevadas. As culturas

avaliadas apresentaram-se termossensíveis às temperaturas entre 53 °C e 60 °C, reforçando

que as bactérias láticas (BAL) são vulneráveis ao calor, tal qual o estudo realizado por

Gardiner et al. (2000), onde a cepa Ligilactobacillus salivarius UCC 118 (anteriormente

Lactobacillus salivarius UCC 118) apresentou um tempo de redução decimal de 1,1 min a 59

°C (D 59 °C = 1,1 min).

Tabela 1 ‒ Viabilidade das culturas (log UFC/mL) nas temperaturas 37, 53 e 60 °C no ensaio

de estresse térmico

Cultura ABS t0h

Log

UFC/mL

t0h

ABS   t24h

37°C

Log

UFC/mL

t24h 37°C

ABS

53°C

Log

UFC/mL

t24h 53°C

ABS

60°C

Log

UFC/mL

t24h 60°C

CNPC001 0,142 6,65 1,653 > 8,28 0,093 6,33 0,083 6,83

CNPC002 0,112 6,44 1,639 >8,50 0,106 6,36 0,022 <6,03

CNPC003 0,115 6,48 1,615 >8,48 0,091 6,05 0,072 <6,00

CNPC004 0,133 6,62 1,642 >8,06 0,110 6,40 0,106 6,35

CNPC007 0,154 7,33 1,647 >9,08 0,097 6,67 0,150 7,31

CNPC020 0,085 <6,30 1,071 8,18 0,085 <6,30 0,079 <6,30

EM1107 0,130 6,20 1,580 >8,12 0,079 <6,12 0,133 6,28

Símbolos: CNPC001 L. plantarum CNPC001; CNPC002 L. plantarum CNPC002; CNPC003 L. plantarum CNPC003;
CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPC007; CNPC020 L. plantarum CNPC020;
EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbância; > limite máximo de detecção da concentração de
microrganismos em função da absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e,
posteriormente, log UFC/mL; < limite mínimo de detecção da concentração de microrganismos em função da
absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL

Todas as cepas expostas ao ensaio térmico foram recultivadas em MRS tradicional, na

temperatura de 37 °C, para definir se as temperaturas de estresse atuaram de forma bactericida
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ou bacteriostática, mas nenhum cultivo apresentou multiplicação. Portanto, não foi viável

definir temperatura subletal para prosseguir o ensaio de resistência cruzada. Faz-se necessário

mais estudos para esclarecimento da viabilidade térmica das culturas nativas.

5.1.2 Avaliação da resposta das culturas contra o estresse osmótico

No estresse osmótico as culturas foram cultivadas em diferentes concentrações de

NaCl, de forma que o log de UFC/mL de cada concentração foi determinado conforme a

Tabela 2. Um dos critérios utilizados para escolha da condição subletal foi a maior

concentração de NaCl, na qual o nível de células ainda estava apresentando multiplicação de

forma lenta e/ou a maior concentração na qual após exposição em ambiente estressor, a cepa

em questão não tornava-se inviabilizada após cultivo em MRS tradicional. Sendo assim as

concentrações escolhidas para dar seguimento ao ensaio de resistência cruzada foram os

indicados conforme a Tabela 2.

As cepas L. plantarum CNPC020, CNPC001 e CNPC004, apresentaram a maior

resistência osmótica (Tabela 2), sendo respectivamente 8 g/mL e 6 g/mL de NaCl, o valor

correspondente em absorbância nessas concentrações ultrapassaram o limite máximo de

detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida através da

equação da reta.
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Tabela 2 ‒ Viabilidade das culturas (log UFC/mL) de acordo com concentração de NaCl (g/100 mL) no ensaio de estresse osmótico

CNPC001 CNPC002 CNPC003 CNPC004 CNPC007 CNPC020 EM1107

Concen-

tração

Nacl

(g/ml)

ABS
Log

UFC/mL
ABS

Log

UFC/mL
ABS

Log

UFC/mL
ABS

Log

UFC/mL
ABS

Log

UFC/mL
ABS

Log

UFC/mL
ABS

Log

UFC/mL

0 1,619 > 7,80 >1,5 > 8,03 >1,5 > 8,00 >1,5 > 8,06 >1,5 > 9,8 >1,277 >8,12 >1,370 > 8,12

2 1,615 > 7,80 >1,5 >8,03 >1,5 > 8,00 >1,5 > 8,06 >1,5 > 9,8 >1,277 >8,12 >1,370 > 8,12

4 1,636 > 7,80 1,162 7,95 1,171 7,93 >1,5 > 8,06 1,428 8,60 >1,277 >8,12 >1,370 > 8,12

6 1,486 > 7,80 0,122 6,56 0,291 7,22 >1,5 > 8,06 1,252 8,54 >1,277 >8,12 1,337 8,04

8 0,923 7,72 0,077 <6,03 0,182 6,91 1,381 7,92 0,748 8,30 >1,277 >8,12 1,249 8,01

10 0,930 7,72* 0,064 < 6,03 0,169 6,86 0,311 7,22* 0,110 6,93 0,210 7,25* 0,830 7,81

12 -0,071 < 5,80 0,061 < 6,03 0,180 6,90* 0,137 6,65 0,095 6,61 0,033 < 6,12 0,211 6,95*

14 -0,120 < 5,80 0,086 <6,03* 0,127 6,59 0,112 6,42 0,118 7,04 0,038 < 6,12 0,088 6,12

16 -0,109 < 5,80 0,085 <6,03 0,113 6,45 0,102 6,29 0,092 6,51* 0,038 < 6,12 0,130 6,21

18 -0,094 < 5,80 0,103 <6,30 0,087 5,92 0,172 6,41 0,105 6,85 0,078 < 6,12 0,118 5,74

Símbolos: CNPC001 L. plantarum CNPC001; CNPC002 L. plantarum CNPC002; CNPC003 L. plantarum CNPC003; CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPC007;
CNPC020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbância; * condição subletal obtida; > limite máximo de detecção da concentração de microrganismos em função
da absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; < limite mínimo de detecção da concentração de microrganismos em função da
absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL.
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A espécie L. plantarum é notoriamente conhecida devido sua capacidade de resistência

a condições de alta osmolaridade, devido a esse atributo, possuem capacidade de fermentar

alimentos com alta concentração de sal (0,5 e 10%) (CHAMKHA et al., 2008; MILESI et al.,

2008; GÓMEZ-RUIZ et al., 2008). As cepas que apresentaram uma maior viabilidade no

ensaio de estresse osmótico foram justamente as pertencentes à espécie L. plantarum, em

especial, CNPC020, CNPC001 e CNPC004, multiplicando-se respectivamente nas

concentrações 8 g/mL e 6 g/mL de NaCl, tal qual em MRS tradicional. As cepas CNPC007 e

EM1107 obtiveram uma viabilidade acima de 8 log UFC/mL. A exposição à alta concentração

de NaCl não foi capaz de inviabilizar as células, de modo que a resistência osmótica podem

torná-las mais favoráveis para possível incorporação em alimentos com alto teor de sal, como

queijos e alimentos curados ou açúcar, como geleias e sucos.

Os valores destacados na tabela em negrito com asterisco são correspondentes ao valor

em absorbância da condição subletal obtida, sendo esta a maior concentração de NaCl com

multiplicação de microrganismos de forma lenta e/ou a maior concentração que a cepa em

questão não se tornava inviabilizada após recultivo em MRS tradicional. Dessa forma, a

concentração subletal das cepas CNPC001, CNPC004 e CNPC020 corresponde a 10 g/ml de

NaCl; CNPC003 e EM1107 a 12 g/ml de NaCl; CNPC002 14 g/ml de NaCl e CNPC007 de 16

g/ml de NaCl, sendo esta a cepa capaz de permanecer viável à maior concentração de NaCl,

em relação às demais, após ser recultivada em MRS tradicional.

5.2 Avaliação da resposta das culturas contra o estresse ácido

Quando comparados os resultados em log UFC/mL (Tabela 3) dos cultivos em MRS

sem acidificação (log UFC/mL t0h pH 6,4) e aqueles que passaram pelo desafio de estresse

ácido (log UFC/mL t24h pH 3,5 e log UFC/mL t24h pH 2,5), as culturas comportaram-se de

forma semelhante. Em função dessa semelhança, a população microbiana obtida demonstra

tratar-se apenas do valor referente ao inóculo e não de multiplicação bacteriana.

Dessa forma, é necessário mais estudos para poder definir o pH subletal de cada

cultura. Todas as cepas foram submetidas ao desafio ácido nos dois pHs avaliados, e

posteriormente recultivadas em MRS sem acidificação, dessa forma L. plantarum CNPC003 e

CNPC004, assim como L. mucosae CNPC007, foram as cepas que conseguiram se recuperar

em MRS tradicional após o pré-cultivo em pH 2,5. Por consequência, o pH escolhido para dar

seguimento ao ensaio de resistência cruzada dessas cepas foi 2,5 e para as demais pH 3,5.
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Tabela 3 ‒ Viabilidade das culturas (log UFC/mL) em pH 6,4; 3,5 e 2,5 - estresse ácido

Cultura
ABS t0h

pH 6,4
log UFC/mL

t0h pH 6,4
ABS t24h

pH 6,4
log UFC/mL
t24h pH 6,4

ABS
t0h pH 3,5

log UFC/mL
t0h pH 3,5

ABS t24h

pH 3,5
log UFC/mL
t24h pH 3,5

ABS t0h

pH 2,5
log UFC/mL
T0h pH 2,5

ABS t24h

pH 2,5
log UFC/mL
t24h pH pH 2,5

CNPC001 0,126 6,57 >1,5 >8,28 0,149 6,68 0,243 6,97 0,177 6,79 0,197 6,85

CNPC002 0,132 6,65 >1,5 >8,50 0,139 6,70 0,160 6,83 0,160 6,83 0,202 7,01

CNPC003 0,136 6,66 >1,5 >8,48 0,146 6,73 0,356 7,34 0,174 6,88 0,212 7,02

CNPC004 0,116 6,47 >1,5 >8,06 0,139 6,66 0,148 6,72 0,164 6,80 0,188 6,90

CNPC007 0,151 5,32 >1,5 >9,08 0,149 5,30 0,166 5,40 0,145 5,28 0,170 5,42

CNPC020 0,050 6,30 >1,5 > 8,30 0,067 6,30 0,090 6,30 0,081 6,30 0,106 6,21

EM1107 0,054 6,12 >1,5 >8,12 0,580 <6,12 0,052 < 6,12 0,067 <6,12 0,093 < 6,12

Símbolos: CNPC001 L. plantarum CNPC001; CNPC002 L. plantarum CNPC002; CNPC003 L. plantarum CNPC003; CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPC007;
CNPC020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbância; > Limite máximo de detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida e
equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; < Limite mínimo de detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida e
equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e,  posteriormente, log UFC/mL.
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5.3 Avaliação da resistência cruzada

Os produtos alimentícios representam a forma mais popular de consumo de

probióticos, a viabilidade de bactérias na matriz alimentar contra diferentes parâmetros

inadequados durante o desenvolvimento, processamento e armazenamento do produto é

específica da cepa (TRIPATHI; GIRI, 2014). Condições de estresse controlado podem ser

aplicadas com o intuito de aumentar a capacidade de sobrevivência das culturas probióticas,

como por exemplo o melhoramento genético por meio de estresse subletal, de forma que a

exposição de microrganismo a condições de estresse, induz a uma adaptação, de forma que

tornam-se menos susceptíveis quando expostas a condições semelhantes posteriormente

(TEODORO et al., 2021).

Todas as cepas foram submetidas ao estresse subletal osmótico ‒ viabilidade final (t24h)

obtida em MRS-NaCl ‒ permaneceram viáveis após recultivo em MRS tradicional ‒

viabilidade final (t24h) após recuperação em MRS (log/UFC mL) ‒ como pode ser observado

na Tabela 4. De forma que, os valores em absorbância ultrapassaram o limite máximo de

detecção da concentração de microrganismos, indicando alta multiplicação celular, tais

valores foram convertidos em UFC/mL e,  posteriormente, em log UFC/mL.

A resposta das cepas L. plantarum CNPC003 e CNPC004, bem como L. mucosae

CNPC007, no ensaio de resistência cruzada, onde inicialmente tais culturas foram submetidas

ao estresse subletal osmótico (Tabela 4), não apresentou diferença significativa quando

comparadas aos ensaio isolados de estresse ácido, de forma que os valores em log/UFC mL

após 24 horas de incubação, em ambos os ensaios foram semelhantes, correspondendo

provavelmente apenas ao inóculo, tratando-se de microrganismos, algumas cepas expressam

proteínas de resposta ao estresse (FERREIRA, 2011), outras não.



31

Tabela 4 ‒ Avaliação da resistência cruzada a partir de cepas inicialmente submetidas ao estresse subletal osmótico

Concentra-
ção

subletal de
NaCl

usada no
MRS

(g/mL)

Viabilidade inicial
(t0h) em

MRS-NaCl

Viabilidade final
(t24h) obtida em

MRS-NaCl

Viabilidade
inicial (t0h) após
recuperação em

MRS

Viabilidade final
(t24h) após

recuperação em
MRS

pH letal
usado para

avaliação da
resistência
cruzada ao

estresse

Viabilidade inicial
(t0h) em MRS

acidificado

Viabilidade final
(t24h) em MRS

acidificado

Cultura NaCl
(g/mL)

ABS log UFC/
mL

ABS log UFC/
mL

ABS log
UFC/
mL

ABS log UFC/
mL pH ABS log

UFC/ mL ABS log
UFC/mL

CNPC001 10 0,094 6,34 0,102 6,41 0,041 5,80 >1,5 >8,28 3,5 0,144 6,66 *1,225 7,75

CNPC002 14 0,141 6,71 0,123 6,56 0,010 <6,03 >1,5 >8,50 3,5 0,145 6,59 *1,059 7,91

CNPC003 12 0,101 6,71 0,093 6,11 0 <6,00 1,468 8,03 2,5 0,116 6,49 0,130 6,62

CNPC004 10 0,097 6,20 0,151 6,73 0 <5,58 >1,5 >8,06 2,5 0,128 6,58 0,184 6,89

CNPC007 18 0,091 6,47 0,090 6,42 0,010 <6,60 >1,5 >8,60 2,5 0,147 7,29 0,160 7,37

CNPC020 10 0,116 6,50 0,215 7,27 0,013 <6,30 >1,5 >8,30 3,5 0,153 6,95 *>1,5 >8,29

EM1107 12 0,097 <6,12 0,140 6,40 0,010 <6,12 >1,5 >8,12 3,5 0,143 6,45 *0,584 7,63
Símbolos: CNPC001 L. plantarum CNPC001; CNPC002 L. plantarum CNPC002; CNPC003 L. plantarum CNPC003; CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPC007;
CNPC020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbância; * valores em absorbância mais expressivos das cepas submetidas ao ensaio de resistência cruzada >
Limite máximo de detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; <
Limite mínimo de detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e,  posteriormente, log UFC/mL.
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As cepas foram inicialmente cultivadas no estresse subletal osmótico e,

posteriormente, desafiadas diretamente ao nível letal do estresse ácido (Tabela 4) a viabilidade

das culturas foi comparada com aquelas submetidas apenas ao estresse ácido (Tabela 3). As

cepas L. plantarum CNPC001, CNPC002 e CNPC020, bem como L. rhamnosus EM1107,

obtiveram uma maior viabilidade em relação às demais, respectivamente o valor em

absorbância 1,225; 1,059; 0,584 e >1,5 (Tabela 4), e multiplicaram-se de forma mais

expressiva no pH letal usado para avaliação da resistência cruzada ao estresse ácido,

comparadas àquelas que não foram desafiadas, onde os valores em absorbância

corresponderam, respectivamente a 0,243; 0,160; 0,052 e 0,090 (Tabela 3).

Todas as culturas foram submetidas ao estresse subletal ácido permaneceram viáveis

após recultivo em MRS tradicional ‒ viabilidade final (t24h) após recuperação em MRS

(log/UFC mL) ‒ como pode ser observado na Tabela 5. De forma que, os valores em

absorbância ultrapassaram o limite máximo de detecção da concentração de microrganismos,

indicando alta multiplicação celular, tais valores foram convertidos em UFC/mL e,

posteriormente, em log UFC/mL.

Estudos sobre adaptação ao estresse ácido foram inicialmente investigados para

patógenos alimentares, visto que podem influenciar de forma significativa na sobrevivência

dessas bactérias em ambientes ácidos. Apesar de ser um mecanismo indesejado para

microrganismos patógenos, podem ser eficazes para potencializar a sobrevivência de

probióticos em matrizes ácidas e no trato gastrointestinal (TERPOU et al., 2019). Alguns

autores avaliam os mecanismos potenciais de resposta ao estresse de bactérias láticas, a fim de

melhorar sua capacidade de sobreviver em condições de produção industrial (CHEN et al.,

2017; MONTORO et al., 2018).

Das sete culturas avaliadas no estudo de resistência cruzada, utilizando o pré-cultivo

em condição subletal ácida (Tabela 5), as cepas L. plantarum CNPC001 e CNPC003, como

também L. rhamnsous EM1107, não apresentaram diferença significativa nos resultados

obtidos em log/UFC mL ‒ viabilidade final (t24h) obtida em MRS acidificado ‒ quando

comparados aos ensaio de viabilidade das culturas (log UFC/mL) no estresse ácido,

comportando-se de maneira semelhante, não havendo multiplicação bacteriana.

As cepas foram inicialmente cultivadas no estresse subletal ácido e, posteriormente,

desafiadas diretamente ao nível letal do estresse osmótico (Tabela 5) a viabilidade das culturas

foi comparada com aquelas submetidas apenas ao estresse osmótico (Tabela 2). As cepas L.

plantarum CNPC002 e CNPC004 e CNPC020, assim como L. mucosae CNPC007, obtiveram

uma maior viabilidade em relação às demais com, respectivamente, valores em absorbância
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iguais a 0,444; 0,943; 1,115 e 0,306 (Tabela 5), as quais multiplicaram-se de forma mais

expressiva em concentrações de NaCl letal usado para avaliação da resistência cruzada ao

estresse osmótico, comparadas àquelas que não foram desafiadas, onde os valores em

absorbância corresponderam, respectivamente, a 0,061; 0,137; 0,105 e 0,033 (Tabela 2). A

resposta ao estresse osmótico envolve o acúmulo de solutos compatíveis e ativação de

proteínas associadas à membrana para manter a pressão de turgescência da célula

(SERRAZANETTI et al., 2009).

O melhoramento da viabilidade das culturas nativas observados a partir dos ensaios de

resistência cruzada corroboram com alguns autores, que apontam a utilização controlada de

estresses subletais como resultantes na expressão de genes que atuam na proteção contra

estresses ambientais e gastrointestinais (TERPOU et al., 2019; TEODORO et al., 2021). As

cepas L. plantarum CNPC002 e CNPC020 foram as únicas a apresentarem uma maior

resposta adaptativa, em termos de viabilidade, quando submetidas ao ensaio de resistência

cruzada, tanto após o estresse subletal prévio ácido quanto osmótico. A utilização de

ferramentas biotecnológicas como essa pode ser um ponto de partida para facilitar a utilização

de probióticos tanto no processamento industrial, quanto no aumento da viabilidade gástrica

desses microrganismos no trânsito intestinal, aumentando a capacidade de resultarem em

benefícios aos consumidores.
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Tabela 5 ‒ Avaliação da resistência cruzada a partir de cepas inicialmente submetidas ao estresse ácido

pH subletal usado
para avaliação da

resistência cruzada
ao estresse

Viabilidade
inicial (t0h) em

MRS acidificado

Viabilidade
inicial (t24h) em

MRS acidificado

Viabilidade
inicial (t0h) após
recuperação em

MRS

Viabilidade final
(t24h) após

recuperação em
MRS

Concentra-
ção letal de
NaCl usada

no MRS
(g/mL)

Viabilidade
inicial (t0h) em
MRS - NaCl

Viabilidade final
(t24h) obtida em

MRS- NaCl

Cultura pH ABS
log

UFC/
mL

ABS
log

UFC/
mL

ABS
log

UFC/
mL

ABS log UFC/
mL

NaCl
(g/mL) ABS

log
UFC/
mL

ABS
log

UFC/
mL

CNPC001 3,5 0,142 6,65 0,889 7,60 0,020 <5,80 >1,5 >8,28 12 0,127 6,57 0,140 6,64

CNPC002 3,5 0,173 6,89 1,128 6,94 0,024 <6,03 >1,5 >8,50 10 0,134 6,66 0,444* 7,48

CNPC003 3,5 0,153 6,79 0,757 7,72 0,052 <6,00 >1,5 >8,48 14 0,086 5,87 0,087 5,92

CNPC004 2,5 0,159 6,78 0,190 6,91 0,005 <5,58 >1,5 >8,06 10 0,099 6,24 0,943* 7,91

CNPC007 2,5 0,188 7,50 0,191 7,51 0,007 <6,60 >1,5 >8,06 18 0,139 7,24 1,145* 8,50

CNPC020 3,5 0,144 6,88 1,278 8,26 0,053 <6,30 >1,5 >8,30 12 0,130 6,73 0,306* 7,51

EM1107 3,5 0,067 <6,12 0,403 7,42 0,018 <6,12 >1,5 >8,12 14 0,096 <6,12 0,126 6,10

Símbolos: CNPC001 L. plantarum CNPC001; CNPC002 L. plantarum CNPC002; CNPC003 L. plantarum CNPC003; CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPC007;
CNPC020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbância; valores em absorbância mais expressivos das cepas submetidas ao ensaio de resistência cruzada; >
Limite máximo de detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; <
Limite mínimo de detecção da concentração de microrganismos em função da absorbância obtida e equação da reta utilizada para a conversão em UFC/mL e,  posteriormente, log UFC/mL.
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4 CONCLUSÃO

Quanto à capacidade de sobrevivência em condições de estresse ácido, as culturas

comportam-se de forma semelhante entre si, não havendo multiplicação bacteriana, sendo

necessários mais estudos para determinar o exato pH subletal de cada cepa. Tratando-se da

capacidade de sobrevivência nas condições de estresse osmótico, todas as cepas

multiplicaram-se até a concentração de 2 g/mL de NaCl e, em especial, L. plantarum

CNPC020 que se destacou por ser capaz de se multiplicar em 8 g/mL de NaCl tal qual em

MRS tradicional, igualmente ao verificado para L. plantarum CNPC001 e CNPC004 na

concentração 6g mL de NaCl. Embora com redução numérica de viabilidade quando

comparada ao MRS tradicional, outras cepas que obtiveram viabilidade acima de 8 log

UFC/mL em 8g/mL de NaCl foram L. mucosae CNPC007 e L. rhamnosus EM1107. Em

relação à capacidade de sobrevivência em elevadas temperaturas, não houve multiplicação

celular, todas as culturas apresentaram-se termossensíveis entre 53 °C e 60 °C.

Quanto à influência do estresse cruzado sobre a capacidade de sobrevivência,

destacaram-se as cepas L. plantarum CNPC002, CNPC004 e CNPC020, bem como L.

mucosae CNPC007, por serem capazes de se multplicarem de forma mais expressiva em

concentrações letais de NaCl após exposição prévia às condições subletais ácidas quando

comparadas às mesmas culturas avaliadas no ensaio isolado de estresse osmótico. Por sua vez,

com o desafio prévio às condições subletais de estresse osmótico do ensaio de resistência

cruzada, as cepas L. plantarum CNPC001, CNPC002 e CNPC020, como também L.

rhamnosus EM1107, apresentaram aumento na viabilidade em pH 3,5, tanto em relação às

demais culturas, como na comparação às mesmas culturas submetidas ao ensaio isolado de

estresse ácido e, dessa forma, essas cepas provavelmente se tornaram mais viáveis tanto às

condições ácidas do pH do estômago, como de produtos alimentícios mais ácidos.

Conclui-se que as cepas L. plantarum CNPC001 e CNPC020, assim como L.

rhamnosus EM1107, após o ensaio de resistência cruzada, apresentaram-se mais viáveis em

ambientes ácidos, as cepas L. plantarum CNPC004 e CNPC020, juntamente com L. mucosae

CNPC007, são mais adaptadas a ambientes de elevada osmolaridade, enquanto que L.

plantarum CNPC002 mostrou adaptabilidade a esses dois ambientes. Dessa forma, a

utilização de estresse subletal prévio pode aumentar a sobrevivência de probióticos a

condições posteriores de estresse, como condições adversas de processamento e

armazenamento dos alimentos. Portanto, foi possível obter cepas com viabilidade aumentada

em condições adversas ácidas e de elevada osmolaridade no presente estudo.
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