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RESUMO

SUMITA, T. C. Caracterizacdo de cepas de Lactobacillus isolados de fezes
humanas quanto a propriedade probidticas . 2007. 91f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia Industrial) Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o
Paulo, Lorena, Sao Paulo.

A mé alimentacéo, o stress e 0 uso excessivo de antibiéticos comum nos dias
de hoje, levam a um desequilibrio da microbiota intestinal, facilitando assim a
invasdo pelos patdégenos que causam disturbios intestinais. Algumas espécies de
microrganismos da microbiota trazem algum beneficio ao seu hospedeiro, devido as
suas caracteristicas estruturais e metabdlicas. Estes podem ser adicionados aos
alimentos com o objetivo de ajustar a microbiota desequilibrada, e sdo denominados
de probiodticos. Bactérias do género Lactobacillus sdo habitantes naturais do
intestino humano, onde favorecem a digestdo e a absor¢do dos nutrientes, além de
combater 0os microrganismos invasores e estimular o sistema imunoldgico, porém, a
variabilidade das caracteristicas benéficas destes microrganismos faz com que seja
necessaria a selecdo de cepas especificas que possuam propriedades probioticas
pronunciadas para serem incorporadas aos alimentos funcionais. Desta forma, o
presente trabalho teve por objetivo caracterizar 40 isolados de Lactobacillus
originados de fezes humanas pertencentes a Cole¢cdo do Laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario Geraldo di Biasi — Volta Redonda — RJ, quanto
as propriedades probidticas. Foram realizados numa primeira etapa, testes a fim de
detectar a producdo de acido lactico, verificar a resisténcia as diferentes
concentracbes de sais biliares, cloreto de sodio e crescimento em diferentes
condicOes de temperatura e pH.. As sete cepas selecionadas nesta primeira etapa
foram posteriormente avaliadas quanto ao efeito antagdnico sobre patégenos como
Salmonella tiphy, Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes. As duas cepas
gue apresentaram efeito antagonico mais pronunciado foram, entéo, testadas quanto
a manutencdo da viabilidade celular sob condicdes de estocagem em leite
reconstituido a 4 € durante 30 dias sendo mantidos os niveis de células viaveis
entre 10° e 10’ UFC/ml neste periodo. Para efeito de comparacdo empregou-se
como referéncia a cepa Lactobacillus delbrueckii UFVH2B20.

Palavras-chave : Lactobacillus, Probiético, NaCl, pH, Temperatura e Sais biliares.



ABSTRACT

SUMITA, T. C. Characterization of Lactobacillus strains isolated from human
feces, concerning to their probiotic properties . 2007. 91f. Dissertation (Master of
Science in Industrial Biotechnology), Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de S&o Paulo, Lorena, Sao Paulo

In the present work 40 isolated Lactobacillus strains originated from human
feces, which belong to the Collection of the Laboratory of Microbiology of the Centro
Universitario Geraldo di Biasi — Volta Redonda - RJ, were characterized concerning
to their probiotic properties. In a first stage, tests were undertaken in order to detect
the production of lactic acid, verify the resistance to the different concentrations of
bile salt, sodium chloride and growth in different conditions of temperature and pH.
From this stage, the microorganisms capable to survive to the conditions of the
digestive treatment had been selected, being able to act in the thick intestine. The
seven strains selected in this first stage later had been evaluated about the
antagonistic effect on pathogens species such as Salmonella tiphy, Escherichia coli
0157: H7 and Listeria monocytogenes. The two strains which showed a strong
antagonistic effect had been, then, tested about the cellular viability maintenance in
storage condition in reconstituted milk at 4°C during 30 days and had kept the levels
of viable cells between 10° and 10" CFU/mL in this period. As reference for all the
tests had been used strain of Lactobacillus delbrueckii UFVH2B20.

Key-words : Lactobacillus, Probiotics, NaCl, pH, Temperature and bile salt.
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1. INTRODUCAO

O papel preliminar do trato gastrointestinal (TGI) é digerir e absorver
nutrientes para suprir as exigéncias metabdlicas necessarias para o crescimento e 0
desenvolvimento humano. Além disso, a mucosa intestinal fornece uma defesa
protetora do individuo contra a presenca constante de antigenos dos encontrados
nos alimentos e de microrganismos no lumen intestinal. A mé alimentacgéo, o stress e
0 uso excessivo de antibidticos comum nos dias de hoje, levam a um desequilibrio
da microbiota intestinal, facilitando assim a invasdao pelos patdégenos podendo
causar disturbios intestinais.

A microbiota intestinal constitue de um nicho ecolégico extremamente
complexo que, apesar dos numerosos esforcos de pesquisadores, sua completa
definicdo em termos de microbiota € uma tarefa extremamente dificil. Estima-se que
a microbiota intestinal possua cerca de 500 espécies diferentes de microrganismos
(ISOLAURI, 2001).

Existem espécies de microrganismos que apresentam elevada capacidade de
aderéncia ao muco intestinal, que sdo benéficos ao hospedeiro, denominados
probidticos. Estes microrganismos sdo comercializados com objetivos profilaticos,
terapéuticos e como promotores de crescimento.

A principal funcdo dos probidticos é a competicdo ecoldgica por sitios de
adesdo com os microrganismos enteropatégenos, constituindo a primeira linha de
defesa ao nivel intestinal. Estes impedem que espécies patogénicas colonizem o
epitélio intestinal, 0s movimentos peristauticos juntamente com algumas
bacteriocinas e acidos organicos produzidos pelos probiodticos ajudam a elimina-los.

Para a selecdo de cepas que apresentam propriedade probidtica, diversos

critérios precisam ser considerados, destacando-se a sobrevivéncia as condi¢fes de
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pH, presenca de sais biliares, etc do TGI e a capacidade de produzir algum beneficio
provenientes da competicdo com os patdégenos presentes no coélon. Dentre as
espécies de microrganismos destacam-se as bactérias acido lacticas, que
geralmente apresentam um bom desempenho, tornando-se necessario o
desenvolvimento de estudos de caracterizacdo das diferentes cepas, tendo em vista
as suas particularidades.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar 40
isolados de Lactobacillus originados de fezes humana pertencentes a Cole¢do do
Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Geraldo di Biasi — Volta
Redonda — RJ, quanto as suas propriedades probidticas. Assim, avaliou-se a
producéo de acido lactico, resisténcia a sais biliares, resisténcia ao Cloreto de Sodio,
a temperatura e pH. Cepas de Lactobacillus previamente selecionadas foram
também avaliadas quanto ao efeito antagbnico sobre os patdgenos: Salmonella
tiphy, Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes. Estudos relativos a
manutencdo da viabilidade celular destas cepas em leite reconstituido estocado a

4°C, por um periodo de 30 dias, foram também conduzidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Probidticos: Histérico e Conceitos

O emprego de leite fermentado no tratamento de disturbios intestinais ja era
recomendado por Plinius em 76 a. C. durante o Império Romano e, muito antes
disso, conforme relatado na versdo pérsica do Antigo Testamento (Genesis 18:8),
Abrado atribuia sua longevidade ao consumo de leite coagulado (SCHREZENMEIR;
VRESE, 2001).

Segundo Oyetayo e Oyetayo (2005), Tannock (2004) e Otles; Cagindi e
Akcicek (2003) o conceito de probiético foi introduzido por Elie Metchnikoff em 1908,
observando a vida longa de camponeses bulgaros que consumiam alimentos
derivados de leite fermentado, sugeriu que os lactobacilos presentes apresentavam
alguma acdo contraria aos efeitos putrefativos e téxicos do metabolismo do trato
gastrointestinal (TGlI).

O termo probidtico recebeu diferentes acepgcbes ao longo do tempo, desde
substancias secretadas por protozoarios e suplementos alimentares para animais
até chegarmos ao conceito mais aceito hoje, de que probi6ticos sdo produtos ou
culturas de microrganismos viaveis que podem se implantar ou colonizar em um
tecido do hospedeiro, trazendo efeitos benéficos a sua saude (OYETAYO;
OYETAYO, 2005: COPPOLA; TURNES, 2004; TANNOCK, 2004).

Schrezenmeir e Vrese (2001) propdem uma definicdo mais completa sendo
que probidticos sdo preparacdes ou produtos que contém microrganismos viaveis
definidos e em quantidade adequada, que alteram a microbiota prépria das mucosas
por implantacdo ou colonizagdo de um sistema do hospedeiro, e que produzem

efeitos benéficos em sua saude.
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Smits et al. (2005) sugerem que helmintos (Schistosoma mansoni),
protozoarios (Toxoplasma gondii), bactérias orofecais (Helicobacter pylori) e virus
(virus da hepatite A) tenham um efeito protetor contra certas doencas alérgicas,
devido ao tipo de estimulagdo imunolégica que fazem. Porém Reid (1999) sugere
critérios para a melhor selecdo de microrganismos probidticos em que é essencial
ser seguramente nao patogénico.

Estes microrganismos sado utilizados como reguladores da microbiota
intestinal, agindo como agentes profilaticos em desordens intestinais em geral (DUC
et al., 2004) e terapéuticos na recuperagcdo das comunidades microbianas
endogenas da mucosa gastrointestinal e vaginal (NAVA; DAVILA, 2004).

Diferente de probidtico, o termo prebidtico € utilizado para designar 0s
ingredientes alimentares néo digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento
e a atividade de bactérias benéficas no colon, e o termo simbidtico se refere aos

produtos que contém probiéticos e prebidticos associados (COPPOLA; TURNES,

2004; SCHREZENMEIR; VRESE, 2001).

2.2. Probi6ticos vs Microbiota Intestinal

Pasteur acreditava que 0s microrganismos eram necessarios para uma vida
normal, mesmo sem ter recursos para estudar a microbiota humana, muitos
pesquisadores acreditavam que as interacées entre 0S microrganismos e Seus
hospedeiros eram essenciais a vida, tanto no auxilio as condi¢des fisiologicas de
digestdo, como nas patologias e nos tratamentos de doencgas intestinais (FALK et al.,
1998).

Embora seja um processo extremamente dificil, ha muitos anos,

pesquisadores tém tentado elaborar uma avaliacdo completa da microbiota
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intestinal, através do isolamento, identificacio e caracterizagdo destes
microrganismos (NOVAK et al., 2001).

O trato gastrointestinal humano € rico em nutrientes, desta forma, sendo
colonizado por uma vasta e complexa microbiota. (PRIDMORE et al., 2004). O papel
preliminar do trato gastrointestinal € digerir e absorver nutrientes para suprir as
exigéncias metabdlicas necessarias para o crescimento e o desenvolvimento
humano normal. Além disso, a mucosa intestinal fornece uma defesa protetora do
individuo contra a presenga constante dos antigenos do alimento e dos
microrganismos no lumen intestinal. A protecdo contra 0s agentes potencialmente
prejudiciais é assegurada por muitos fatores, incluindo a saliva, o acido gastrico, pelo
peristaltismo, pelo muco, pela protedlise intestinal, pela microbiota intestinal, e pelas
membranas epiteliais (ISOLAURI et al., 2001).

Apds o nascimento, o recém-nascido entra em contato com microrganismos
ambientais, sendo estes 0s primeiros a colonizar o intestino, juntamente com o0s
primeiros alimentos. Quando alimentado com leite materno, a microbiota compde-se
predominantemente de bifidobactérias e lactobacilos, por outro lado, quando
alimentado com formulas lacteas observa-se um numero maior de coliformes e
bacteridides (NOVAK et al., 2001).

Isolauri et al. (2001) ressaltam a importancia da microbiota maternal e da
interferéncia da dieta na composi¢cdo da microbiota dos recém nascidos, que se
altera ao longo dos anos, passando a ser mais complexa no individuo adulto,
guando possui mais de 500 espécies sO no intestino grosso.

E extremamente dificil para um microrganismo autdctone (de outro lugar) se

estabelecer em um nicho ecoldgico suficientemente regulado por uma populacdo
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microbiana estabelecida, devido a exclusdo competitiva, o que mantém a
estabilidade da microbiota intestinal (TANNOCK, 2004).

A alteragcdo da microbiota intestinal vem sendo reconhecida nos ultimos trinta
anos como fonte de doencas alérgicas e autoimunes bem como de infeccdes
agudas e crénicas (BENGMARCK; ORTIZ DE URBINA, 2005).

A antibioticoterapia modifica a estabilidade da microbiota natural,
selecionando artificialmente e favorecendo a dominancia de microrganismos
capazes de desenvolver infeccbes secundarias, que em condicbes normais nao
encontrariam condi¢cfes de desenvolvimento por causa da competicdo entre as
espécies. Para prevenir e tratar as modificacdes do ecosistema microbiano, sugere-
se 0 uso de probidticos como controladores do desenvolvimento dos microrganismos
da microbiota (GUTIERREZ et al., 2004).

Em geral os animais sdo considerados saudaveis, por apresentarem bom
funcionamento do sistema intestinal, o que garante a existéncia de um equilibrio em
sua microbiota intestinal, ao passo que um desequilibrio nessa microbiota permite a
proliferacado de organismos patogénicos (MEYER et al., 2001).

Hughes et al., (1999) defendem a hip6tese de que as cepas consideradas
probidticas, se aderem a mucosa intestinal de forma mais eficaz que outros
microrganismos, principalmente as cepas patogénicas, desta forma teriam
vantagens competitivas por espagco. Ao mesmo tempo poderiam produzir efeitos
antagonistas as cepas patogénicas.

De uma maneira geral, sdo considerados potencialmente probidticos as
bactérias acido lacticas do género Lactobacillus, Bifidobacterium (GROSSO;
TRINDADE, 2004), Lactococcus (DESMOND et al, 2004), Leuconostoc,

Enterococcus e Streptococcus (PRIDMORE et al.,, 2004), entre outras. Existem
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também referéncias quanto ao uso de microrganismos do género Bacillus (DUC et
al., 2004) e Saccharomyces (NAVA; DAVILA, 2004); os quais séo selecionados de
acordo com as propriedades benéficas ao seu hospedeiro.

Somente em 2003, no periédico Apllied and Environmental Microbiology foram
observadas vinte e duas publicagbes contendo o termo lactobacilli ou lactobacilo
apenas no titulo do artigo ou no resumo, demonstrando o grande interesse cientifico
nestes microrganismos (TANNOCK, 2004).

Embora o uso de Lactobacillus na prevencdo e tratamento de doengas ndo
seja recente, atualmente, o interesse pelo uso dos probidticos tém sido renovado.
Apesar do grande interesse nos alimentos funcionais, € dificil estabelecer cepas com

evidéncia cientifica que suporte o seu uso em humanos (REID, 1999).

2.3. Mecanismos de Acéo

Probidticos sdo recomendados em dietas para fortalecer o sistema
imunolégico intestinal, atenuar alergias alimentares, diminuir o colesterol, melhorar a
absorcdo de nutrientes, atenuar a intolerancia a lactose e também para prevencao
de cancer (DONALDSON, 2004; COPPOLA; TURNES., 2004; KANAMINOGAWA,
NANNO 2004). Embora existam diversos estudos sobre o efeito imuno-modulador
dos microrganismos considerados probiéticos, as formas de agéo ainda estdo pouco
esclarecidas, sugerindo a necessidade de aprofundamentos cientificos nesta area
(COPPOLA; TURNES, 2004; KANAMINOGAWA; NANNO 2004).

Existem varios produtos probiéticos no mercado, com caracteristicas distintas.
Embora o uso de probidticos pareca promissor, € preciso cautela para poder

escolher o melhor probiotico para uma determinada situagdo (NAVA; DAVILA, 2004).
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Varios microrganismos, tipicamente bactérias acido lacticas dos géneros
lactobacilos, bifidobacteria e enterococos, bem como algumas leveduras tem se
revelado com grande potencial probidtico, pois além de apresentarem grande
resisténcia as condi¢fes 4cidas do ambiente grastrointestinal, possuem elevada taxa
de aderéncia a mucosa intestinal, bem como atividade antagonista a outros
microrganismos (WEESE et al., 2003).

Diversos modos de acdo dos probiodticos tém sido considerados, sendo a
interferéncia bacteriana com patdgenos intestinais uma modalidade de acdo bem
estabelecida e pode ser mediada pelas bacteriocinas, substancias antimicrobianas
especificas que antagonizam patogenos intestinais. Entretanto, os probioticos
parecem também afetar diretamente a funcdo imune da mucosa com a modulacdo
da sintese da imunoglobulina A (IgA), a formacdo do muco, ou as alteracdes do
contrapeso antiinflamatério mediado pelas citocinas locais (WEHKAMP et al., 2004).

Os efeitos benéficos dos probidticos podem ser resultantes de um
antagonismo direto a certos grupos de microrganismos ou pela estimulacdo da
imunidade. Estes podem competir com os patdgenos pelos locais de ocupacao,
pelos nutrientes disponiveis e outros fatores de crescimento, ou podem
simplesmente melhorar a eficiéncia do sistema imunoldgico e estimular as células

imunomoduladoras (OYETAYO; OYETAYO, 2005).

2.3.1. Adesédo a mucosa e estimulacao do sistemaimu  noldgico

Acredita-se que o0 maior beneficio obtido com uso de probidticos esta

relacionado com a aderéncia dos microrganismos ao muco e ao epitélio intestinal.

Recentemente, tem-se sugerido que a adesao celular de Lactobacillus johnsonii ao
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epitélio intestinal, se deve ao acido lipoteicéico presente na superficie do
microrganismo (GRANATO et al., 2004).

A adeséo ao epitélio e a mucosa intestinal estd associada a estimulacdo do
sistema imune, e também é importante para a colonizagcdo. Um pré-requisito para 0s
probidticos € regular a microbiota intestinal. O muco intestinal desempenha um
papel duplo; protege a mucosa de determinados microrganismos ao fornecer um
local inicial, fonte de nutrientes, e a matriz em que bactérias podem proliferar
(JUNTUNEN et al., 2001).

A presenca de microrganismos com propriedades probidticas no intestino é de
grande importancia, visto que estes compdem um ecossistema, impedindo a
colonizacdo por espeécies patogénicas como Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Salmonella sp, através de um efeito competitivo ou produzindo compostos
inibitérios (JACOBSEN et al., 1999).

Espécies de Lactobacillus ao colonizarem a mucosa intestinal, se aderem a
este tecido estabilizando a microbiota local dos animais durante as fases de
desenvolvimento e do organismo adulto (PENA et al., 2004).

O uso de agentes probidticos parece ser muito significante contra diarréias
virais, sugerindo a existéncia de um mecanismo imunolégico responsavel por este
beneficio. Também pode ser observado com relacéo a afinidade do microrganismo a
mucosa intestinal, uma a ativagdo do sistema imune inato, estimulando a atividade
de células Natural Killer (NOVAK et al., 2001).

As células linféides situam-se em trés compartimentos distintos no trato
gastrointestinal: tecido linféide organizado associado ao trato gastrointestinal
(GALT), lamina prépria, e epitélio superficial. O GALT compreende as placas de

Peyer, o apéndice, e os numerosos linfonodos, acredita-se que estes locais séo
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indutivos para respostas imunes intestinais. A lamina prépria e o compartimento
epitelial constituem locais efetores, mas ndao sdo importantes nos termos da
expanséo celular e da diferenciacao dentro do sistema imune da mucosa. O GALT e
outras estruturas linféides mucosa-associadas do tecido (MALT) sédo cobertos por
um epitélio foliculo-associado caracteristico (FAE), que contenha as células da
membrana (M) (Figura 1.). Estas células epiteliais finas especializadas séao
particularmente eficazes na captacdo de antigenos vivos e inoperantes do limen
intestinal, especialmente quando naturalmente particulado, muitas bactérias
infecciosas enteropatogénicas e 0s agentes virais usam as células M como portal da
entrada (BRANDTZAEG, 2002).

Apds reagir com componentes bacterianos, nas placas de Peyer, os linfocitos
migram para as paredes do trato gastrointestinal disseminando resposta imune para
todo intestino (NOVAK et al., 2001).

A exclusdo imune limita a colonizacdo epitelial dos patdégenos e inibe a
penetracdo do material exdgeno prejudicial. Esta primeira linha de defesa é
mediada principalmente por anticorpos secretorios da classe de IgA (e IgM) na
cooperacdo com o0s varios fatores protetores inatos inespecificos . A imunidade
secretoéria é estimulada preferencialmente pelos patégenos e por outros antigenos
particulados feitos exame acima através das células M situadas no epitélio superior
que cobre o tecido linféide mucosa-associado indutivo (Figura 1). Os antigenos
ambientais e dietéticos sollUveis in6cuos penetrantes assim como a microbiota
normal é moderadamente estimulatoria para a imunidade secretdria, mas induzem a
supressdo de resposta imune humoral proé-inflamatéria (anticorpos citocina-
dependentes de IgG e de Th2 IgE) bem como a hipersensibilidade citocina-

dependente do Thl (DTH). O contrapeso Th2/Th1l homeostatico é regulado por uma
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tolerancia mucosa ou "oral" do complexo e do fendmeno mal definido, que exerce

efeitos supressores localmente e na periferia (BRANDTZAEG, 2002).

Patogeno e

Antigenos Microbiota antigeno
soluveis normal particulado
! \h )‘{" I.l'l
. \ —
| / I(. Exclugio imune pela
", ." d secrecio de anticorpos
.‘ﬂ'f_.“,_.\_,,.lf.r;#.\ .I'“"l’n'ﬂ. rld_,‘l {Jﬂ..‘l.. ety U R |
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- pro-inflamatéria
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Figura 2.1. Esquema de dois mecanismos imunes adaptativos que operam na
superficie da mucosa. Fonte: BRANDTZAEG, 2002.

O sistema imune da mucosa gastrointestinal € estimulado diariamente pela

passagem continua de alimento e de antigenos microbianos. O efeito destas
proteinas na mucosa intestinal se deve a ativacdo e supressdo das células T,
conduzindo a uma resposta aos antigenos protéicos ingeridos, representando uma
tolerancia oral. A supressao ativa € definida como um estado da resposta do
Linfocito T induzido pela acdo direta das células T regulatdrias, que secretam fatores
de inibicdo tais como o fator 3 e o fator do crescimento e a interleucina-10 (IL-10).
Muitos fatores parecem afetar a inducdo da tolerancia, incluindo a idade do
hospedeiro, natureza e a dosagem do antigeno, e da freqiéncia da alimentacdo. A
microbiota intestinal se apresenta com o papel principal na inducdo e na

manutencao da tolerancia, mas seu mecanismo ainda ndo foi bem elucidado

(PRIOULT; PECQUET; FLISS, 2004).
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Em trabalho desenvolvido por Perdigon et al. (1986) ap6s dois dias de
administracdo de produtos probioticos com células viaveis e nado viaveis, foi
observado in vitro atividade fagocitaria, dos macrofagos peritoneais de ratos,
superior aos indices do grupo controle.

Muitos trabalhos cientificos tém se preocupado com uma possivel reacdo de
hipersensibilidade com agentes probidticos, mas ndo existem indicativos de
possibilidade de bactérias acido lacticas causarem este tipo de reacdo, embora
comprovadamente se observe um aumento da resposta fagocitaria de modo geral,
sendo que a maneira como isto ocorre ainda ndo foi determinada (ERICKSON;
HUBBARD 2000).

Outro parametro estudado consiste na maturacdo de células dendriticas e sua
estimulagcdo através de moléculas coestimuladoras da familia B7 por probidticos in
vitro, observando-se um modesto aumento de sua expressdo (DRAKES;
BLANCHARD; CZIN, 2004).

Segundo Isolauri (2001), probidticos foram testados para aumentar as
diferentes barreiras do trato gastrointestinal, por exclusdo imune, eliminacdo imune,
e regulacdo imune. Foram testados também para estimular a resisténcia
inespecifica do hospedeiro aos patdégenos microbianos, ajudando desse modo na
eliminagcdo dos mesmos. Conseqlentemente, a aplicagdo clinica melhor
documentada dos probioticos consiste no tratamento de diarréia aguda. Nos seres
humanos, os efeitos documentados foram relatados para o alivio da inflamacéo
intestinal, da normalizagéo de disfun¢gdes das mucosas intestinais, e do controle de
reacOes de hipersensibilidade. Estes resultados mostram que o0s probioticos
promovem mecanismos enddgenos de defesa do hospedeiro. Assim, a modificacdo

da microflora intestinal pela terapia probiotica pode oferecer um potencial terapéutico
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nas circunstancias clinicas associadas com a disfuncdo da barreira intestinal e a
resposta inflamatoria.

A resposta imune pode ajudar a controlar a populacédo de bactérias intestinais,
limitar sua translocagéo e diminuir os riscos de infecgdo. Com o tempo, a microbiota
intestinal pode induzir a tolerancia imunologica, tendo como resultado a diminuicao
da capacidade de reacédo a alguns de seus componentes. Estes microrganismos
aumentam constantemente as linhas de defesa do trato gastrointestinal, que permite
0 estabelecimento desta convivéncia dinamica entre 0s seres humanos e 0S
microrganismos (NOVAK et al., 2001).

Segundo Ma, Forsythe e Bienenstock (2004) o mecanismo da acao
antiinflamatéria aparente de organismos probioticos € obscuro. O Lactobacillus
reuteri € eficaz na inibicdo de colites de ratos deficientes de interleucina-10 (IL-10).
Baseados em experimentos projetados para explorar o mecanismo do efeito do
Lactobacillus reuteri nas linhas epiteliais humanas T84 e HT29, na sintese de fator
de crescimento neural (NGF) e a resposta em IL-8 ao fator de necrose do tumoral
alfa (Tnf-a). Concluiram que Lactobacillus reuteri tem a atividade antiinflamatéria ao
epitélio humano, sendo provavelmente relacionada a atividade do probidtico
ingerido.

As bactérias acido lacticas compreendem uma porcentagem significante da
microbiota normal do trato gastrointestinal. Estes microrganismos exercem varios
efeitos benéficos no hospedeiro, modulam a funcdo imune do individuo e os
antigenos do limem ganham o acesso ao tecido linféide da mucosa através das
placas de Peyer no intestino delgado. A atividade das vacinas diretamente a este
local poderia realcar a probabilidade do hospodeiro encontrar o antigeno imunizante.

Embora as vacinas atualmente usadas sejam eficazes, empregam bactérias



22

patogénicas atenuadas tais como Micobacterium, Salmonellae, e Clostridium, muitos
dos quais foram estudados associados com as placas de Peyer. As bactérias do
acido lactico sdo microrganismos considerados seguros e estdo sendo avaliados
para 0 uso como um sistema da entrega do antigeno em vetor vivo. As bactérias
acido lacticas se associam ao trato gastrointestinal de vérias maneiras (PLANT,;
CONWAY 2001).

Bactérias acido lacticas recombinantes provaram ser imunogénicas pela rota
intranasal nos ratos e excitar respostas sistémicas muito elevadas de imunoglobulina
G (lgG1, IgG2b, e IgGa) correlacionada a dose do antigeno (GRANGETTE et al,

2001).

2.3.2. Competicdo e produgao de compostos antimicro  bianos

Bactérias produtoras de acido lactico vem sendo usadas como probioticos,
guando estes microrganismos vivos sao ingeridos a fim de se obter algum efeito
benéfico. Muitas bactérias acido lacticas tém sido empregadas com finalidades
bioterapéuticas contra a intolerancia a lactose, para a recomposi¢cdo da microbiota
apos antibioticoterapia, na profilaxia e tratamento contra diarréias infantis, reducao
das infecg@es urinérias recorrentes e candidiase vaginal (WAGNER et al., 1997).

Muitas cepas de microrganismos probidticos sdo produtoras de substancias
antimicrobianas in vitro como per6xido de hidrogénio, acidos organicos, diacetil e
bacteriocinas (RASTALL et al., 2005). Destre estesdestaca-se Lactobacillus reuteri,
habitante natural da microbiota intestinal humana e animal, que pode produzir um
agente antimicrobiano de amplo espectro, a reuterina, que facilita a sobrevivéncia do

L. reuteri no ecosistema intestinal (WOLF et al., 1998).
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A competicdo pelos nutrientes, a inibicdo deste ou aquele grupo de
microrganismos por metabdlitos, a predacdo e o parasitismo sdo os fatores
responsaveis pela regulacdo da microbiota intestinal (TANNOCK, 2004). Oyetayo
(2004) observou o efeito antagonista de seis cepas de Lactobacillus contra Bacillus
cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigella
dysenteriae e Staphylococcus aureus e concluiu que a inibicdo ocorreu devido a
presenca dos &cidos organicos produzidos pelos Lactobacillus, uma vez que o
tratamento com tripsina n&o alterou a inibicdo, mas a mudanca do pH.

Asahara et al. (2004) observou a atividade anti-infecciosa de bifidobacteria
com propriedade probidtica contra a Escherichia coli produtora de toxina Shiga
(STEC) O157:H7, que foi examinada em um modelo fatal da infeccdo de ratos. A
patogenicidade da infeccdo de STEC, caracterizada por perda acentuada do peso
do corpo e pela morte subsequente, observadas nos controles infectados foi inibida,
pois produziram uma concentracdo elevada do &cido acético e abaixaram o pH do
intestino, estes efeitos foram estudados para ser relacionados a atividade anti-
infecciosa porque a combinacdo de uma concentracao elevada do acido acético e de
um pH baixo foi encontrada para inibir a producédo de toxina Shiga durante o
crescimento de STEC in vitro.

A maioria dos alimentos probidticos contém bactérias acido lacticas, porque
sao participantes naturais da microbiota de quase todos os organismos, raramente
sdo patogénicas e apresentam propriedades antagdnicas contra 0s microrganismos
patogénicos (BRIZUELA; SERRANO; PEREZ, 2001).

Pesquisando Lactobacillus produtores de peréxido de hidrogénio na
microbiota vaginal de mulheres gravidas, Wilks et al. (2004) concluiram que estes

microrganismos sdo capazes de reduzir a incidéncia de infec¢des uterinas.
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Algumas espécies de Lactobacillus produzem uma enzima hidrolase de sais
biliares, que ao reduzir a disponibilidade de sais biliares na lUz intestinal, estimula
uma nova sintese de acidos biliares a partir do colesterol sérico, reduzindo assim as

taxas de colesterol (PRAKASH; JONES, 2005).

2.4. Aplicagdes industriais

Atualmente, microrganismos probidticos vém sendo empregados na medicina
humana para a prevencao e o tratamento das disfuncdes da microbiota intestinal,
distarbios de metabolismo, para imunomodulacdo e como anticarcinogénicos. Em
medicina veterinaria sdo usados como promotores do crescimento em substituicdo
aos antibioticos convencionais (COPPOLA; TURNES, 2004).

As bactérias lacticas inibem o crescimento de varios microrganismos
indesejaveis e patogénicos nos alimentos. Além de lhes conferir caracteristicas
sensoriais desejaveis, estendem a sua vida util e melhoram a sua qualidade
sanitaria. Isto se deve aos metabdlitos produzidos por estes microrganismos,
principalmente os acidos organicos e as bacteriocinas (PRADO et al., 2000).

Lactobacillus sakei é tido como produtor de bacteriocinas e acidos organicos,
sendo estudado seus efeitos na fermentacdo e conservagdo de sardinhas
(Sardinella brasiliensis), demonstrando os efeitos benéficos na conservacéo natural
dos alimentos sem a adicdo de conservantes quimicos (ESPIRITO SANTO et al.,
2003).

Haddadin, Awaisheh e Robinson (2004) observaram as caracteristicas de
iogurte preparado com probidticos selecionados de fezes de criangas, quanto ao

namero de células viaveis durante quinze dias de armazenamento, sendo em todos
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0s casos satisfatéria segundo as recomendacgdes minimas terapéuticas. Observaram
também que poderiam haver cepas com propriedades distintas, sendo necessario se
desenvolver um produto especifico para cada efeito desejado.

Bactérias é&cido lacticas isoladas de salame tipo italiano, principalmente
Lactobacillus bifermentans, foram descritas por Maciel et al. (2003) como portadoras
de atividade antagonista frente aos patdégenos Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis e Escherichia coli.

Martinis et al. (2001) conseguiram isolar bactérias acido lacticas de produtos
carneos brasileiros produtoras de bacteriocinas com efeito sobre Listeria
monocytogenes, sendo que todas as bacteriocinas se foram sensiveis a acao de
proteases.

A cinética de fermentagdo, crescimento e acidificacdo vem sendo estudada
em leites fermentados, incluindo sobre a viabilidade celular e o efeito de pos
acidificacdo para varias cepas consideradas probidticas como Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus
em associacdo com Streptococcus thermophilus buscando-se aperfeicoar a
acidificacdo e pos acidificacdo adequada, bem como a firmesa do produto e a
viabilidade celular de microrganismos probidticos recomendadas para fins

terapéuticos (OLIVEIRA; DAMIN, 2003).

2.5. Critérios para selecédo de microrganismos probi oticos

Na selecdo de cepas microbianas para uso probidtico, muitos critérios
precisam ser considerados, incluindo aspectos relacionados com a seguranca

alimentar, producdo e processamento, método de administracdo, mecanismo de
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acdo, sobreviver e colonizar o hospedeiro e ter tolerancia a bile (REQUE et al.,
2000).

Para Coppola e Turnes (2004) além das propriedades benéficas desejadas,
0s probidticos devem ser indécuos, manter-se viaveis por longo tempo durante a
estocagem e o transporte, tolerar o baixo pH do suco géstrico, resistir a acdo da bile
e das secre¢les pancreaticas e intestinais, ndo transportar genes transmissores de
resisténcia aos antimicrobianos e possuir propriedades anti-mutagénicas e
anticarcinogénicas, bem como resistir a acdo dos fagos e tolerar o oxigénio.

Haddadin, Awisheh e Robinson (2004) destaca dentre as qualidades
desejaveis de um possivel probiético que estdo além da resisténcia ao pH e a bile, o
efeito antagonista aos patdégenos intestinais, a assimilacdo de colesterol e a adesdo
as células da mucosa intestinal.

Otles, Cagindi e Akcicek (2003) sugeriu varios requisitos para que um
microrganismo seja identificado como um efetivo probidtico: 1) Adesdo celular; 2)
Excluir ou reduzir a adeséo de patogenos; 3) Persistir e multiplicar-se; 4) Producéo
de acidos, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas com efeito antagonista aos
microrganismos patogénicos; 5) Ser seguramente nao invasivo, ndo patogénico e
nao carcinogénico; 6) Participar da microbiota normal balanceada .

Para que um microrganismo possa cumprir com o papel de protetor do trato
gastrointestinal, deve possuir caracteristicas tais como: ser habitante normal do
intestino, ter um tempo de reprodugao curto, ser capaz de produzir compostos
antimicrobianos e ser estavel durante o processo de producdo, comercializagdo e
distribuicdo, para que possa se encontrar vivo no trato gastrintestinal (BRIZUELA

HERRADA, 2003).
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2.5.1. Producéo de acido Léactico

A maior atividade das bactérias do acido lactico é de converter carboidratos
em acido l4ctico, no entanto o acumulo deste acido no meio em altas concentracdes
pode inibir o crescimento destes microrganismos (MAGNI et al., 1998). Apesar disto,
os Lactobacillus sdo geralmente mais resistentes ao acido lactico do que muitos
outros microrganismos, que sao fortemente inibidos pela concentracdo deste acido
organico (GIRAUD; LELONG; RAIMBAULT, 1991). O efeito de inibicdo do &cido
lactico e outros acidos organicos é principalmente atribuido a forma ndo dissociada
da molécula. Esta forma molecular atravessam a membrana celular por difusédo
facilitada em direcdo ao meio mais alcalino (citosol) (HUTKINS; NANNEN, 1993).
Este composto inibe 0 metabolismo por interferéncia com o transporte de fosfato da
membrana celular (MAIORELLA; BLANCH; WILKE, 1983). No citoplasma, onde o pH
€ alto, o &cido lactico dissocia-se em correspondéncia com a equacdo de
Henderson-Hasselbach, resultando na diminuicdo no pH intracelular (MCDONALD;
FLEMMING; HASSAN,1990).

A importancia da homeostase do pH e o efeito do pH intracelular na atividade
metabdlica nos microrganismos tém adquirido grande reconhecimento. O pH
intracelular afeta a captacdo de nutrientes, como K*, fosfato e aminoacidos. Sendo
também apontado como importante componente da forca motriz de proéton, refletindo
em um profundo efeito sobre a bioenergéica da célula. O pH intracelular esta
envolvido ou é integrante em outros processos metabdlicos e atividades (HUTKINS;
NANNEN, 1993).

Em um experimento para determinar o efeito do pH e a concentracao de

lactato sobre o crescimento de Lactobacillus plantarum, Pieterse (2006) demonstrou
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que os efeitos eram menores quando o pré-crescimento era realizado na presenca
de lactato de sodio, indicando respostas adaptativas diferentes para uma mesma

situacéo de baixo pH.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos e Manutencéo

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da
Universidade de Taubaté - UNITAU. As quarenta cepas de Lactobacillus isoladas de
fezes humanas, bem como as cepas de Escherichia coli 0157:H7 e Listeria
monocytogenes foram fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario Geraldo di Biasi — Volta Redonda — RJ. Foi utilizada também uma cepa
de Salmonella tiphy cedida pelo Instituto Adolfo Lutz de Taubaté. Como referéncia
para efeito de comparacdo quanto as propriedades avaliadas empregou-se a cepa
Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20, cedida pelo Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa — MG.

As cepas de Lactobacillus foram cultivadas em caldo MRS (Difco) contendo
em g/L peptona 10,0, extrato de carne 10,0, extrato de levedura 5,0, glicose 20,0,
Tuwee80 1,0, citrato de aménia 2,0, acetato de Sddio 5,0, sulfato de Magnésio 0,1,
sulfato de Manganés 0,05 e fosfato de diPotassio 2,0 e em agar MRS (Oxoid)
contendo em g/L peptona 10,0; “Lab-Lemco” powder 8,0; extrato de levedura 4,0,
glicose 20,0; mono-oleato sorbato 1,0; citrato de aménia 2,0; acetato de Sodio 5,0,
sulfato de Magnésio 0,2; sulfato de Manganés 0,05 e fosfato de diPotassio 2,0 e
conservados 4°C.

A cepas de Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella
tiphy foram cultivadas em agar infusdo de cérebro e coragdo (BHI) e caldo BHI
(Difco) contendo em g/L 200,0 de Infusé@o de cérebro bovino 7,7; 250,0 de infusdo de
coracédo bovino 9,8; peptona 2,0; glicose 2,0; cloreto de Sodio 5,0; fosfato de diSodio

2,5 g/L, e adicdo de 15,0 g de agar para meio semi-solido) e conservados de 15 a
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25°C no meio de Gelose constituido de peptona 1,0 ; extrato de carne 0,5; cloreto

de Sodio 0,85¢/L.

3.2. Resisténcia ao cloreto de sodio, sais biliares , temperatura, pH e producdo
de acido lactico

3.2.1. Resisténcia ao cloreto de sédio pelas cepas  de Lactobacillus

Microplacas esterilizadas por radiacdo gama com cobalto 60 (Embrarad), com
96 orificios contendo caldo MRS (Difco) suplementado com concentracdes
crescentes de NaCl (0,23; 0,47; 0,94; 1,9; 3,7; 7,5 e 15%) (Figura 3.2) foram
inoculadas com 1% de uma suspensdo das respectivas células de Lactobacillus
contendo aproximadamente 10’ UFC/mL, obtido com a diluicdo de 1/10 da turbidez
0,5 da escala de MacFarland (ANVISA, 2003), atingindo volume total de 200 pL. As
placas foram entdo incubadas por 24 horas & 37°C em atmosfera de 5% de CO; e a
estimativa de crescimento foi realizada por meio de leitura da absorbancia a 600 nm
em leitora de microplacas Versamax (Molecular Devices) (Figura 3.3). Este teste foi

realizado em duplicata.

3.2.2. Resisténcia a sais biliares pelas cepas de  Lactobacillus

Microplacas esterilizadas por radiacdo gama com cobalto 60 (Embrarad), com
96 orificios contendo caldo MRS (Difco) suplementado com concentracdes de sais
biliares (Oxoid): 0,16%; 0,31%; 0,62%; 1,25%; 2,5%; 5,0% e 10% (Figura 3.2), foram
inoculadas com 1% de uma suspensdo de células das respectivas cepas de

Lactobacillus contendo aproximadamente 10’ UFC/mL obtido com a diluigéo de 1/10
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da turbidez 0,5 da escala de MacFarland (ANVISA, 2003), atingindo um volume total
de 200 pL. As placas foram incubadas por 24 horas & 37°C em atmosfera de 5% de
CO; e a estimativa de crescimento foi realizada por meio de leitura da absorbéancia a
600 nm em leitora de microplacas Versamax (Molecular Devices) (Figura 3.3). Estes

experimentos foram executados em duplicata.

Figura 3.2. Microplacas esterilizadas com cobalto 60, preenchidas com caldo MRS
3.2.3. Crescimento das cepas de Lactobacilus em diferentes temperaturas

Microplacas esterilizadas por radiagdo gama com cobalto 60 (Embrarad), com
96 orificios contendo caldo MRS (Difco) (Figura 3.2) foram inoculadas com 1% de
uma suspensdo de células das respectivas cepas Lactobacillus contendo
aproximadamente 10’ UFC/mL obtido pela diluicédo de 1/10 da turbidez 0,5 da escala
de MacFarland (ANVISA, 2003), atingindo um volume final de 200 yL. Em seguida
foram incubadas a 15, 37 e 45°C por 24 horas em atmosfera com 5% de CO; sendo
0 monitoramento do crescimento realizado por meio de leitura da absorbancia a 600
nm em leitora de microplacas Versamax (Molecular Devices) (Figura 3.3). Estes

experimentos foram realizados em quadruplicata
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3.2.4. Crescimento das cepas de Lactobacillus em diferentes condi¢bes de pH

Microplacas esterilizadas por radiagdo gama com cobalto 60 (Embrarad), com
96 orificios contendo caldo MRS (Difco) com pH ajustado com HCl em 3.0, 5.0, 6,0 e
7.0 (Figura 3.2), foram inoculadas com 1% de uma suspensdo de ceélulas das
respectivas cepas de Lactobacillus contendo aproximadamente 10’ UFC/mL obtido
por meio de diluicdo de 1/10 da turbidez 0,5 da escala de MacFarland (ANVISA,
2003). Em seguida foram devidamente incubadas a 37°C por 24 horas em atmosfera
com 5% de CO,, sendo o crescimento determinado por meio de leitura da
absorbancia a 600 nm em leitora de microplacas Versamax (Molecular Devices)

(Figura 3.3). Estes experimentos foram realizados em quadruplicata.

b

W e

Figura 3.3. Leitora de microplacas Versamax (Molecular Devices)
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3.2.5. Producéao de &cido lactico pelas cepas de  Lactobacillus

As cepas de Lactobacillus mantidas em Agar MRS 4°C foram reativadas em
tubos contendo agar MRS em atmosfera de 5% de CO,, a 37°C por 24 h. Em
seguida foi realizado um repique para frascos Erlenmeyer de 100mL contendo 50 mL
de caldo MRS (Difco) a 37° C por 24 horas em condicdes de atmosfera de 5% de
CO; e amostras nos tempos 0, 12 e 24 horas foram coletadas, centrifugados por 10
minutos a 1800 xg, para remog¢do das célula, sendo os sobrenadantes recolhidos e
apropriadamente diluidos com agua deionizada. Numa etapa posterior as amostras
j& diluidas foram filtradas em C18 SEP-PACK CARTRIGE (Waters Associates —
MILIPORE) e a dosagem de acido l4ctico foi determinada por Cromatografia Liquida
de Alto Desempenho (HPLC), em equipamento WATERS (Figura 3.4), nas seguintes
condi¢des: coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura: 45 °C;
eluente: &cido sulfarico 0,01 N desgaseificado; fluxo: 0,6 mL/min; volume de
amostra: 20 pL; detector: indice de refracdo. A concentracdo do acido latico foi

calculada a partir de curva de calibragéo obtida de solugdes padréo.

Figura 3.4. Equipamento de cromatografia liquida Waters



3.2.6. Correlagdo entre UFC/mL e absorbancia a 600 nm

Para auxiliar a andlise dos resultados dos experimentos anteriores
estabeleceu-se uma correlacdo entre UFC/mL e a leitura de absorbancia a 600 nm.
Para tanto, realizou-se a leitura de DOgypo em microplaca (Figura 3.2), de varias
diluicbes de suspensdo de células referente ao crescimento por 24 horas das
respectivas cepas de Lactobacillus em caldo MRS (Difco), mantidas nas mesmas
condicbes dos ensaios anteriores. Paralelamente procedeu-se a contagem de
células (UFC/mL) das respectivas suspensdes celulares devidamente diluidas em
solugéo fisiologica 0,9%, por meio de plaqueamento em profundidade pelo método
de pour plate usando volume de in6culo de 1 ml em agar MRS (Oxoid), em duplicata.
As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO, por 48 horas, apés
o que foram contadas as colbnias nas placas que continham de 30 a 300 colbénias

(Figura 3.5).

Figura 3.5. Colbnias de Lactobacillus em agar MRS semeadas por pour plate.
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3.3. Efeito antagbnico das cepas de Lactobacillus sobre as cepas patogénicas

As cepas selecionadas em conformidade com os critérios empregados na
etapa anterior, foram reativadas em caldo MRS (Difco) por 24 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, Em seguida as cepas foram semeadas em profundidade
com auxilio de um fio de platina, em placas contendo agar MRS (Oxoid) e incubadas
por 24 horas a 37°C em atmosfera com 5% de CO, Uma vez observado o
crescimento em profundidade, sobre a superficie do 4gar MRS foram adicionados
10 mL de agar BHI semi-sélido (com 1% &gar bacteriolégico) contendo 1 % de
cultura ativada por 24 h em caldo BHI das respectivas cepas patogénicas. As placas
foram mantidas em temperatura ambiente por 30 min para garantir a completa
solidificacdo do meio e novamente incubadas a 37° C por 24 h. O efeito antagdnico
foi observado pela formacdo de um halo de inibicdo ao redor das colbnias de

Lactobacillus, cujo diametro foi expresso mm (Figura 3.6).

Figura 3.6. Deteminacgéo do efeito antagbnico por formacao de halos de inibi¢cdo
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3.4 Determinacdo da viabilidade celular das cepas d e Lactobacillus em
condi¢cdes de estocagem

Para avaliar a capacidade das cepas selecionadas em manter a viabilidade
celular, bem como avaliar a producdo de acido lactico em leite, 0,5 mL de uma
cultura celular em caldo MRS das respectivas cepas foram inoculadas em frascos
contendo 350 mL de leite em p6 Molico (NESTLE) reconstituido a 10% em agua,
esterilizado a 0,5 atm por 15 minutos. Os frascos foram incubados a 37° C por 24
horas em atmosfera com 5% de CO,. Apdés o que, estes frascos foram
acondicionados a 4° C por 29 dias com amostragens periodicas em intervalos de 48
a 72 horas para avaliacdo do grau de acidez titulavel (Figura 3.7) e da populacdo de

Lactobacillus, que foi expessa em UFC/mL (Figura 3.5).

Figura 3.7. Determinacao de acidez titulavel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagéo da resisténcia ao Cloreto de Sodio

Bactérias envolvidas em processos tecnoldgicos de alimentos sdo expostas a
severas condi¢cbes de estresse, como a presenca de NaCl (MARCEAU et al., 2004),
desta forma, conhecer e selecionar cepas resistentes a tais condi¢des é importante
para garantir sua manutencdo em produtos manufaturados (KASK et al., 2003).

Tendo em vista selecionar cepas resistentes ao cloreto de sodio, no presente
trabalho, experimentos foram conduzidos visando avaliar o crescimento das
respectivas cepas de Lactobacillus em caldo MRS, contendo: 0,23%; 0,47%; 0,94%;
1,9%; 3,7%, 7,5% e 15,0 % de NaCl, cujos resultados encontram-se apresentados
na Tabela 4.1.

Considerando o valor de DO superior a 0,412, cuja concentracdo celular é
superior a 1,05 x 108 UFC/mL, como indicativo de crescimento satisfatério, observa-
se que as cepas Lac 05, 17, 18, 20 e 21 apresentaram elevada sensibilidade as
concentracbes de NaCl avaliadas. Neste contexto, vale ressaltar que as cepas Lac
01, 03 e 14 apresentaram crescimento satisfatério em caldo MRS contendo
concentragdes menores que 3,7% de NaCl. No tocante a avaliagdo do crescimento
das respectivas cepas em caldo MRS contendo concentragdes equivalentes a 7,5 e
15,0 % de NaCl considerou-se como satisfatorio os cultivos que apresentaram
valores de DO superiores a 0,100, correspondendo a uma concentracao celular
superior a 2,43 x 10’ UFC/mL. Desta forma, observa-se que 31% das cepas
avaliadas apresentaram resisténcia a concentracdo de 7,5% de NaCl e 100% das
mesmas nao apresentaram crescimento algum no caldo MRS contendo 15,0% deste

sal.
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Tabela 4.1. Valores de Densidade Otica das culturas de Lactobacillus na presenca
de diferentes concentra¢gdes de NacCl.

Espécies Cadigo

Cloreto de Sédio

0,0% 0,23% 0,47% 0,94% 19% 3,7%1 75% 15%
L fermentum  LacO1 1,06 1,04 105 069 055 029 | 000 0,02
L. plantarum lac02 136 139 133 132 128 103, 002 001
L. casei LacO3 1,09 1,19 1,13 0,85 048 0,38 ' 0,00 0,02
L. casei Lac04 1,35 1,39 136 137 1,30 1141 022 0,01
L. plantarum LacO5 053 029 034 027 030 0311 017 0,02
L. plantarum LacO6 1,40 1,38 139 140 1,35 126 | 026 0,02
L fermentum  Lac07 1,29 132 131 128 131 122 035 002
L. fermentum  Lac08 1,18 1,17 1,17 1,18 1,09 0,05 ' 0,00 0,01
L. fermentum  Lac09 0,71 065 069 070 071 060! 011 0,01
L. plantarum Lac10 1,00 09 1,15 1,00 108 0411 0,00 0,03
L. plantarum lac11 107 09 097 085 070 0,78 | 009 0,01
L. plantarum lac12 1,05 102 108 09 098 066, 00l 001
L. fermentum  Lac13 0,99 0,90 1,13 1,06 1,03 043 . 0,03 0,03
L. fermentum  Lac14 1,10 1,00 111 111 105 o011 ! 001 0,01
L. fermentum  Lac15 1,38 1,36 1,37 131 1,29 1,24 1 0,00 0,01
L. fermentum  Lac16 1,31 1,26 1,24 126 115 092 | -0,01 0,01
L. plantarum Llacl7 042 041 039 062 08 071, 001 001
L. plantarum Lac18 045 038 038 064 072 055 . 009 0,01
L. plantarum lac19 1,31 1,35 1,34 135 131 127 ! 041 0,03
L. plantarum Lac20 041 023 051 040 036 0241 012 0,03
L. plantarum lac2l 0,38 023 048 023 025 027] 011 0,02
L fermentum  Lac22 124 1,22 1,18 1,23 101 099 | 00l 0,01
L. plantarum Lac23 1,29 1,31 1,34 1,33 135 126 . 030 0,01
L. plantarum Lac24 1,29 129 1,24 123 117 09 | 001 0,01
L. plantarum Lac25 1,31 1,30 1,31 1,30 1,28 1081 -001 0,01
L. fermentum  Lac26 1,21 1,27 1,28 126 1,23 1,08 | 009 0,02
L. plantarum Lac27 066 062 077 072 070 058, 015 002
L. plantarum Lac28 0,72 063 083 0,76 078 052, 001 0,02
L. plantarum Lac29 082 072 084 076 079 o066} 010 002
L. plantarum Lac30 066 066 063 07L 070 0541 011 0,02
L. plantarum Llac31 1,26 129 122 117 1,14 084 ] -001 0,01
L. plantarum lac32 147 144 140 139 135 125 005 0,02
L. plantarum Lac33 1,34 1,18 1,26 1,14 1,13 0,94 , 0,06 0,02
L. plantarum lac34 1,08 104 1,09 102 094 048} 001 0,00
L. plantarum Lac35 1,27 123 119 1,22 122 1051 0,03 0,01
L. plantarum Lac36 1,44 144 141 1,41 135 1,15 0,00 0,02
L. plantarum lac37 1,29 1,30 1,27 1,30 120 103 ; -0,01 001
L. fermentum  Lac38 1,40 1,40 1,42 1,37 1,30 1,22 . 0111 0,01
L. agilis lac39 145 145 143 142 137 121V 001 003
L. plantarum Lac40 0,71 063 071 070 o070 o7 I 011 0,02
L. delbruecki  UFVH2B20 061 0,69 068 0,66 063 058 ] 010 0,02

Valores médios de duas leituras
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Barreto et al. (2003) sugerem a selecdo de cepas de microrganismos
probidticos mais resistentes as condi¢cdes de stress, atingindo concentracdes
superiores a 10’ UFC/mL, o que justifica os valores de DO considerados no presente
trabalho como indicativo de crescimento satisfatério das cepas avaliadas.

Marceau et al. (2004) verificaram em seus estudos com Lactobacillus sakei,
gue as celulas quando colocadas frente a situagbes de estresse, como baixas
temperaturas e presenca de NaCl, produziram proteinas ou sequencias polipetidicas
que em situagBes normais ndo sdo traduzidas. Uma parte destas proteinas esta
diretamente relacionada aos mecanismos de resisténcia ao estresse.

As cepas de lactobacillos resistentes a largas variacdes de cloreto de sodio
sdo de grande importancia para a industria de alimentos, sendo recomendavel o uso
de cepas que mantenham a viabilidade celular acima de 10® UFC/mL, mesmo na
presenca de 4% de NaCl (HAULY; NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2001).

Espirito Santo et al. (2003) encontraram as melhores condi¢bes para
fermentacdo de Sardinha (Sardinella brasiliensis) por Lactobacillus sakei 22 em meio
contendo 6% de NaCl, resultado atribuido principalmente a inibicdo dos
microrganismos contaminantes, atingindo 9,8 Log;o UFC/g em 7 dias.

Kask et al. (2003) detectaram diminuicdo na taxa de crescimento de
Lactobacillus paracasei e L. curvatus em até 59% do crescimento maximo em meio
contendo concentracdo de 6,5% de NaCl. Observaram ainda que, a presenca deste

sal causava alteragdes na morfologia celular.
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4.2. Avaliagéo da resisténcia a sais biliares

Para que uma cepa microbiana seja selecionada como probidtico, existe a

necessidade, da mesma se manter vidvel as diversas condicbes expostas no
sistema gastrintestinal (RONKA et al., 2003; CATANZARO; GREE, 1997). Embora
algumas cepas de lactobacilos apresentem resisténcia a tais condi¢des, destacando-
se pH baixo e presenca de sais biliares, estas caracteristicas ndo podem ser
generalizadas, podendo ocorrer variabilidade de resisténcia entre géneros ou
espécies (MARTINS et al., 2006).
Desta forma, no presente trabalho, a fim de avaliar a capacidade das cepas estudas
quanto a resisténcia a sais biliares, experimentos foram realizados onde as
respectivas cepas foram propagadas em caldo MRS contendo: 0,16%; 0,31%;
0,62%; 1,25%; 2,5%; 5,0% e 10,0% de sais biliares, cujos resultados encontram-se
apresentados na Tabela 4.2. Considerou-se como crescimento satisfatorio, as
culturas que apresentaram valores de D.O. superiores a 0,412 correspondente a
1,05 x 108 UFC/mL, conforme proposto por Hauly, Nogueira e Oliveira (2001).

Desta forma, verifica-se que 85% das cepas avaliadas apresentaram
crescimento satisfatério em caldo MRS contendo sais biliares nas concentracdes
estudadas. Observa-se ainda que as cepas L. fermentum Lac 01 e L. casei Lac 03
foram sensiveis as concentragfes de 0,15, 0,31, 0,62, 1,25 e 10,0 % de sais biliares,
apresentando resisténcia as concentragdes 2,5 e 5,0 % destes sais.

Estudos conduzidos por Bron et al. (2004), sobre a caracterizacdo genética de
Lactobacillus plantarum em resposta a presenca de sais biliares, revelaram que
0,1% de sal biliar permite a expressao de 31 genes, sendo 8 envolvidos com a

formac&o da membrana celular, 3 relacionados a parede celular, 5 envolvidos com
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reacoes de reducdo e 5 com fatores de regulagdo, o que explica o comportamento
das cepas Lac 01 e 03.

Nota-se ainda que, as cepas L. fermentum Lac 08 foram sensiveis as
concentragfes de sais biliares superiores a 1,25%. Este mesmo comportamento foi
também observado para a cepa Lac 11 para concentra¢des acima de 0,62% e para
as cepas Lac 16 e 39 para as concentragdes de 5,0 e 10,0% de sais biliares.

Segundo Clark; Lanz; Sénior (1969) os sais biliares conjugados apresentam a
funcdo de promover a formagcao de emulsdes e interferem na digestéo e absorgéo de
lipidios na regido proximal do intestino delgado (duodeno e jejuno). Por outro lado,
estes sais sdo toxicos para células bacterianas, uma vez que 0S mMesMoOSs
desagregam a camada fosfolipidica da membrana celular (THANASSI; CHENG;
NIKAIDO, 1997), promovendo a lise da célula (BRON et al., 2004).

Desta forma, o grau de resisténcia aos sais biliares € um critério importante
para a selecdo de cepas microbianas que apresentam propriedades probioticas
(ANDRIGHETTO; GOMES, 2003). Entretanto, existe uma grande dificuldade em
simular in vitro os parametros que afetam a sobrevivéncia dos respectivos
microrganismos in vivo (MARTINS et al., 2006). Assim, observa-se na literatura
(JACOBSEN et al. 1999; ANDRIGHETTO; GOMES 2003; BEGLEY; GAHAN; HILL 2002;
AZCARATE-PERIL et al. 2004; KLAENHAMMER; KLEEMAN 1981) trabalhos nos quais
foram avaliados o crescimento de microrganismos probi6ticos em meio contendo de

0 a 5,0 % de sais biliares.
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Tabela 4.2. Valores de Densidade Oticas das culturas de Lactobacillus na presenca
de diferentes concentracdes de sais biliares.

Espécies Cddigo Sais Biliares

00% 016% 031% 062% 125% 25% 50% 10,0%
L. fermentum Lac 01 0,761 0,053 -0,013 -0,027 -0,024 0,800 0,693 0,077
L. plantarum Lac 02 1,341 1,328 1,342 1,442 1,479 1,477 1,387 1,291
L. casei Lac 03 1,312 0,391 0,339 -0,029 -0,016 0,505 0,552 0,074
L. casei Lac 04 1,345 1,346 1,376 1,482 1,548 1,487 1,411 1,324
L. plantarum Lac 05 0,668 0,666 0,670 0,647 0,555 0,587 0,630 0,682
L. plantarum Lac 06 1,321 1,366 1,373 1,445 1502 1,506 1,420 1,257
L. fermentum Lac 07 1,203 1,339 1,317 1,428 1,424 1,432 1,331 1,267
L. fermentum Lac 08 1,033 0,993 0,685 0,470 0,404 0,212 0,037 0,081
L. fermentum Lac 09 1,078 0,661 0,755 0,989 0,850 0,718 0,752 0,759
L. plantarum Lac 10 1,076 1,025 0,878 1,050 0,715 0,617 0,522 0,189
L. plantarum Lac 11 1,107 0,627 0,405 0,768 0,154 0,056 0,008 0,116
L. plantarum Lac 12 1,084 0,917 0,825 0,724 0,687 0,757 0,700 0,480
L. fermentum Lac 13 1,225 0,680 0,830 1,085 1,224 0,823 0,748 0,641
L. fermentum Lac 14 1,331 1,259 1,365 1,407 1,388 1,413 1,318 1,132
L. fermentum Lac 15 1,356 1,344 1,359 1,473 1,498 1,512 1,421 1,328
L. fermentum Lac 16 1,117 0,900 0,932 0,641 0,757 0,778 0,372 0,574
L. plantarum Lac 17 0,612 0,767 0,839 1,081 1,151 0,602 0,561 0,465
L. plantarum Lac 18 0,593 0,746 0,831 1,113 1,226 0,858 0,756 0,539
L. plantarum Lac 19 1,340 1,346 1,376 1,481 1,518 1,512 1,391 1,353
L. plantarum Lac 20 0,908 0,735 0,781 0,829 0,831 0,738 0,915 0,690
L. plantarum Lac 21 0,981 0,394 0,580 0,569 0,456 0,515 0,554 0,691
L. fermentum Lac 22 1,274 1,153 1,148 1,156 0,959 1,181 1,459 1,138
L. plantarum Lac 23 1,258 1,347 1,314 1,434 1,491 1,509 1,412 1,350
L. plantarum Lac 24 1,227 1,260 1,341 1,426 1,458 1,526 1,437 1,322
L. plantarum Lac 25 1,318 1,315 1,293 1,369 1,485 1,511 1,408 1,278
L. fermentum Lac 26 1,290 1,300 1,323 1,458 1,461 1,448 1,371 1,214
L. plantarum Lac 27 0,531 0,677 0,864 1,061 1,217 0,892 0,866 0,740
L. plantarum Lac 28 0,621 0,580 0,751 0,981 1,123 1,003 0,881 0,704
L. plantarum Lac 29 0,744 0,737 0,825 1,215 1,309 1,166 1,034 0,887
L. plantarum Lac 30 0,674 0,604 0,744 1,131 1,220 1,044 0,824 0,797
L. plantarum Lac 31 1,330 1,337 1,364 1,391 1,512 1,549 1,434 1,336
L. plantarum Lac 32 1,338 1,329 1,381 1,455 1,496 1,533 1,417 1,319
L. plantarum Lac 33 1,365 1,338 1,344 1,468 1,484 1,506 1,401 1,297
L. plantarum Lac 34 1,322 1,298 1,368 1,440 1,486 1,506 1,408 1,304
L. plantarum Lac 35 1,358 1,316 1,374 1,431 1,478 1,487 1,369 1,307
L. plantarum Lac 36 1,342 1,327 1,384 1,443 1,508 1,542 1,425 1,361
L. plantarum Lac 37 1,341 1,349 1,377 1,461 1500 1,519 1,389 1,327
L. fermentum Lac 38 1,332 1,347 1,335 1,411 1,497 1,510 1,433 1,356
L. agilis Lac 39 1,292 1,256 1,130 1,247 0,704 1,085 1,102 0,386
L. plantarum Lac 40 0,619 0,793 0,907 1,085 1,120 0,978 0,828 0,788
L. delbrueckii UFVH2B20 0,450 0,605 0,569 0,535 0,500 0,531 0,607 0,681

Valores médios de duas leituras
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4.3. Avaliagéo do crescimento de Lactobacillus em diferentes temperaturas

Os Lactobacillus sdo bactérias acido lacticas homofermentativas termofilicas
amplamente utilizadas na industria (CAGNO et al., 2006). Prasad, McTarrow e Gopal
(2003), ressaltam a importancia de se estudar os efeitos de parametros dos
processos industriais sobre o desempenho e sobrevivéncia destas espécies em
diferentes temperaturas

Desta forma, nesta etapa do presente trabalho foi avaliado o crescimento das
respectivas de Lactobacillus a temepraturas de 15° C, 37° C e 45° C, cujos
resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.3. Conforme adotado nos
ensaios anteriores considerou-se como crescimento satisfatério as culturas que
apresentaram valores de DO superiores a 0,412 correspondendo a um populacéo de
1,05 x 10 UFC/mL. Observa-se que apenas a cepa L. plantarum Lac 40 apresentou
crescimento satisfatério a 15 C. Por outro lado, nota-se ainda que 95% das
respepctivas cepas cresceram satisfatoriamente a 37<C, destacando-se as cepas
Lac 01 e 18 que apresentaram desempenho inferiror nesta temperatura. No tocante
ao desempenho destas cepas na temperatura de 45T v erifica-se que apenas a
cepa L. fermentum Lac 13 apresentou crescimento satisfatorio. Segundo
Klaenhammaer e Kuller (1999), microrganismos que apresentam propriedades
probidticas devem sobreviver as condi¢cdes impostas pelo TGI, entre elas a

temperatura de 37°C.



Tabela 4.3. Valores de DOgqo referentes ao crescimento das cepas de Lactobacillus
em caldo MRS/24 horas em diferentes temperaturas.

Cepas Cddigo Temperaturas

15°C 37°C 45°C
L. fermentum Lac 01 -0,006 0,395 -0,003
L. plantarum Lac 02 -0,003 1,254 -0,006
L. casei Lac 03 -0,002 0,992 -0,005
L. casei Lac 04 -0,001 1,275 -0,005
L. plantarum Lac 05 0,015 0,467 0,218
L. plantarum Lac 06 0,008 1,185 0,021
L. fermentum Lac 07 0,015 1,003 -0,005
L. fermentum Lac 08 -0,006 0,876 0,260
L. fermentum Lac 09 0,006 0,857 0,316
L. plantarum Lac 10 -0,006 0,844 0,366
L. plantarum Lac 11 -0,015 0,841 0,033
L. plantarum Lac 12 -0,014 0,962 0,250
L. fermentum Lac 13 -0,010 0,959 0,433
L. fermentum Lac 14 -0,015 0,903 -0,016
L. fermentum Lac 15 -0,009 1,265 0,360
L. fermentum Lac 16 -0,015 1,039 0,360
L. plantarum Lac 17 -0,009 0,428 0,217
L. plantarum Lac 18 -0,004 0,301 0,255
L. plantarum Lac 19 0,007 1,252 -0,021
L. plantarum Lac 20 -0,013 0,624 0,176
L. plantarum Lac 21 0,028 0,627 0,295
L. fermentum Lac 22 -0,016 1,050 -0,014
L. plantarum Lac 23 -0,012 1,170 0,100
L. plantarum Lac 24 -0,011 1,153 -0,014
L. plantarum Lac 25 -0,015 1,170 -0,015
L. fermentum Lac 26 -0,007 1,131 -0,015
L. plantarum Lac 27 0,062 0,610 0,295
L. plantarum Lac 28 0,054 0,667 0,255
L. plantarum Lac 29 0,009 0,712 0,221
L. plantarum Lac 30 0,041 0,609 0,244
L. plantarum Lac 31 0,018 1,250 -0,019
L. plantarum Lac 32 0,023 1,250 -0,018
L. plantarum Lac 33 0,046 1,090 -0,019
L. plantarum Lac 34 0,100 1,217 -0,023
L. plantarum Lac 35 0,000 1,288 -0,015
L. plantarum Lac 36 0,009 1,273 -0,018
L. plantarum Lac 37 0,026 1,330 0,044
L. fermentum Lac 38 0,008 1,317 0,093
L. agilis Lac 39 -0,016 1,074 -0,013
L. plantarum Lac 40 0,431 0,561 0,367
L. delbrueckii UFVH2B20 0,004 0,654 0,239

Valores médios de quatro leituras
Resultados semelhantes foram relatados por Pedersen et al. (2004) que
demonstraram que todas as cepas de Lactobacillus testadas em suas pesquisas nao

apresentaram crescimento celular a temperatura de 15°C. Wiese et al. (1996)
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utilizaram este parametro, bem como o crescimento a temperatura de 45°C para
caracterizacao fenotipica das cepas de L. panis, L. vaginalis, L. pontis e L. brevis, e
os resultados revelaram que apenas L. pontis foi capaz de crescer a temperatura de
15°C.

As bactérias do acido latico sdo microrganismos mesoéfilos, contudo, algumas
cepas de Lactobacillus apresentam genes que S0 mais expressos na temperatura
de 10°C, garantindo a sobrevivéncia destas cepas nestas condi¢cdes de estresse
(WOUTERS et al., 2001).

Segundo Wang, Corrieu e Beal (2005), algumas espécies de bactérias do
acido lactico séo induzidas, em baixas temperaturas, a sintese de proteinas, como
CspA e Cspl. Estes autores também afirmam em suas pesquisas a formacao de uma
outra resposta daptativa induzida em ambientes de baixa temperatura, consistindo
em um aumento de 4&cidos insaturados pesados, presentes na membrana
fosfolipidica celular bem como sua fluidez. Com o aumento da temperatura ocorre ao
contrario, isto €, diminui a presenca dos &cidos insaturados pesados na composi¢cao

da membrana celular (GUERZONI; LANCIOTTI; COCCONCELLI, 2001).

4.4. Avaliagdo do crescimento das cepas de Lactobacillus em diferentes

condi¢des de pH

Segundo Fayol-Messaoudi, et al. (2005) o mecanismo referente a atividade
antagonista promovida por cepas de Lactobacillus parece ser de origem multifatorial,
incluindo a capacidade de promover a reducdo do pH e producédo de acido lactico. O
pH interno da célula é critico para o controle de muitos processos celulares, como a
sintese de ATP, RNA e proteinas, replicacdo do DNA e crescimento celular. Desta

forma a capacidade de regulacdo do pH interno em relacdo ao pH externo €&
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fundamental para a sobreviéncia e manutencdo da viabilidade dos microrganismos
(GUTIERREZ et al.,, 2002). Desta forma, no presente trabalho avaliou-se o
crescimento das cepas de Lactobacillus em estudo em caldo MRS a valoroes de pH
3,0; 5,0; 6,0 e 7,0, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.4.
Considerou-se como crescimento celular satisfatério as culturas que apresentaram
valores de DO superiores a 0,412, correspondendo a uma populagao superior a 1,05
x 10° UFC/mL.

Observa-se que nenhuma das cepas avaliadas se deenvolveu em meio a pH
3,0. Nota-se ainda que aproximadamente 30% destas cepas ndo apresentaram
crescimento satisfatério em meio a pH 5,0, destacando-se dentre estas Lac 01, 03,
05, 14, 17, 27, 28, 29, 30, 39, 40 e 41 (cepa referéncia). No que se refere ao
desempenho das respectivas cepas em meio a pH 6,0 e 7,0, nota-se que 30% e
12% das cepas, respectivamente, ndo apresentaram cresciomento satisfatério. Os
resultados permitem observar ainda que as cepas, identificiadas como Lac 01, 03,
05 e 27 ndo apresentaram desempenho satisfatorio em nenhuma das condicdes de
pH avaliadas.

Giraud, Lelong e Raimbault (1991), estudando a velocidade especifica de
crescimento de cepas de Lactobacillus, em meio a pH variando de 4,0 a 8,0 a
temperatura de 30°C, demonstraram que a maior velocidade especifica de
crescimento foi obtida no pH 6,0.

Gillland e Rich (1990), estudando a estabilidade celular de cepas de
Lactobacillus em leite, mantidas sob temperatura de 5°C, em diferentes condi¢bes
de pH (5.5; 6.0; 6.5; 7.0), durante um periodo de 21 dias, demonstraram que as

respectivas cepas apresentaram maior estabilidade a pH 5,0.
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Tabela 4.4. Valores de DOg referente ao crescimento das cepas de Lactobacillus
em caldo MRS/24 horas em diferentes condi¢des de pH.

Cepas Caddigo pH

3,0 5,0 6,0 7,0
L. fermentum Lac 01 0,002 0,131 0,037 0,109
L. plantarum Lac 02 0,003 1,030 1,248 1,321
L. casei Lac 03 0,002 0,022 0,289 0,311
L. caseli Lac 04 0,004 1,072 1,229 1,289
L. plantarum Lac 05 0,003 0,046 0,348 0,301
L. plantarum Lac 06 0,003 1,134 1,185 1,162
L. fermentum Lac 07 0,004 1,051 1,132 1,099
L. fermentum Lac 08 0,003 0,629 0,746 0,874
L. fermentum Lac 09 0,002 0,769 0,935 0,946
L. plantarum Lac 10 0,006 0,582 0,818 0,888
L. plantarum Lac 11 -0,005 0,611 0,800 0,840
L. plantarum Lac 12 -0,002 0,699 0,784 0,881
L. fermentum Lac 13 -0,002 0,700 0,792 0,898
L. fermentum Lac 14 -0,004 0,269 0,945 0,634
L. fermentum Lac 15 0,000 1,031 1,215 1,257
L. fermentum Lac 16 -0,007 0,549 0,764 0,890
L. plantarum Lac 17 -0,003 0,044 0,225 0,462
L. plantarum Lac 18 -0,004 0,490 0,166 0,373
L. plantarum Lac 19 -0,002 1,060 1,196 1,239
L. plantarum Lac 20 0,000 0,653 0,031 0,434
L. plantarum Lac 21 -0,004 0,866 0,822 0,553
L. fermentum Lac 22 -0,002 0,831 1,210 0,767
L. plantarum Lac 23 -0,002 1,081 1,089 1,140
L. plantarum Lac 24 -0,001 1,159 1,252 1,198
L. plantarum Lac 25 -0,006 1,098 1,242 1,285
L. fermentum Lac 26 0,000 1,123 1,130 0,984
L. plantarum Lac 27 -0,003 0,227 0,106 0,334
L. plantarum Lac 28 -0,004 0,238 0,180 0,464
L. plantarum Lac 29 -0,003 0,278 0,038 0,505
L. plantarum Lac 30 0,001 0,000 0,065 0,410
L. plantarum Lac 31 -0,012 1,195 1,237 1,360
L. plantarum Lac 32 -0,008 1,215 1,266 1,299
L. plantarum Lac 33 -0,006 0,979 1,173 1,004
L. plantarum Lac 34 -0,012 0,971 1,044 0,840
L. plantarum Lac 35 -0,010 1,073 1,261 0,985
L. plantarum Lac 36 -0,011 1,211 1,291 1,326
L. plantarum Lac 37 -0,011 1,189 1,260 1,378
L. fermentum Lac 38 -0,009 1,079 1,252 1,407
L. agilis Lac 39 -0,009 -0,012 0,263 0,419
L. plantarum Lac 40 -0,015 -0,002 0,034 0,517
L. delbrueckii  UFVH2B20 -0,004 0,001 0,455 0,533

Valores médios de quatro leituras
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Os resultlados obtidos no presente trabalho sdo compativeis com aqueles
reportados na literatura. Assim, Blickstad (1983), estudando o processo de
fermentacdo anaerdbia de glicose por cepas de Lactobacillus, demonstraram que a
melhor condicdo para producdo de &cido lactico ocorreu em meio a pH 5.8 + 0.5,
obtendo um rendimento médio de 0,93 grama de &cido latico (isdmeros D- e L-) por

grama de glicose consumida.

4.6. Producao de acido lactico

Dentre as caracteristicas de um microrganismo que apresenta propriedades
probidticas, destaca-se a formacdo de acidos organicos que interferem na
competicdo no TGl e no efeito de inibicdo sobre o desenvolvimento de espécies
patogénicas (KLAENHAMMER; KULLEN 1990). A producéo de acido lactico € uma
caracteristica de espécies de Lactobacillus, refletindo em efeito de inibicdo sobre a
acao de certos microrganismos (BLICKSTAD, 1983). Desta forma, no presente
trabalho avaliou-se a producao de acido latico pelas cepas testadas em caldo MRS
em diferentes tempos de fermentagéo e os resultados encontram-se aprpesentados
na Tabela 4.5.

Observa-se que 54% e 20% das cepas de Lactobacillus avaliadas produziram
acima de 2,0 g/L e 3,0 g/L de acido lactico apos 12 e 24 horas de fermentacao,
respectivamente. Considerando a concentracao inicial de glicose (20,0 g/L) no caldo
MRS e o fator de conversao tedrico de glicose em acido lactico (Yp/s= 1,0 g/g) nota-
se que houve baixa producado deste &cido devido, provavelmente, ao curto tempo de

fermentacgéo.
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Tabela 4.5. Concentragcdo de &cido lactico (g/L) em diferentes tempos de
fermentacgéao.

Cepas Caddigo Tempo de Fermentagao

Oh 12 h 24 h
L. fermentum Lac 01 0,72 1,51 2,91
L. plantarum Lac 02 1,00 1,49 3,44
L. casei Lac 03 0,00 2,18 2,81
L. casei Lac 04 1,21 2,21 3,51
L. plantarum Lac 05 1,07 1,63 1,38
L. plantarum Lac 06 0,98 2,47 3,47
L. fermentum Lac 07 1,18 2,28 2,60
L. fermentum Lac 08 1,25 2,48 2,60
L. fermentum Lac 09 1,14 2,28 2,54
L. plantarum Lac 10 1,10 2,31 2,77
L. plantarum Lac 11 1,10 1,90 2,53
L. plantarum Lac 12 1,06 1,72 2,52
L. fermentum Lac 13 0,40 2,17 2,57
L. fermentum Lac 14 1,10 2,43 2,86
L. fermentum Lac 15 1,15 3,06 3,54
L. fermentum Lac 16 1,09 1,03 1,94
L. plantarum Lac 17 1,19 1,75 2,19
L. plantarum Lac 18 1,10 1,60 2,07
L. plantarum Lac 19 1,03 2,05 3,57
L. plantarum Lac 20 1,07 1,58 1,07
L. plantarum Lac 21 1,00 1,39 0,98
L. fermentum Lac 22 1,12 2,44 3,10
L. plantarum Lac 23 1,02 2,15 2,07
L. plantarum Lac 24 1,06 1,47 2,33
L. plantarum Lac 25 1,07 1,45 2,58
L. fermentum Lac 26 1,08 1,45 1,52
L. plantarum Lac 27 1,24 1,74 1,62
L. plantarum Lac 28 1,14 1,12 1,22
L. plantarum Lac 29 1,15 1,88 1,30
L. plantarum Lac 30 1,22 1,79 1,23
L. plantarum Lac 31 1,11 2,60 1,42
L. plantarum Lac 32 1,15 2,79 2,41
L. plantarum Lac 33 1,15 2,84 2,55
L. plantarum Lac 34 1,16 2,62 1,97
L. plantarum Lac 35 1,14 2,71 2,11
L. plantarum Lac 36 1,14 2,79 2,52
L. plantarum Lac 37 1,14 2,53 2,43
L. fermentum Lac 38 1,11 2,77 3,32
L. agilis Lac 39 0,83 2,84 2,47
L. plantarum Lac 40 0,00 1,82 1,32
L. delbrueckii UFVH2B20 0,81 0,05 3,27
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4.7. Selecao das cepas de Lactobacillus

Na selecdo de cepas propriedades probidticas, diversos critérios devem ser
considerados, destacando-se aspectos de biosseguranga, de producdo e
processamento de alimentos, métodos de administracdo e sobrevivéncia as
condi¢cbes do TGI e colonizacdo do hospedeiro (GUILLIAND; WALKER, 1990).
Reafirmando assim, as chaves de pesquisa da indulstria, que sdo: aumento na
eficiéncia de processamento; utilizar componentes de interacdo na formulagcédo do
alimento; promover estratégias de controle de doencas e desenvolver alimentos que
promovem melhorias na saude (KLAENHAMMER; KULLEN 1999).

Considerando os critérios de avaliacdo de desempenho das cepas de
Lactobacillus, no presente trabalho, verifica-se na Tabela 4.6 que sete (18,0 %) das
respectivas cepas apresentaram desempenho satisfatério na diferentes condi¢bes
avaliadas. Desta forma, estas cepas foram avaliadas quanto a capacidade de
promover antagonismo sobre espécies consideradas patogénicas, bem como quanto
a capacidade de se manter ativas quando armazenadas em leite reconstituido a 4C
por um periodo de 30 dias.

Segundo Pedersen et al (2004), os critérios empregados para selecionar
microganismos probidticos ainda ndo estdo claramente estabelelcidos Assim,
Klaenhammer e Kuller (1999) compilaram os resultados de 20 anos de pesquisas,
objetivando estabelecer um perfil dos critérios adotados para selecao de cepas com
propriedade probidticas. Estes autores demonstraram que muitos desses critérios
consistem em considerar o habitat de origem das respectivas cepas, propriedades
patogénicas, manutencéo de viabilidade celular alta (10° — 10® UFC/mL), mantendo

suas caracteristicas durante a preparacéo e estocagem dos alimentos, capaciade de
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Tabela 4.7. Caracteristicas das cepas selecionadas

Cepas Caddigo Critérios de Selecao

NacCl Sais Biliares 37°C pH 5,0

L. fermentum Lac 01 N N N N
L. plantarum Lac 02 N S S S
L. casel Lac 03 N N S N
L. casei Lac 04 S S S S
L. plantarum Lac 05 S S S N
L. plantarum Lac 06 S S S S
L. fermentum Lac 07 S S S S
L. fermentum Lac 08 N N S S
L. fermentum Lac 09 S S S S
L. plantarum Lac 10 N N S S
L. plantarum Lac 11 N N S S
L. plantarum Lac 12 N S S S
L. fermentum Lac 13 N S S S
L. fermentum Lac 14 N S S N
L. fermentum Lac 15 N S S S
L. fermentum Lac 16 N N S S
L. plantarum Lac 17 N S S N
L. plantarum Lac 18 N S N S
L. plantarum Lac 19 S S S S
L. plantarum Lac 20 N S S S
L. plantarum Lac 21 N N S S
L. fermentum Lac 22 N S S S
L. plantarum Lac 23 S S S S
L. plantarum Lac 24 N S S S
L. plantarum Lac 25 N S S S
L. fermentum Lac 26 N S S S
L. plantarum Lac 27 S S S N
L. plantarum Lac 28 N S S N
L. plantarum Lac 29 N S S N
L. plantarum Lac 30 S S S N
L. plantarum Lac 31 N S S S
L. plantarum Lac 32 N S S S
L. plantarum Lac 33 N S S S
L. plantarum Lac 34 N S S S
L. plantarum Lac 35 N S S S
L. plantarum Lac 36 N S S S
L. plantarum Lac 37 N S S S
L. fermentum Lac 38 S S S S
L. agilis Lac 39 N N S N
L. plantarum Lac 40 S S S N
L. delbrueckii UFVH2B20 S N S N

N = Ndo Selecionada S= Selecionada

sobreviver, proliferar e manter a capacidade metabdlica no hospedeiro e possuir

propriedades que tragam beneficios ao hospedeiro como apresentar efeito
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antagonista sobre espécies de microrganismos patogénicos. Desta forma, salienta-
se que as sete cepas selecionadas no presente trabalho apresentam potencial para
serem avaliadas no desenvolvimento de prepracfes probiodticas para uso humano e

animal.

4.8. Efeito antagbnico das cepas de Lactobacillus sobre cepas patogenicas

Nas ultimas décadas tem se estudado formas de manipulacdo da microbiota
intestinal mediante a administracdo de produtos probidticos com vistas a prevencao
e tratamento de algumas patologias humanas (LARA-VILLOSLADA et al., 2007).
Assim, dentre os critérios empregados para a selecdo de um microrganismo
probidtico, destaca-se o0 efeito de exclusdo competitiva que compreende,
principalmente, a ocupacdo de sitios de adesdo de patdgenos por parte dos
microganismos probiéticos, resultando na normatizagdo da microbiota intestinal
(SANTOS; TURNES, 2005).

Tendo em vista que o efeito de exclusdo competitiva € uma importante
caracteristica dos microrganismos probiéticos, no presente trabalho avaliou-se o
efeito antagonista das cepas previamente selecionadas sobre crescimento de
Salmonella tiphy, Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7. Neste
experimento, as cepas de Lactobacillus selecionadas foram repicadas em agar MRS
por profundidade e, as coldnias formadas foram cobertas com meio BHI semi-sélido
contendo 1% de células das respectivas espécies patogénicas, cujos resultados
estdo demonstrados na Tabela 4.8. O efeito antagonista exercido por estas cepas
sobre espécies patogénicas foi verificado por meio da formacdo de um halo de

inibicao.
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Observa-se que Salmonella tiphy foi fortemente inibida por todas as cepas
selecionadas frente as outros patbgenos testados. Nota-se ainda que o efeito de
inibiacdo destas cepas sobre as espécies patogénicas estudadas foi superior aquele
observado para a cepa L. delbruckii UFVH2B20, empregada como referéncia. Entre
as cepas testadas observa-se que as cepas L. plantarum Lac 06 e L. fermentum Lac
38, destacaram-se quanto ao efeito de inibicdo do crescimento das cepas
patogénicas em questao

Segundo informacfes do Ministério da Saude (2007) no ano de 2006, no
Brasil foram registrados 504 casos de salmonelose, com quatro mortes e de janeiro
a outubro, 326 casos de febre tiféide. Informativos do Instituto Oswaldo Cruz (2007)
relatam a ocorréncia de surtos de listeriose pelo mundo na década de 80,
destacando-se maior ocorréncia em paises desenvolvidos como Canada, Estados
Unidos e Suica, devido a um maior consumo de alimentos industrializados.

De acordo com Felicio (2004), dois casos de infec¢cdo por Escheichia coli
0157:H7 em humanos foram reportados na Argentina, e no Brasil sua presenca foi
detectada no Estado de S&o Paulo.

Tabela 4.8. Valores (mm) dos halos de inibicdo das cepas de Lactobacillus
selecionadas sobre espécies patogénicas

Espécies Cddigo Patogenos
Salmonella Listeria E. coli

L. caseli Lac 04 16,5 9,5 8,5
L. plantarum Lac 06 20,5 10,0 19,0
L. fermentum Lac 07 16,5 6,0 7,0
L. fermentum Lac 09 10,0 3,0 6,0
L. plantarum Lac 19 17,5 7,0 7,0
L. plantarum Lac 23 19,5 4.5 7,5
L. fermentum Lac 38 20,5 8,5 10,5
L. delbrueckii UFVH2B20 6,5 3,0 2,5




Estudos realizados por Pascual et al., (1999), in vivo desmonstraram que
cepas de Lactobacillus salivarius sdo capazes de reduzir significativamente a
capacidade de colonizacdo de cepas de Salmonella enteritidis em galinhas,
reafirmando assim o efeito de antagonismo observado no presente trabalho.

Guerra e Bernado (2001) isolaram 12 cepas de Lactobacillus de amostras de
gueijo, e avaliaram o efeito antagdnico destas cepas sobre Listeria monocytogenes.
Os resultados confirmaram a existéncia do efeito antagonista exercido pelas cepas
testadas e os autores atribuiram ao efeito observado como decorrente da producgéo
de acidos organicos e de peréxido de hidrogénio.

Pereira e Gomez (2007) estudaram o efeito de inibicdo de Lactobacillus
acidophilus sobre o crescimento de uma cepa de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus isolados de casos clinicos humanos. Os resultados revelaram a formacéo de
halos de inibicdo de 15,5 mm de diametro, confirmando, assim, o potencial do efeito
antagonista exercido por cepas de Lactobacillus, conforme observado no presente

trabalho.

4.9. Viabilidade celular das cepas de Lactobacillus

Segundo a ANVISA (2007) no que se refere ao numero de células viaveis
presentes em produto probidtico, estabeleceu-se que o consumo diario deve ser de
10% a 10° UFC. Assim, no presente trabalho as cepas de Lactobacillus Lac 06, 38,
que apresentram efeito antagénico positivo, e UFV H2B20 foram avaliadas quanto a
manutencdo da viabilidade celular em leite reconstituido, apdés 24 horas de
fermentacdo a 37T, ao armazenamento a 4T durante 29 dias. Para tanto se

determinou a populagéo de células (UFC/mL) e a acidez titulavel, expressa em acido
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lactico, ao longo deste periodo e o0s resultados encontram-se representados na
Figura 4.1

Observa-se (Fig. 4.1 A) um aumento na populacdo de células nas primeiras
24 horas referentes ao periodo de fermentagdo. Nota-se ainda que, apds este
periodo, as cepas Lac 06, 38 e UFV H2B20 mantiveram niveis celulares
correspondentes a aproximadamente 5,1 x 10" UFC/mL; 1,0 x 10° UFC/mL e 1,7 x
10® UFC/mL, respectivamente, ao longo do expeprimento. Ressalta-se que estes
valores atendem aos padrdes estabelelcidos pela ANVISA e demonstram que estas
cepas poderiam ser empregadas para a producao de “leite aciddéfilo doce”.

Por outro lado, no tocante a producéo de &cido lactico (Fig. 4.1 B), observa-
se um aumento na concentracdo apos os primeiros 4 dias de estocagem,
correspondendo a aproximadamente 53% para as cepas Lac 06 e 38 e 106% para
UFV H2B20, mantendo-se constantes até o final do experimento. Esta propriedade é
importante no sentido de se avaliar a utilizagdo das respectivas cepas para a
fabricacdo de “leite acidéfilo doce”. Assim, os niveis de acido lactico observados no
presente trabalho revelam que estas cepas néo se prestam para a obtencdo do
referido produto, uma vez que o leite contendo acima de 1,8 g/L de acido lactico se
torna impréprio para o0 consumo.

Segundo Siqueira (2007) a acidez natural do leite se deve a presenca de
caseina, sais minerais e ions, podendo oscilar de 1,2 a 1,8 g/L, expressa em acido

lactico.
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Figura 4.1. Variacdo da Viabilidade celular (A) e concentracdo de acido lactico (B)

ao longo do tempo de estocagem a 4C.
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A fermentacdo de leite por bactérias do acido lactico é caracterizada pela
parcial utlizagdo dos nutrientes presentes no mesmo, principalmente a lactose,
dando origem a acidos organicos, entre eles o acido latico, acético e propidnico, que
por sua vez aumentam a acidez do meio (FARIA; BENEDET; GUERROUE, 2006).

Figueredo et al. (2004) em um estudo utilizando a cepa Lactobacillus
delbrueckii UFVH2B20 n&do observaram variacdes na concentracdo de &cido lactico,
bem como na viabilidade celular a temperaturas abaixo dos 10°C, por um periodo de

6 dias.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- Dentre as 40 cepas de Lactobacillus avaliadas foi possivel selecionar sete
gue apresentaram crescimento satisfatério quando submetidas as diferentes
condi¢cbes na presenca de NaCl, sais biliares, temperatura, pH, bem como no
tocante a producao de acido lactico.

- As cepas selecionadas apresentaram efeito antagbnico sobre espécies
patogénicas como Salmonella tiphy, Listeria monocytogenes e Escherichia coli
0O157:H7, superior ao observado para a cepa referéncia.

- Durante 29 dias a 4C, ap0s 24 horas de fermentac 8o em leite reconstituido
algumas cepas pré-selecionadas mantiveram a viabilidade celular satisfatoria. No
entanto a producdo de acido lactico observada neste periodo impede a utilizacdo

das referidas cepas a producéo de “leite acidofilo doce”.
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APENDICE

APENDICE A. AVALIACAO COM CONCENTRACOES DE NaCl

Nas tabelas a seguir estdo os valores de absorbancia obtidas de experimentos com a adi¢ao
de NaCl variando de 0 a 15%. Tais ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela A.1. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO; a 37° C por 24 h, controle.

Espécies Cddigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 1,0398 1,0788 1,0593
L. plantarum Lac 02 1,3525 1,3722 1,3624
L. casei Lac 03 1,1352 1,0464 1,0908
L. casei Lac 04 1,3370 1,3602 1,3486
L. plantarum Lac 05 0,4654 0,5942 0,5298
L. plantarum Lac 06 1,3678 1,4270 1,3974
L. fermentum Lac 07 1,2952 1,2805 1,2878
L. fermentum Lac 08 1,1813 1,1811 1,1812
L. fermentum Lac 09 0,7237 0,6872 0,7055
L. plantarum Lac 10 0,9745 1,0306 1,0025
L. plantarum Lac 11 1,0629 1,0664 1,0647
L. fermentum Lac 12 1,0563 1,0440 1,0502
L. fermentum Lac 13 0,9559 1,0268 0,9913
L. fermentum Lac 14 1,1102 1,0959 1,1031
L. plantarum Lac 15 1,3727 1,3891 1,3809
L. plantarum Lac 16 1,3120 1,3071 1,3096
L. plantarum Lac 17 0,4036 0,4443 0,4240
L. plantarum Lac 18 0,4356 0,4621 0,4489
L. plantarum Lac 19 1,3174 1,3023 1,3098
L. plantarum Lac 20 0,4319 0,3846 0,4082
L. plantarum Lac 21 0,4144 0,3369 0,3756
L.fermentum Lac 22 1,2262 1,2465 1,2364
L. plantarum Lac 23 1,3006 1,2860 1,2933
L. plantarum Lac 24 1,2933 1,2814 1,2874
L. plantarum Lac 25 1,3114 1,3162 1,3138
L. fermentum Lac 26 1,1380 1,2796 1,2088
L. plantarum Lac 27 0,6369 0,6729 0,6549
L. plantarum Lac 28 0,6962 0,7371 0,7166
L. plantarum Lac 29 0,8345 0,7988 0,8166
L. plantarum Lac 30 0,6670 0,6614 0,6642
L. plantarum Lac 31 1,2180 1,3083 1,2632
L. plantarum Lac 32 1,4838 1,4554 1,4696
L. plantarum Lac 33 1,3261 1,3512 1,3386
L. plantarum Lac 34 1,1194 1,0378 1,0786
L. plantarum Lac 35 1,2912 1,2389 1,2651
L. plantarum Lac 36 1,4459 1,4331 1,4395
L. plantarum Lac 37 1,3114 1,2762 1,2938
L.fermentum Lac 38 1,4018 1,4065 1,4042
L. agilis Lac 39 1,4683 1,4358 1,4520
L. plantarum Lac 40 0,6722 0,7536 0,7129

L. delbrueckii UFVH2B20 0,6600 0,5669 0,6135
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Tabela A.2. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO; a 37° C por 24 h com 0,23% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 1,0123 1,0581 1,0352
L. plantarum Lac 02 1,3731 1,4126 1,3929
L. casei Lac 03 1,1792 1,1924 1,1858
L. casei Lac 04 1,4202 1,3680 1,3941
L. plantarum Lac 05 0,3456 0,2258 0,2857
L. plantarum Lac 06 1,3768 1,3911 1,3839
L. fermentum Lac 07 1,3088 1,3322 1,3205
L. fermentum Lac 08 1,1831 1,1573 1,1702
L. fermentum Lac 09 0,6995 0,6068 0,6532
L. plantarum Lac 10 1,0458 0,8722 0,9590
L. plantarum Lac 11 0,9061 1,0069 0,9565
L. fermentum Lac 12 1,0061 1,0239 1,0150
L. fermentum Lac 13 0,8901 0,9142 0,9021
L. fermentum Lac 14 0,9640 1,0649 1,0145
L. plantarum Lac 15 1,3470 1,3722 1,3596
L. plantarum Lac 16 1,2564 1,2532 1,2548
L. plantarum Lac 17 0,4123 0,4040 0,4082
L. plantarum Lac 18 0,3938 0,3610 0,3774
L. plantarum Lac 19 1,3521 1,3456 1,3488
L. plantarum Lac 20 0,3255 0,1370 0,2312
L. plantarum Lac 21 0,2174 0,2394 0,2284
L.fermentum Lac 22 1,2350 1,2029 1,2190
L. plantarum Lac 23 1,3122 1,2989 1,3056
L. plantarum Lac 24 1,3116 1,2610 1,2863
L. plantarum Lac 25 1,3264 1,2712 1,2988
L. fermentum Lac 26 1,2039 1,3341 1,2690
L. plantarum Lac 27 0,5656 0,6772 0,6214
L. plantarum Lac 28 0,6127 0,6471 0,6299
L. plantarum Lac 29 0,7369 0,7041 0,7205
L. plantarum Lac 30 0,7286 0,5833 0,6559
L. plantarum Lac 31 1,2740 1,2955 1,2848
L. plantarum Lac 32 1,4298 1,4442 1,4370
L. plantarum Lac 33 1,1925 1,1708 1,1816
L. plantarum Lac 34 1,0535 1,0288 1,0412
L. plantarum Lac 35 1,2300 1,2205 1,2253
L. plantarum Lac 36 1,4287 1,4458 1,4372
L. plantarum Lac 37 1,3118 1,2801 1,2960
L.fermentum Lac 38 1,4123 1,3867 1,3995
L. agilis Lac 39 1,4669 1,4260 1,4464
L. plantarum Lac 40 0,6238 0,6256 0,6247

L. delbrueckii UFVH2B20 0,6406 0,7371 0,6889




71

Tabela A.3. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO;, a 37° C por 24 h com 0,47% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 1,0397 1,0652 1,0524
L. plantarum Lac 02 1,2996 1,3641 1,3319
L. casei Lac 03 1,1169 1,1490 1,1329
L. casei Lac 04 1,3740 1,3528 1,3634
L. plantarum Lac 05 0,3486 0,3274 0,3380
L. plantarum Lac 06 1,4052 1,3767 1,3909
L. fermentum Lac 07 1,3504 1,2650 1,3077
L. fermentum Lac 08 1,2470 1,0823 1,1647
L. fermentum Lac 09 0,6839 0,6904 0,6872
L. plantarum Lac 10 1,1553 1,1435 1,1494
L. plantarum Lac 11 0,9558 0,9908 0,9733
L. fermentum Lac 12 1,0475 1,1054 1,0765
L. fermentum Lac 13 1,1342 1,1256 1,1299
L. fermentum Lac 14 1,0440 1,1723 1,1082
L. plantarum Lac 15 1,3958 1,3375 1,3667
L. plantarum Lac 16 1,1864 1,2860 1,2362
L. plantarum Lac 17 0,3973 0,3765 0,3869
L. plantarum Lac 18 0,3374 0,4191 0,3783
L. plantarum Lac 19 1,3391 1,3454 1,3422
L. plantarum Lac 20 0,6171 0,4098 0,5134
L. plantarum Lac 21 0,5819 0,3823 0,4821
L.fermentum Lac 22 1,1832 1,1768 1,1800
L. plantarum Lac 23 1,3498 1,3226 1,3362
L. plantarum Lac 24 1,2607 1,2231 1,2419
L. plantarum Lac 25 1,3056 1,3042 1,3049
L. fermentum Lac 26 1,2789 1,2719 1,2754
L. plantarum Lac 27 0,8012 0,7358 0,7685
L. plantarum Lac 28 0,8358 0,8143 0,8250
L. plantarum Lac 29 0,8663 0,8216 0,8439
L. plantarum Lac 30 0,6637 0,5919 0,6278
L. plantarum Lac 31 1,2076 1,2238 1,2157
L. plantarum Lac 32 1,4138 1,3926 1,4032
L. plantarum Lac 33 1,2324 1,2784 1,2554
L. plantarum Lac 34 1,1179 1,0519 1,0849
L. plantarum Lac 35 1,2313 1,1387 1,1850
L. plantarum Lac 36 1,3915 1,4244 1,4079
L. plantarum Lac 37 1,2818 1,2650 1,2734
L.fermentum Lac 38 1,4226 1,4090 1,4158
L. agilis Lac 39 1,4330 1,4207 1,4268
L. plantarum Lac 40 0,6943 0,7184 0,7063

L. delbrueckii UFVH2B20 0,6539 0,7031 0,6785
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Tabela A.4. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO; a 37° C por 24 h com 0,94% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,9229 0,4637 0,6933
L. plantarum Lac 02 1,3368 1,3069 1,3219
L. casei Lac 03 1,0108 0,6817 0,8462
L. casei Lac 04 1,3551 1,3743 1,3647
L. plantarum Lac 05 0,2962 0,2456 0,2709
L. plantarum Lac 06 1,4052 1,3993 1,4022
L. fermentum Lac 07 1,3249 1,2395 1,2822
L. fermentum Lac 08 1,1997 1,1547 1,1772
L. fermentum Lac 09 0,6858 0,7095 0,6977
L. plantarum Lac 10 0,9916 1,0339 1,0127
L. plantarum Lac 11 0,9799 0,7095 0,8447
L. fermentum Lac 12 1,0189 0,9352 0,9771
L. fermentum Lac 13 1,0493 1,0761 1,0627
L. fermentum Lac 14 1,1132 1,1105 1,1119
L. plantarum Lac 15 1,3013 1,3238 1,3126
L. plantarum Lac 16 1,3085 1,2170 1,2628
L. plantarum Lac 17 0,5882 0,6453 0,6168
L. plantarum Lac 18 0,6556 0,6327 0,6442
L. plantarum Lac 19 1,3492 1,3510 1,3501
L. plantarum Lac 20 0,4581 0,3325 0,3953
L. plantarum Lac 21 0,2271 0,2248 0,2259
L.fermentum Lac 22 1,1690 1,2836 1,2263
L. plantarum Lac 23 1,3140 1,3498 1,3319
L. plantarum Lac 24 1,2332 1,2290 1,2311
L. plantarum Lac 25 1,2943 1,2980 1,2962
L. fermentum Lac 26 1,2194 1,3063 1,2628
L. plantarum Lac 27 0,7356 0,7015 0,7185
L. plantarum Lac 28 0,7684 0,7473 0,7578
L. plantarum Lac 29 0,7926 0,7268 0,7597
L. plantarum Lac 30 0,7456 0,6828 0,7142
L. plantarum Lac 31 1,1579 1,1893 1,1736
L. plantarum Lac 32 1,3787 1,4016 1,3901
L. plantarum Lac 33 1,0607 1,2246 1,1426
L. plantarum Lac 34 1,0003 1,0334 1,0169
L. plantarum Lac 35 1,2188 1,2295 1,2242
L. plantarum Lac 36 1,3979 1,4154 1,4066
L. plantarum Lac 37 1,3102 1,2794 1,2948
L.fermentum Lac 38 1,3966 1,3394 1,3680
L. agilis Lac 39 1,4385 1,4051 1,4218
L. plantarum Lac 40 0,7022 0,6895 0,6958

L. delbrueckii UFVH2B20 0,6343 0,6831 0,6587
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Tabela A.5. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO;, a 37° C por 24 h com 1,88% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,4620 0,6438 0,5529
L. plantarum Lac 02 1,2814 1,2749 1,2782
L. casei Lac 03 0,4849 0,4748 0,4798
L. casei Lac 04 1,3072 1,2880 1,2976
L. plantarum Lac 05 0,3022 0,3034 0,3028
L. plantarum Lac 06 1,3530 1,3488 1,3509
L. fermentum Lac 07 1,3105 1,3088 1,3096
L. fermentum Lac 08 1,1338 1,0374 1,0856
L. fermentum Lac 09 0,7771 0,6449 0,7110
L. plantarum Lac 10 1,1000 1,0596 1,0798
L. plantarum Lac 11 0,6840 0,7240 0,7040
L. fermentum Lac 12 0,9485 1,0119 0,9802
L. fermentum Lac 13 0,9723 1,0878 1,0300
L. fermentum Lac 14 1,0073 1,0878 1,0476
L. plantarum Lac 15 1,3041 1,2814 1,2928
L. plantarum Lac 16 1,0691 1,2348 1,1520
L. plantarum Lac 17 0,8403 0,7709 0,8056
L. plantarum Lac 18 0,7772 0,6534 0,7153
L. plantarum Lac 19 1,3459 1,2633 1,3046
L. plantarum Lac 20 0,4600 0,2569 0,3584
L. plantarum Lac 21 0,2780 0,2285 0,2532
L.fermentum Lac 22 0,9767 1,0442 1,0105
L. plantarum Lac 23 1,3308 1,3671 1,3490
L. plantarum Lac 24 1,1607 1,1854 1,1731
L. plantarum Lac 25 1,3208 1,2438 1,2823
L. fermentum Lac 26 1,1881 1,2631 1,2256
L. plantarum Lac 27 0,6962 0,6947 0,6954
L. plantarum Lac 28 0,8265 0,7249 0,7757
L. plantarum Lac 29 0,8215 0,7543 0,7879
L. plantarum Lac 30 0,7089 0,6828 0,6958
L. plantarum Lac 31 1,1041 1,1690 1,1366
L. plantarum Lac 32 1,3682 1,3384 1,3533
L. plantarum Lac 33 1,1463 1,1094 1,1278
L. plantarum Lac 34 0,9332 0,9400 0,9366
L. plantarum Lac 35 1,2220 1,2245 1,2233
L. plantarum Lac 36 1,3471 1,3508 1,3489
L. plantarum Lac 37 1,2252 1,1696 1,1974
L.fermentum Lac 38 1,2736 1,3292 1,3014
L. agilis Lac 39 1,3767 1,3603 1,3685
L. plantarum Lac 40 0,6877 0,7172 0,7024

L. delbrueckii UFVH2B20 0,5743 0,6934 0,6338
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Tabela A.6. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO;, a 37° C por 24 h com 3,75% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,3526 0,2181 0,2853
L. plantarum Lac 02 1,0344 1,0185 1,0265
L. casei Lac 03 0,3299 0,4272 0,3785
L. casei Lac 04 1,1781 1,1060 1,1421
L. plantarum Lac 05 0,2942 0,3227 0,3084
L. plantarum Lac 06 1,2718 1,2468 1,2593
L. fermentum Lac 07 1,1757 1,2562 1,2159
L. fermentum Lac 08 0,0659 0,0312 0,0486
L. fermentum Lac 09 0,6196 0,5825 0,6011
L. plantarum Lac 10 0,4623 0,3478 0,4050
L. plantarum Lac 11 0,8213 0,7365 0,7789
L. fermentum Lac 12 0,7113 0,6118 0,6616
L. fermentum Lac 13 0,4297 0,4264 0,4280
L. fermentum Lac 14 0,0637 0,1652 0,1145
L. plantarum Lac 15 1,1964 1,0830 1,1397
L. plantarum Lac 16 0,8823 0,9491 0,9157
L. plantarum Lac 17 0,7374 0,6911 0,7143
L. plantarum Lac 18 0,5902 0,5154 0,5528
L. plantarum Lac 19 1,2852 1,2552 1,2702
L. plantarum Lac 20 0,2538 0,2327 0,2432
L. plantarum Lac 21 0,2689 0,2704 0,2696
L.fermentum Lac 22 0,9393 1,0401 0,9897
L. plantarum Lac 23 1,2435 1,2761 1,2598
L. plantarum Lac 24 0,9932 0,9762 0,9847
L. plantarum Lac 25 1,1160 1,0457 1,0809
L. fermentum Lac 26 1,0945 1,0607 1,0776
L. plantarum Lac 27 0,5544 0,5979 0,5761
L. plantarum Lac 28 0,5090 0,5227 0,5158
L. plantarum Lac 29 0,6697 0,6403 0,6550
L. plantarum Lac 30 0,5445 0,5281 0,5363
L. plantarum Lac 31 0,8716 0,7975 0,8346
L. plantarum Lac 32 1,2634 1,2449 1,2541
L. plantarum Lac 33 0,9095 0,9701 0,9398
L. plantarum Lac 34 0,5721 0,3827 0,4774
L. plantarum Lac 35 1,0547 1,0520 1,0534
L. plantarum Lac 36 1,1631 1,1442 1,1536
L. plantarum Lac 37 1,0444 1,0222 1,0333
L.fermentum Lac 38 1,2493 1,1810 1,2152
L. agilis Lac 39 1,2498 1,1755 1,2126
L. plantarum Lac 40 0,6705 0,7311 0,7008

L. delbrueckii UFVH2B20 0,5626 0,6012 0,5819
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Tabela A.7. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO; a 37° C por 24 h com 7,50% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,0014 0,0004 0,0009
L. plantarum Lac 02 -0,0094 0,0485 0,0196
L. casei Lac 03 0,0035 -0,0005 0,0015
L. casei Lac 04 0,1069 0,3229 0,2149
L. plantarum Lac 05 0,1683 0,1669 0,1676
L. plantarum Lac 06 0,1878 0,3275 0,2576
L. fermentum Lac 07 0,3217 0,3704 0,3460
L. fermentum Lac 08 -0,0100 0,0035 -0,0033
L. fermentum Lac 09 0,1253 0,0883 0,1068
L. plantarum Lac 10 -0,0008 -0,0011 -0,0010
L. plantarum Lac 11 0,0644 0,1079 0,0862
L. fermentum Lac 12 -0,0034 -0,0087 -0,0061
L. fermentum Lac 13 0,0341 0,0249 0,0295
L. fermentum Lac 14 -0,0120 -0,0105 -0,0113
L. plantarum Lac 15 -0,0036 0,0116 0,0040
L. plantarum Lac 16 -0,0073 -0,0118 -0,0096
L. plantarum Lac 17 0,0045 0,0101 0,0073
L. plantarum Lac 18 0,0819 0,0882 0,0851
L. plantarum Lac 19 0,4638 0,3633 0,4135
L. plantarum Lac 20 0,1253 0,1120 0,1186
L. plantarum Lac 21 0,0934 0,1324 0,1129
L.fermentum Lac 22 -0,0054 0,0145 0,0046
L. plantarum Lac 23 0,3840 0,2208 0,3024
L. plantarum Lac 24 -0,0106 -0,0091 -0,0098
L. plantarum Lac 25 -0,0037 -0,0108 -0,0072
L. fermentum Lac 26 0,0546 0,1146 0,0846
L. plantarum Lac 27 0,1601 0,1339 0,1470
L. plantarum Lac 28 0,0067 0,0041 0,0054
L. plantarum Lac 29 0,1217 0,0770 0,0993
L. plantarum Lac 30 0,1563 0,0694 0,1128
L. plantarum Lac 31 -0,0149 -0,0118 -0,0133
L. plantarum Lac 32 0,0236 0,0744 0,0490
L. plantarum Lac 33 0,0355 0,0865 0,0610
L. plantarum Lac 34 -0,0144 -0,0124 -0,0134
L. plantarum Lac 35 0,0476 0,0166 0,0321
L. plantarum Lac 36 0,0043 0,0039 0,0041
L. plantarum Lac 37 -0,0052 -0,0044 -0,0048
L.fermentum Lac 38 0,1294 0,0922 0,1108
L. agilis Lac 39 -0,0018 0,0160 0,0071
L. plantarum Lac 40 0,0710 0,1531 0,1120

L. delbrueckii UFVH2B20 0,1490 0,0591 0,1040




76

Tabela A.8. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO; a 37° C por 24 h com 15,0% de NaCl.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,0224 0,0227 0,0225
L. plantarum Lac 02 0,0211 0,0069 0,0140
L. casei Lac 03 0,0227 0,0220 0,0223
L. casei Lac 04 0,0058 0,0065 0,0062
L. plantarum Lac 05 0,0236 0,0218 0,0227
L. plantarum Lac 06 0,0211 0,0217 0,0214
L. fermentum Lac 07 0,0252 0,0232 0,0242
L. fermentum Lac 08 0,0064 0,0112 0,0088
L. fermentum Lac 09 0,0119 0,0116 0,0118
L. plantarum Lac 10 0,0253 0,0279 0,0266
L. plantarum Lac 11 0,0052 0,0079 0,0066
L. fermentum Lac 12 0,0101 0,0083 0,0092
L. fermentum Lac 13 0,0260 0,0233 0,0246
L. fermentum Lac 14 0,0070 0,0071 0,0071
L. plantarum Lac 15 0,0083 0,0076 0,0080
L. plantarum Lac 16 0,0100 0,0078 0,0089
L. plantarum Lac 17 0,0056 0,0075 0,0066
L. plantarum Lac 18 0,0051 0,0062 0,0057
L. plantarum Lac 19 0,0249 0,0308 0,0278
L. plantarum Lac 20 0,0296 0,0253 0,0274
L. plantarum Lac 21 0,0206 0,0211 0,0208
L.fermentum Lac 22 0,0070 0,0079 0,0075
L. plantarum Lac 23 0,0051 0,0076 0,0064
L. plantarum Lac 24 0,0088 0,0089 0,0089
L. plantarum Lac 25 0,0062 0,0067 0,0065
L. fermentum Lac 26 0,0232 0,0243 0,0237
L. plantarum Lac 27 0,0228 0,0223 0,0225
L. plantarum Lac 28 0,0220 0,0204 0,0212
L. plantarum Lac 29 0,0201 0,0198 0,0199
L. plantarum Lac 30 0,0225 0,0247 0,0236
L. plantarum Lac 31 0,0058 0,0084 0,0071
L. plantarum Lac 32 0,0216 0,0269 0,0242
L. plantarum Lac 33 0,0212 0,0238 0,0225
L. plantarum Lac 34 0,0036 0,0039 0,0038
L. plantarum Lac 35 0,0089 0,0055 0,0072
L. plantarum Lac 36 0,0198 0,0233 0,0215
L. plantarum Lac 37 0,0063 0,0041 0,0052
L.fermentum Lac 38 0,0175 0,0063 0,0119
L. agilis Lac 39 0,0201 0,0294 0,0247
L. plantarum Lac 40 0,0160 0,0221 0,0190

L. delbrueckii UFVH2B20 0,0112 0,0283 0,0197
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APENDENCE B. AVALIACAO COM CONCENTRACOES DE SAIS Bl LIARES

Nas tabelas a seguir estdo os valores de absorbancia obtidas de
experimentos com a adi¢ao de sais biliares variando de 0 a 10%. Tais ensaios foram

realizados em duplicata.

Tabela B.1. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37°C em atmosfera de
5% de CO; a 37° C por 24 h controle.

Espécies Cddigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 1,1185 0,4039 0,7612
L. plantarum Lac 02 1,3418 1,3409 1,3414
L. casei Lac 03 1,3236 1,3008 1,3122
L. casei Lac 04 1,3493 1,3399 1,3446
L. plantarum Lac 05 0,6737 0,6629 0,6683
L. plantarum Lac 06 1,3220 1,3195 1,3208
L. fermentum Lac 07 1,1662 1,2392 1,2027
L. fermentum Lac 08 1,0491 1,0167 1,0329
L. fermentum Lac 09 1,0555 1,0998 1,0777
L. plantarum Lac 10 1,0686 1,0842 1,0764
L. plantarum Lac 11 1,1255 1,0878 1,1067
L. fermentum Lac 12 1,0740 1,0933 1,0837
L. fermentum Lac 13 1,1281 1,1225 1,1253
L. fermentum Lac 14 1,3340 1,3273 1,3307
L. plantarum Lac 15 1,3531 1,3586 1,3559
L. plantarum Lac 16 1,1197 1,1143 1,1170
L. plantarum Lac 17 0,6008 0,6231 0,6120
L. plantarum Lac 18 0,5859 0,5997 0,5928
L. plantarum Lac 19 1,3452 1,3340 1,3396
L. plantarum Lac 20 0,9046 0,9120 0,9083
L. plantarum Lac 21 0,9804 0,9815 0,9809
L.fermentum Lac 22 1,1767 1,1721 1,1744
L. plantarum Lac 23 1,2119 1,3040 1,2579
L. plantarum Lac 24 1,2727 1,1810 1,2268
L. plantarum Lac 25 1,3208 1,3145 1,3176
L. fermentum Lac 26 1,1992 1,1802 1,1897
L. plantarum Lac 27 0,5504 0,5116 0,5310
L. plantarum Lac 28 0,6498 0,5922 0,6210
L. plantarum Lac 29 0,7788 0,7090 0,7439
L. plantarum Lac 30 0,6547 0,6931 0,6739
L. plantarum Lac 31 1,3282 1,3322 1,3302
L. plantarum Lac 32 1,3363 1,3394 1,3379
L. plantarum Lac 33 1,3758 1,3545 1,3652
L. plantarum Lac 34 1,3190 1,3259 1,3225
L. plantarum Lac 35 1,3757 1,3411 1,3584
L. plantarum Lac 36 1,3384 1,3464 1,3424
L. plantarum Lac 37 1,3414 1,3413 1,3414
L.fermentum Lac 38 1,3292 1,3354 1,3323
L. agilis Lac 39 1,2680 1,3169 1,2925
L. plantarum Lac 40 0,5654 0,6716 0,6185

L. delbrueckii UFVH2B20 0,4925 0,4070 0,4497
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Tabela B.2. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h 0,16% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,1142 -0,0082 0,0530
L. plantarum Lac 02 1,3185 1,3365 1,3275
L. casei Lac 03 0,7788 0,0035 0,3912
L. casei Lac 04 1,3268 1,3648 1,3458
L. plantarum Lac 05 0,6660 0,6658 0,6659
L. plantarum Lac 06 1,3701 1,3625 1,3663
L. fermentum Lac 07 1,3701 1,3081 1,3391
L. fermentum Lac 08 1,0493 0,9373 0,9933
L. fermentum Lac 09 0,6444 0,6767 0,6606
L. plantarum Lac 10 0,9812 1,0686 1,0249
L. plantarum Lac 11 0,6624 0,5922 0,6273
L. fermentum Lac 12 0,8837 0,9499 0,9168
L. fermentum Lac 13 0,7066 0,6540 0,6803
L. fermentum Lac 14 1,2538 1,2650 1,2594
L. plantarum Lac 15 1,3448 1,3436 1,3442
L. plantarum Lac 16 1,0407 0,7592 0,9000
L. plantarum Lac 17 0,7436 0,7907 0,7672
L. plantarum Lac 18 0,7335 0,7591 0,7463
L. plantarum Lac 19 1,3398 1,3530 1,3464
L. plantarum Lac 20 0,7188 0,7506 0,7347
L. plantarum Lac 21 0,3689 0,4184 0,3936
L.fermentum Lac 22 1,0430 1,2638 1,1534
L. plantarum Lac 23 1,3261 1,3680 1,3470
L. plantarum Lac 24 1,2457 1,2737 1,2597
L. plantarum Lac 25 1,3141 1,3165 1,3153
L. fermentum Lac 26 1,2902 1,3090 1,2996
L. plantarum Lac 27 0,6603 0,6935 0,6769
L. plantarum Lac 28 0,5755 0,5841 0,5798
L. plantarum Lac 29 0,6796 0,7936 0,7366
L. plantarum Lac 30 0,5871 0,6207 0,6039
L. plantarum Lac 31 1,3182 1,3560 1,3371
L. plantarum Lac 32 1,3406 1,3174 1,3290
L. plantarum Lac 33 1,3473 1,3290 1,3382
L. plantarum Lac 34 1,2673 1,3293 1,2983
L. plantarum Lac 35 1,3182 1,3136 1,3159
L. plantarum Lac 36 1,3199 1,3333 1,3266
L. plantarum Lac 37 1,3502 1,3475 1,3489
L.fermentum Lac 38 1,3436 1,3512 1,3474
L. agilis Lac 39 1,2168 1,2952 1,2560
L. plantarum Lac 40 0,6867 0,8995 0,7931

L. delbrueckii UFVH2B20 0,5879 0,6227 0,6053
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Tabela B.3. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h 0,31% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,0052 -0,0307 -0,0127
L. plantarum Lac 02 1,2854 1,3986 1,3420
L. casei Lac 03 0,5768 0,1009 0,3389
L. casei Lac 04 1,3653 1,3857 1,3755
L. plantarum Lac 05 0,6545 0,6855 0,6700
L. plantarum Lac 06 1,3236 1,4224 1,3730
L. fermentum Lac 07 1,3017 1,3316 1,3167
L. fermentum Lac 08 0,6964 0,6743 0,6854
L. fermentum Lac 09 0,6891 0,8215 0,7553
L. plantarum Lac 10 0,9163 0,8393 0,8778
L. plantarum Lac 11 0,4115 0,3982 0,4049
L. fermentum Lac 12 0,9040 0,7466 0,8253
L. fermentum Lac 13 0,8624 0,7983 0,8304
L. fermentum Lac 14 1,3791 1,3513 1,3652
L. plantarum Lac 15 1,3654 1,3522 1,3588
L. plantarum Lac 16 0,9255 0,9385 0,9320
L. plantarum Lac 17 0,8297 0,8483 0,8390
L. plantarum Lac 18 0,8260 0,8353 0,8307
L. plantarum Lac 19 1,3616 1,3895 1,3756
L. plantarum Lac 20 0,7838 0,7783 0,7811
L. plantarum Lac 21 0,5701 0,5901 0,5801
L.fermentum Lac 22 1,0350 1,2607 1,1478
L. plantarum Lac 23 1,3067 1,3222 1,3144
L. plantarum Lac 24 1,3330 1,3499 1,3414
L. plantarum Lac 25 1,2760 1,3098 1,2929
L. fermentum Lac 26 1,3175 1,3295 1,3235
L. plantarum Lac 27 0,8442 0,8837 0,8639
L. plantarum Lac 28 0,6879 0,8145 0,7512
L. plantarum Lac 29 0,7495 0,9011 0,8253
L. plantarum Lac 30 0,6914 0,7959 0,7436
L. plantarum Lac 31 1,3436 1,3841 1,3639
L. plantarum Lac 32 1,3978 1,3635 1,3807
L. plantarum Lac 33 1,3424 1,3463 1,3444
L. plantarum Lac 34 1,3703 1,3649 1,3676
L. plantarum Lac 35 1,3759 1,3714 1,3737
L. plantarum Lac 36 1,4070 1,3606 1,3838
L. plantarum Lac 37 1,3607 1,3929 1,3768
L.fermentum Lac 38 1,3277 1,3415 1,3346
L. agilis Lac 39 1,0607 1,1986 1,1297
L. plantarum Lac 40 0,9044 0,9100 0,9072

L. delbrueckii UFVH2B20 0,5990 0,5384 0,5687
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Tabela B.4. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h com 0,62% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 -0,0256 -0,0291 -0,0273
L. plantarum Lac 02 1,4441 1,4404 1,4423
L. casei Lac 03 -0,0275 -0,0305 -0,0290
L. casei Lac 04 1,4633 1,5014 1,4824
L. plantarum Lac 05 0,6381 0,6565 0,6473
L. plantarum Lac 06 1,4397 1,4497 1,4447
L. fermentum Lac 07 1,4403 1,4159 1,4281
L. fermentum Lac 08 0,4361 0,5033 0,4697
L. fermentum Lac 09 0,9680 1,0106 0,9893
L. plantarum Lac 10 1,0609 1,0386 1,0498
L. plantarum Lac 11 0,3718 1,1642 0,7680
L. fermentum Lac 12 0,7478 0,7010 0,7244
L. fermentum Lac 13 1,0534 1,1172 1,0853
L. fermentum Lac 14 1,4353 1,3796 1,4075
L. plantarum Lac 15 1,4947 1,4511 1,4729
L. plantarum Lac 16 0,5961 0,6866 0,6414
L. plantarum Lac 17 1,0751 1,0862 1,0807
L. plantarum Lac 18 1,1139 1,1116 1,1128
L. plantarum Lac 19 1,4887 1,4735 1,4811
L. plantarum Lac 20 0,8472 0,8115 0,8294
L. plantarum Lac 21 0,5415 0,5969 0,5692
L.fermentum Lac 22 0,9686 1,3444 1,1565
L. plantarum Lac 23 1,4251 1,4432 1,4341
L. plantarum Lac 24 1,3998 1,4525 1,4261
L. plantarum Lac 25 1,3332 1,4051 1,3691
L. fermentum Lac 26 1,4572 1,4596 1,4584
L. plantarum Lac 27 1,0631 1,0593 1,0612
L. plantarum Lac 28 0,9415 1,0215 0,9815
L. plantarum Lac 29 1,2115 1,2187 1,2151
L. plantarum Lac 30 1,1376 1,1240 1,1308
L. plantarum Lac 31 1,3718 1,4099 1,3909
L. plantarum Lac 32 1,4680 1,4420 1,4550
L. plantarum Lac 33 1,4469 1,4888 1,4679
L. plantarum Lac 34 1,4369 1,4421 1,4395
L. plantarum Lac 35 1,4417 1,4195 1,4306
L. plantarum Lac 36 1,4155 1,4695 1,4425
L. plantarum Lac 37 1,4183 1,5033 1,4608
L.fermentum Lac 38 1,4118 1,4094 1,4106
L. agilis Lac 39 1,0675 1,4270 1,2473
L. plantarum Lac 40 1,0679 1,1015 1,0847

L. delbrueckii UFVH2B20 0,5044 0,5663 0,5353
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Tabela B.5. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h com 1,25% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 -0,0250 -0,0238 -0,0244
L. plantarum Lac 02 1,4811 1,4759 1,4785
L. casei Lac 03 -0,0198 -0,0121 -0,0159
L. casei Lac 04 1,6030 1,4937 1,5484
L. plantarum Lac 05 0,5651 0,5439 0,5545
L. plantarum Lac 06 1,4848 1,5199 1,5024
L. fermentum Lac 07 1,4427 1,4046 1,4237
L. fermentum Lac 08 0,4034 0,4048 0,4041
L. fermentum Lac 09 0,8517 0,8489 0,8503
L. plantarum Lac 10 0,8544 0,5760 0,7152
L. plantarum Lac 11 0,0659 0,2416 0,1538
L. fermentum Lac 12 0,7036 0,6702 0,6869
L. fermentum Lac 13 1,2529 1,1946 1,2238
L. fermentum Lac 14 1,4356 1,3406 1,3881
L. plantarum Lac 15 1,5144 1,4819 1,4982
L. plantarum Lac 16 0,8669 0,6468 0,7569
L. plantarum Lac 17 1,1448 1,1567 1,1508
L. plantarum Lac 18 1,2294 1,2217 1,2256
L. plantarum Lac 19 1,5285 1,5079 1,5182
L. plantarum Lac 20 0,8615 0,7999 0,8307
L. plantarum Lac 21 0,4503 0,4626 0,4564
L.fermentum Lac 22 0,7422 1,1749 0,9585
L. plantarum Lac 23 1,4655 1,5165 1,4910
L. plantarum Lac 24 1,4787 1,4376 1,4581
L. plantarum Lac 25 1,4352 1,5346 1,4849
L. fermentum Lac 26 1,4570 1,4655 1,4612
L. plantarum Lac 27 1,2045 1,2305 1,2175
L. plantarum Lac 28 1,1437 1,1016 1,1226
L. plantarum Lac 29 1,3364 1,2818 1,3091
L. plantarum Lac 30 1,2340 1,2067 1,2203
L. plantarum Lac 31 1,4966 1,5283 1,5125
L. plantarum Lac 32 1,4747 1,5167 1,4957
L. plantarum Lac 33 1,4927 1,4754 1,4841
L. plantarum Lac 34 1,4921 1,4793 1,4857
L. plantarum Lac 35 1,4627 1,4941 1,4784
L. plantarum Lac 36 1,5164 1,5003 1,5084
L. plantarum Lac 37 1,4705 1,5289 1,4997
L.fermentum Lac 38 1,4988 1,4959 1,4974
L. agilis Lac 39 0,0544 1,3538 0,7041
L. plantarum Lac 40 1,0755 1,1636 1,1196

L. delbrueckii UFVH2B20 0,4992 0,5000 0,4996
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Tabela B.6. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h com 2,50% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 -0,0250 -0,0238 -0,0244
L. plantarum Lac 02 1,4811 1,4759 1,4785
L. casei Lac 03 -0,0198 -0,0121 -0,0159
L. casei Lac 04 1,6030 1,4937 1,5484
L. plantarum Lac 05 0,5651 0,5439 0,5545
L. plantarum Lac 06 1,4848 1,5199 1,5024
L. fermentum Lac 07 1,4427 1,4046 1,4237
L. fermentum Lac 08 0,4034 0,4048 0,4041
L. fermentum Lac 09 0,8517 0,8489 0,8503
L. plantarum Lac 10 0,8544 0,5760 0,7152
L. plantarum Lac 11 0,0659 0,2416 0,1538
L. fermentum Lac 12 0,7036 0,6702 0,6869
L. fermentum Lac 13 1,2529 1,1946 1,2238
L. fermentum Lac 14 1,4356 1,3406 1,3881
L. plantarum Lac 15 1,5144 1,4819 1,4982
L. plantarum Lac 16 0,8669 0,6468 0,7569
L. plantarum Lac 17 1,1448 1,1567 1,1508
L. plantarum Lac 18 1,2294 1,2217 1,2256
L. plantarum Lac 19 1,5285 1,5079 1,5182
L. plantarum Lac 20 0,8615 0,7999 0,8307
L. plantarum Lac 21 0,4503 0,4626 0,4564
L.fermentum Lac 22 0,7422 1,1749 0,9585
L. plantarum Lac 23 1,4655 1,5165 1,4910
L. plantarum Lac 24 1,4787 1,4376 1,4581
L. plantarum Lac 25 1,4352 1,5346 1,4849
L. fermentum Lac 26 1,4570 1,4655 1,4612
L. plantarum Lac 27 1,2045 1,2305 1,2175
L. plantarum Lac 28 1,1437 1,1016 1,1226
L. plantarum Lac 29 1,3364 1,2818 1,3091
L. plantarum Lac 30 1,2340 1,2067 1,2203
L. plantarum Lac 31 1,4966 1,5283 1,5125
L. plantarum Lac 32 1,4747 1,5167 1,4957
L. plantarum Lac 33 1,4927 1,4754 1,4841
L. plantarum Lac 34 1,4921 1,4793 1,4857
L. plantarum Lac 35 1,4627 1,4941 1,4784
L. plantarum Lac 36 1,5164 1,5003 1,5084
L. plantarum Lac 37 1,4705 1,5289 1,4997
L.fermentum Lac 38 1,4988 1,4959 1,4974
L. agilis Lac 39 0,0544 1,3538 0,7041
L. plantarum Lac 40 1,0755 1,1636 1,1196

L. delbrueckii UFVH2B20 0,4992 0,5000 0,4996
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Tabela B.7. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h com 5,0% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,0099 1,3770 0,6935
L. plantarum Lac 02 1,3942 1,3794 1,3868
L. casei Lac 03 0,0075 1,0973 0,5524
L. casei Lac 04 1,4065 1,4161 1,4113
L. plantarum Lac 05 0,6293 0,6314 0,6304
L. plantarum Lac 06 1,4182 1,4212 1,4197
L. fermentum Lac 07 1,3529 1,3094 1,3312
L. fermentum Lac 08 0,0489 0,0243 0,0366
L. fermentum Lac 09 0,7443 0,7597 0,7520
L. plantarum Lac 10 0,5747 0,4695 0,5221
L. plantarum Lac 11 0,0024 0,0137 0,0081
L. fermentum Lac 12 0,7586 0,6410 0,6998
L. fermentum Lac 13 0,7994 0,6965 0,7480
L. fermentum Lac 14 1,3469 1,2886 1,3178
L. plantarum Lac 15 1,4107 1,4314 1,4211
L. plantarum Lac 16 0,2442 0,5006 0,3724
L. plantarum Lac 17 0,5050 0,6172 0,5611
L. plantarum Lac 18 0,6693 0,8428 0,7561
L. plantarum Lac 19 1,3940 1,3870 1,3905
L. plantarum Lac 20 0,9191 0,9101 0,9146
L. plantarum Lac 21 0,5474 0,5613 0,5543
L.fermentum Lac 22 1,4328 1,4860 1,4594
L. plantarum Lac 23 1,4126 1,4121 1,4123
L. plantarum Lac 24 1,4263 1,4484 1,4373
L. plantarum Lac 25 1,4123 1,4037 1,4080
L. fermentum Lac 26 1,3498 1,3930 1,3714
L. plantarum Lac 27 0,8482 0,8829 0,8655
L. plantarum Lac 28 0,8646 0,8973 0,8809
L. plantarum Lac 29 0,9772 1,0905 1,0338
L. plantarum Lac 30 0,8417 0,8066 0,8241
L. plantarum Lac 31 1,4425 1,4263 1,4344
L. plantarum Lac 32 1,4146 1,4199 1,4173
L. plantarum Lac 33 1,4037 1,3988 1,4013
L. plantarum Lac 34 1,3912 1,4252 1,4082
L. plantarum Lac 35 1,3379 1,4005 1,3692
L. plantarum Lac 36 1,4279 1,4225 1,4252
L. plantarum Lac 37 1,4063 1,3718 1,3891
L.fermentum Lac 38 1,4381 1,4286 1,4334
L. agilis Lac 39 1,1699 1,0344 1,1022
L. plantarum Lac 40 0,7540 0,9014 0,8277

L. delbrueckii UFVH2B20 0,5787 0,6346 0,6067




Tabela B.8. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, a 37° C em atmosfera de
5% de CO, a 37° C por 24 h com 10,0% de sais biliares.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,0705 0,0831 0,0768
L. plantarum Lac 02 1,2843 1,2973 1,2908
L. casei Lac 03 0,0689 0,0790 0,0740
L. casei Lac 04 1,3086 1,3388 1,3237
L. plantarum Lac 05 0,6403 0,7246 0,6825
L. plantarum Lac 06 1,2085 1,3062 1,2574
L. fermentum Lac 07 1,2970 1,2367 1,2669
L. fermentum Lac 08 0,0682 0,0945 0,0814
L. fermentum Lac 09 0,7814 0,7369 0,7592
L. plantarum Lac 10 0,2857 0,0913 0,1885
L. plantarum Lac 11 0,0615 0,1700 0,1158
L. fermentum Lac 12 0,3811 0,5792 0,4802
L. fermentum Lac 13 0,6934 0,5895 0,6415
L. fermentum Lac 14 1,1298 1,1333 1,1316
L. plantarum Lac 15 1,3200 1,3360 1,3280
L. plantarum Lac 16 1,0631 0,0844 0,5738
L. plantarum Lac 17 0,4792 0,4517 0,4655
L. plantarum Lac 18 0,5698 0,5082 0,5390
L. plantarum Lac 19 1,3512 1,3541 1,3527
L. plantarum Lac 20 0,8735 0,5071 0,6903
L. plantarum Lac 21 0,6641 0,7186 0,6913
L.fermentum Lac 22 1,2554 1,0205 1,1379
L. plantarum Lac 23 1,3320 1,3679 1,3499
L. plantarum Lac 24 1,3408 1,3039 1,3223
L. plantarum Lac 25 1,2855 1,2715 1,2785
L. fermentum Lac 26 1,2028 1,2251 1,2139
L. plantarum Lac 27 0,8459 0,6346 0,7402
L. plantarum Lac 28 0,8859 0,5219 0,7039
L. plantarum Lac 29 0,8783 0,8962 0,8872
L. plantarum Lac 30 0,8225 0,7722 0,7973
L. plantarum Lac 31 1,3182 1,3533 1,3358
L. plantarum Lac 32 1,3166 1,3214 1,3190
L. plantarum Lac 33 1,2764 1,3174 1,2969
L. plantarum Lac 34 1,2945 1,3135 1,3040
L. plantarum Lac 35 1,3046 1,3086 1,3066
L. plantarum Lac 36 1,3493 1,3719 1,3606
L. plantarum Lac 37 1,3004 1,3538 1,3271
L.fermentum Lac 38 1,3361 1,3751 1,3556
L. agilis Lac 39 0,1003 0,6716 0,3860
L. plantarum Lac 40 0,8641 0,7122 0,7882

L. delbrueckii UFVH2B20 0,6245 0,7377 0,6811
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APENDICE C. AVALIACAO DE TEMPERATURA

Nas tabelas abaixo estdo representados as leituras de absorbansias
obtidas em condi¢cdes de temperatura de 15°C, 37°C e 45°C. Tais ensaios foram
realizados em quadruplicata e suas médias foram calculadas.

Tabela C.1. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, e em atmosfera de 5% de
CO, a 15° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,0040 -0,0137 0,0072 -0,0129 -0,0065
L. plantarum Lac 02 0,0061 -0,0126 0,0070 -0,0128 -0,0031
L. casei Lac 03 0,0110 -0,0139 0,0055 -0,0117 -0,0023
L. casei Lac 04 0,0110 -0,0065 0,0072 -0,0149 -0,0008
L. plantarum Lac 05 0,0244 0,0146 0,0186 0,0008 0,0146
L. plantarum Lac 06 0,0236 0,0053 0,0089 -0,0074 0,0076
L. fermentum Lac 07 0,0309 0,0236 0,0132 -0,0058 0,0155
L. fermentum Lac 08 0,0059 -0,0148 0,0032 -0,0168 -0,0056
L. fermentum Lac 09 0,0158 0,0023 0,0143 -0,0071 0,0063
L. plantarum Lac 10 0,0057 -0,0173 0,0036 -0,0174 -0,0063
L. plantarum Lac 11 -0,0154 -0,0162 -0,0138 -0,0141 -0,0148
L. fermentum Lac 12 -0,0139 -0,0135 -0,0139 -0,0157 -0,0142
L. fermentum Lac 13 -0,0093 -0,0077 -0,0120 -0,0130 -0,0105
L. fermentum Lac 14 -0,0154 -0,0160 -0,0145 -0,0160 -0,0154
L. plantarum Lac 15 -0,0143 -0,0025 -0,0082 -0,0094 -0,0086
L. plantarum Lac 16 -0,0135 -0,0154 -0,0142 -0,0165 -0,0149
L. plantarum Lac 17 -0,0061 -0,0081 -0,0101 -0,0102 -0,0086
L. plantarum Lac 18 0,0025 -0,0034 -0,0102 -0,0059 -0,0042
L. plantarum Lac 19 -0,0091 0,0203 0,0074 0,0091 0,0069
L. plantarum Lac 20 -0,0246 -0,0265 0,0031 -0,0033 -0,0128
L. plantarum Lac 21 0,0142 0,0613 0,0147 0,0230 0,0283
L.fermentum Lac 22 -0,0149 -0,0161 -0,0160 -0,0168 -0,0159
L. plantarum Lac 23 -0,0149 -0,0128 -0,0067 -0,0127 -0,0117
L. plantarum Lac 24 -0,0122 -0,0109 -0,0102 -0,0108 -0,0110
L. plantarum Lac 25 -0,0171 -0,0150 -0,0104 -0,0167 -0,0148
L. fermentum Lac 26 -0,0110 -0,0015 -0,0115 -0,0041 -0,0070
L. plantarum Lac 27 0,0530 0,1091 0,0281 0,0590 0,0623
L. plantarum Lac 28 0,0332 0,0220 0,0257 0,1339 0,0537
L. plantarum Lac 29 -0,0105 -0,0030 0,0275 0,0240 0,0095
L. plantarum Lac 30 -0,0058 0,0567 0,0219 0,0930 0,0414
L. plantarum Lac 31 -0,0140 0,0203 0,0430 0,0218 0,0178
L. plantarum Lac 32 -0,0013 0,0181 0,0301 0,0434 0,0226
L. plantarum Lac 33 -0,0011 0,0321 0,0335 0,1177 0,0455
L. plantarum Lac 34 0,0956 0,1285 0,0424 0,1328 0,0998
L. plantarum Lac 35 -0,0019 -0,0068 -0,0106 0,0212 0,0005
L. plantarum Lac 36 0,0054 0,0183 0,0013 0,0097 0,0087
L. plantarum Lac 37 0,0120 0,0006 0,0184 0,0723 0,0258
L.fermentum Lac 38 -0,0039 0,0078 0,0056 0,0227 0,0080
L. agilis Lac 39 -0,0150 -0,0157 -0,0158 -0,0173 -0,0159
L. plantarum Lac 40 0,5080 0,5751 0,3025 0,3379 0,4309

L. delbrueckii UFVH2B20 -0,0071 0,0056 0,0053 0,0103 0,0035
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Tabela C.2. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, em atmosfera de 5% de
CO, & 37° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,4068 0,0217 0,7705 0,3827 0,3954
L. plantarum Lac 02 1,3207 1,0699 1,3020 1,3216 1,2535
L. casei Lac 03 1,3111 0,3581 0,7873 1,5107 0,9918
L. casei Lac 04 1,2799 1,2008 1,2888 1,3321 1,2754
L. plantarum Lac 05 0,5766 0,5066 0,4628 0,3229 0,4672
L. plantarum Lac 06 1,0808 1,1448 1,2499 1,2626 1,1845
L. fermentum Lac 07 0,9834 0,8598 1,1471 1,0210 1,0028
L. fermentum Lac 08 0,5945 1,0039 0,9701 0,9338 0,8756
L. fermentum Lac 09 0,7780 0,6004 1,0370 1,0132 0,8571
L. plantarum Lac 10 0,4608 0,9994 0,9808 0,9335 0,8436
L. plantarum Lac 11 0,8537 0,6715 0,9269 0,9128 0,8412
L. fermentum Lac 12 0,9579 0,9092 1,0015 0,9812 0,9624
L. fermentum Lac 13 0,9263 0,8803 1,0147 1,0158 0,9593
L. fermentum Lac 14 1,1654 0,5824 0,6449 1,2204 0,9033
L. plantarum Lac 15 1,3299 1,1681 1,2818 1,2802 1,2650
L. plantarum Lac 16 1,1370 1,0735 0,9858 0,9586 1,0387
L. plantarum Lac 17 0,6847 0,3212 0,2997 0,4061 0,4279
L. plantarum Lac 18 0,3541 0,2328 0,2196 0,3961 0,3006
L. plantarum Lac 19 1,2014 1,2308 1,2960 1,2794 1,2519
L. plantarum Lac 20 0,8807 0,5701 0,5411 0,5044 0,6241
L. plantarum Lac 21 0,7403 0,3425 0,7005 0,7228 0,6265
L.fermentum Lac 22 1,4173 1,0297 0,9337 0,8197 1,0501
L. plantarum Lac 23 1,1600 1,0209 1,2026 1,2984 1,1705
L. plantarum Lac 24 1,0624 0,9496 1,3608 1,2383 1,1528
L. plantarum Lac 25 1,1718 1,0329 1,2367 1,2399 1,1703
L. fermentum Lac 26 1,0482 1,1741 1,1332 1,1700 1,1314
L. plantarum Lac 27 0,8374 0,6200 0,4153 0,5691 0,6104
L. plantarum Lac 28 0,8065 0,6696 0,6992 0,4938 0,6673
L. plantarum Lac 29 0,8459 0,7280 0,6053 0,6699 0,7123
L. plantarum Lac 30 0,7677 0,3598 0,7409 0,5666 0,6087
L. plantarum Lac 31 1,2269 1,2044 1,2961 1,2729 1,2501
L. plantarum Lac 32 1,1860 1,2012 1,2685 1,3456 1,2503
L. plantarum Lac 33 1,1060 1,0210 1,1783 1,0561 1,0903
L. plantarum Lac 34 1,2620 1,1964 1,2661 1,1420 1,2166
L. plantarum Lac 35 1,2222 1,4404 1,2701 1,2177 1,2876
L. plantarum Lac 36 1,2555 1,2585 1,2730 1,3040 1,2727
L. plantarum Lac 37 1,3163 1,3185 1,3505 1,3334 1,3297
L.fermentum Lac 38 1,3047 1,2964 1,3240 1,3429 1,3170
L. agilis Lac 39 1,0711 0,9629 1,2650 0,9982 1,0743
L. plantarum Lac 40 0,5284 0,6896 0,5160 0,5102 0,5610

L. delbrueckii UFVH2B20 0,7523 0,7951 0,5742 0,4937 0,6538
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Tabela C.1. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, em atmosfera de 5% de
CO; a 45° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DOgoo Média
L. fermentum Lac 01 0,0043 -0,0137 0,0051 -0,0095 -0,0035
L. plantarum Lac 02 0,0042 -0,0141 0,0025 -0,0154 -0,0057
L. casei Lac 03 0,0025 -0,0152 0,0039 -0,0124 -0,0053
L. casei Lac 04 0,0024 -0,0164 0,0049 -0,0103 -0,0049
L. plantarum Lac 05 0,4398 0,2998 0,0500 0,0833 0,2182
L. plantarum Lac 06 0,0731 -0,0159 0,0325 -0,0039 0,0215
L. fermentum Lac 07 0,0041 -0,0174 0,0052 -0,0131 -0,0053
L. fermentum Lac 08 0,1462 0,1957 0,4733 0,2240 0,2598
L. fermentum Lac 09 0,3806 0,4203 0,2441 0,2208 0,3165
L. plantarum Lac 10 0,4167 0,5539 0,2814 0,2110 0,3658
L. plantarum Lac 11 0,0184 0,0575 0,0296 0,0251 0,0327
L. fermentum Lac 12 0,1229 0,8059 0,0445 0,0270 0,2501
L. fermentum Lac 13 0,4336 0,4975 0,3339 0,4676 0,4332
L. fermentum Lac 14 -0,0147 -0,0179 -0,0150 -0,0165 -0,0160
L. plantarum Lac 15 0,6748 0,7677 0,0060 -0,0080 0,3601
L. plantarum Lac 16 0,7741 0,6751 -0,0059 -0,0053 0,3595
L. plantarum Lac 17 0,2266 0,3322 0,2287 0,0805 0,2170
L. plantarum Lac 18 0,2303 0,4963 0,1312 0,1634 0,2553
L. plantarum Lac 19 -0,0249 -0,0269 -0,0137 -0,0171 -0,0207
L. plantarum Lac 20 0,1264 0,1029 0,2674 0,2090 0,1764
L. plantarum Lac 21 0,4623 0,2589 0,2275 0,2329 0,2954
L.fermentum Lac 22 -0,0100 -0,0128 -0,0143 -0,0172 -0,0136
L. plantarum Lac 23 0,1773 -0,0131 -0,0163 0,2518 0,0999
L. plantarum Lac 24 -0,0152 -0,0146 -0,0128 -0,0135 -0,0140
L. plantarum Lac 25 -0,0162 -0,0135 -0,0157 -0,0154 -0,0152
L. fermentum Lac 26 -0,0174 -0,0184 -0,0124 -0,0133 -0,0154
L. plantarum Lac 27 0,2701 0,2715 0,2810 0,3572 0,2950
L. plantarum Lac 28 0,3291 0,4328 0,1399 0,1180 0,2550
L. plantarum Lac 29 0,2077 0,2694 0,2134 0,1924 0,2207
L. plantarum Lac 30 0,2537 0,2357 0,2335 0,2522 0,2438
L. plantarum Lac 31 -0,0178 -0,0208 -0,0155 -0,0219 -0,0190
L. plantarum Lac 32 -0,0170 -0,0206 -0,0159 -0,0188 -0,0181
L. plantarum Lac 33 -0,0168 -0,0200 -0,0179 -0,0212 -0,0190
L. plantarum Lac 34 -0,0158 -0,0165 -0,0276 -0,0330 -0,0232
L. plantarum Lac 35 -0,0148 -0,0184 -0,0101 -0,0167 -0,0150
L. plantarum Lac 36 -0,0173 -0,0194 -0,0140 -0,0195 -0,0176
L. plantarum Lac 37 -0,0155 0,0478 0,1415 0,0002 0,0435
L.fermentum Lac 38 0,1390 -0,0141 0,2601 -0,0119 0,0933
L. agilis Lac 39 -0,0149 -0,0186 -0,0086 -0,0093 -0,0129
L. plantarum Lac 40 0,4398 0,5164 0,2341 0,2775 0,3670

L. delbrueckii UFVH2B20 0,2813 0,1883 0,2257 0,2588 0,2385
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APENDICE D. AVALIACAO DE pH

Nas tabelas abaixo estdo representados as leituras de absorbansias obtidas
em condicOes de pH de 3, 5, 6 e 7. Tais ensaios foram realizados em quadruplicata

e suas médias foram calculadas

Tabela D.1. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, em pH 3 e em atmosfera
de 5% de CO, a 37° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,0092 -0,0065 0,0103 -0,0048 0,0020
L. plantarum Lac 02 0,0098 -0,0072 0,0074 0,0031 0,0033
L. casei Lac 03 0,0072 -0,0066 0,0077 -0,0007 0,0019
L. casei Lac 04 0,0090 -0,0038 0,0117 -0,0027 0,0035
L. plantarum Lac 05 0,0074 -0,0034 0,0089 -0,0028 0,0025
L. plantarum Lac 06 0,0078 0,0038 0,0048 -0,0052 0,0028
L. fermentum Lac 07 0,0079 -0,0041 0,0111 0,0013 0,0040
L. fermentum Lac 08 0,0115 -0,0072 0,0116 -0,0035 0,0031
L. fermentum Lac 09 0,0056 -0,0046 0,0161 -0,0073 0,0024
L. plantarum Lac 10 0,0170 0,0012 0,0154 -0,0082 0,0063
L. plantarum Lac 11 -0,0103 -0,0137 0,0009 0,0015 -0,0054
L. fermentum Lac 12 0,0001 -0,0090 0,0031 -0,0011 -0,0017
L. fermentum Lac 13 0,0045 -0,0111 -0,0008 0,0006 -0,0017
L. fermentum Lac 14 -0,0071 -0,0085 0,0023 -0,0044 -0,0044
L. plantarum Lac 15 0,0023 -0,0082 0,0057 -0,0010 -0,0003
L. plantarum Lac 16 -0,0087 -0,0108 -0,0013 -0,0066 -0,0069
L. plantarum Lac 17 0,0040 -0,0059 -0,0025 -0,0080 -0,0031
L. plantarum Lac 18 -0,0041 -0,0064 0,0040 -0,0094 -0,0040
L. plantarum Lac 19 -0,0011 -0,0063 0,0082 -0,0095 -0,0022
L. plantarum Lac 20 0,0102 -0,0010 0,0017 -0,0104 0,0001
L. plantarum Lac 21 -0,0130 -0,0115 0,0045 0,0051 -0,0037
L.fermentum Lac 22 -0,0082 -0,0126 0,0044 0,0091 -0,0018
L. plantarum Lac 23 -0,0063 -0,0005 0,0079 -0,0081 -0,0018
L. plantarum Lac 24 -0,0021 -0,0016 0,0057 -0,0046 -0,0007
L. plantarum Lac 25 -0,0005 -0,0080 -0,0106 -0,0052 -0,0061
L. fermentum Lac 26 -0,0040 -0,0040 -0,0041 0,0117 -0,0001
L. plantarum Lac 27 -0,0047 -0,0001 -0,0017 -0,0056 -0,0030
L. plantarum Lac 28 -0,0081 -0,0005 0,0019 -0,0095 -0,0041
L. plantarum Lac 29 -0,0041 0,0015 -0,0041 -0,0042 -0,0027
L. plantarum Lac 30 0,0035 0,0003 -0,0011 0,0025 0,0013
L. plantarum Lac 31 -0,0195 -0,0056 -0,0027 -0,0192 -0,0118
L. plantarum Lac 32 -0,0115 -0,0213 0,0114 -0,0117 -0,0083
L. plantarum Lac 33 -0,0155 0,0016 -0,0006 -0,0092 -0,0059
L. plantarum Lac 34 -0,0116 -0,0180 -0,0050 -0,0133 -0,0120
L. plantarum Lac 35 -0,0091 -0,0196 -0,0016 -0,0080 -0,0096
L. plantarum Lac 36 -0,0071 -0,0198 -0,0021 -0,0161 -0,0113
L. plantarum Lac 37 -0,0118 -0,0120 -0,0113 -0,0095 -0,0112
L.fermentum Lac 38 -0,0104 -0,0232 0,0073 -0,0108 -0,0093
L. agilis Lac 39 -0,0065 -0,0124 -0,0010 -0,0178 -0,0094
L. plantarum Lac 40 -0,0125 -0,0222 -0,0043 -0,0202 -0,0148

L. delbrueckii UFVH2B20 -0,0029 -0,0028 -0,0011 -0,0076 -0,0036




89

Tabela D.2. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, em pH 5 e em atmosfera
de 5% de CO, a 37° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,0224 -0,0159 0,5303 -0,0146 0,1305
L. plantarum Lac 02 1,0565 1,0828 0,9758 1,0058 1,0302
L. casei Lac 03 0,0078 0,0118 0,0731 -0,0042 0,0221
L. casei Lac 04 0,9783 1,1495 1,0228 1,1380 1,0721
L. plantarum Lac 05 0,0106 0,1769 0,0068 -0,0100 0,0461
L. plantarum Lac 06 1,0855 1,0213 1,1876 1,2403 1,1336
L. fermentum Lac 07 1,0586 1,0471 1,0036 1,0943 1,0509
L. fermentum Lac 08 0,4802 0,4966 0,7114 0,8283 0,6291
L. fermentum Lac 09 0,5067 0,4425 1,0441 1,0848 0,7695
L. plantarum Lac 10 0,4024 0,3676 0,7572 0,7992 0,5816
L. plantarum Lac 11 0,4091 0,5440 0,7467 0,7446 0,6111
L. fermentum Lac 12 0,5159 0,7244 0,8459 0,7089 0,6987
L. fermentum Lac 13 0,3740 0,5548 0,7947 1,0763 0,6999
L. fermentum Lac 14 0,0849 0,4122 0,2707 0,3101 0,2694
L. plantarum Lac 15 0,6580 1,0684 1,2102 1,1864 1,0307
L. plantarum Lac 16 0,3020 0,4094 0,7386 0,7454 0,5488
L. plantarum Lac 17 0,0115 0,1288 0,0172 0,0206 0,0445
L. plantarum Lac 18 0,6651 0,3996 0,9019 -0,0074 0,4898
L. plantarum Lac 19 0,8170 0,8571 1,2883 1,2796 1,0605
L. plantarum Lac 20 -0,0059 0,4751 0,9943 1,1503 0,6534
L. plantarum Lac 21 0,7070 1,0392 0,8471 0,8697 0,8657
L.fermentum Lac 22 0,9737 1,2875 0,5677 0,4955 0,8311
L. plantarum Lac 23 1,0243 1,0870 1,1938 1,0206 1,0814
L. plantarum Lac 24 1,2684 1,0071 1,2692 1,0915 1,1590
L. plantarum Lac 25 0,8526 1,1789 1,1455 1,2143 1,0978
L. fermentum Lac 26 1,2078 1,1714 1,0973 1,0156 1,1230
L. plantarum Lac 27 0,3421 -0,0090 0,1416 0,4319 0,2266
L. plantarum Lac 28 0,0290 0,0277 0,8686 0,0267 0,2380
L. plantarum Lac 29 0,0218 0,0213 1,0440 0,0235 0,2776
L. plantarum Lac 30 -0,0051 -0,0020 0,0058 0,0015 0,0000
L. plantarum Lac 31 1,2406 1,3269 1,1406 1,0702 1,1945
L. plantarum Lac 32 1,2262 1,3638 1,1782 1,0924 1,2151
L. plantarum Lac 33 1,2311 0,9334 1,1761 0,5774 0,9795
L. plantarum Lac 34 1,2010 0,8516 1,2090 0,6209 0,9706
L. plantarum Lac 35 1,3080 1,0423 1,2498 0,6932 1,0733
L. plantarum Lac 36 1,2337 1,3005 1,1901 1,1197 1,2110
L. plantarum Lac 37 1,0617 1,3198 1,2281 1,1455 1,1887
L.fermentum Lac 38 0,8382 1,1143 1,2162 1,1456 1,0785
L. agilis Lac 39 -0,0084 -0,0091 -0,0167 -0,0140 -0,0120
L. plantarum Lac 40 0,0034 -0,0042 0,0012 -0,0076 -0,0018

L. delbrueckii ~ UFVH2B20  0,0060 -0,0042 0,0101 -0,0077 0,0010
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Tabela D.3. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, em pH 6 e em atmosfera
de 5% de CO, a 37° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,0413 0,1129 -0,0021 -0,0034 0,0371
L. plantarum Lac 02 1,2525 1,2757 1,2020 1,2623 1,2481
L. casei Lac 03 -0,0043 0,0959 0,0590 1,0072 0,2894
L. casei Lac 04 1,2810 1,2655 1,1559 1,2147 1,2292
L. plantarum Lac 05 0,2600 0,2610 0,7703 0,0995 0,3477
L. plantarum Lac 06 1,2141 1,2151 1,1388 1,1725 1,1851
L. fermentum Lac 07 1,1727 1,2144 1,1175 1,0251 1,1324
L. fermentum Lac 08 0,7296 0,6997 0,7443 0,8097 0,7458
L. fermentum Lac 09 1,0204 0,9792 0,8612 0,8791 0,9349
L. plantarum Lac 10 0,9082 0,8891 0,7069 0,7668 0,8177
L. plantarum Lac 11 0,8041 0,7847 0,7953 0,8142 0,7995
L. fermentum Lac 12 0,7691 0,7840 0,8107 0,7713 0,7837
L. fermentum Lac 13 0,8459 0,8529 0,6908 0,7773 0,7917
L. fermentum Lac 14 0,9045 1,3150 0,4358 1,1246 0,9449
L. plantarum Lac 15 1,2163 1,2728 1,2027 1,1672 1,2147
L. plantarum Lac 16 0,8109 0,7778 0,7684 0,6993 0,7641
L. plantarum Lac 17 0,2814 0,1998 0,1340 0,2837 0,2247
L. plantarum Lac 18 0,2443 0,2854 0,0922 0,0437 0,1664
L. plantarum Lac 19 1,2401 1,2261 1,1279 1,1910 1,1962
L. plantarum Lac 20 0,1337 0,1199 -0,0632 -0,0655 0,0312
L. plantarum Lac 21 0,8253 0,8397 0,7896 0,8320 0,8216
L.fermentum Lac 22 1,2065 1,2341 1,2140 1,1845 1,2097
L. plantarum Lac 23 1,2308 1,2014 0,9242 0,9979 1,0885
L. plantarum Lac 24 1,2896 1,3006 1,2014 1,2152 1,2517
L. plantarum Lac 25 1,2361 1,3292 1,1869 1,2148 1,2417
L. fermentum Lac 26 1,2512 1,1700 0,9967 1,1029 1,1302
L. plantarum Lac 27 0,1420 0,1631 0,0739 0,0432 0,1055
L. plantarum Lac 28 0,1668 0,2489 0,1477 0,1574 0,1802
L. plantarum Lac 29 0,1103 0,1379 -0,0619 -0,0328 0,0383
L. plantarum Lac 30 0,1439 0,1268 -0,0282 0,0180 0,0651
L. plantarum Lac 31 1,2852 1,3009 1,2030 1,1578 1,2367
L. plantarum Lac 32 1,3228 1,3181 1,2231 1,2007 1,2661
L. plantarum Lac 33 1,3024 1,1919 1,2598 0,9365 1,1726
L. plantarum Lac 34 1,2607 1,0153 1,1585 0,7399 1,0436
L. plantarum Lac 35 1,3464 1,3046 1,2342 1,1572 1,2606
L. plantarum Lac 36 1,3326 1,3215 1,2494 1,2596 1,2907
L. plantarum Lac 37 1,2879 1,2326 1,2478 1,2729 1,2603
L.fermentum Lac 38 1,2762 1,2903 1,2115 1,2316 1,2524
L. agilis Lac 39 -0,0205 0,0500 1,1162 -0,0941 0,2629
L. plantarum Lac 40 0,0510 0,1064 -0,0276 0,0046 0,0336

L. delbrueckii ~ UFVH2B20  0,5749 0,3487 0,4049 0,4898 0,4545
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Tabela D.4. Crescimento de Lactobacillus em caldo MRS, em pH 7 e em atmosfera
de 5% de CO, a 37° C por 24 h.

Espécies Cdbdigo DO¢oo Média
L. fermentum Lac 01 0,1263 0,2552 0,0614 -0,0063 0,1092
L. plantarum Lac 02 1,3314 1,3538 1,3000 1,2972 1,3206
L. casei Lac 03 0,1955 -0,0192 1,0261 0,0403 0,3107
L. casei Lac 04 1,2583 1,3327 1,2724 1,2915 1,2888
L. plantarum Lac 05 0,1447 0,1698 0,5494 0,3412 0,3013
L. plantarum Lac 06 1,0180 1,0962 1,2881 1,2441 1,1616
L. fermentum Lac 07 0,9985 1,0137 1,2968 1,0868 1,0990
L. fermentum Lac 08 0,7523 0,8317 0,9701 0,9428 0,8743
L. fermentum Lac 09 0,6795 0,8819 1,0500 1,1740 0,9464
L. plantarum Lac 10 0,6763 0,8331 1,0254 1,0159 0,8877
L. plantarum Lac 11 0,7803 0,8266 0,9047 0,8473 0,8398
L. fermentum Lac 12 0,8176 0,8674 0,9437 0,8953 0,8810
L. fermentum Lac 13 0,9034 0,8654 0,9198 0,9024 0,8978
L. fermentum Lac 14 1,1722 0,4355 0,0961 0,8304 0,6336
L. plantarum Lac 15 1,0518 1,3443 1,3046 1,3291 1,2575
L. plantarum Lac 16 0,6463 1,0435 0,9490 0,9228 0,8904
L. plantarum Lac 17 0,4752 0,4319 0,4860 0,4545 0,4619
L. plantarum Lac 18 0,2202 0,3492 0,5158 0,4061 0,3729
L. plantarum Lac 19 1,1019 1,1938 1,3208 1,3375 1,2385
L. plantarum Lac 20 0,3293 0,3674 0,5408 0,4995 0,4343
L. plantarum Lac 21 0,6164 0,5129 0,5048 0,5783 0,5531
L.fermentum Lac 22 0,6666 0,7552 1,1045 0,5417 0,7670
L. plantarum Lac 23 1,1550 1,1768 1,1330 1,0961 1,1403
L. plantarum Lac 24 0,9467 1,3412 1,2024 1,2996 1,1975
L. plantarum Lac 25 1,2571 1,3647 1,2506 1,2677 1,2851
L. fermentum Lac 26 1,0413 0,9920 1,0168 0,8851 0,9838
L. plantarum Lac 27 0,3281 0,2950 0,3601 0,3514 0,3337
L. plantarum Lac 28 0,3048 0,5000 0,5458 0,5063 0,4643
L. plantarum Lac 29 0,3286 0,5055 0,5463 0,6405 0,5053
L. plantarum Lac 30 0,2669 0,3398 0,5078 0,5259 0,4101
L. plantarum Lac 31 1,4043 1,3956 1,2859 1,3544 1,3601
L. plantarum Lac 32 1,4252 1,0582 1,2788 1,4319 1,2986
L. plantarum Lac 33 1,0342 0,8714 1,2107 0,8981 1,0036
L. plantarum Lac 34 0,8471 0,5779 1,1386 0,7945 0,8396
L. plantarum Lac 35 1,0641 0,7685 1,1521 0,9532 0,9845
L. plantarum Lac 36 1,3937 1,1612 1,2990 1,4515 1,3264
L. plantarum Lac 37 1,4962 1,2868 1,3192 1,4079 1,3776
L.fermentum Lac 38 1,4305 1,4563 1,3423 1,3995 1,4072
L. agilis Lac 39 -0,0232 0,5157 -0,0222 1,2060 0,4191
L. plantarum Lac 40 0,2382 0,5068 0,5838 0,7379 0,5167

L. delbrueckii ~ UFVH2B20  0,4173 0,4119 0,6856 0,6185 0,5334




APENDECE E. CURVAS DE CALIBRACAO

Para avaliar o crescimento celular obtido nos experimentos analisados por
leitura da absorbancia a 600 nm em leitora de microplacas Versamax (Molecular
Devices), foi realizada a correlacdo entre as unidades formadoras de colonias e a
absorbancia obtida neste comprimento de onda. Os resultados estdo apresentados
na Tabela A.1., bem como a curva de correlagéo Figura A.1.

Com estes resultados é possivel estimar os niveis de UFC/ml em todas as

condicOes testadas, avaliando o melhor crescimento celular.

Tabela E.1. Correlagao entre a absorbéancia em 600nm e a UFC/ml

Diluicbes DOeoo UFC/ml

1/8 0,440338 1,31 x 10°
1/10 0,412288 1,05 x 10®
1/16 0,254663 6,56 x 10’
1/20 0,210288 5,25 x 10’
1/32 0,137738 3,28 x 10’
1/40 0,111488 2,63 x 107
1/64 0,073113 1,64 x 107
1/80 0,078713 1,31 x 107
1/128 0,046163 8,20 x 10°
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0,5 ~

0,451 y = 3E-09x + 0,0272 * 0,440338

R? =0,9876

0,05 1 +0,046163

0 T T T T T T 1
0,00E+00 2,00E+07 4,00E+07 6,00E+07 8,00E+07 1,00E+08 1,20E+08 1,40E+08

UFC/mL

Figura E.1. Curva de correlacdo UFC/ml com densidade 6tica em 600 nm.



