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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da adigdo de um prebidtico nas
caracteristicas de crescimento, resisténcia as condi¢ées do trato gastrintestinal e
remogao de colesterol in vitro, das cepas de Enterococcus faecium CRL183 e
Lactobacillus helveticus 416. A fonte de prebiotico foi composta por Inulina GR —
Orafti, sendo testadas as seguintes concentragdes: 1,0%, 2,0%, 3,0%; 4,0%; 5,0% e
6,0% p/v). Para a avaliagado da resisténcia as condi¢des do trato gastrintestinal, os
microrganismos foram colocados em contato com um fluido gastrico simulado por 2
horas (9g/L de NaCl, 3g/L de pepsina, pH 1,8) e com um fluido intestinal simulado
por 3 horas (0,9g/L de pancreatina, 12,5g/L de bicarbonato de sodio e 6,0 g/L de
Oxgall). Apds o periodo de contato com os fluidos, foram realizadas diluicbes seriais
e plagueamento em meios especificos. No estudo de redugao de colesterol, meios
de cultura contendo inulina e colesterol (1%) foram inoculados com as cepas
probidticas e incubados em anaerobiose a 37°C/24h. A capacidade de reducdo do
colesterol foi determinada pela diferenca entre a concentragcdo de colesterol
adicionada ao meio de cultura e a de colesterol residual. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e teste de médias de Tukey (p<0,05). A adi¢ao de
inulina ndo resultou em alteracdo no ciclo logaritmico de crescimento dos
microrganismos. Porém, quando os dados foram submetidos a analise estatistica,
constatou-se que a adicdo de 1% a 4% de inulina inibiu o crescimento de
Lactobacillus helveticus 416, sendo que para as concentracées de 5% a 6% estas
alteracbes ndo foram perceptiveis. A cepa de Enterococcus faecium CRL 183
apresentou crescimento superior na presenca de 2% e 4% de inulina. Apds o
contato com o fluido gastrico simulado, observou-se reduc¢do de 1 ciclo logaritmico
no crescimento da cepa de Enterococcus faecium CRL 183. A suplementacdo com
4% e 6% de inulina melhorou a resisténcia de Lactobacillus helveticus 416 nesse
ambiente, enquanto para Enterococcus faecium CRL 183, concentragdes iguais ou
superiores a 4% reduziram a resisténcia da cultura probidtica. A cepa de
Lactobacillus helveticus 416 ndo apresentou variagao na viabilidade celular apés
contato com o fluido intestinal simulado e a adicdo de inulina nao influenciou os
resultados obtidos. Por outro lado, para Enterococcus faecium CRL 183, a adigao de

5% e 6% de inulina melhorou a viabilidade do microrganismo nesse fluido.



Observou-se redugao de colesterol pela cultura de Lactobacillus helveticus 416
(12,30% a 17,23%), porém, a presenga do prebidtico n&do influenciou os resultados
obtidos. A cepa de Enterococcus faecium CRL 183 foi capaz de remover entre
58,56% e 66,33% do colesterol adicionado ao meio de cultura e a adi¢ao de inulina
(21%) resultou em aumento nessa reducéo, sendo que os melhores resultados, em
termos absolutos, foram obtidos com 5% do prebidtico. Em conclusédo, a inulina GR
pode ser utilizada em combinacdo com Enterococcus faecium CRL183 e
Lactobacillus helveticus 416, pois nao impediu o crescimento desses
microrganismos nas condicbes do estudo. A associagdo simbidtica entre
Enterococcus faecium CRL183 e inulina resultou em melhora na resisténcia

intestinal e na capacidade de reducao de colesterol pela cepa probidtica.

Palavras-chave: Enterococcus faecium CRL183; Lactobacillus helveticus 416;

prebidtico; inulina; crescimento; resisténcia gastrintestinal, colesterol.
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1. INTRODUGAO

O consumo de alimentos contendo microrganismos probidticos tem sido
relacionado a reducdo dos sintomas da ma absorgdo da lactose, prevencao de
diarréias, reducao da incidéncia de tumores, modulacdo do sistema imune e melhora
no perfil lipidico (ROSSI et al., 2000).

A associacao de probiodticos e prebidticos — —nigredientes alimentares nao
digeriveis, que afetam beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o
crescimento e a atividade de um numero limitado de bactérias residentes no colon e
assim melhorar a saude do hospedeiro” (GIBSON; ROBERFROID, 1995), —
conhecida como simbidtico, vem sendo relacionada a uma melhora na viabilidade
celular, aumento na resisténcia aos sais biliares e potencializagdo das propriedades
benéficas a saude (LIONG; SHAH, 2005; LIONG; SHAH, 2006; ZHANG et al., 2007).

Estudos realizados previamente por nosso grupo de pesquisa mostraram que
a cepa de Enterococcus faecium CRL 183 é capaz de reduzir em 53,85% o nivel de
colesterol adicionado ao meio de cultura. Outros estudos, utilizando modelos
animais (ratos e coelhos) e humanos, evidenciaram que a ingestdo diaria de um
produto obtido pela fermentagdo do extrato aquoso de soja com Enterococcus
faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416 promove uma melhora significativa
no perfil lipidico (CAVALLINI et al., 2009a; 2009b; ROSSI et al., 1994; 1999; 2000;
2003; 2008). No entanto, o efeito da associagao entre as culturas probioticas (E.
faecium CRL183 e L. helveticus 416) e um ingrediente prebidtico ainda néo foi

estudado.



Baseado nessas informagdes mostra-se oportuno estudar o efeito da adigao
de inulina em parametros importantes de crescimento, resisténcia e capacidade de

remogao de colesterol pelas cepas probidticas citadas acima.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Alimentos Funcionais

A designacgao alimentos funcionais surgiu no Japao, na década de 80, apds o
governo japonés reconhecer que a alimentagdo tinha um papel importante na
manutencdo da saude e redugdo do risco de doengas crénico-degenerativas
(HASLER, 2002)

Alimentos funcionais sdo definidos como alimentos consumidos como parte
da dieta usual, que produzem efeitos metabdlicos ou fisiolégicos ou possuem
capacidade de reduzirem o risco de doengas cronico-degenerativas, além de
cumprirem suas fungdes nutricionais basicas (HASLER, 2002).

A legislacdo brasileira define alimentos com alegacbes de propriedades
funcionais (papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fungdes normais do organismo)
e alimentos com alegacgdes de saude (relagdo entre o alimento ou ingrediente com
doenga ou condigdo relacionada a saude), ndo sendo permitido relacionar o
consumo de tais alimentos a cura ou prevengéo de doengas (ANVISA, 1999).

Para atender a crescente preocupacdo da populacdo em relacdo a
manutengdo da saude, as industrias alimenticias tém investido muitos recursos e
apostado no desenvolvimento e aprimoramento dessa classe de alimentos. No
entanto, os efeitos benéficos atribuidos aos alimentos funcionais devem ser
baseados em evidéncias cientificas, confirmadas por testes bioquimicos,
nutricionais, fisioldgicos e toxicolégicos em animais de experimentagcédo, estudos

epidemioldgicos e ensaios clinicos (BRASIL, 1999).
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Entre as substancias com alegag¢des de propriedades funcionais aprovadas

pela ANVISA encontram-se: acidos graxos da familia dmega 3, fibras alimentares,
carotendides, fitoesterdis, proteina da soja, substdncias prebidticas e
microrganismos probioticos. As substancias ou componentes com alegagdo de
propriedades funcionais podem estar presentes naturalmente ou serem adicionados

a produtos industrializados (BRASIL, 1999).

2.2. Probiéticos

O termo probidticos (pro= pro’; bidtico= vida) passou a ter destaque na
comunidade cientifica com as observagdes do pesquisador russo Elie Metchnikoff,
em 1905, que constatou os beneficios gastrintestinais promovidos pelas bactérias
produtoras de acido lactico, presentes no leite fermentado (RUTAVA et al., 2009).

Muitas definicbes tém sido propostas para microrganismos considerados
probioticos. Em 1965, Lilly definiu probidticos como qualquer organismo ou
substancia que produza um efeito positivo no balanco microbiano intestinal. Ja
Fuller, em 1989, aprimorou o conceito ao descrever probiéticos como —iumn
suplemento alimentar constituido por microrganismos vivos, que afetam
beneficamente o hospedeiro por melhorar o balango da microbiota intestinal”’. De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), probiéticos séo
definidos como microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (ANVISA, 2008). Essa
definigdo € muito semelhante a indicada pela FAO/WHO (2002), segundo a qual
probidticos sdo microrganismos vivos, que quando administrados em doses

apropriadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro.
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Pesquisas recentes indicam que a ingestdo de alimentos contendo
microrganismos probidticos pode reduzir significativamente o risco de varias
doencas crénico-degenerativas, como doencgas inflamatérias intestinais, canceres e
doencgas cardiovasculares (FAO/WHO, 2002; JARDINE, 2009; MANZONI et al.,
2008)

Para que um microrganismo seja considerado probiotico, este deve, ao ser
ingerido, ser capaz de atravessar a barreira gastrintestinal e colonizar, ao menos
temporariamente, o colon (MC FARLAND, 2000). Outros critérios que devem ser
levados em consideragao na selecdo de uma cepa probidtica sdo: capacidade de
produzir compostos antimicrobianos e seguranga para 0 consumo humano, incluindo
histérico de ndo patogenicidade, auséncia de fatores de viruléncia e de resisténcia a
antibiéticos (FAO/WHO, 2002; SAARELA et al., 2000).

A concentracao da cepa probiodtica, necessaria para que o efeito benéfico seja
observado varia de 10® a 10° UFC (Unidades Formadoras de Col6nias) na
recomendacao diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do
fabricante. Caso este valor seja inferior, a empresa deve justificar a sua eficacia para
a aprovacgao e comercializagdo (ANVISA, 2008).

O trato gastrintestinal humano e a microbiota intestinal estdo envolvidos em
muitas doengas como diarréias e doengas inflamatérias por ser o local do organismo
com maior numero de populagao bacteriana. Poucas colbnias sao encontradas no
estbmago devido ao baixo pH do meio (2,5 a 3,0). No intestino delgado a
sobrevivéncia das bactérias é dificultada pela presenga dos fluidos digestivos e
peristaltismo, sendo que somente no colon sdo encontradas condi¢coes favoraveis
para o crescimento e proliferacdo de microrganismos. E, portanto, no intestino

grosso que os probidticos devem exercer o seu principal efeito e, por isso, estudos
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devem ser feitos para garantir que cheguem viaveis até este local. (TANNOCK,
1999; GUARNER, MALAGELADA, 2003).

Pode-se afirmar que a mucosa e a microbiota intestinal funcionam como
barreiras que impedem que bactérias patogénicas, antigenos e outras sustancias se
tornem prejudiciais a saude. Alteragdes na composi¢do da microbiota intestinal
podem comprometer a saude do individuo (GUARNER, MALAGELADA, 2003).

Os alimentos probiéticos atuam justamente neste momento, equilibrando a
microbiota intestinal e consequentemente diminuindo os riscos de certas doencas
(DENDUKURI et al., 2005; MATTO et al., 2005; OSMAN et al., 2006). Uma vez que
0S microrganismos probidticos estdo presentes no colon, competem com as
bactérias existentes, impedindo ou dificultando a ligagao a receptores especificos, e
levando a formagdo de uma barreira fisica. Com isso, 0s microrganismos
patogénicos sdo impedidos de se multiplicar e consequentemente de produzir
substancias téxicas. (FULLER, 1992; HAVENAAR; HUIS-INT'VELD, 1992;
OUWERHAND et al., 1999; CROSS, 2002; LAVERMICOCCA et al., 2005; REID;
HAMMOND, 2005).

Outros efeitos atribuidos aos probidticos incluem: modulagdo do sistema
imunoldgico, evidenciando-se aumento da produgdo de anticorpos e macrofagos,
reducdo na producgao de citocinas pro-inflamatorias e aumento das antiinflamatérias
(MATSUMOTO et al., 2004; PELUSO et al., 2007; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002);
auxilio na digestao e absor¢do de nutrientes; liberagdo de substancias antagbnicas
como as bacteriocinas e peroxido de hidrogénio (PIARD; DESMAZEUD, 1992) e
controle dos niveis de colesterol (CAVALLINI et al., 2009; MANZONI et al., 2008;

TESHIMA, 2003).
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Atualmente muitos microrganismos sao utilizados como probidticos, tendo
destaque aqueles pertencentes aos géneros Lactobacillus spp. e Bifdobacterium
spp., em funcdo de sua seguranca e dos efeitos benéficos demonstrados em
estudos in vitro e in vivo. Bactérias do género Enterococcus spp. também tém sido
utilizadas como probidticos, porém, a sua aplicagdo em alimentos ainda € restrita e
mais estudos sobre o0 assunto sdo necessarios (WILLIAMS, 2010).

Segundo a ANVISA, produtos que contenham o0s microrganismos
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei
rhammosus, Lactobacillus casei defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie
lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium sdo considerados seguros
para o consumo humano, sendo permitida a seguinte alegacdo —Qindicar a espécie
do microrganismo probidtico) contribui para o equilibrio da flora intestinal. Seu
consumo deve estar associado a uma dieta equilibrada e habitos de vida saudaveis”

(ANVISA, 2008).

2.3. Enterococcus faecium e Lactobacillus helveticus

O género Enterococcus € composto por espécies que produzem acido lactico
na forma L(+) e, portanto € considerado como parte do grupo das bactérias laticas.
Enterococcus spp. sdo bactérias Gram-positivas, nao esporuladas, catalase e
oxidase negativas e anaerdbicas facultativas (MORENO et al., 2006).

Microrganismos pertencentes ao género Enterococcus spp. podem ser

facilmente encontrados no trato gastrintestinal de mamiferos, incluindo humanos, e
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podem ser utilizados como cultura iniciadora em produtos fermentados e ou
adicionados a produtos nao fermentados (KLEIN, 2003).

Outro aspecto importante é a capacidade que algumas cepas de
Enterococcus spp. possuem de produzir bacteriocinas, chamadas de enterocinas,
que sao responsaveis pela inibigdo de varios microrganismos patogénicos como a
Listeria monocytogenes. (ENNAHAR; DESCHAMPS, 2000; LASAGNO et al., 2002;
FRANZ et al., 1999).

Algumas espécies de Enterococcus spp. sdo prejudiciais, sendo consideradas
um indicador de condi¢cbes sanitarias inadequadas ou estando relacionadas a
infeccbes nosocomiais (FAO/WHO, 2002; FRANZ et al., 1999). Por outro lado,
outras espécies de Enterococcus spp., como Enterococcus faecium, sao utilizadas
com seguranga no processamento de alimentos, devido as suas propriedades
tecnologicas e caracteristicas probioticas.

Saavedra et al. (2003) estudaram a atividade antimicrobiana e determinantes
de viruléncia em 11 diferentes cepas de E. faecium (CRL 6, CRL 35, CRL 47, CRL
183, CRL 210, CRL 301, CRL 397, CRL 485, CRL 588, CRL 988, CRL 1385).
Apenas duas cepas produziram bacteriocinas (CRL 988 e CRL 1385), porém, néo
foram detectados fatores de viruléncia nas cepas avaliadas, garantindo a seguranga
de uso desses microrganismos como culturas iniciadoras.

O género Lactobacillus spp. é constituido por varias espécies que apresentam
como caracteristicas em comum serem Gram-positivas, microaerofilicas e em forma
de bastonete. Estudos com Lactobacillus spp. tém sido realizados ao longo dos anos
e, assim, seu uso como probidtico ja vem sendo feito de forma segura e eficaz. Entre
as espécies mais utilizadas na obtencdo de alimentos merecem destaque: L.

acidophilus, L. rhamnosus e L. casei (FISIOQUANTIC, 2012).
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A espécie Lactobacillus helveticus, muito utilizada na obtengdo de leites
fermentados, apresenta efeitos benéficos relacionados a regularizagdo do transito
intestinal e modulacao do sistema imune (MATTAR et al., 2001; SAITO et al., 2002)

A cepa de Enterococcus faecium CRL 183 foi isolada por pesquisadores do
Centro de Referéncia para Lactobacilos (CERELA - Argentina), a partir de amostras
de queijo Tafi (ROSSI et al., 1999 e 2003, BEDANI et al., 2003). Estudos conduzidos
por Redondo (2008) demonstraram que Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus ssp. jugurti 416 sao resistentes as condigdes gastricas e ao
ambiente intestinal simulado, em testes in vitro. O estudo comprovou também que as
duas bactérias apresentam capacidade de aderir ao epitélio intestinal e inibir a
adesdao de patégenos (Escherichia coli 0157:H7) em até 60%, sendo que os
melhores resultados foram obtidos quando simulou-se a colonizagdo com a cultura
mista de microrganismos probioticos antes do contato com o patoégeno.

Em 1999, Rossi et al. desenvolveram um produto similar ao iogurte, a base de
extrato aquoso de soja, utilizando as cepas Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416. Os efeitos benéficos decorrentes do consumo regular
desse produto incluem: diminuigdo do risco de osteoporose (BEDANI et al., 2003,
SHIGUEMOTO et al., 2007); modulagdo da microbiota intestinal, com aumento na
populacao de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. e redugcédo de enterobactérias
(CAVALLINI et al., 2011); modulagdo do sitema imune (VENDRAMINI, 2002);
reducdo no desenvolvimento de cancer de mama (KINOUCHI, 2006) e de cdlon
(SIVIERI et al., 2008) e melhora nos parametros lipidicos em animais e humanos

(CAVALLINI et al., 2009; ROSSI et al., 2000; 2003; 2008).
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2.4. Prebiéticos e Simbiodticos

Prebidticos podem ser definidos como ingredientes alimentares nao digeriveis
que estimulam o crescimento e a atividade de um numero limitado de bactérias
presentes no colon. Com isso, trazem beneficios a saude do usuario, uma vez que
melhoram o balango da microbiota intestinal, por estimular o crescimento de
bactérias benéficas, especialmente as pertencentes ao género Bifidobacterium spp.
(GIBSON, ROBERFROID, 1995).

Um simbidtico é definido como a combinagcdo entre um probiético e um
prebiodtico. Essa combinagao in vivo pode resultar em vantagens competitivas para o
probidtico uma vez que seus efeitos poderdo ser potencializados com a escolha
correta do prebiético utilizado (HOLZAPFEL, SCHILLINGER, 2002; PUUPPONEN-
PIMIA et al., 2002; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; BIELECKA et al., 2002).

Dentre os prebidticos mais utilizados estédo as fibras soluveis alimentares néo
digeriveis, como a inulina, sendo classificada desta maneira por ndo possuir a
caracteristica de ser digerida por enzimas digestivas humanas (CARABIN, FLAMM,
1999). A inulina possui a fungédo de substrato fermentativo para o probiético, levando
a um maior crescimento e desenvolvimento dessas col6nias e consequente aumento
da biomassa celular.

A inulina é um carboidrato composto por uma glicose terminal e subunidades
de frutose ligadas entre si, apresentando um grau de polimerizagdo de 10 ou mais
unidades. Este prebidtico esta presente naturalmente em mais de 36 mil plantas,
porém, sua extracao mais comum se da a partir das raizes de chicoéria. Possui como
beneficios comprovados a melhoria do transito gastrintestinal, redugdo de

compostos tdéxicos, como a aménia, diminuicdo da incidéncia de cancer de cdlon,
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aléem de auxiliar na redugdo dos niveis de colesterol. A inulina esta presente em
varios alimentos funcionais, uma vez que apresenta, também, propriedades
tecnologicas, podendo ser utilizada como substituto de gordura, em produtos de
baixa caloria. (GONCALVES, ROHR, 2009).

A ANVISA permite a seguinte alegagao para a inulina presente ou adicionada
ao alimento: —entribui para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar
associado a uma alimentagdo equilibrada e habitos de vida saudaveis”. Esta
alegacao pode ser utilizada desde que a porgdo do produto pronto para consumo
fornega, no minimo, 3g de inulina se o alimento for sdélido ou 1,5 g se o alimento for
liquido (ANVISA, 2008).

Atualmente a avaliacdo da eficacia do prebidtico pode ser quantificada
utilizando-se o —ridice prebidtico” (IP), definido como a modificagcdo na composig¢ao
de grupos de bactérias durante a fermentagao do prebidtico e calculado através da
seguinte equacdo: IP = (Bifidobactérias/Total) — (Bacteroides/Total) +
(Lactobacilos/Total) — (Clostrideos/ Total). Essa equagéo assume que o aumento na
populacdo de bifidobactérias e lactobacilos seria benéfica, enquanto o aumento na

de bacteroides e clostrideos seria prejudicial (PALFRAMAN et al., 2003).

2.5. Probiodticos, Prebioticos e Colesterol

Os primeiros estudos que relacionaram a ingestdo de probidticos a
modulagdo dos niveis de colesterol sanguineo se deram no ano de 1963 e
evidenciaram que o consumo elevado de leite fermentado por colbnias de
Lactobacillus spp. resultou em diminuicdo do colesterol sérico em humanos

(SHARPER, 1963). A partir desse estudo, varios outros foram conduzidos. Em 1974,
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Mann e Spoerry demonstraram em estudos in vivo que o consumo diario de 4 a 5
litros de leite fermentado por Lactobacillus spp. poderia reduzir em 18% os niveis de
colesterol total sanguineo.

O efeito redutor de colesterol pode estar associado a uma desconjugagao
enzimatica de acidos biliares. Acidos biliares desconjugados s&o menos soltveis e
por isso sua reabsorgao € menor, resultando em uma maior excregao deste
componente. (DE RODAS et al, 1996; DE SMET et al, 1994). Outros mecanismos
incluem: assimilacdo do colesterol pelas bactérias; incorporagdo do colesterol a
parede celular bacteriana; e alteracdo do metabolismo lipidico pela agao dos acidos
graxos de cadeia curta (PEREIRA, GIBSON, 2002; ZHAO, YANG, 2005).

Pereira e Gibson (2002) demostraram que em testes realizados in vitro os
niveis de colesterol foram reduzidos na presenga do microrganismo Lactobacillus
fermentum. A producdo de propionato (acido graxo de cadeia curta) e a
desconjugacéao de acidos biliares podem ter causado esse efeito.

Um estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa analisou 18 cepas de
Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium quanto a habilidade de reducéo do
colesterol in vitro. Os melhores resultados foram obtidos pelas cepas E. faecium
CRL183 e L. acidophilus CRL 1014 que foram capazes de remover 53,85% e 54,0%,
respectivamente, do colesterol adicionado ao meio de cultura (ROSSI et al.,1994). A
partir desses resultados foi desenvolvida uma bebida fermentada de soja, utilizando
como microrganismos iniciadores um cultivo misto de E. faecium CRL183 e L.
helveticus 416 (ROSSI et al., 2000). O produto obtido exibiu efeito hipolipemiante em
coelhos (colesterol total= - 18,4%; HDL-C= + 17,8%) e ratos (colesterol ndo-HDL= -
23,2%) e aumento de 10% na concentracdto de HDL-C de voluntarios

normocolesterolémicos (ROSSI et al., 2000; ROSSI et al. 2003; ROSSI et al., 2008).
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Recentemente, o mesmo produto, suplementado com isoflavonas, foi capaz e
reduzir significativamente (p<0,05) os niveis basais de colesterol total (13,8%) e de
colesterol ndo-HDL (14,7%) de voluntarios com hipercolesterolemia moderada e de
inibir a formacdao de lesdes ateroscleréticas na aorta de coelhos com
hipercolesterolemia induzida (CAVALLINI et al.,, 2009). A utilizacdo da cepa de
Lactobacillus helveticus 416 na fermentagdo do extrato aquoso de soja se justifica
por razdes tecnoldgicas, porém, a sua participagcdo na modulagao do perfil lipidico
nao foi avaliada até o presente momento.

A utilizagdo simultanea de probibticos e prebidticos tem sido estudada como
uma forma de melhorar a viabilidade de microrganismos probiéticos e potencializar o
efeito hipolipemiante individual atribuido aos probidticos e prebidticos (LIONG;
SHAH, 2006).

O uso da inulina como um prebidtico também pode afetar de forma positiva a
regulagdo dos lipides sanguineos. Os mecanismos envolvidos no efeito
hipolipemiante dos prebidticos, apesar de nado serem completamente conhecidos,
incluem: aumento na producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (que
potencialmente modulam a sintese de colesterol hepatico); inibicdo de enzimas
lipogénicas e reducdo nos niveis de insulina e glicose sérica (substancias
relacionadas a regulagéo da lipogénese) (PEREIRA; GIBSON, 2002).

Trabalhos recentes indicaram que o0 uso de inulina combinada ao
Lactobacillus spp. foi capaz de reduzir os niveis de triglicérides e colesterol
sanguineos, demonstrando que mais estudos nessa area s&o necessarios para a

melhor compreensé&o dos resultados (PEREIRA; GIBSON, 2002).
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Estudos conduzidos em ratos demonstraram o efeito hipolipemiante da inulina
combinada a cepa de Lactobacillus spp. Ao final do trabalho foi possivel concluir que
esse simbidtico é capaz de reduzir o colesterol total por meio da inibicdo da
expressao génica de enzimas lipogénicas e através da produgao de acidos graxos
de cadeia curta. Como consequéncia, ha uma menor secreg¢ao de lipoproteinas de
baixa densidade (ROBERFROID, 2002; KAUR, GUPTA, 2002; DELZENNE et al.,

2002).
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da adicdo de um prebidtico
nas caracteristicas de crescimento, resisténcia as condi¢des do trato gastrintestinal
e remocgao de colesterol in vitro, das cepas de Enterococcus faecium CRL183 e

Lactobacillus helveticus 416.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Foram utilizadas cepas de Enterococcus faecium CRL 183 (CERELA - Centro
de Referéncia para Lactobacilos, Argentina) e Lactobacillus helveticus 416 (ITAL —
Instituto de Tecnologia de Alimentos, Brasil). A fonte de prebidtico foi composta por

Inulina GR — Orafti.

4.1.2. Preparagao das Culturas e dos In6culos

Cepas puras de Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus
416 foram mantidas congeladas (-80°C) em um meio composto por leite em pé
desnatado reconstituido (10% p/v), suplementado com 1,0% de glicose, 0,5% de
extrato de levedura e 1,0% de glicerol.

As culturas laticas foram reativadas e propagadas nos meios M17 caldo
(Enterococcus faecium CRL183) ou MRS caldo (Man Rogosa Sharpe — Lactobacillus
helveticus 416), por 14-16 horas a 37°C, para determinagdo da capacidade de
crescimento e resisténcia gastrintestinal. Para a determinagdo de remocgédo do
colesterol, as cepas foram crescidas no meio LAPTg (peptona 15g/L; triptona 10g/L;

extrato de levedura 10g/L; glicose 10g/L; Tween 80 0,1% v/v).

4.2 Métodos
As seguintes concentragdes de inulina GR foram utilizadas: 1,0%, 2,0%,
3,0%; 4,0%; 5,0% e 6,0% (p/v). A escolha de tais concentragdes foi baseada em

estudos anteriores, que avaliaram a potencializacdo do efeito hipolipemiante de



23

microrganismos probiodticos pela adicdo de um prebidtico (LIONG; SHAH, 2006;

ZHANG et al. 2007).

4.2.1 Crescimento na presencga de prebiético

As cepas de Enterococcus faecium CRL183 e Lactobacillus helveticus 416
foram inoculadas em tubos contendo os caldos M17 e MRS, respectivamente,
suplementados com inulina, nas diferentes concentragbes testadas, e incubadas a
37°C por 14-16 horas. Apds o periodo de crescimento foram realizadas diluicbes
seriadas e as amostras foram plaqueadas em meios especificos para Lactobacillus

spp. e Enterococcus spp. (agar MRS e M17, respectivamente).

4.2.3 Tolerancia ao fluido gastrico simulado

O fluido gastrico simulado foi composto por 9g/L de cloreto de sédio, 3g/L de
pepsina da mucosa estomacal de porco, com pH ajustado a 1,8 com acido cloridrico.
Culturas recentes de E. faecium CRL 183 e L. helveticus 416 (10° UFC/mL),
crescidas na presenca das diferentes concentracdes de inulina, foram colocadas em
contado com o fluido gastrico simulado (proporgdo de 1:10) e incubadas por 120
minutos a 37°C. Ap6s esse periodo foram realizadas diluicbes seriadas e
plagueamento em meios especificos (GBASSI et al., 2009). Os resultados foram

expressos em UFC/mL.

4.2 4 Tolerancia ao fluido intestinal simulado

O fluido intestinal simulado foi composto por pancreatina (0,9g/L), bicarbonato

de sddio (12,5g/L) e Oxgall (6,0g/L). Culturas recentes de E. faecium CRL 183 e L.
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helveticus 416 (109 UFC/mL), crescidas na presenga das diferentes concentragdes
de inulina, foram colocadas em contado com o fluido intestinal simulado (proporgao
de 1:10) e incubadas por 180 minutos a 37°C. ApoOs esse periodo foram realizadas
diluicbes seriadas e plaqueamento em meios especificos (POSSEMIERS et al.,

2010). Os resultados foram expressos em UFC/mL.

4.2.5 Capacidade de reducgao do colesterol in vitro

Os meios de cultura, LAPTg contendo diferentes concentragdes de inulina,
foram adicionados de 1% (p/v) de colesterol soluvel em agua (Sigma 4646) e
dispensados assepticamente em tubos teste de 10mL. Os tubos foram inoculados
com 1% das culturas laticas (E. faecium CRL 183 e L. helveticus 416) e incubados a
37°C por 24 horas em anaerobiose. Tubos sem adi¢cao de inulina foram utilizados
como controle. Apos o periodo de incubagao, amostras de 5mL de cada cultura
foram centrifugadas (12,000 x g por 10 minutos) e a concentragdo de colesterol foi
determinada no sobrenadante, pelo método colorimétrico do orto-ftalaldeido
(RUDEL; MORRIS, 1973). A porcentagem de reducgao de colesterol foi determinada
pela diferenga entre a concentragdo de colesterol adicionado ao meio de cultura e a

concentracéo de colesterol residual (ROSSI et al., 1999).

4.3. Andlise Estatistica dos Resultados
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste
de médias de Tukey. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa para

anadlise estatistica Biostat, sendo adotado o nivel de 5% de significancia (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Crescimento na presencga de prebiotico

Os resultados do efeito da inulina no crescimento das cepas de Lactobacillus
helveticus 416 e Enterococcus faecium CRL 183 sdo apresentados nas Tabelas 1 e

2, respectivamente.

Tabela 1. Crescimento da cepa de Lactobacillus helveticus 416 em funcdo de

diferentes concentragdes de inulina.

Concentracgao de Lactobacillus Lactobacillus
inulina (%) helveticus 416 helveticus 416
(UFC/mL) (log UFC/mL)

0% 8,2x 10°2 8,92 + 0,03°

1% 6,6x 10%° 8,82+ 0,01°

2% 5,6x 10%° 8,74+ 0,03°

3% 5,6x 10%° 8,74+ 0,03°

4% 6,0x 10%° 8,78+ 0,03°

5% 8,4x 10%2 8,92+ 0,02°

6% 7,8x 10°%° 8,89+ 0,06®

Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Tabela 2. Crescimento da cepa de Enterococcus faecium CRL 183 em fungao de

diferentes concentracdes de inulina.

Concentragao de Enterococcus Enterococcus
inulina (%) faecium CRL183 faecium CRL183

(UFC/mL) (log UFC/mL)

0% 4,7x 10°° 8,68 + 0,04°

1% 6,1x 108° 8,79+ 0,01°

2% 9,2x 1082 8,96  0,05°

3% 7,0x 1082 8,85+ 0,01%°

4% 8,9x 1082 8,95+ 0,012

5% 7,0x 1082 8,85+ 0,03%°

6% 4,6x 108" 8,66 + 0,10°

Médias com letras iguais ha mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).

Para as duas cepas estudadas, a adi¢ao de inulina nao resultou em alteragao

no ciclo logaritmico de crescimento dos microrganismos.

Por outro lado, a analise estatistica evidenciou que para a cepa Lactobacillus
helveticus 416 a adicdo de inulina nas concentracdes de 1% a 4% resultou em
reducao do crescimento, sendo que para as concentragdes de 5% a 6% estas
alteragcdes nao foram perceptiveis (p<0,05). Em relagdo a cepa Enterococcus
faecium CRL 183, observou-se que a suplementacdo com 2% e 4% de inulina

resultou em melhora no crescimento (p<0,05).
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5.2. Tolerancia ao fluido gastrico simulado
Os resultados dos testes que avaliaram a tolerancia das cepas Lactobacillus
helveticus 416 e Enterococcus faecium CRL183 ao ambiente gastrico sao

apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3. Resisténcia da cepa de Lactobacillus helveticus 416 ao fluido gastrico

simulado, em fungao de diferentes concentracdes de inulina.

Concentracgao de Lactobacillus Lactobacillus

inulina (%) helveticus 416 helveticus 416

(UFC/mL) (log UFC/mL)
Controle 8,5x 10°°2 8,93 + 0,052
0% 6,3x 10%° 8,80 £ 0,01°
1% 6,3x 10%° 8,80 £ 0,01°
2% 7,2x 108" 8,86 + 0,02°
3% 6,8x 10%° 8,83 + 0,00°
4% 9,1x 1082 8,96 = 0,042
5% 6,8x 10%° 8,83+ 0,01°
6% 1,0x 10°2 9,00 + 0,012

Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Tabela 4. Resisténcia da cepa de Enterococcus faecium CRL 183 ao fluido gastrico

simulado, em funcéo de diferentes concentracdes de inulina.

Concentragao de Enterococcus Enterococcus
inulina (%) faecium CRL183 faecium CRL183

(UFC/mL) (log UFC/mL)
Controle 2,8x 1072 9,45 + 0,022
0% 9,9x 108° 9,00 + 0,00°
1% 1,1x 10°° 9,03 + 0,00°
2% 8,6x 108" 8,94 + 0,03°
3% 9,1x 108®° 8,96 + 0,03
4% 5,2x 108¢ 8,72 + 0,00°
5% 6,4x 10°¢ 8,81 = 0,05°
6% 7,1x 10% 8,85 + 0,08

Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).

Para o primeiro microrganismo avaliado (Lactobacillus helveticus 416),
observou-se reducéo do crescimento apds o contato com o fluido gastrico simulado
(um ciclo logaritmico) e a adicdo de 4% e 6% de inulina foi capaz de prevenir esse

efeito indesejavel (p<0,05).

Para Enterococcus faecium CRL 183 o ambiente gastrico simulado levou a

reducao de um ciclo logaritmico na populagdo de microrganismos (exceto para a
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cultura crescida na presenca de 1% de inulina) e a adigdo do prebidtico em

concentragdes iguais ou superiores a 4% potencializou esse efeito (p<0,05).

5.3. Tolerancia ao fluido intestinal simulado

As duas cepas estudadas (Lactobacillus helveticus 416 e Enterococcus
faecium CRL183) exibiram contagens de células viaveis superiores a 103UFC/mL no

final do experimento (Tabelas 5 e 6, respectivamente).

Tabela 5. Resisténcia da cepa de Lactobacillus helveticus 416 ao fluido intestinal

simulado, em fungao de diferentes concentracdes de inulina.

Concentragao Lactobacillus Lactobacillus
de inulina (%) helveticus 416 helveticus 416
(UFC/mL) (log UFC/mL)

Controle 2,7x 1072 9,38+0,07°

0% 3,7x 10°2 9,57+0,02°

1% 3,2x10°2 9,50+0,06°

2% 3,5x 10°2 9,54+0,10°

3% 3,2x 10°2 9,50+0,05°

4% 3,5x 10°°2 9,54+0,04°

5% 3,5x 10°°2 9,53+0,11°

6% 4,2x 10°°2 9,62+0,03°

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Especificamente em relacdo a cepa de Lactobacillus helveticus 416 nao

houve variagdo na viabilidade celular ap6s o contato com o fluido intestinal e a

adicao de inulina nao influenciou os resultados obtidos (p<0,05).

Por outro lado, para Enterococcus faecium CRL 183, observou-se redugao de

um ciclo logaritimico na contagem de células viaveis, apoés o contato com o fluido

intestinal, e a adicdo de 5% e 6% de inulina melhorou a viabilidade do

microrganismo nesse meio (p<0,05).

Tabela 6. Resisténcia da cepa de Enterococcus faecium CRL 183 ao fluido intestinal

simulado, em fungao de diferentes concentracdes de inulina.

Concentracao

de inulina (%)

Enterococcus

faecium CRL183

Enterococcus

faecium CRL183

(log UFC/mL)

(UFC/mL)

Controle 2,1x 10°2 9,320,042
0% 5,6x 108¢ 8,75+0,06°
1% 4,9x 108¢ 8,68+0,08°
2% 2,7x 1084 8,43+0,03¢
3% 1,9x 10%°© 8,27+0,06°
4% 2.4x 108 9% 8,38+0,04%
5% 6,0x 108P° 8,78+0,06
6% 8,2x 108° 8,91+0,02°

Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
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5.4. Capacidade de reducao do colesterol in vitro
Os resultados referentes ao efeito da adicdo de inulina na capacidade de
reducao do colesterol adicionado ao meio de cultura sdo apresentados nas Tabelas

7 e 8.

A reducgao de colesterol pela cepa de Lactobacillus helveticus 416 variou de
12,30% a 17,23%, porém, a adicao de diferentes concentragées de inulina nao

influenciou significativamente os resultados obtidos (p<0,05).

Tabela 7. Remocao de colesterol in vitro pela cepa de Lactobacillus helveticus 416,

em fungao de diferentes concentragdes de inulina.

Concentragao de inulina (%) Redugéo do colesterol (%)

Lactobacillus helveticus 416

0% 15,35+4,81°
1% 17,10+ 2,71 °
2% 16,31 £ 3,02 °
3% 14,33 +£2,33°
4% 14,00 £ 1,30 °
5% 17,23 +£1,33°
6% 12,30 £1,73°

Médias com letras iguais ha mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
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A cepa de Enterococcus faecium CRL 183 foi capaz de remover entre

58,56% e 66,33% do colesterol adicionado ao meio de cultura. Observa-se que a

adicao de prebidtico, em todas as concentragcdes avaliadas, resultou em aumento

na redugdo de colesterol in vitro (p<0,05), sendo que os melhores resultados, em

termos absolutos, foram obtidos com 5% de inulina.

Tabela 8. Remocao de colesterol in vitro pela cepa de Enterococcus faecium CRL

183, em funcao de diferentes concentragdes de inulina.

Concentracgao de inulina (%)

Reducao do colesterol (%)

Enterococcus faecium CRL183

0%

1%

2%

3%

4%

5%

6%

58,56 + 0,87°
61,62 + 1,44°
64,60 + 1,142
65,76 + 0,43°
65,18 + 1,00°
66,33 + 0,14°

66,09 + 0,28°

Médias com letras iguais ha mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Algumas substancias prebidticas constituem fontes de carboidratos favoraveis
ao crescimento de microrganismos probidticos, sendo esse efeito espécie e cepa
dependente (GIBSON; ROBERFROID, 2008). Entretanto, os resultados de estudos
que avaliaram o efeito do uso de prebidticos no crescimento de microrganismos
probidticos sao contraditorios.

Trabalho conduzido por Huebner et al. (2007) concluiram que Lactobacillus
paracasei 1195 cresce melhor em meio contendo 1% de inulina e de FOS, em
comparagao com meio contendo somente glicose como fonte de carbono. Outro
estudo verificou que cepas de Lactobacillus GG, Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus n&o sdo capazes de utilizar FOS como fonte de

carboidrato (KAPLAN; HUTKINS, 2000).

No presente estudo, ndo foi verificada alteracdo no ciclo logaritmico de
crescimento dos microrganismos (Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus
helveticus 416 - 10® UFC) em funcdo das diferentes concentragdes de inulina
testadas. No entanto, a analise estatistica mostrou que para Lactobacillus helveticus
416, concentracbes de inulina entre 1% e 4% nao estimularam o crescimento do
microrganismo, enquanto Enterococcus faecium CRL 183 cresceu melhor na

presenca de inulina (2% e 4%).

A estabilidade dos microrganismos Lactobacillus helveticus 416 e
Enterococcus faecium CRL 183 frente ao fluido gastrico e intestinal simulados
também foi analisada, uma vez que estes fluidos estdo presentes naturalmente no

organismo humano, sendo importantes para a digestdo dos alimentos. Com isso, é
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essencial que os microrganismos estudados resistam as condigdes do trato
gastrintestinal e alcancem o célon na forma integra.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que a inulina (4% e 6%)
favoreceu a resisténcia do microrganismo Lactobacillus helveticus 416 ao fluido
gastrico, prevenindo a redugdao do seu crescimento. Porém, a mesma substancia
prebiotica agiu de forma desfavoravel para a cepa de Enterococcus faecium CRL
183, quando foram utilizadas concentragdes de inulina iguais ou superiores a 4%.

Redondo (2008) verificou que os microrganismos Enterococcus faecium CRL
183 e Lactobacillus helveticus ssp. jugurti 416 resistiram aos valores de pH testados
(1,0; 2,0; 3,0 e 4,0, nos tempos 30; 60; 90 e 120 minutos), sendo que o segundo
microrganismo obteve melhor crescimento em pH acido se comparado ao pH neutro.
Da mesma forma, Shinoda et al. (2001) verificaram que Lactobacillus helveticus
CP53 obteve crescimento satisfatério em valores de pH iguais a 3,0; 4,0; 5,0 e 6,5.

O presente estudo demonstrou que os dois microrganismos analisados
mantiveram-se viaveis ao final do teste em presencga do fluido intestinal simulado e
obtiveram crescimento satisfatério (108-10° UFC/mL). Para Lactobacillus helveticus
416 nao houve variagao na viabilidade celular e para Enterococcus faecium CRL 183
observou-se redugao de 1 ciclo logaritmico, apds o contato com o fluido intestinal.
Esses resultados diferem dos obtidos por Redondo (2008), onde verificou-se
reducao no crescimento da cepa de Lactobacillus helveticus ssp. jugurti, enquanto
Enterococcus faecium CRL 183 nao apresentou diferenca significativa no
crescimento frente ao fluido intestinal simulado. Uma possivel explicacdo para a
discrepancia observada nos resultados seria a diferenca na metodologia e na

composic¢ao do fluido intestinal utilizados nos dois estudos.
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Tompkins et al. (2011) demostraram que diversos microrganismos sao
resistentes as condigdes gastrintestinais, entre eles o Lactocacillus helveticus
R0052. Os testes foram feitos com a técnica in vitro Digestive System (IViDiS),
sendo que o objetivo do estudo era examinar o impacto do tempo de uma refeicao
em relagdo a administracdo de um probidtico e sua capacidade de sobrevivéncia
durante o transito gastrintestinal.

Charteris et al. (1998) realizaram testes de sobrevivéncia gastrica e intestinal
para os microrganismos Lactobacillus casei 212.3, Lactobacillus fermentum KLD,
Bifidobacterium bifidum 2715 e Bifidobacterium bifidum 1453. Ao final do estudo, a
viabilidade gastrica alcangada foi superior a 70% e a viabilidade intestinal ndo
apresentou queda significativa.

Zhang et al. (2007) estudaram o efeito da adi¢gado de prebiodticos na resisténcia
de diferentes microrganismos probiéticos frente a bile. Os resultados mostraram que
a estaquinose foi 0 unico prebidtico que melhorou a tolerancia a bile de todas as
cepas avaliadas, enquanto a inulina foi capaz de melhorar a resisténcia somente da
cepa de Lactobacillus salivarius La5.

A adicao do prebidtico ndo alterou os resultados obtidos para Lactobacillus
helveticus 416, porém, melhorou a resisténcia da cepa de Enterococcus faecium
CRL 183, quando concentragdes mais elevadas de inulina foram avaliadas (5% e
6%).

Vale salientar que nos testes de resisténcia gastrica e intestinal os dois
microrganismos avaliados apresentaram crescimento igual ou superior a
108UFC/mL, quantidade considerada suficiente para que um microrganismo seja

considerado probidtico.
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Varios estudos indicam que a composi¢gdo da microbiota intestinal e a
ingestdo de microrganismos probidticos podem influenciar o metabolismo do
colesterol (GILLILAND et al., 1985).

Saavedra et al. (2003) obtiveram resultados positivos na redugédo de
colesterol in vitro com diferentes cepas de Enterococcus faecium. Dentre as cepas
analisadas, CRL 183, CRL 485 e CRL 588 obtiveram os melhores indices de
reducdo de colesterol, sendo que Enterococcus faecium CRL 183 foi capaz de
reduzir 51,2% do colesterol adicionado ao meio de cultura. Resultados semelhantes
foram obtidos por Rossi et al. (1994), na avaliagao da mesma cepa probidtica.

Redondo (2008) demonstrou que o Enterococcus faecium CRL 183 foi capaz
de reduzir de forma significativa os sais biliares GDCA e TDCA. Ja o Lactobacillus
helveticus ssp. jugurti 416 demostrou capacidade de hidrolise do sal biliar TDCA. A
hidrolise de sais biliares € realizada pela enzima HSB (hidrolase de sais biliares)
produzida por alguns microrganismos probidticos, sendo este um mecanismo que
tem se mostrado eficaz na reducéo do colesterol sanguineo total (TARANTO et al,
1996; TANAKA et al, 2000; KIM et al, 2005)

Pereira et al. (2002) demostraram que o Lactobacillus fermentum KC5b pode
ser apontado como um possivel probidtico que interfere no metabolismo do
colesterol. O principal mecanismo que explicaria esse fenébmeno seria a hidrolise de
sais biliares através da atividade da enzima HSB. Algumas espécies de bactérias
exibem atividade da enzima HSB, responsavel pela desconjugacgéo de sais biliares.
Sais biliares desconjugados sdo menos soluveis, sendo mais excretados nas fezes.
Nessa situagao, o colesterol é utilizado para sintetizar novos sais biliares, levando a
uma reducgao de colesterol sanguineo (BEGLEY et al., 2006; PARK et al., 2008; ST-

ONGE et al., 2000). Outro possivel mecanismo sugere que alguns microrganismos
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podem assimilar colesterol ou incorpora-lo na membrana celular (KIMOTO et al.,
2002).

Liong e Shah (2005) demonstraram que o probidtico Lactobacillus casei
ASCC 292 foi capaz de reduzir o colesterol no periodo de 24 horas, com o uso de
diferentes prebidticos, principalmente a maltodextrina e FOS. Para o teste foram
utilizadas diferentes concentragcbes do probidtico e prebidtico. As maiores reducdes
foram observadas para as combinagdes 1,71% de probiotico, 4,95% de FOS e
6,64% de maltodextrina e 1,70% de probidtico, 4,80% de FOS e 6,80% de
maltodextrina.

O presente estudo evidenciou que o microrganismo Lactobacillus helveticus
416 foi capaz de reduzir o colesterol in vitro (12,30% a 17,23%), porém, a adi¢ao do
prebidtico inulina em diferentes concentracées nao influenciou os resultados. Em
contraponto, a cepa de Enteroccoccus faecium CRL 183 foi capaz de reduzir entre
58,56% e 66,33% do colesterol adicionado ao meio de cultura, sendo que a adi¢cao
de inulina favoreceu este efeito.

As cepas avaliadas (Enterococcus faecium CRL183 e Lactobacillus helveticus
416) sao utilizadas como culturas iniciadoras em um produto a base de soja, cujas
propriedades hipolipemiantes foram comprovadas em modelos in vivo (animais e
humanos) (ROSSI et al., 2000; 2003; CAVALLINI, et al. 2009). Os resultados obtidos
indicam que a combinagao simbidtica entre os microrganismos em estudo e a inulina
poderia potencializar o efeito desse produto, ressaltando a importancia de estudos
posteriores com o objetivo de otimizar a remogao de colesterol através combinagao
das cepas probidticas (Enterococcus faecium CRL183 e Lactobacillus helveticus

416), na presencga de diferentes substancias prebidticas.
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7. CONCLUSOES

O prebidtico inulina GR pode ser utilizado em combinacido com Enterococcus
faecium CRL183 e Lactobacillus helveticus 416, pois ndo impediu o crescimento
desses microrganismos nas condi¢gdes do estudo. A associagao simbidtica entre
Enterococcus faecium CRL183 e inulina resultou em melhora na resisténcia
intestinal e potencializagdo da capacidade de redugdo de colesterol pela cepa
probidtica, sendo que os melhores resultados foram obtidos com a adi¢cao de 5% e

6% de inulina.
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