Q\V

&
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS I
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
CURSO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

RAISA LAURA PEREIRA FEITOSA

INDUCAO DE RESISTENCIA A CONDICOES DE ESTRESSE EM CULTURAS
NATIVAS DE BACTERIAS LATICAS COM POTENCIAL PROBIOTICO PARA USO
EM ALIMENTOS

CAMPINA GRANDE
2022



RAISA LAURA PEREIRA FEITOSA

INDUCAO DE RESISTENCIA A CONDICOES DE ESTRESSE EM CULTURAS
NATIVAS DE BACTERIAS LATICAS COM POTENCIAL PROBIOTICO PARA USO
EM ALIMENTOS

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado a
Universidade Estadual da Paraiba, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Bacharel em Farmaécia.

Area de concentracdo: Bromatologia.

Orientadora:

Profa. Dra. Flavia Carolina Alonso Buriti

CAMPINA GRANDE
2022



E expressamente proibido a comercializacdo deste documento, tanto na forma impressa como eletronica.
Sua reproducéo total ou parcial é permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducao figure a identificacdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

F311li Feitosa, Raisa Laura Pereira.
Inducdo de resisténcia a condicdes de estresse em

culturas nativas de bactérias laticas com potencial probidtico
para uso em alimentos [manuscrito] / Raisa Laura Pereira
Feitosa. - 2022.

43 p.

Digitado.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Farmécia) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude , 2022.

"Orientacdo : Profa. Dra. Flavia Carolina Alonso Buriti ,
Coordenacao do Curso de Farmacia - CCBS."

1. Bactérias laticas. 2. Culturas nativas probiéticas. 3.
Lactiplantibacillus plantarum. 4. Limosilactobacillus mucosae.
5. Lacticaseibacillus rhamnosus. I. Titulo
21.ed. CDD 615.1

Elaborada por Talita M. A. Tavares - CRB - CRB 15/971 BC/UEPB




RAISA LAURA PEREIRA FEITOSA

INDUCAO DE RESISTENCIA A CONDICOES DE ESTRESSE EM CULTURAS
NATIVAS DE BACTERIAS LATICAS COM POTENCIAL PROBIOTICO PARA USO EM
ALIMENTOS

Trabalho de Conclusio de Curso apresentado a
Universidade Estadual da Paraiba, como
requisito parcial a obtengdo do titulo de
Bacharel em Farmicia.

Area de concentragio: Bromatologia.

Aprovada em: 09/11/2022.

BANCA EXAMINADORA

\‘fﬁé\h‘av?'ﬁ,m\ot MU;QAW»Q Ruvd,

Profa. Dra. Flavia Carolina Alonso Buriti (Orientadora)
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

S\ laqa Ram ¥\ov ~L<\X" AT
Profa. Dra. Elina Rolim Florentino
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

_QKMM \hada Uaudes \iot

Profa. Dra. Karlete Vania de Morais
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)




A todos os meus, pela  dedicagao,

companheirismo e amizade, DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Todo o meu bem-querer a Paraiba, estado onde meus avos maternos foram nascidos
e criados, lugar que sinto grande conexdo e familiaridade. A minha reveréncia ao ensino
publico e as politicas de inclusdo como ferramentas essenciais para acessibilizar a
formag¢dao de profissionais humanizados e qualificados. Em especial, a Universidade
Estadual da Paraiba, onde tive a honra de poder construir parte da minha trajetoria
profissional, e também a EREM Luiz Alves da Silva.

A  minha orientadora Flavia Carolina Alonso Buriti, pela confianga,
responsabilidade e disponibilidade em compartilhar seu tempo e conhecimentos que foram
essenciais para o desenvolvimento desse trabalho e para minha jornada como profissional.

Aos meus amados pais Edilza, Elpidio, ¢ meu irmao Marcel que sempre me
incentivaram aos estudos e fizeram o possivel para que eu chegasse até o fim da graduagao.
Tudo que eu sou € porque vocés vieram antes de guia.

A toda minha familia, especialmente Ellyson, Tio Edson, Tia Edimicia.

Thaynara, Samara e Tati (in memoriam), pelo afeto e pela f€ que sempre me
passaram.

Aos meus amigos Anna Julia, Ana Luisa, Alicia, Dayverson Luan, Genil Dantas,
Jodo Victor, Naara Felipe e Viviane Maria. Foi uma felicidade ter encontrado vocés no
caminho da graduagao.

Aos meus colegas de turma, os dias foram mais leves por vocés dividirem essa
jornada comigo.

As minhas amigas do peito, Kézia Ribeiro ¢ Luana Dias, por todos esses anos de
companheirismo e parceria.

Ao meu querido Phylipe por toda fé e apoio, nesse periodo.

Aos professores do Curso de Farmécia como referéncia de profissionalismo.

Ao professor Delcio de Castro Felismino, meu primeiro orientador de iniciagdo
cientifica, por acreditar no meu potencial e incentivar meus primeiros passos na pesquisa,
sempre com bom humor e responsabilidade.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
a Fundacdo Parque Tecnolégico da Paraiba (PaqTcPB), a Fundacdo de Apoio a
Pesquisa do Estado da Paraiba (FAPESQ) e a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) pelo financiamento ao projeto. Ao Programa Institucional
de Bolsas de Iniciagdo Cientifica (PIBIC) pela oportunidade de pesquisa e bolsa. A Dr.?



Karina Maria Olbrich dos Santos, da Embrapa Agroindistria de Alimentos, pela
investigagdo do potencial probidtico e disponibilizacdo das cepas nativas utilizadas neste
estudo.

A toda a equipe do Nucleo de Pesquisa e Extensio em Alimentos (NUPEA),
em especial aos técnicos Elainy, Isanna e Giordanni pela contribuicdo na pesquisa,
conselhos, ensinamentos no laboratdrio e na vida. Vocés tornaram o cotidiano mais alegre.

As minhas companheiras de “lab”, Ana Paula, Laura e Vanda.

Aos funcionarios da UEPB, especialmente ao secretario Ronald, pela presteza aos
atendimentos, amizade ¢ ética.

A assisténcia estudantil da UEPB, pela garantia de bolsa integral no restaurante
universitario durante toda a graduagao.

A toda equipe maravilhosa do Restaurante Universitario.

A todos que de alguma forma passaram por mim ao decorrer dessa jornada, vou
levar na bagagem as coisas boas e importantes durante minha passagem. Comprometo-me

em contribuir firme e com afeto sempre.



RESUMO

As vantagens do consumo de probidticos tém se destacado, tendo em vista os beneficios que
estes microrganismos promovem a saude dos consumidores. A busca por culturas nativas
probioticas locais promissoras ¢ importante para possibilitar produtos nutritivos, com menor
custo e benéficos para a populagdo. A exposicdo de microrganismos a condi¢des subletais
proporcionam uma resposta adaptativa, tornando-os mais resistentes. Essa estratégia vem a ser
interessante na aplicagdo em probidticos, otimizando seu desenvolvimento em etapas de
processamento (calor), variantes na formulagdo (acidez e osmolaridade), bem como no trato
gastrointestinal. Este estudo objetivou determinar a capacidade de sobrevivéncia das culturas
nativas de bactérias laticas da colecdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA), em diferentes condi¢des de estresse em caldo MRS, sendo: acido, ajustado para
pH 2,5 e 3,5 com HCI; osmoético, em concentragdes 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 CNPCO001, CNPC002, CNPC003, CNPC004 e
CNPCO020), Limosilactobacillus mucosae (cepa CNPCO007) e Lacticaseibacillus rhamnosus
(cepa EM1107). Apés 24 h de cultivo, foi determinada a absorbancia em 600 nm.
Posteriormente, foi determinada a condi¢do subletal de cada estresse para desafiar as cepas no
ensaio de resisténcia cruzada. Na avaliagdo de estresse acido e térmico, as culturas se
comportaram de forma semelhante, ndo havendo multiplicacdo bacteriana, porém no térmico
elas tornaram-se totalmente inviaveis. Tratando da condi¢do de estresse osmotico todas as
cepas multiplicaram-se até a concentracdo 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 concentracdes 8g/mL e 6g/mL de NaCl, tal qual em MRS tradicional.
No ensaio de resisténcia cruzada as cepas CNPC002, CNPC004, CNPC007 e CNPC020
foram destaque dentre as demais, pois multiplicaram-se em maior magnitude em
concentragoes letais de NaCl, com valores de absorbancia de 0,444; 0,943; 1,115 ¢ 0,306,
quando comparadas as mesmas cepas que nao foram desafiadas, com valores de absorbancia
iguais a 0,061; 0,137; 0,105 e 0,033, respectivamente. Com o desafio prévio em condigdes
subletais de NaCl, as cepas CNPCO001, CNPC002, EM1107 e CNPC020 obtiveram uma maior
viabilidade no ambiente de pH 3,5 em relagdo as demais com valores de absorbancia de
1,225; 1,059; 0,584 e maior que 1,5, respectivamente, quando comparadas as mesmas cepas
que ndo foram desafiadas, com valores de absorbancia no pH 3,5 iguais a 0,243; 0,160; 0,052
e 0,090, respectivamente. Portanto, a utilizagdo de estresse subletal prévio pode aumentar a
sobrevivéncia de probiodticos a condigdes posteriores de estresse semelhantes, sendo possivel
obter cepas com maior viabilidade em ambientes adversos de acidez e de alta osmolaridade.

Palavras-chave: bactérias laticas; culturas nativas probioticas; 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 HCI;
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 CNPCO001, CNPC002, CNPC003, CNPC004 and CNPCO020), Limosilactobacillus
mucosae (strain CNPCO007) 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, CNPCO001, 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
CNPCO002, 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 CNPCO020 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 INTRODUCAO

Definidos como "microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade
adequadas, conferem efeito benéfico a saude do hospedeiro” (HILL et al, 2014), as
potencialidades dos probidticos tém sido apontadas por autores devido aos beneficios que
promovem a satde dos consumidores ao serem ingeridos em alimentos, como a preven¢ao de
condi¢des, tais quais infecgdes e distirbios gastrointestinais, processos alérgicos,
carcinogénese e crescimento tumoral (DE LE BLANC; LE BLANC, 2014).

Os produtos comerciais contendo probidticos estdo ascendendo comercialmente, tal
expansao pode estar relacionada a busca consideravel da populagdo sobre questdes de satde e
estilo de vida, de forma que o mercado global de probidticos ja se consolida, com renomadas
empresas trabalhando constantemente no desenvolvimento e comercializagdo de novos
produtos com alegagdes probioticas (REQUE; BRANDELLI, 2021).

Mesmo havendo uma quantidade significativa de cepas com propriedades probioticas
bem caracterizadas e disponiveis comercialmente, a busca por novos microrganismo
destinados a beneficio da saude continuam sendo pesquisados (BOTTA et al., 2014;
CEBRIAN et al.,, 2011; TODOROV et al., 2008), tendo em vista que as propriedades
probioticas sdo inerentes a cada cepa, € ndo necessariamente ligadas apenas ao género ou
espécie (JANKOVIC et al., 2012), torna-se apropriado o estudo e a procura por culturas
nativas probidticas locais, que possam vir a ser promissoras no ponto de vista tecnologico e na
promocao de saude, trazendo oportunidades para pequenas industrias e produtores de
possibilitarem produtos com custo menor, nutritivos ¢ benéficos para populagdo
(VINDEROLA et al., 2008).

Um dos desafios enfrentados pelos pesquisadores ¢ garantir a integridade dos
probidticos nas etapas de fabricacdo, processamento € armazenamento dos produtos
(KOMATSU, BURITI; SAAD, 2008), tendo em vista, a sensibilidade desses microrganismos
a diversos aspectos, como a acidez, altas temperaturas e condi¢des elevadas de oxigénio
(HUSSAIN et al., 2017; SHAH et al., 2016). Assegurar a viabilidade das cepas probidticas
durante o processo de fabricacdo e as condigdes inerentes ao trato gastrointestinal ¢ uma
tarefa importante, uma vez que segundo dos Santos ef al. (2015) a maioria de suas agdes
benéficas ocorrem no ambiente intestinal.

Com o objetivo de melhorar o desempenho dos microrganismos
probidticos durante o processamento dos alimentos, muitos pesquisadores tém
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 exposi¢do dos microrganismos probiodticos a condigdes subletais de
estresse, tais como oxigénio, acido ou calor, o que ird desencadear a resposta
adaptativa de suas células ao estresse aplicado e aumentar a sobrevivéncia quando
forem expostas novamente a outras condi¢des letais encontradas no processamento
industrial e/ou no transito gastrico (TEODORO et al., 2021, p. 5)

Essa estratégia torna-se interessante para a aplicagdo em probioticos, uma vez que a
manutencdo da viabilidade desses microrganismos em alimentos e a sua sobrevivéncia as
condi¢des gastrointestinais sdo ainda desafiadoras. A capacidade de modificar a composi¢do
e diversidade da microbiota intestinal, bem como a manuten¢do de seu equilibrio, aspectos
chaves para a manuten¢do da imunidade e homeostase do organismo (GOMEZ-GUZMAN et
al., 2015), sao dependentes da sobrevivéncia dos probiodticos as condi¢des adversas gastricas
e entéricas.

Estresses subletais induzem a expressdao de genes que podem resultar em protegao
contra estresses ambientais e gastrointestinais (TERPOU et al., 2019). Segundo Stanton et al.
(2005), lactobacilos pré-adaptados a condicdes adversas de sal e calor apresentaram
termotolerancia mais elevada e maior sobrevivéncia durante o processo de spray-drying
quando comparado a culturas que ndo foram submetidas as condi¢des prévias de estresse.
Igualmente, Buriti, Castro ¢ Saad (2010) obtiveram um aumento da sobrevivéncia da cepa
probiotica Lactobacillus acidophilus (LA-5) as condigdes gastricas e entéricas simuladas in
vitro quando incorporados em musses que foram submetidas ao armazenamento congelado
(-18°C) em comparagdo as mousses refrigeradas.

Portanto, a maior capacidade de adaptagdo as condigdes ambientais adversas aumenta
a probabilidade de sobrevivéncia do probiodtico durante a passagem pelo trato gastrointestinal
e as chances de colonizagdo do intestino (TEODORO et al., 2021; TERPOU et al., 2019).
Considerando a utilizagdo de bactérias laticas nativas com potencial probidtico em alimentos,
a indugdo de resisténcia a multiplas condigdes de estresse permitird a selecdo de bactérias
mais bem adaptadas a uso em alimentos e com maior capacidade de resultarem em beneficios

ao consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

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

capacidade de sobrevivéncia de bactérias laticas nativas com potencial probiodtico pertencente

a colec¢do de bactérias laticas da EMBRAPA.

2.2 Objetivos especificos

Este estudo apresentou os seguintes objetivos especificos:

a)
b)

c)

d)

g)

avaliar a capacidade de sobrevivéncia de bactérias laticas em condigdes acidas;
avaliar a capacidade de sobrevivéncia de bactérias laticas em condigdes de
elevada osmolaridade;

avaliar a capacidade de sobrevivéncia de bactérias laticas em condi¢des de
elevada temperatura;

verificar a influéncia do estresse cruzado sobre a capacidade de sobrevivéncia das
bactérias laticas;

obter bactérias laticas com maior capacidade de resisténcia as condi¢des adversas
de processamento e armazenamento dos alimentos;

obter bactérias laticas com maior capacidade de resisténcia as condi¢des acidas do
estdmago;

selecionar as culturas de acordo com o seu ambiente de melhor viabilidade.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Bactérias laticas e reclassificacdo do género Lactobacillus

Bactérias laticas sdo gram positivas anaerobias facultativas ou microaeréfilas, em forma
de bastonete, ndo formadoras de esporos (HAYEK; IBRAHIM, 2013). Compdem
significativamente a microbiota humana, em varios locais do corpo, como sistema digestivo,
sistema urinario e o sistema genital (CAPURSO, 2019).

Até margo de 2020 o género Lactobacillus, da familia Lactobacillaceae, compreendia
261 espécies extremamente diversas nos niveis fenotipico, ecologico e genotipico, quando
entdo houve uma alteragdo em sua taxonomia, segundo o estudo de Zheng et al. (2020).
Naquele estudo, o género Lactobacillus foi reclassificado em 25 géneros, incluindo o proprio
género Lactobacillus com manutencdo de um numero menor de espécies, o género
Paralactobacillus que ja existia, o qual agora recebeu a antiga espécie Lactobacillus
selangorensis, tornando-se Paralactobacillus selangorensis, além de 23 novos géneros, dentre
eles Lactiplantibacillus, Limosilactobacillus e Lacticaseibacillus. A reclassificagdo proposta
pelos autores refletem a posicdo filogenética dos microrganismos e subdivide os lactobacilos
em grupos com propriedades ecologicas e metabolicas compartilhadas.

Em consequéncia da utilizacdo extensiva na produgdo alimenticia e na area da saude
varias espécies do antigo e novo género Lactobacillus sdo reconhecidas como seguras, tendo
sido classificadas como microrganismos de qualidade alimentar pelo Food and Drug
Administration (FDA), além de atenderem aos critérios de Presuncdo Qualificada de
Seguranca (QPS) proposta pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA). Dentre as espécies de Lactobacillaceae presentes na lista de bactérias recomendadas
para status de QPS (atualizagdes de margo de 2016), estdo presentes as espécies
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus mucosae
(ZOTTA; PARENTE; RICCIARDI, 2017).

Grande parte das bactérias laticas sdo designadas como probidticos, justamente, por se
enquadrarem na defini¢do preconizada pela FAO/WHO (2001), atualizada por Hill et al.
(2014), visto que ao serem consumidas em quantidades adequadas exercem efeitos benéficos
a saude do hospedeiro. Ainda nao hd um consenso na literatura em relacdo as quantidades
diarias adequadas da ingestao de bactérias probiodticas, comumente, quantidades acima de 6

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

. . . , oA 48 10 ) 9 10
intestinal, para outras acdes benéficas sistémicas at¢ 10 - 10 UFC/dia ou mesmo 10 - 10
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UFC/dose, segundo autores (MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015; PEREIRA et al., 2019;
SANTOS et al., 2020).

3.2 Probiodticos

O termo “probidtico” foi descrito por Lilly e Stillwell, nos anos de 1965,
relacionado-se a substancias secretadas por microrganismos capazes de estimular o
crescimento de outros (SANCHEZ et al., 2017). Esses microrganismos vém sendo
consumidos em alimentos fermentados, desde antiguidade, promovendo satde. A associacao
de beneficios relacionados apenas a microbiota intestinal vem modificando-se conforme as
pesquisas sobre esse tema ganham destaque.

Tem-se associado a acgdo sistémica de probidticos e seu papel no controle e melhoria
de diversas doencas (REIS, 2019), estudos mostram acdes anti-inflamatorias, principalmente
relacionadas a inibi¢ao da liberagao e saida de citocinas ou ativagdo de vias pré-inflamatorias
(VAN DEN BROEK et al, 2018; ZAGATO et al., 2014), efeitos imunomoduladores, atuando
na reducdo dos niveis de fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucinas 18, 6 e 12 (IL-1p,
IL-6 e IL-12, respectivamente) e aumento nos niveis de interleucina 10 (IL-10) (FENG et al.,
2016), ativagdao do receptor Toll-like 2 (MANSUR et al., 2014), bem como redutores em
fatores de riscos para sindromes metabolicas importantes no controle glicémico (BORDALO
et al., 2017; SANTOS et al., 2020), ademais tém sido apontados por autores como atuantes na
prevencdo de condigdes infecciosas e disturbios gastrointestinais, processos alérgicos,
carcinogénese ¢ crescimento tumoral (DE LE BLANC; LE BLANC, 2014; MARTINEZ,
BEDANI; SAAD, 2015).

Os géneros de microrganismos probidticos disponiveis comercialmente sdo os
pertencentes ao antigo e atual género Lactobacillus (familia Lactobacillaceae) e também ao
género Bifidobacterium. Sua aplicacdo em produtos alimenticios para populagdes saudaveis
apresenta uma margem historica de seguranga reconhecida na comunidade cientifica
(BURITI; SAAD, 2014; SAAD et al., 2011; SANTOS et al., 2020).

Os efeitos atribuidos a saude com o consumo de alimentos contendo probidticos sdo
vastos, mas para que estes possam vir a promover beneficios aos seus consumidores, ¢
necessario atender diversos critérios, como nao perder a viabilidade e fun¢do ou promover
sabores ou texturas desagradaveis, possuir boas propriedades tecnoldgicas para que possam
ser incorporados em produtos alimenticios; sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal

superior, até o seu local de agdo; possuir viabilidade para ser capaz de promover beneficios no
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ambiente intestinal (DIANAWATI; SHAH, 2011; DING; SHAH, 2009; LIU et al., 2018; LIU
etal., 2019; SAARELA et al., 2000).

Tendo em vista que, ndo ha a possibilidade de estabelecimento de quantidade tnica
adequada para todos os produtos (MARTINEZ, BEDANI; SAAD, 2015; SANTOS et al.,
2020), e que hé a necessidade dessas bactérias probidticas atingirem populacdes elevadas para
promover os beneficios, tanto tecnologicos em termos de produgdo de produtos alimenticios,
como impactar na saide de seus consumidores, tem sido um desafio para a industria de

alimentos assegurar todas as condigdes necessarias para produzir produtos probioticos

(KOMATSU, BURITI; SAAD, 2008).

3.3 Desafios em relagao aos fatores que influenciam na viabilidade de probioticos

Tendo em vista o potencial probidtico em proporcionar saude para seus consumidores.
A sua utilizagdo para finalidades preventivas e terapéuticas tem sido reconhecida de forma
atrativa (CREMON et al., 2018). Para isso, faz-se necessario resistirem as condig¢des
entéricas, consequentemente, aderirem de forma efetiva a mucosa do intestino, dado que
grande parte de suas acdes benéficas ocorrem no ambiente intestinal (DOS SANTOS et al.,
2015).

Na matriz alimenticia e no ambiente onde esta contida, a acidez, concentra¢do de
agucar ou sais, a atividade de agua, a producao de peroxido de hidrogénio e de outros
metabolitos, a concentragdo de oxigénio, a temperatura de estocagem, entre outros, sdo fatores
capazes de prejudicar a viabilidade dos probidticos (BURITI; BEDANI; SAAD, 2016;
MARTIN et al., 2015). Dessa forma, o microrganismo precisa ser capaz de sobreviver as mais
variadas condi¢des de formulagdo (por exemplo, acidez ¢ osmolaridade), processamento (por
exemplo, calor), estocagem (por exemplo, o estresse na presenca de oxigénio), assim como a
passagem pelo trato gastrointestinal (TERPOU et al., 2019).

A produgdo, armazenamento e uso de bactérias lacteas, como os probidticos, impdoem
estresse ambiental nas células bacterianas. Principalmente, durante a fermentagao industrial,
onde se encontra uma série de condi¢des de estresse, como baixa temperatura, baixo pH e
baixa atividade de dgua (MURUZOVIC; MLADENOVIC; COMIC, 2018). As variagdes nas
condi¢des de formulagdo representam desafios, visto que esses microrganismos possuem
sensibilidade a temperatura elevada, pratica de inoculacdo, acidez, oxigénio e interagdes de
espécies (GALLINA ef al., 2011; STANTON et al., 2005), tais condi¢des sdo comuns dentro

da producdo alimenticia. 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 necessario que alimentos probiodticos possuam linhagens de microrganismos
capazes de manter niveis adequados de células com viabilidade, sem interferéncia em texturas
e sabores, pelo periodo de armazenamento (GALLINA et al., 2012), bem como no processo
de producdo. Nesse sentido, estudos voltados para utilizagdo de biotecnologia como
ferramenta para melhoramento da viabilidade de bactérias probioticas (AHMED, 2003;
DOUILLARD; DE VOS, 2019; STANTON et al., 2005) pode ser uma alternativa para

obtencao de cepas mais resistentes.

3.4 Biotecnologia

Foi preconizada a primeira vez em 1919 pelo engenheiro hungiro Karl Ereky,
referindo-se a biotecnologia como “todas as linhas de trabalho, cujos produtos eram
produzidos a partir de matéria bruta com auxilio de organismos vivos” (STEINBERG, 2002).

Alternativas biotecnoldgicas, como a "biotecnologia tradicional” utiliza de métodos
de melhoramento genético, como mutagénese e a conjugacdo para viabilizar melhorias em
microorganismo, para fins de utilizagdo no processamento de produtos alimenticios
(TEODORO, et al., 2021). Essas estratégias, requerem uma abordagem multidimensional,
pois dizem respeito a fatores bidticos e abioticos (ISENRING et al., 2021).

De encontro com a tecnologia de DNA recombinante, técnicas de engenharia de
bioprocessos representam uma vantagem na aceitagdo da populagdo por serem visto como um
processo mais natural, pode ser uma alternativa a aplicagdo em alimentos, de acordo com
Cakar et al. (2005), como por exemplo a engenharia evolutiva ou engenharia adaptativa.

Uma solucdo promissora para a melhoria de microorganismos ¢ a engenharia
evolutiva, que orienta a multiplicacdo continua de microrganismos exercendo uma condi¢do
de adversidades de cultivo por meio de estresse seletivos, levando ao aumento de
caracteristicas desejaveis (PEREZ-TORRADO; QUEROL; GUILLAMON, 2015; WANG et
al., 2019). Algumas centenas de geragdes posteriores do microrganismo submetido ao
estresse, mutantes haploides sdo obtidos, os quais apresentam vdarios rearranjos
cromossomicos, podendo estes novos microrganismos serem isolados e avaliados quanto ao
seu metabolismo (SANTOS; GELINSKI; 2008; TEODORO et al., 2021). A viabilidade desse

método € interessante, visto que o tempo de multiplicagdo de microrganismos sdo curtos,
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facilitando o surgimento répido de cepas seletivas (BACHMANN et al., 2015; CAKAR,
2012; MANS; DARAN; PRONK, 2018; WINKLER; KAO, 2014).

E uma abordagem bem estabelecida para melhorar as caracteristicas de cepas alvo
(ISENRING, et al., 2021), como exemplo de caracteristicas fenotipicas de interesse
destacam-se: maior eficiéncia fermentativa e geracdo de produtos, uma maior resisténcia a
condi¢des de alta ou baixas temperaturas, congelamento-descongelamento, estresse oxidativo

e osmotico, bem como maior conteudo de produtos intermedidrio e final metabolicos

(TEODORO, et al., 2021).

3.5 Estresses seletivos e subletais

Estresses ambientais sao atribuidos como responsaveis por causarem danos, injurias ou
mesmo a morte celular de bactérias (CORCORAN et al., 2008), no entanto tratamentos com
estresses subletais quimicos ou fisicos, que ndo levem a morte celular, mas sim conduzam
esses microrganismos a adaptacdo e sobrevivéncia (NGUYEN et al., 2016), podem ser uma
ferramenta para induzir o melhoramento de cepas probioticas.

Mecanismos de respostas a estresses de microrganismos ¢ sugerido por Terpou et al.
(2019) onde a exposicdo em niveis subletais de estresse, em condi¢des de calor, oxigénio
acidez, proporciona uma resposta de adaptacdo a células bacterianas ao estresse aplicado,
consequentemente o aumento da sua viabilidade a exposicao de estresse letais semelhantes,
que sdo recorrentes no processamento de industria ou transito gastrico, os autores ainda
relatam que estresses subletais levam a expressao génica, resultando em niveis satisfatorios de
protecdo contra os estresses ambientais e gastrintestinais (TERPOU et al., 2019).

A aplicagdo dessas estratégias, permitem que as bactérias probidticas desenvolvam
respostas adaptativas ao estresse, levando a um aumento em sua sobrevivéncia em
comparagdo com aquelas que sdo diretamente deslocadas para a mesma condi¢ao de estresse
letal (SAARELA et al., 2004). A resposta dos probioticos depende da expressao diferencial
de genes associados, sendo essa expressao regida pela natureza, amplitude e frequéncia do
estresse aplicado (NGUYEN et al., 2016).

Quando Ma ef al. (2021) relatam que a pré-adaptagdo a tratamentos subletais, como
estresse oxidativo, acido, sal biliar e osmoético, também pode aumentar a tolerancia ao calor na
cultura de bactérias laticas, ¢ sugestivo que a agdo de um estresse pode impactar na adaptagao

de um outro.
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Segundo Tan et al. (2022), algumas respostas aos estresses podem ser de longa
duracdo, enquanto que outras sdo de curta duragdo. Estes mecanismos normalmente ocorrem
por mutacdes, podendo ser hereditarios, passando para algumas geracdes de microrganismos,
sendo que para as respostas de curta duragao, em algum momento, novas geragdes deixarao
de desenvolver tal caracteristica. Especificamente para estas adaptagdes de curta duragdo aos
estresses, tais respostas podem ocorrer por modificacdes epigenéticas (TAN et al., 2022), as
quais sdo definidas como modificacdes hereditarias no DNA sem afetar a sua sequéncia de
nucleotideos (PULIDOS FONTES; QUESADA JIMENEZ; MENDIOROZ IRIARTE, 2015).
Mecanismos epigenéticos também sdo capazes de permitir que 0s microrganismos

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

3.5.1 Estresse térmico

O efeito de temperaturas severas, ndo letais, em bactérias as conduzem a uma
reprogramagao celular e metabdlica, em resposta as mudangas em sua temperatura ambiental
(DESMOND et al., 2002).

Evidéncias da utilizacdo de estresses subletais térmicos em microrganismo sugerem
aumento na viabilidade ou resisténcia a temperaturas elevadas a partir de uma pré-exposicao
térmica, como os estudos conduzidos por De Angelis ¢ Gobbetti (2004), onde a taxa de
sobrevivéncia 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, ef al. (2014), demonstrou a adaptacdo da
cepa Bifidobacterium bifidum THTO0101, exposta a temperaturas subletais, resultou em um

aumento significativo da resisténcia das células ao congelamento.

3.5.2 Estresse osmotico

As bactérias laticas na producao alimenticia, sdo expostas ao estresse osmoético quando
adiciona-se elevadas quantidades de sal ou agucar ao produto. De forma que elas necessitam
adaptar-se a esses ambientes hostis para continuarem viaveis (TERPOU et al., 2019). A
resposta ao estresse osmotico relaciona-se ao acumulo de solutos compativeis e ativagdo de

proteinas associadas a membrana para manter a pressdo de turgescéncia da célula

(SERRAZANETTI el al., 2009).
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O estudo de Hidalgo-Cantabrana ef al. (2014), relata que a viabilidade probidtica foi
0,83 log (UFC/g) maior em comparagdo com as células ndo estressadas. O cloreto de sodio é
frequentemente usado para induzir estresse osmoético em probioticos, 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 HNOO1 (anteriormente Lactobacillus
rhamnosus HNOO1), respondeu bem em termos de viabilidade no armazenamento a 30 °C
apos pré-estresse com NaCl 0,6 M. Ademais, lactobacilos pré adaptados a condicdes de
adversidade de sal e temperatura, responderam com elevacao da termotolerancia e aumento
em sobrevivéncia em spray-drying, quando comparadas as culturas ndo submetidas ao

processo adaptativo (STANTON et al., 2005).

3.35.3 Estresse dcido

Dentre os diversos estresses presentes no ambiente, o estresse acido ¢ um desafio
consideravel no contexto de sobrevivéncia de microrganismo, a tolerancia a ambientes 4cidos
¢ um dos critérios importantes de sele¢do de potenciais probidticos (WU; HUANG; ZHOU,
2015).

Os microrganismos evoluiram 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 ¢ um parametro de suma importancia
para o crescimento e metabolismo celular, relaciona a forma de utilizagdo de proteinas,
degradacao de substratos e sintese proteica, como acidos nucléicos (GUAN et al. 2013).

Alguns autores relatam que a adaptacdo ao baixo pH permitiu que as bactérias
melhorassem sua resisténcia a condicdes 4cidas letais (PHADTARE et al., 1999; SANCHEZ
et al., 2007; SEME 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 resisténcia ao serem avaliadas em condi¢des de
simulagdo gastrointestinal.

Ainda se faz necessario estudos que esclarecam as lacunas existentes no quesito de
utilizacdo de pré-estresses, estresses subletais e estresses cruzados, lacunas como essas

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

de bactérias lacteas frente a diferentes tipos de estresses.
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4 METODOLOGIA
4.1 Condicoes de cultivo das bactérias laticas nativas

Foram utilizadas as seguintes culturas nativas de lactobacilos pertencentes a colegcao
de microrganismos da Embrapa no presente trabalho: Lacticaseibacillus rhamnosus EM1107,
Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001, CNPC002, CNPC003, CNPC004, CNPC020 e
Limosilactobacillus mucosae CNPCO007. 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 absorbancias das culturas no comprimento de onda de 600 nm, sendo
padronizadas as culturas em absorbancia igual a 1,0 para uso nos ensaios do trabalho. De
acordo com a turvacdo apresentada no ensaio, as amostras foram selecionadas para
plaqueamento com a finalidade de se obter as curvas de multiplicagdo de cada um dos
microrganismos avaliados e respectivas equagdes representativas de suas concentragdes (log
UFC/ml) em funcdo da absorbancia em 600 nm. Desta forma, foram construidas curvas de
calibragdo das culturas usando caldo MRS com a absorbancia determinada paralelo ao de
plaqueamento em &gar para a determinagdo das unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
para este fim, dilui¢des decimais seriadas foram preparadas em MRS a partir de 1 ml de
amostra coletada. Aliquotas de 1 ml das dilui¢des foram transferidas, respectivamente, para a
superficie em agar MRS a 37 °C por 48 h para a determinacdo das unidades formadoras de
coldnias.

As equacdes obtidas para cada microrganismo estdo listadas a seguir, a partir da
construcdo das curvas de calibracdo das culturas paralelo ao de plaqueamento em agar para a
determinagdo das unidades formadoras de colonias (UFC/ml):

Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001, calculado segundo a equagao (1):

C = (47800000 x (ABS 600 ) ) +(-23200000) (1)

nm

Lactiplantibacillus plantarum CNPC002, calculado segundo a equagao (2):
C = (82700000 x (ABS 600nm) ) + (-6500000) (2)

Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003, calculado segundo a equacao (3):
C = (77500000 % (ABS 600nm) ) +(-5920000) (3)
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Lactiplantibacillus plantarum CNPC004, calculado segundo a equacao (4):
C=(70600000 x (ABS . ))+(-5250000) 4)

Lactiplantibacillus plantarum CNPCO020, calculado segundo a equagdo (5):
C= (155000000 < (ABS .~ ))+ (-14800000) (5)

nm

Limosilactobacillus mucosae CNPCO007, calculado segundo a equagao (6):

C'= (297000000  (ABS _  ))+ (-24100000) (6)

Lacticaseibacillus rhamnosus EM 1107, calculado segundo a equacao (7):

C'= (90200000 x (ABS )+ (-10100000) (7)

Onde C ¢ a concentragdo do microrganismo na amostra (UFC/g) e (ABS 600 nm) ¢ o
valor de absorbancia obtido para amostra em 600 nm. Os valores obtidos em UFC/g foram, na
sequéncia, convertidos para log UFC/g.

Os ensaios de resisténcia aos estresses acido, térmico e osmotico foram conduzidos

com base no estudo de Kim ef al. (2001), com as adaptacdes descritas a seguir.
4.2 Determinacio da condicdo subletal de cada estresse

Para a avaliagdo do efeito da acidez, as culturas foram cultivadas em caldo MRS
ajustado para pH 2,5 e 3,5 com 4cido cloridrico diluido a 1 M. O caldo foi inoculado com as
culturas a uma absorbancia inicial igual a 0,1 durante 24 horas. As amostras foram coletadas
no tempo 0 e apos 24 horas e serialmente diluidas em caldo MRS estéril para a determinacao
das unidades formadoras de coldnias por absorbancia a 600 nm utilizando a curva de
calibragdo pré-determinada.

Para a avaliacdo do estresse térmico, as culturas em caldo MRS com absorbancia
inicial igual a 0,1 foram incubadas as temperaturas de 37, 53 e 60 °C durante 24 horas. Apos
o tempo de incubacdo as amostras foram coletadas para a determinagdao das unidades
formadoras de colonias utilizando a curva de calibrag@o pré-determinada.

Para a avaliacdo do estresse osmotico, foram utilizados caldo MRS contendo 0-18%
de cloreto de sodio. Estes foram inoculados a uma absorbancia inicial de 0,1 em 600 nm e

incubados por 24 h a 37 °C. Apds o tempo de incubagao as amostras foram coletadas para a
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determinagdo das unidades formadoras de colonias, e log UFC/mL utilizando a curva de

calibragdo pré-determinada.

4.3 Avaliacao 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 (condicdo de estresse térmico) por 24
horas. As unidades formadoras de colonias foram determinadas por absorbancia a 600 nm no

tempo 0 h e 24 horas de cada ensaio.

4.4 Avaliacao da resposta das culturas contra o estresse osmético

Cultivos de 5 ml de cada culturas foram preparados. Uma fase log foi suspensa em
caldo MRS contendo de 2-18% de cloreto de sodio (teste osmotico). As amostras foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. As absorbancias a 600 nm foram determinadas para obtengao

das unidades formadoras de coldnias.

4.5 Avaliacao da resposta das culturas contra o estresse acido

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 acido
cloridrico, pH 3,5 e 2,5 (teste acido). As amostras foram incubadas por 24 horas. As
absorbancias a 600 nm foram determinadas no tempo zero e apods as 24 horas de incubagdo e

consequentemente transformadas UFC/mL.

4.6 Avaliacao da resisténcia cruzada

Os ensaios de resisténcia aos estresses acido, térmico € osmotico foram conduzidos
com base no estudo de Kim et al. (2001), com adaptacdes. Cultivos de cada cultura foram
previamente expostos ao nivel subletal de cada estresse. As culturas que foram pré-expostas
ao estresse subletal acido foram recuperadas em MRS tradicional, em seguida expostas tanto
ao estresse térmico como ao estresse osmotico. Do mesmo modo, as culturas pré-expostas ao
estresse subletal térmico foram recuperadas em MRS tradicional e expostas aos estresses

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

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

Figura 1 — Etapas de cultivo para ensaio de resisténcia cruzada.

100 pLL 100 uL 100 pL

-~ =< =)

24 h (incubagio) 24 h (incubagZio) 24 h (incubacdo)

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

Fonte: autoria propria.
Legenda: Tubo 1: cultivo-Méae da cepa em MRS tradicional. Tubo 2: cultivo em MRS ajustado a condigdo subletal acida,
osmotica ou térmica. Tubo 3: cultivo para recuperagdo da cepa em MRS tradicional. Tubo 4: cultivo em MRS condigéo letal

de estresse ou bacteriostatica (acida, osmética e térmica).

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

a) iniciando por cultivo em estresse subletal osmotico o estresse final aplicado seria
o letal ou bacteriostatico acido e térmico;

b) iniciando por cultivo em estresse subletal acido o estresse final aplicado seria o
letal ou bacteriostatico osmotico € térmico;

¢) 1iniciando por cultivo em estresse subletal térmico o estresse final aplicado seria o

letal ou bacteriostatico acido e osmotico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Determinacao da condiciao subletal de cada estresse

5.1.1 Avaliacao da resposta das culturas contra o estresse térmico

Os resultados em log UFC/mL do tempo 0 h (ty,) na temperatura 6tima de 37 °C em
relagdo aos valores obtidos em log UFC/mL no tempo de incubagao de 24 horas (t,,) nas
temperaturas do estresse térmico (Tabela 1) foram bastante semelhantes, verificou-se que as
culturas nativas ndo apresentaram multiplicacdo, de forma que o valor em log UFC/mL t,,,
nas temperaturas do ensaio corresponde, provavelmente, ao inoculo. Sendo assim, ndo houve
multiplicacdo celular devido aos danos causados pelas temperaturas elevadas. As culturas
avaliadas apresentaram-se termossensiveis as temperaturas entre 53 °C e 60 °C, reforcando
que as bactérias laticas (BAL) sdo vulnerdveis 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 reducao 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

Log Log Log Log
UFC/mL ABS t,, UFC/mL ABS UFC/mL ABS UFC/mL
Cultura ABS tg, ton 37°C than 37°C 53°C tha 53°C 60°C thqn 60°C
CNPCO001 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
CNPCO003 0,115 6,48 1,615 >8,48 0,091 6,05 0,072 <6,00
CNPC004 0,133 6,02 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
CNPCO020 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

Simbolos: CNPCO001 L. plantarum CNPCO001; CNPCO002 L. plantarum CNPC002; CNPCO003 L. plantarum CNPCO003;
CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPCO007 L. mucosae CNPC007; CNPC020 L. plantarum CNPC020;
EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbancia; > limite maximo de detec¢do da concentracdo de
microrganismos em funcdo da absorbancia obtida e equacdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e,
posteriormente, log UFC/mL; < limite minimo de detec¢do da concentragdo de microrganismos em fungdo da
absorbancia obtida e equacdo da reta utilizada para a conversdao 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 bacteriostatica, mas nenhum cultivo apresentou multiplicacdo. Portanto, ndo foi viadvel
definir temperatura subletal para prosseguir o ensaio de resisténcia cruzada. Faz-se necessario

mais estudos para esclarecimento da viabilidade térmica das culturas nativas.

5.1.2 Avaliacao da resposta das culturas contra o estresse osmdotico

No estresse osmotico as culturas foram cultivadas em diferentes concentragdes de
NaCl, de forma que o log de UFC/mL de cada concentragdo foi determinado conforme a
Tabela 2. Um dos critérios utilizados para escolha da condi¢do subletal foi a maior
concentragdo de NaCl, na qual o nivel de células ainda estava apresentando multiplicagdo de
forma lenta e/ou a maior concentragdo na qual apds exposicdo em ambiente estressor, a cepa
em questdo nao tornava-se inviabilizada apds cultivo em MRS tradicional. Sendo assim as
concentragdes escolhidas para dar seguimento ao ensaio de resisténcia cruzada foram os
indicados conforme a Tabela 2.

As cepas L. plantarum CNPC020, CNPC001 e CNPCO004, apresentaram a maior
resisténcia osmotica (Tabela 2), sendo respectivamente 8 g/mL e 6 g/mL de NaCl, o valor
correspondente em absorbancia nessas concentragdes ultrapassaram o limite maximo de
detec¢do da concentragdo de microrganismos em fun¢do da absorbancia obtida através da

equagao da reta.



Tabela 2 — Viabilidade das culturas (log UFC/mL) de acordo com concentragao de NaCl (g/100 mL) no ensaio de estresse osmotico
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CNPCO001 CNPC002 CNPC003 CNPC004 CNPCO007 CNPC020 EM1107
Concen-
tragdo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo
N:cl AB UFC/frgnL ABS UFC/ilL ABS UFC/frgnL ABS UFC/ilL ABS UFC/frgnL UFC/iL UFC/frgnL
(g/ml)
0 1,619  >7,.80 >1,5 > 8,03 >1,5 > 8,00 >1,5 > 8,06 >1,5 >98  >1,277 >8,12 >1,370 >§,12
2 1,615  >7,.80 >1,5 >8,03 >1,5 > 8,00 >1,5 > 8,06 >1,5 >98 >1,277 >8,12 >1,370 >§,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

Simbolos: CNPCO001 L. plantarum CNPCO001; CNPCO002 L. plantarum CNPC002; CNPCO003 L. plantarum CNPC003; CNPCO004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPCO007;
CNPCO020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbancia; * condigdo subletal obtida; > limite maximo de detec¢do da concentragdo de microrganismos em funcéo
da absorbancia obtida e equagdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; < limite minimo de detec¢do da concentragdo de microrganismos em fungdo da
absorbancia obtida e equagdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL.
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A espécie L. plantarum ¢ notoriamente conhecida devido sua capacidade de resisténcia
a condicdes de alta osmolaridade, devido a esse atributo, possuem capacidade de fermentar
alimentos com alta concentragdo de sal (0,5 e 10%) (CHAMKHA et al., 2008; MILESI ef al.,
2008; GOMEZ-RUIZ et al., 2008). As cepas que apresentaram uma maior viabilidade no
ensaio de estresse osmotico foram justamente as pertencentes a espécie L. plantarum, em
especial, CNPC020, CNPC001 e CNPCO004, multiplicando-se respectivamente nas
concentragoes 8 g/mL e 6 g/mL de NaCl, tal qual em MRS tradicional. As cepas CNPCO007 e
EM1107 obtiveram uma viabilidade acima de 8 log UFC/mL. A exposi¢do a alta concentracao
de NaCl nao foi capaz de inviabilizar as células, de modo que a resisténcia osmotica podem
torna-las mais favoraveis para possivel incorporacdo em alimentos com alto teor de sal, como
queijos e alimentos curados ou agucar, como geleias e sucos.

Os valores destacados na tabela em negrito com asterisco sao correspondentes ao valor
em absorbancia da condi¢dao subletal obtida, sendo esta a maior concentragdo de NaCl com
multiplicacdo de microrganismos de forma lenta e/ou a maior concentragdo que a cepa em
questdo ndo se tornava inviabilizada apos recultivo em MRS tradicional. Dessa forma, a
concentracdo subletal das cepas CNPC001, CNPC004 e CNPC020 corresponde a 10 g/ml de
NaCl; CNPC003 e EM1107 a 12 g/ml de NaCl; CNPCO002 14 g/ml de NaCl e CNPC007 de 16
g/ml de NaCl, sendo esta a cepa capaz de permanecer viavel a maior concentracdo de NacCl,

em relacdo as demais, apds ser recultivada em MRS tradicional.

5.2 Avaliacao da resposta das culturas contra o estresse acido

Quando comparados os resultados em log UFC/mL (Tabela 3) dos cultivos em MRS
sem acidificagdo (log UFC/mL ty, pH 6,4) e aqueles que passaram pelo desafio de estresse
acido (log UFC/mL ty, pH 3,5 ¢ log UFC/mL t,4, pH 2,5), as culturas comportaram-se de
forma semelhante. Em fun¢do dessa semelhanca, a populagdo microbiana obtida demonstra
tratar-se apenas do valor referente ao indculo e ndo de multiplicagdo bacteriana.

Dessa forma, ¢ necessario mais estudos para poder definir o pH subletal de cada
cultura. Todas as cepas foram submetidas ao desafio acido nos dois pHs avaliados, e
posteriormente recultivadas em MRS sem acidificacao, dessa forma L. plantarum CNPCO003 e
CNPCO004, assim como L. mucosae CNPC007, foram as cepas que conseguiram se recuperar
em MRS tradicional apds o pré-cultivo em pH 2,5. Por consequéncia, o pH escolhido para dar

seguimento ao ensaio de resisténcia 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 ¢ 2.5 - estresse acido

Cultura ABS ty, | log UFC/mL | ABS ty, | log UFC/mL ABS log UFC/mL | ABS t,4,| log UFC/mL | ABS tg, | log UFC/mL | ABS t,4,| log UFC/mL
pH6,4 | tu,pH64 | pH64 | tumpHO64 |te,pH3,5| teupH3,5 | pH3,5 | tuwpH3,5 | pH2,5 | ToupH2,5 | pH2,5 | tos, pHpH 2,5
CNPCO001 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
CNPCO007 0,151 5,32 >1,5 >9,08 0,149 5,30 0,166 5,40 0,145 5,28 0,170 5,42
CNPCO020 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

Simbolos: CNPCO001 L. plantarum CNPCO001; CNPC002 L. plantarum CNPC002; CNPCO003 L. plantarum CNPCO003; CNPCO004 L. plantarum CNPCO004; CNPC007 L. mucosae CNPC007;
CNPCO020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbancia; > Limite maximo de detec¢@o da concentragdo de microrganismos em fungéo da absorbancia obtida ¢
equacdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; < Limite minimo de detec¢do da concentracdo de microrganismos em fungdo da absorbancia obtida e
equacdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL.
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5.3 Avaliacao da resisténcia cruzada

Os produtos alimenticios representam a forma mais popular de consumo de
probioticos, a viabilidade de bactérias na matriz alimentar contra diferentes parametros
inadequados durante o desenvolvimento, processamento e armazenamento do produto ¢
especifica da cepa (TRIPATHI; GIRI, 2014). Condi¢des de estresse controlado podem ser
aplicadas com o intuito de aumentar a capacidade de sobrevivéncia das culturas probioticas,
como por exemplo o melhoramento genético por meio de estresse subletal, de forma que a
exposicao de microrganismo a condigdes de estresse, induz a uma adaptacdo, de forma que
tornam-se menos susceptiveis quando expostas a condi¢cdes semelhantes posteriormente
(TEODORO et al., 2021).

Todas as cepas foram submetidas ao estresse subletal osmético — viabilidade final (t,4,)
obtida em MRS-NaCl — permaneceram vidveis apds recultivo em MRS tradicional —
viabilidade final (t,4,) ap6s recuperagdo em MRS (log/UFC mL) — como pode ser observado
na Tabela 4. De forma que, os valores em absorbancia ultrapassaram o limite maximo de
detec¢do da concentragdo de microrganismos, indicando alta multiplicacdo 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
CNPCO007, no ensaio de resisténcia cruzada, onde inicialmente tais culturas foram submetidas
ao estresse subletal osmotico (Tabela 4), ndo apresentou diferenga significativa quando
comparadas aos ensaio isolados de estresse acido, de forma que os valores em log/lUFC mL
apés 24 horas de incubacdo, em ambos os ensaios foram semelhantes, correspondendo
provavelmente apenas ao indculo, tratando-se de microrganismos, algumas cepas expressam

proteinas de resposta ao estresse (FERREIRA, 2011), outras nao.



Tabela 4 — Avaliacdo da resisténcia cruzada a partir de cepas inicialmente submetidas ao estresse subletal osmotico
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Concentra-  Viabilidade inicial ~ Viabilidade final Viabilidade Viabilidade final pH letal Viabilidade inicial Viabilidade final
¢do (tOh) em (t24h) obtida em inicial (tOh) apos (t24h) apods usado para (tOh) em MRS (t24h) em MRS
subletal de MRS-NaCl MRS-NaCl recuperacdo em recuperacio em avaliacdo da acidificado acidificado
NaCl MRS MRS resisténcia
usada no cruzada ao
MRS estresse
(g/mL)
log UFC/ log log
Cultura NaCl ABS logUFC/ ABS logUFC/  ABS log ABS pH ABS ABS
mL UFC/ mL UFC/mL
(g/mL) mL mL UFC/
mL
CNPC001 10 0,094 634 0,102 641 0041 580 =15 528 3.5 0144 000 wygps T3
CNPC002 14 0141 671 0123 656 0010 <603 >15 50 3,5 0,145 9 s19s9 701
CNPC003 12 0.101 671 0,093 611 0 <600 1468 503 25 o116 % 0.130 662
CNPC004 10 0097 620 0,151 673 0 <558 >ls5 806 2.5 0128 638 o184 08
CNPC007 18 0091 647 0090 642 0010 <660 >15 5060 2,5 0147 1% o160 37
CNPC020 10 0.116 650 0215 727 0013 <630 >15 830 3.5 0153 0% s>1,5 029
EM1107 12 0,097 <612 0,140 640 0010 <612  >15 _ >812 3.5 0143 645 %0584  7.63

Simbolos: CNPCO001 L. plantarum CNPCO001; CNPCO002 L. plantarum CNPC002; CNPCO003 L. plantarum CNPC003; CNPC004 L. plantarum CNPCO004; CNPC007 L. mucosae CNPC007;
CNPCO020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbancia; * valores em absorbancia mais expressivos das cepas submetidas ao ensaio de resisténcia cruzada >
Limite maximo de detecg¢do da concentragdo de microrganismos em fungéo da absorbancia obtida ¢ equagdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; <
Limite minimo de detec¢do da concentragdo de microrganismos em fung¢do da absorbancia obtida e equagdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL.
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As cepas foram inicialmente cultivadas no estresse subletal osmotico e,
posteriormente, desafiadas diretamente ao nivel letal do estresse 4cido (Tabela 4) a viabilidade
das culturas foi comparada com aquelas submetidas apenas ao estresse acido (Tabela 3). As
cepas L. plantarum CNPCO001, CNPC002 ¢ CNPC020, bem como L. rhamnosus EM1107,
obtiveram uma maior viabilidade em relagdo as demais, respectivamente o valor em
absorbancia 1,225; 1,059; 0,584 e >1,5 (Tabela 4), e multiplicaram-se de forma mais
expressiva no pH letal usado para avaliagdo da resisténcia cruzada ao estresse acido,
comparadas aquelas que nao foram desafiadas, onde os valores em absorbancia
corresponderam, respectivamente a 0,243; 0,160; 0,052 e 0,090 (Tabela 3).

Todas as culturas foram submetidas ao estresse subletal dcido permaneceram vidveis
apos recultivo em MRS tradicional — viabilidade final (t,4,) apOs recuperacdo em MRS
(log/lUFC mL) — como pode ser observado na Tabela 5. De forma que, os valores em
absorbancia ultrapassaram o limite maximo de deteccdo da concentragdo de microrganismos,
indicando alta multiplicagdo celular, tais valores foram convertidos em UFC/mL e,
posteriormente, em log UFC/mL.

Estudos sobre adaptagdao ao estresse acido foram inicialmente investigados para
patogenos alimentares, visto que podem influenciar de forma significativa na sobrevivéncia
dessas bactérias em ambientes acidos. Apesar de ser um mecanismo indesejado para
microrganismos patogenos, podem ser eficazes para potencializar a sobrevivéncia de
probidticos em matrizes acidas e no trato gastrointestinal (TERPOU et al., 2019). Alguns
autores avaliam os mecanismos potenciais de resposta ao estresse de bactérias laticas, a fim de
melhorar sua capacidade de sobreviver em condi¢cdes de producdo industrial (CHEN et al.,
2017; MONTORO et al., 2018).

Das sete culturas avaliadas no estudo de resisténcia cruzada, utilizando o pré-cultivo
em condi¢do subletal acida (Tabela 5), as cepas L. plantarum CNPCO001 ¢ CNPC003, como
também L. rhamnsous EM1107, ndo apresentaram diferenca significativa nos resultados
obtidos em log/UFC mL - viabilidade final (t,,) obtida em MRS acidificado — quando
comparados aos ensaio de viabilidade das culturas (log UFC/mL) no estresse acido,
comportando-se de maneira semelhante, nao havendo multiplicagdo bacteriana.

As cepas foram inicialmente cultivadas no estresse subletal acido e, posteriormente,
desafiadas diretamente ao nivel letal do estresse osmotico (Tabela 5) a viabilidade das culturas
foi comparada com aquelas submetidas apenas ao estresse osmotico (Tabela 2). As cepas L.
plantarum CNPCO002 ¢ CNPC004 e CNPC020, assim como L. mucosae CNPC007, obtiveram

uma maior viabilidade em relagdo as demais com, respectivamente, valores em absorbancia
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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 concentragdes de NaCl letal usado para avaliagdo da resisténcia cruzada ao
estresse osmotico, comparadas aquelas que ndo foram desafiadas, onde os valores em
absorbancia corresponderam, respectivamente, a 0,061; 0,137; 0,105 e 0,033 (Tabela 2). A
resposta ao estresse osmotico envolve o aciimulo de solutos compativeis e ativacdo de
proteinas associadas a membrana para manter a pressdo de turgescéncia da célula
(SERRAZANETTI et al., 2009).

O melhoramento da viabilidade das culturas nativas observados a partir dos ensaios de
resisténcia cruzada corroboram com alguns autores, que apontam a utilizacdo controlada de
estresses subletais como resultantes na expressdo de genes que atuam na prote¢do contra
estresses ambientais e gastrointestinais (TERPOU et al., 2019; TEODORO et al., 2021). As
cepas L. plantarum CNPC002 ¢ CNPC020 foram as Unicas a apresentarem uma maior
resposta adaptativa, em termos de viabilidade, quando submetidas ao ensaio de resisténcia
cruzada, tanto apds o estresse subletal prévio acido quanto osmoético. A utilizagdo de
ferramentas biotecnologicas como essa pode ser um ponto de partida para facilitar a utilizacao
de probidticos tanto no processamento industrial, quanto no aumento da viabilidade gastrica
desses microrganismos no transito intestinal, aumentando a capacidade de resultarem em

beneficios aos consumidores.
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Tabela 5 — Avaliacdo da resisténcia cruzada a partir de cepas inicialmente submetidas ao estresse acido

o N Concentra-
pI;rZ‘ff:ff‘; ‘ﬁlzag;’ Viabilidade Viabilidade ini\c’ ;:}’zi‘d)ageés V‘al(’tﬂ‘%a:eégnal cdoletal de  Viabilidade  Viabilidade final
rgsis P fmza 4, inicial (ty)em  inicial (ba)em TS0 von ] Iém SN %O o, NaClusada inicial (ty) em (s, obtidaem
MRS acidificado MRS acidificado perag perag no MRS MRS - NaCl MRS- NaCl
ao estresse MRS MRS
(g/mL)
log log log log log
Cultura pH ABS UFC/ ABS UFC/ ABS UFC/  ABs 10gUFC/ NaCl o pe ypey  ABS  UFC/
mL (g/mL)
mL mL mL mL mL
CNPC001 3,5 0,142 6,65 088 760 0020 <580  >1,5 >8,28 12 0,127 657 0,140 6,64
CNPC002 3,5 0,173 6,89 1,128 694 0024 <603  >15 >8,50 10 0,134 6,66  0444% 748
CNPC003 3,5 0,153 679 0,757 7,72 0,052 <600  >15 >8,48 14 0,086 587 0087 592
CNPC004 2,5 0,159 678 0,190 691 0,005 <558  >L5 >8,06 10 0,099 624  0,943* 791
CNPC007 2,5 0,18 7,50 0,191 7,51 0,007 <660  >15 >8,06 18 0,139 724  1,145%* 850
CNPC020 3,5 0,144 688 1278 826 0053 <630  >15 >8,30 12 0,130 6,73  0,306* 7,51
EM1107 3,5 0,067 <612 0403 742 0018 <612  >15 >8,12 14 0,096 <612 0,126 6,10

Simbolos: CNPCO001 L. plantarum CNPCO001; CNPCO002 L. plantarum CNPC002; CNPCO003 L. plantarum CNPC003; CNPC004 L. plantarum CNPC004; CNPC007 L. mucosae CNPCO007;
CNPCO020 L. plantarum CNPC020; EM1107 L. rhamnosus EM1107; ABS Absorbancia; valores em absorbancia mais expressivos das cepas submetidas ao ensaio de resisténcia cruzada; >
Limite maximo de detecg¢do da concentragdo de microrganismos em fung@o da absorbancia obtida ¢ equagdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL; <
Limite minimo de detec¢do da concentragdo de microrganismos em fung¢do da absorbancia obtida e equagdo da reta utilizada para a conversdo em UFC/mL e, posteriormente, log UFC/mL.
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4 CONCLUSAO

Quanto a capacidade de sobrevivéncia em condi¢des de estresse acido, as culturas
comportam-se de forma semelhante entre si, ndo havendo multiplicagao bacteriana, sendo
necessarios mais estudos para determinar o exato pH subletal de cada cepa. Tratando-se da
capacidade de sobrevivéncia nas condicdes de estresse osmotico, todas as cepas
multiplicaram-se até a concentragdo de 2 g/mL de NaCl e, em especial, L. plantarum
CNPCO020 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 CNPCO004 na
concentragdo 6g mL de NaCl. Embora com redugdo 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 CNPCO007 e L. rhamnosus EM1107. Em
relagdo a capacidade de sobrevivéncia em elevadas temperaturas, ndo houve multiplicagdo
celular, todas as culturas apresentaram-se termossensiveis entre 53 °C e 60 °C.

Quanto a influéncia do estresse cruzado sobre a capacidade de sobrevivéncia,
destacaram-se as cepas L. plantarum CNPC002, CNPC004 ¢ CNPC020, bem como L.
mucosae CNPCO007, por serem capazes de se multplicarem de forma mais expressiva em
concentragdes letais de NaCl apos exposicdo prévia as condi¢des subletais acidas quando
comparadas as mesmas culturas avaliadas no ensaio isolado de estresse osmotico. Por sua vez,
com o desafio prévio as condigdes subletais de estresse osmotico do ensaio de resisténcia
cruzada, as cepas L. plantarum CNPCO001, CNPC002 e¢ CNPC020, como também L.
rhamnosus EM1107, apresentaram aumento na viabilidade em pH 3,5, tanto em relacdo as
demais culturas, como na comparagdo as mesmas culturas submetidas ao ensaio isolado de
estresse acido e, dessa forma, essas cepas provavelmente se tornaram mais viaveis tanto as
condi¢des acidas do pH do estdbmago, como de produtos alimenticios mais acidos.

Conclui-se que as cepas L. plantarum CNPC001 e CNPCO020, assim como L.
rhamnosus EM1107, ap6s o ensaio de resisténcia cruzada, apresentaram-se mais viaveis em
ambientes acidos, as cepas L. plantarum CNPC004 ¢ CNPC020, juntamente com L. mucosae
CNPCO007, sao mais adaptadas a ambientes de elevada osmolaridade, enquanto que L.
plantarum CNPCO002 mostrou adaptabilidade a esses dois ambientes. Dessa forma, a
utilizacdo de estresse subletal prévio pode aumentar a sobrevivéncia de probidticos a
condigdes posteriores de estresse, como condi¢des adversas de processamento e
armazenamento dos alimentos. Portanto, foi possivel obter cepas com viabilidade aumentada

em condic¢des adversas 4cidas e de elevada osmolaridade no presente estudo.
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