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RESUMO

A busca por alimentos que proporcionem melhorias na saide e bem estar dos
consumidores ¢ uma tendéncia mundial. Os produtos lacteos fermentados estdo
incluidos entre os alimentos que atendem a esta demanda. O objetivo desta pesquisa foi
selecionar novas linhagens de bactérias acido-laticas (BAL) potencialmente probidticas
e seguras, bem como avaliar a aplica¢do das cepas selecionadas em leite. Na primeira
etapa, o potencial probidtico (capacidade de hidrolise de sais biliares [BSH], capacidade
de autoagregacgdo, coagregacao com Lactobacillus spp. e Listeria spp. € hidrofobicidade
e tolerancia em diferentes valores de pH e concentragdes de NaCl) e a seguranga
(susceptibilidade a antibidticos e degradagdo da mucina) foram avaliados em vinte
cepas de BAL, previamente isoladas de queijo mugarela de bufala e identificadas como
Lactobacillus  helveticus (SJRP56 e SIJRP191), Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (SIJRP49), Lactobacillus fermentum (SJRP42), Enterococcus durans
(SJRP14, SJRP17, SJRP25, SJRP26 e SIRP6S), Enterococcus faecium (SJRP20,
SJRP28, SIRP65, SJRP69) e Enterococcus sp. (SJRP04, SIRP11, SJRP16, SJRP101,
SJRP120, SJRP122 e SJRP125). Seis cepas apresentaram atividade de BSH e a maioria
delas apresentou elevada capacidade de autoagregacdo e hidrofobicidade. Algumas
cepas apresentaram capacidade de coagregacao com outras BAL e patdégenos. A maioria
das cepas cresceu bem em pH neutro e a tolerancia ao NaCl foi dependente da
temperatura. Nenhuma das BAL degradou a mucina; entretanto, algumas apresentaram
resisténcia aos antibidticos testados. Na segunda etapa, considerando as caracteristicas
probidticas e de seguranca, as cepas E. faecium SIRP20 e E. faecium SJRP65 foram
selecionadas para testes complementares, incluindo tolerancia as condi¢des simuladas
do trato gastrointestinal (TGI), adesdo as células Caco-2, producdo da enzima B-
galactosidase e presenca de genes associados a viruléncia e producao de aminas
biogénicas. Ambas as cepas resistiram bem as condigdes do TGI, apresentaram baixa
propriedade de adesdo, sdo produtoras de B-galactosidase e ndo apresentaram genes
relacionados a adesdo, agregagdo e colonizagdo. E. faecium SJRP65 apresentou poucos
genes relacionados a resisténcia a antibiodticos e fatores de viruléncia. Em funcao disso,
foi considerado com boas propriedades funcionais € com caracteristicas interessantes
para aplicagdo em produtos lacteos. Na terceira etapa, foi avaliada a aplicagdo de E.

faecium SIRP20 e SJRP65 potencialmente probiodticos em leite: cinética de acidificacao,



pos-acidificacdo, resisténcia as condi¢des simuladas do TGI e capacidade de sequestro
de radicais livres. E. faecium SJRP20 em leite apresentou maior velocidade maxima de
acidificacdo (Vmsx = 7,11x10upH/min), enquanto que E. faecium SIRP65 apresentou
menor taxa de acidificagdo. Nao houve diferenca na composi¢ao centesimal das
amostras de leite fermentado inoculado com as cepas de E. faecium. Durante a
estocagem refrigerada houve redug¢do do pH e aumento da acidez em todas as amostras
de leite fermentado. Os produtos fermentados por ambas as cepas resistiram bem as
condi¢des simuladas do TGI, com elevada viabilidade ao longo do periodo de
estocagem. O leite fermentado por E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentou elevada
capacidade de sequestro de radicais livres. Com o aumento da concentracdo de produto
e do tempo de estocagem, foi maior a capacidade antioxidante. A fermentagao do leite
por E. faecium potencialmente probidticos apresentou bons resultados, e a cepa E.
faecium SJRP20 reuniu as melhores caracteristicas tecnoldgicas para aplicagdo em
produtos lacteos fermentados funcionais: apresentou maior velocidade de acidificacao,
menor tempo para atingir a velocidade maxima, maior estabilidade as condi¢gdes do TGI

durante a estocagem refrigerada e alta capacidade de sequestro de radicais livres.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; fermentagao; viabilidade; fatores de viruléncia;

produtos lacteos.



ABSTRACT

The search for food which improves consumer health and well-being is a worldwide
trend. The fermented dairy products are included among food which satisfies this
demand. The aim of this research was to select new strains of lactic acid bacteria (LAB)
potentially probiotic and safe, as well as to evaluate the application of selected strains in
milk. In the first stage, the probiotic potential (bile salt hydrolase capacity [BSH],
capacity of auto-aggregation, co-aggregation with Lactobacillus spp. and Listeria spp.,
hydrophobicity, tolerance in different pH values and concentrations of NaCl) and safety
(susceptibility to antibiotics and mucin degradation) were evaluated in twenty LAB
strains, previously isolated of water- buffalo mozzarella cheese and identified as
Lactobacillus helveticus (SJRP56 and SJRP191), Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (SJRP49), Lactobacillus fermentum (SJRP42), Enterococcus durans
(SJRP14, SIRP17, SIRP25, SJRP26 and SJRP68), Enterococcus faecium (SJRP20,
SJRP28, SIRP6S, SIRP69) and Enterococcus sp. (SIRP04, SJRP11, SIRP16, SIRP101,
SJRP120, SJIRP122 and SJIRP125). Six strains presented BSH activity and most of them
presented high capacity of auto-aggregation and hydrophobicity. Some strains presented
capacity of co-aggregation with other LAB and pathogens. The majority of strains grew
well in neutral pH and the tolerance to NaCl was dependent on the temperature. None of
the LAB degraded the mucin; however, some of them presented resistance to the tested
antibiotics. In the second stage, considering the probiotic features and safety, the strains
E. faecium SIRP20 and E. faecium SJRP65 were selected for complementary tests,
including tolerance to the simulated GIT conditions, adhesion to Caco-2 cells,
production of B-galactosidase enzyme and presence of genes associated to the virulence
factors and production of biogenic amines. Both strains resisted well to the GIT
conditions, presented low property of adhesion, B-galactosidase activity and they did not
present genes related to adhesion, aggregation and colonization. E. faecium SJRP65
presented few genes related to the resistance to antibiotics and virulence factors.
According to this, it was considered with good functional properties and with interesting
characteristics for application in dairy products. In the third stage, the application of
potentially probiotic E. faecium SJRP20 and SJRP65 in milk was evaluated:

acidification kinetics, post acidification, resistance to the simulated GIT conditions



(GIT) and free radicals scavenging capacity. E. faecium SJRP20 in milk presented
higher maximum speed (Vmix = 7,11x10”upH/min), while the E. faecium SJRP65
presented lower acidification rate. There was not difference in the gross composition of
the samples of fermented milk inoculated with E. faecium strains. During the
refrigerated storage, there was a pH reduction and an increase in acidity for all
fermented samples. The products fermented by both strains resisted well to the
simulated GIT conditions, with high viability during the storage period. The milk
fermented by E. faecium SJRP20 and SJRP65 presented high free radicals scavenging
capacity. With the increase of the product concentration and the storage time, the
antioxidant capacity was higher. The milk fermentation by potentially probiotic E.
faecium presented good results, and the E. faecium SIRP20 strain combined the best
technological characteristics for application in functional fermented dairy products:
presented higher speed of acidification, lower time to reach the maximum speed, higher
stability to the GIT conditions during the refrigerated storage and high free radicals

scavenging capacity.

Keywords: Functional food; fermentation; viability; virulence factors; dairy products.
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1. INTRODUCAO GERAL

As bactérias acido-laticas (BAL) estdo amplamente distribuidas na natureza;
sdo encontradas naturalmente em diversos alimentos: produtos lacteos, vegetais, graos,
carnes e derivados, e podem também ser habitantes dos tratos gastrintestinal,
respiratdrio superior e urogenitalinferior de diferentes espécies animais (RESENDE et
al., 2011). Nos alimentos, auxiliam nas caracteristicas sensoriais, funcionais e de
bioconservacao destes produtos. Tais bactérias utilizam, preferencialmente, a lactose
como fonte de carbono.

Algumas espécies de BAL apresentam efeito benéfico sobre a microbiota
intestinal e as fungdes fisiologicas do trato intestinal humano, sendo consideradas
probidticas. Embora um grande numero de géneros e espécies de bactérias possa ser
considerado potencialmente probidtico para uso comercial, as cepas de bactérias acido-
laticas sdo as mais importantes (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Dentre os diversos
géneros que integram este grupo, destacam-se na producdo de alimentos funcionais:
Lactobacillus e Bifidobacterium e, em menor escala, o género Enterococcus, com
destaque para a espécie E. faecium, que tem sido isolada do trato gastrointestinal de

humanos saudaveis (SILVA et al., 2015).

Os produtos contendo bactérias probidticas sdo considerados funcionais e a
indtstria de laticinios ¢ a que apresenta maior disponibilidade de alimentos com
probidticos, como iogurtes, leites fermentados e bebidas lacteas fermentadas (RAMOS
et al., 2013). Estas bactérias podem ser também encontradas em alimentos infantis e
preparagdes farmacéuticas, nos quais se utilizam frequentemente culturas iniciadoras
(starters) e bactérias laticas ou bifidobactérias como aditivos ou suplementos
(SACCARO, 2008). Tais bactérias desempenham vérias atividades metabdlicas
importantes na produg¢do de derivados lacteos, tais como glicolitica, proteolitica,
lipolitica e utilizacao de citrato para a produgdo de compostos aromaticos. Estas reagdes
promovidas pelas BAL conferem caracteristicas sensoriais desejaveis, aumentam sua

vida util e a qualidade sanitaria dos alimentos.

E notorio o crescimento do setor de produtos lacteos fermentados com alegagdes

nutricionais e terapéuticas associadas. Em vista disso, empresas do ramo alimenticio
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buscam novas linhagens de BAL com essas caracteristicas. Outra tendéncia desta
industria ¢ a eliminacdo do uso de produtos quimicos sintéticos e aditivos, como 0s

conservantes.

A escolha da cepa bacteriana probidtica para aplicagao em alimentos deve seguir
uma série de critérios que visam a seguranca do consumidor. De acordo com
FAO/WHO (2002) deve-se: conhecer a identidade da cepa; realizar testes in vitro de
resisténcia a acidez gastrica, aos acidos biliares e as enzimas digestivas, atividade
antimicrobiana em relagdo aos patdogenos; avaliar a seguranca (comprovar que a cepa ¢
segura e nao estd contaminada em sua forma de administracdo); realizar testes in vivo

para comprovagao dos efeitos sobre a satide do hospedeiro-alvo.

Relatos tém demonstrado os efeitos dos probioticos tanto in vitro quanto in vivo,
em diversas patologias, como: diarreias, infecgdes do sistema urinario, desordens
imunologicas, intolerancia a lactose, hipercolesterolemia, alergias alimentares e alguns

tipos de cancer (MC FARLAND, 2000).

Na industria ¢ comum o uso de culturas probioticas associadas a outros tipos de
culturas para a fermentagao de produtos especificos. No caso dos iogurtes, as bactérias
probiodticas sdo associadas as bactérias iniciadoras (starters) Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, que aprimoram o sabor e a textura do

produto em menor tempo de fermentacao (SAARELA et al., 2000).

Nesse sentido, sabe-se que apesar dos diversos produtos lacteos fermentados
apresentarem fases de produgdes similares (padronizacdo do conteudo de gordura,
aumento dos sélidos ndo gordurosos do leite, homogeneizagdo, desaeragdo, tratamento
térmico, fermentagdo e envase), alguns aspectos tecnologicos devem ser observados
para a manutengao da viabilidade das culturas probioticas, tais como a determinagdo do
tipo de cultura iniciadora mais adequada, temperatura, tempo de incubacgdo e taxa de
inoculagao (FARIA et al., 2006), bem como a vida de prateleira do produto e a possivel

produgdo de bacteriocinas.

Recentemente, estudos realizados no Laboratorio de Leite ¢ Derivados do
IBILCE — UNESP visando o isolamento, identificacdo e caracterizagdo de bactérias

acido-laticas, demonstraram potencial probiotico e producdo de bacteriocinas por
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algumas cepas. Pretende-se estender esse estudo para vinte cepas de BAL mesofilas,
isoladas e identificadas anteriormente, a fim de se identificar novas linhagens
probidticas, que sejam seguras, apresentem potenciais beneficios a saude humana, e que

possam ser utilizadas no desenvolvimento de alimentos funcionais.

APRESENTACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi organizado em trés capitulos para a melhor distribui¢do e
entendimento dos assuntos abordados. O Capitulo I consiste da Revisdo Bibliografica
do tema abordado na tese. O capitulo II foi redigido na forma de um artigo cientifico a
ser submetido a publicagdo em periddico internacional classificado pelo Qualis Bl e
trata da “Avaliagao do potencial probidtico e seguranca de BAL”. O capitulo III foi
redigido em portugués, na forma de um artigo cientifico. Serd feita a versdo deste
capitulo para o inglés para ser submetido a publicagdio em periddico internacional
classificado pelo Qualis e trata da “Aplicagdo de E. faecium potencialmente probidtico

em leite”.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Auvaliar o potencial probiotico e a seguranca de cepas de BAL, isoladas de queijo
mugcarela de bufala, bem como avaliar o comportamento de cepas selecionadas

em leite.

2.2 Objetivos Especificos

» Caracterizar o potencial probiotico das cepas pela atividade de hidrolise de sais
biliares, auto-agreagacao, co-agregacao, hidrofobicidade, tolerancia a diferentes

valores de pH e concentracdes de NaCl.

» Avaliar a seguranga das cepas pelas analises de degradagdo da mucina e

sensibilidade a antibioticos.

» Selecionar cepas seguras e com elevado potencial probiodtico para realizar testes
adicionais de tolerancia as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal (TGI),
aderéncia as células Caco-2, producgdo de B-galactosidase e presenca de genes de

viruléncia.

» Avaliar o comportamento das cepas selecionadas em leite: perfil de acidificagao,
viabilidade das cepas durante a estocagem, resisténcia as condi¢des simuladas

do trato gastrointestinal e capacidade de sequestro de radicais livres.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

21



22

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Bactérias acido-laticas (BAL)

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo encontradas normalmente em produtos
lacteos, bebidas, carnes, legumes e na microbiota natural dos tratos digestivo,
respiratorio superior e urogenital inferior dos animais. Elas compreendem a classe mais
representativa de organismos probioticos e desempenham papel importante durante o
processo de elaboragdo dos produtos fermentados, tais como: producdo de 4cido latico,
redugdo do teor de lactose, melhorias nas caracteristicas tecnologicas (sensorial, fisica e

quimica) e melhoria na seguranca alimentar (JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014).

As BAL sdao bactérias Gram-positivas e compreendem 13 géneros:
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactococcus,  Lactobacillus,  Lactosphaera,
Leuconostoc,  Oenococcus,  Pediococcus,  Paralactobacillus,  Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (JAY et al., 2005). Sao considerados ainda,
os géneros: Aerococcus, Alloiococcus, Dolosigranulum, Globicatella e Melissococcus
(CROWLEY; MAHONY; VAN SINDEREN, 2013). Estas bactérias constituem um
grupo de micro-organismos muito heterogéneos, incluindo bastonetes e cocos, imdveis,
catalase-negativos, ndo esporulados, aerdbios, microaerdfilos ou anaerdbios
facultativos, incapazes de hidrolisar gelatina, de produzir sulfeto de hidrogénio e os
citocromos estdo ausentes, o que impede a produgdo de energia via respiragao (TORO,
2005). De acordo com a temperatura 6tima de desenvolvimento, sdo definidos como
mesofilicos (20-40 °C) ou termofilicos (40-50 °C). A maioria destas bactérias ¢

inativada em temperaturas superiores a 70 °C.

As bactérias Gram-positivas sdo divididas em duas grandes classes filogenéticas:
Firmicutes e Actinomycetes, com base em comparagdes do conteido de guanina +
citosina (G + C) da sequéncia do DNA ribossomal. A classe Firmicutes abrange as
bactérias cuja composicdo do DNA contém baixo contetido do par G + C. A classe
Actinomycetes compreende as bactérias com contedtdo G + C superior a 50%. As
bactérias do género Bifidobacterium exibem um contetido relativamente elevado de

guanina + citosina (G + C) e, portanto, pertencem a classe das Actinobactérias. Por
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outro lado, os géneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcuse, Leuconostoc contém baixo conteudo de G + C e estdo incluidos no filo

Firmicutes (FRANCIOSI et al., 2008; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

As BAL sdo consideradas nutricionalmente exigentes, pois precisam de
nutrientes especificos, tais como aminoacidos e vitaminas (SALMINEN; VON
WRIGHT; OUWEHAND, 2004). Com relagdo ao metabolismo dos carboidratos,
classificam-se como homofermentativas ou heterofermentativas. As homofermentativas
utilizam a via Embden-Meyerhof-Parnas (ou via glicolitica) para transformar o carbono
principalmente em acido latico. Por outro lado, as bactérias heretofermentativas utilizam
a via da 6-fosfogluconato/fosfocetolase ou via das pentoses fosfatos para produzir além
do 4cido latico, CO,, etanol, acetato e citrato a partir da glicose (VASILJEVIC; SHAH,
2008).

Estas bactérias sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e bioquimicas, além de suas propriedades funcionais. Estudos
laboratoriais in vitro para caracterizacdo ¢ selecdo bacteriana para aplicacdo em
alimentos levam em consideracdo os seguintes pardmetros: origem, segurancga,
capacidade de tolerar o baixo pH do suco gastrico e a bile, atingir o local de agdo em um
estado fisiologico viavel, capacidade de adesdo e colonizagdo do TGI, producao de
substancias antimicrobianas, capacidade de estimular acdo imune no hospedeiro e
influenciar as atividades metabdlicas, tais como a producdo de vitamina (HILMI, 2010),

além da capacidade de produzir gés, compostos aromaticos e volateis.

Na fabricag¢do de produtos lacteos fermentados sdo empregadas principalmente
as BAL do género Lactobacillus. Sao também utilizadas bactérias do género
Bifidobacterium, que apesar de ndo pertencerem ao grupo filogenético das BAL,
compartilham caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e também alguns nichos
ecoldgicos, como o TGI, com as BAL tipicas (VASILJEVIC; SHAH, 2008). No
processo de fermentacao do leite, ocorre a acidificagdo e consequente redugdo do valor
de pH, que reduz o crescimento de bactérias nocivas, tanto a qualidade do produto como

a satide humana (FARIA et al., 2006).
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Na industria de alimentos, em geral, sdo utilizadas bactérias de seis géneros:
Lactococcus (leite), Lactobacillus (leite, carne, vegetais e cereais), Leuconostoc
(vegetais, leite), Pediococcus (vegetais, carne), Oenococcusoeni (vinho) e Streptococcus

thermophilus (leite) (INES et al., 2008).

1.1  Lactobacillus

Dentre as espécies de bactérias acido-laticas mais utilizadas como probidticas
grande destaque deve ser dado as bactérias do género Lactobacillus. Bactérias deste
género pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004).

Este ¢ o mais numeroso género, compreendendo 106 espécies descritas, e a
divisio baseia-se nas suas caracteristicas fermentativas. Os Lactobacillus
homofermentativos sdo: Lb. acidophilus, Lb. gasseri, Lb. crispatus, Lb. johnsonii, Lb.
delbruekii, Lb. helveticus e Lb. salivarius. As espécies obrigatoriamente
heterofermentativas sdo: Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum e Lb. reuteri. Dentre
os Lactobacillus heterofermentativos facultativos, destacam-se: Lb. curvatus, Lb.
plantarum, Lb. sakei, Lb. casei, Lb. paracasei e Lb. rhamnosus (SALMINEN, VON
WRIGHT; OUWEHAND, 2004).

Os lactobacilos apresentam-se em formato de bastonetes, sdo mesofilos, ndo
esporulados, acidaricos e se desenvolvem bem no intestino delgado (ROBINSON,
2002).

Dentre as varias espécies de Lactobacillus, Lb. acidophilus ¢ a mais utilizada
para aplicacdo em alimentos, estd naturalmente presente na microbiota intestinal e no
trato urogenital humano. Destaca-se por proteger o organismo da invasao de patogenos,
auxilia na digestdo da lactose, aumenta o valor nutricional dos alimentos devido a
sintese de nutrientes, estimula a resposta imune intestinal e regula os niveis de
colesterol no organismo (SACCARO, 2008).

O compotamento de lactobacilos probidticas em co-cultura com outras BAL
tem sido estudado. Kruger et al. (2008) estudaram o perfil de acidificagdo e a inter-
relagdo entre St. thermophilus, Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. acidophilus e
Bifidobacterium, na forma de cultura mista, numa formulagdo contendo 30% de extrato

hidrossoluvel de soja, 36,6% de leite de vaca e 33,3% de soro de leite, para a producao
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de uma bebida fermentada sabor morango. O produto fermentado apresentou
estabilidade por 28 dias em suas caracteristicas microbioldgicas, porém, as
caracteristicas sensoriais foram afetadas por sua evidenciada acidez. Esse aumento da
acidez foi atribuido ao Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus; estudos demonstraram que
esta bactéria prejudica a sobrevivéncia de outras BAL, por ser muito acidificante.
Geralmente o Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ¢é utilizado associado a outras culturas

iniciadoras (KRUGER et al., 2008).

1.2 Enterococcus
Enterococcus sp. sdo bactérias Gram-positivas, catalase-negativas, que podem

ser encontradas isoladas, aos pares ou em cadeias curtas, sdo anaerdbias facultativas,
crescem bem em ampla faixa de temperatura (10 °C a 45 °C), na presenga de 6,5% de
cloreto de sodio e hidrolisam esculina na presenca de sais biliares, podem sobreviver
durante 30 minutos em temperaturas de 60 °C, bem como suportar ampla variacao de
pH (CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO, 2005). Inicialmente pertenciam ao género
Streptococcus (estreptococos do grupo D). Da familia Enterococcaceae, o género
Enterococcus ¢ amplamente distribuido na natureza e compreende 54 espécies

(EUZEBY, 2015), sendo E. faecium ¢ E. faecalis as mais conhecidas.

Estas bactérias sdo naturalmente encontradas nos tratos gastrointestinal,
geniturinario e cavidade oral de humanos e animais, fazem parte da microbiota de
diversos alimentos, principalmente produtos lacteos, sdo também encontrados no solo,
na agua, em vegetais e em ambientes contaminados. O uso de bactérias deste género na
reducao da incidéncia de doengas, tal como invasao do rotavirus, ¢ na reducdo do
colesterol, tem trazido resultados satisfatorios, uma vez que estas bactérias ativam as

enzimas hepaticas e agem no organismo de forma mais acentuada (REDONDO, 2008).

Enterococcu sp. estdo sendo utilizados com sucesso na industria alimenticia,
estdo sendo utilizados na maturagdo de queijos para melhorar a qualidade sensorial, em
produtos lacteos sdo utilizados pra melhoria dos atributos tecnoldgicos, do sabor e para

ajudar na conservacao, evitando o crescimento de patdgenos (GIRAFA, 2003).
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Estudos tém demonstrado o potencial probiotico de varias cepas de
Enterococcus sp.; estes micro-organismos atuam na melhoria do equilibrio microbiano
no intestino e no tratamento de gastroenterites em humanos e animais (BAMWO;
SANNI; TAN, 2012). Ha espécies de Enterococcus com longa historia de uso seguro no
processamento de alimentos e sdo de grande interesse biotecnoldgico, devido a
produgdo de bacteriocinas, além de outras caracteristicas probidticas (REDONDO,

2008).

Apesar de varias pesquisas terem demonstrado a importancia dos Enterococcus
na fermentacdo de alimentos, garantindo a qualidade sensorial dos produtos, seu uso
ainda ¢ muito controverso. Alguns estudos, entretanto, demonstram que estes micro-
organismos podem agir como patégenos emergentes, pois existe o risco de transferéncia
de genes de viruléncia, e de resisténcia antimicrobiana para outros micro-organismos
presentes no trato gastrointestinal (OUWEHAND et al., 2001). Algumas espécies foram
identificadas como patégenos oportunistas no trato urinario (FRANZ; HOLZAPFEL;
STYLES, 1999). Em funcdo disso, varios estudos vém sendo conduzidos visando
demonstrar ndo sé as caracteristicas probidticas do E. faecium, mas, principalmente, a

sua inocuidade em relacao a saude do consumidor.

Estudos desenvolvidos por Bamwo, Sanni e Tan (2012) demonstraram o
potencial probiotico (tolerancia ao pH e a bile, capacidade de hidrélise de sais biliares,
capacidade de adesdo, atividade hemolitica) e a atividade antimicrobiana (produgdo de
bacteriocinas) das cepas Enterococcus faecium CM4 e CM1, isolados de leite de vaca.
Além disso, testes de seguranca (suscetibilidade a antibidticos) foram realizados e as
cepas foram consideradas seguras. Essas cepas apresentaram caracteristicas satisfatorias
para utilizacdo na industria alimenticia, mas os autores afirmam que outros testes de

seguranga precisam ser realizados.

O potencial probiodtico e a capacidade de producdo de compostos
antimicrobianos por Enterococcus durans LAB18s, foram avaliados por Pieniz et al.
(2014). A cepa demonstrou tolerancia em baixos valores de pH, e capacidade de
sobrevivéncia na presenca e ausencia de sais biliares, ndo apresentou atividade
hemolitica, e foi capaz de inibir o crescimento dos patogenos: Escherichia coli,

Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila e
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Corynebacterium fimi. Além disso, E. durans LAB 18s apresenta caracteristicas

satisfatorias para uso na suplementacao alimentar.

2. Probioticos

Os alimentos probioticos sao normalmente definidos como produtos que
contém micro-organismos nao patogénicos viaveis, capazes de conferir beneficios de
saude ao hospedeiro. Existem efeitos gastrointestinais especificos de probidtico, tais
como o alivio de doencas inflamatorias intestinais, reducdo da diarréia aguda em
criancas, diminui¢do do colesterol, producdo de bacteriocinas e imunomudalagdo

(ADAMS, 2010).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
probidticos sdo “micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo” (ANVISA, 2008). De
acordo com a FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/ Word Health
Organization, 2002), probidticos sdo definidos como “micro-organismos vivos que

oferecem beneficios ao organismo quando ingeridos em quantidades adequadas”.

Estudos da sobrevivéncia de cepas no intestino humano levaram a
modificagdes na definigdo de probioticos, sendo considerados probiodticos: “Os
organismos que, quando ingeridos em quantidades adequadas como unica cepa ou a
combinagdo de diferentes cepas conferem beneficios a saide do hospedeiro” (NAIR;

TAKEDA, 2010).

Embora existam varias definigdes para o termo probidtico, em 2014 um grupo
de especialistas revisou os termos. Um alinhamento internacional foi necessario para
evitar que tais definigdes abram margens para novas interpretagdes que induzam os
consumidores ao erro; assim, a definicio da FAO/WHO, ¢ ainda a mais aceita (HILL et

al., 2014).

Para garantir um efeito continuo, os probidticos devem ser ingeridos

diariamente. Mudangas positivas na composicdo da microbiota intestinal devem ser
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observadas com doses de 100 g de produto contendo 10° UFC de micro-organismos
probidticos (10’ UFC/g de produto), geralmente com a administra¢do durante o periodo
de 15 dias (SAAD, 2006). A capacidade do micro-organismo permanecer viavel e
efetivo na regido-alvo deve ser estudada e confirmada para cada cepa ou ainda, para

cada tipo de produto comercializado (VANDENPLAS; HUYS; DAUBEC, 2015).

Os efeitos benéficos dos probidtico sdo os principais fatores que estimulam as
industrias aumentarem a busca por cepas de bactérias probidticas para aplicacdo em
diversos alimentos. Os micro-organismos usados como probiodticos representam tipos
diferentes tais como bactérias, leveduras ou bolores. No entanto, existem espécies de
bactérias mais comumente utilizadas em cada género (AMARA; SHIBL, 2015), tais
como:

» Do género Lactobacillus, sao usadas as cepas das espécies: acidophilus,
sporogenes, plantarum, rhamnosus, delbrueckii, reuteri, fermentum, lactis,
cellobiosus, brevis, casei, farciminis, paracasei, gasseri, crispatus;

» Do género Bifidobacterium, usa-se comumente: bifidum, infantis, adolescentis,
longum, thermophilus, breve, lactis, animalis,

* Do género Streptococcus, sao usadas as espécies: lactis, cremoris, salivarius,
intermedius, thermophilus, diacetylactis;

» Do género Leuconostoc: usa-se o Leuc. mesenteroides;

» Do género Enterococcus: usa-se o E. faecium;

Dentre as leveduras e bolores, usam-se mais comumente: Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae ¢ Candida

pintolopesii.

As BAL sao as principais representantes dos probioticos usados pela industria
alimenticia (JUSTE; THOMMA; LIEVENS, 2008). Estas sdo geralmente consideradas
organismos GRAS (“Generally Recognized As Safe”), pelo longo periodo de uso seguro
na producdo de varios alimentos, além de possuirem potenciais beneficios nutricionais

(INES et al., 2008).

Os beneficios apresentados por alimentos contendo cepas de BAL probioticas

tém contribuido para a elevacdo da procura e consumo de alimentos funcionais. No
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Brasil, o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), regulamentou os alimentos funcionais através das resolucdes: ANVISA n°
18/99 e 19/99, que preconizam que “o alimento ou o ingrediente que alegar
propriedades funcionais ou de satde pode produzir efeitos metabolicos ou fisiologicos e
ou manutencdo geral da satde no que diz respeito ao papel fisioldogico dos nutrientes e
ndo nutrientes e a reducao do risco de doengas, ndo sendo permitidas alegacdes de satide
que facam referéncias a cura ou prevencao de doencas” (BRASIL, 1999a; BRASIL,
1999b). Esses alimentos devem ser enquadrados e registrados na categoria de alimento
com alegacdes de propriedades funcionais e de saude ou na categoria de substancias

biativas e probidticos isolados (BRASIL, 2016).

Os produtos com perfil probidtico desencadeiam um grande crescimento
economico em diversas regides do mundo (PIRES et al., 2015). Os leites fermentados e
os ilogurtes probidticos sdo os principais alimentos funcionais comercializados
(SANGWAN et al., 2011). O consumo de produtos lacteos funcionais foi pioneiro no
Japao, e em 2004, ja havia mais de 50 tipos de diferentes produtos probidticos

disponiveis no mercado (SHAH, 2004).

No Brasil, o primeiro registro de patente de produto probidtico (BR 860411)
foi em 1987; nos EUA, em 2004 ja havia um crescimento deste mercado, mas o apogeu
foi em 2011 (PIRES et al., 2015). Em 2007, no Brasil, os produtos lacteos funcionais
foram responsaveis por 1% (U$ 500 milhdes) do total de vendas de alimentos, sendo a
maior parte deste mercado (65%), composta por produtos probidticos (GRANATO et
al., 2010). Em 2011, o mercado de iogurtes cresceu 10%, o equivalente a R$ 5 bilhdes
(PIRES et al., 2015).

As bebidas lacteas apresentaram um aumento de registros e patentes de 2,5%
entre 2008 e 2011, e a América Latina responsavel por 0,8% do total registrado (LIBBY
COSTIN, 2012). Dentre os paises da América Latina, o Brasil ocupa o 2° lugar em
registros de produtos probiodticos e prebidticos, perdendo apenas para o México, com 57

registros até 2015 (PIRES et al., 2015).
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2.1 Contribuicdes dos probidticos para satide: mecanismos de acao

Os mecanismos através dos quais os probidticos exercem efeitos benéficos sdo
ainda pouco esclarecidos, e ainda ha muitos pontos de investigagdo em aberto. No
entanto, os probioticos estdo envolvidos na modificagdo do pH do intestino,
antagonizam patogenos pela produgdo de compostos antimicrobianos, competem com
os patogenos por ligagcdo a receptores locais, bem como por nutrientes disponiveis e
fatores de crescimento (AMARA; SHIBL, 2015), levando a prevencdo de infecgdes e
melhoria da microbiota intestinal (LUGIOYO et al., 2003).

Um dos mecanismos de agdo dos probioticos € a capacidade de aderir a mucosa
do TGI, garantindo sua sobrevivéncia e colonizagdo nesse ecossistema. A adesdo
impede a expulsdo das células probioticas, e permite a colonizagdo temporaria, a
modulacdo imunolodgica e a reducdo da incidéncia de patdogenos no organismo por

exclusao competitiva (ADRIANA et al., 2016).

Dois fatores sao necessarios para adesdo bacteriana a célula ou ao tecido do
hospedeiro: um receptor (carboidrato especifico ou um peptideo) e um ligante (estrutura
de superficie ou macromolécula). Inicialmente a adesdo bacteriana ¢ baseada em
interacdes fisicas ndo especificas no receptor, em seguida, ocorrem ligagdes especificas
(adesinas) entre o ligante e receptores complementares. Quanto maior a capacidade de
adesdo bacteriana, maior sera o efeito sobre a satide do hospedeiro (ADRIANA et al.,

2016).

Outra forma de agao dos probidticos na prevencao de doengas € na manutengao
do bom estado de satide do individuo ¢ a produgao de substancias bioativas, tais como
vitaminas, 4cido linoléico conjugado, peptideos bioativos, dcido gama-aminobutirico
(GABA), entre outras (FERNANDEZ et al., 2015). Algumas cepas de BAL probidticas
inibem o crescimento de micro-organismos indesejaveis e patogénicos nos alimentos
pela producdo de substincias antimicrobianas, tais como: acidos organicos e

bacteriocinas (PENNA et al., 2015).

Os principais efeitos atribuidos aos probiodticos sdo: regulagdo da microbiota

intestinal e redu¢do do risco de cancer do colon, do nivel de colesterol sérico e da
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ocorréncia de diarréias (NAGPAL et al., 2012; FONTANA et al., 2013). Esta associado
também a agdo de probidticos: alivio dos sintomas de intolerancia a lactose e modulacao

do sistema imune (REID, 2012).

2.1.1. Regulacio da microbiota intestinal e modulacio do sistema imune

Os micro-organismos probidticos estimulam o crescimento de outros micro-
organismos, modulam a microbiota da mucosa e a imunidade sistémica, melhoram a
nutri¢ao e o equilibrio microbiano no trato intestinal do hospedeiro. O tipo € nimero de
espécies da microbiota intestinal sdo determinados por uma combinagdo de fatores
(KOTZAMPASSIA; GTAMARELLOS-BOURBOULIS, 2012). O aumento as respostas
imunitarias ndo especificas pelas BAL probioticas, ocorrem por meio da ativagdo de
macréfagos, do aumento dos niveis de citoquininas, do aumento da atividade das células
natural killer e/ou do aumento dos niveis de imunoglobulinas (KAILASAPATHY,
2013).

Além disso, as BAL probidticas auxiliam a digestao pela producao de enzimas
digestivas e estimulam o sistema imunoldgico. Podem também melhorar a
disponibilidade de nutrientes no intestino devido as enzimas exdgenas segregadas no
TGI ou por enzimas enddgenas disponiveis nas células bacterianas, que sao liberadas
quando sdo lisadas pelo efeito do ambiente acido do estdmago dos hospedeiros. Ambos
os tipos de enzimas podem aumentar a atividade digestiva e a degradacdo de varios
compostos que nao sao digeridos naturalmente pelo organismo (MARENGONI;

ALBUQUERQUE, 2015).

O consumo de produtos contendo Lb. acidophilus e B. bifidum tem a
potencialidade de melhorar os movimentos peristalticos do intestino, aumentando a
absor¢ao de nutrientes, prevenindo ou controlando infec¢des intestinais, bloqueando os
receptores dos patogenos, inativando os efeitos das enterotoxinas e favorecendo o
desenvolvimento de micro-organismos resistentes a patdgenos, especialmente contra

Escherichia coli (LEE et al., 1999).
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Algumas alergias estdo associadas a uma falha fundamental de regulacdo
imune subjascente. A exposi¢ao microbiana fornece um forte sinal no ambiente para a
maturacao normal pés-natal do sistema imune e também induz a maturacdo de células
apresentadoras de antigenos e células T reguladoras, que sdo essenciais para a
programacao e a regulacdo da resposta de células T (ALMEIDA JUNIOR, 2015). O uso
de probidticos no tratamento e na prevencdo de alergias permite uma melhor
estimulagdo do sistema imune, para seu funcionamento de forma adequada. A agdo do
probidtico no controle de alergias depende da cepa utilizada, bem como do tempo de

administracdo desses probidticos (PELUCCHI et al., 2012).

2.1.2 Acao hipocolesterolémica

O interesse da utilizagdo de BAL e bifidobactérias no tratamento dietético
da hipocolesteromia tem crescido. Jones et al. (2013) relataram em seus ensaios clinicos
que o consumo de produtos probidticos levou a diminui¢do dos niveis de colesterol e de

lipidios nos consumidores.

A acdo de reducdo dos niveis de colesterol, deve-se a atividade hidrolase
de sais biliares (BSH) de algumas cepas (KUMAR et al., 2012; JONES et al., 2013), os
acidos biliares sao conservados eficientemente em condi¢cdes normais por um processo
denominado recirculacdo entero-hepatica. Quando os niveis de colesterol estdo
elevados, ha uma maior eliminacao de &cidos biliares desconjugados nas fezes; nesses
individuos, a atividade BSH de algumas BAL, leva a sintese de sais biliares no figado
em resposta homeostatica, ocasionando uma redugao dos niveis de colesterol sérico

(KUMAR et al., 2012) .

Diferentes cepas do género Bifidobacterium foram avaliadas quanto a
capacidade de assimilacao do colesterol e a capacidade de hidrélise de sais biliares.
Duas cepas identificadas B. bifidum (MB 107 e MB 109) foram capazes de reduzir os
niveis de colesterol em ratos hipercolesrolémicos em 8le 50 mg de colesterol/grama de
biomassa, respectivamente. Além disso, a maioria das cepas foi capaz de hidrolisar os
sais de acidos testados, e esta atividade foi diretamente relacionada a reducao dos niveis

de colesterol. Foi possivel demonstrar ainda, neste ensaio que houve reducao dos niveis
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de colesterol total ¢ do LDL, mas os niveis de HDL, ndo foram afetados (BORDONI et
al., 2013).

2.1.3 Reducio dos riscos carcinogénicos

Alguns estudos realizados in vitro e in vivo, utilizando animais de
laboratorio, demonstraram resultados satisfatorios do efeito anticancerigeno com o uso

de probioticos (KAILASAPATHY, 2013; SERBAN, 2014).

Segundo Erdman e Poutahidis (2017), os probidticos modulam o sistema
imune, melhoram o funcionamento intestinal, garantem a saide, e consequentemente,
reduzem os riscos de incidéncia de cancer, e o surgimento de inflamagdes intestinais.
Além disso, a interagdo da microbiota intestinal com o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

pode influenciar os estados psicoldgico e fisiologico do hospedeiro.

Os organismos probidticos apresentam importante atividade proteolitica,
com produgdo peptideos com alta capacidade antioxidante ou antimutagénica. Os
peptideos gerados por fermentacao de diferentes BAL probioticas podem contribuir com
uma variedade de compostos bioativos, que podem ter efeito positivo na saude humana.
Esses peptideos podem ser utilizados comercialmente em novos produtos, ou na

produgdo de novos peptideos anticancerigenos (SAH et al., 2014).

2.1.4 Alivio dos sintomas da intolerincia a lactose

A B-galactosidase (lactase) ¢ uma enzima produzida por alguns micro-
organismos quando estdo aderidos & membrana da mucosa do intestino delgado. Esta
enzima realiza a hidrolise da lactose ingerida, em glicose e galactose, que sao
facilmente absorvidas na corrente sanguinea (SHIBY; MISHRA 2013). Um organismo
com deficiencia de produgdo da [3-galactosidase, apresenta dificuldades de hidrélise da
lactose e a sua consequente absor¢dao pelo intestino. Assim, uma vez ingerida, a
presenca da lactose ndo-hidrolisada causa um significativo aumento da pressdo osmotica
das células, atraindo agua e eletrolitos. Isso acarreta em uma dilatacdo intestinal, e

consequentemente, aumenta a velocidade do transito da lactose para o colon, onde ela
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sofrera fermentacdo por bactérias microbianas, resultando em gases CO, e H,, fezes

acidificadas, distensdo abdominal e hiperemia perianal (OLIVEIRA, 2013).

Uma vez que algumas culturas de BAL podem produzir a enzima [-
galactosidase, esta propriedade ¢ considerada importante para a industria de lacticinios e
pode ser explorada de modo a ajudar os consumidores intolerantes a lactose. Além
disso, durante a fermentacdo, as BAL, utilizam lactose como fonte de energia, assim a
quantidade de lactose torna-se reduzida nos produtos fermentados (PENNA et al.,
2015). A [P-galactosidase bacteriana resiste as condi¢des adversas do trato
gastrointestinal, estando vidavel no duodeno e ileo, garantindo assim a hidrélise da
lactose no intestino, aliviando os sintomas da intolerancia a lactose (VASILJEVIC;

SHAH, 2008).

A fermentagdo da lactose e o aumento do teor de [(-galactosidase foram
observados in vitro por acdo de Lb. acidophilus e B. longum. S. thermophilus e Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus presentes no iogurte também compensam a insuficiéncia
de [-galactosidase no organismo, aumentando, assim, a digestdo da lactose, e
diminuindo o tempo de transito géstrico. No entanto, avaliagdes sistematicas indicam
que os potenciais beneficios terapéuticos nestas condigdes sdo restritos a cepas

especificas (PANDE et al., 2012).

2.1.5 Alivio da ocorréncia de diarréias

Diferentes cepas de Lb. rhamnosus GG, Lb. reuteri, S. boulardii e
Bifidobacterium sp. sao comumente usados para aliviar os sintomas da diarreia
(TOMAS et al., 2004). Essas bactérias competem com os patégenos causadores das
diarreias, impedindo que estes micro-organismos se instalem no epitélio intestinal, ou
ainda pela producdo de bacteriocinas, tais como a nisina. O Lb. reuteri DSM 17948
reduziu significativamente os sintomas de diarréia aguda em criangas hospitalizadas.
Com a administracdo diaria de 1 x 10® UFC do Lb. reuteri DSM 17948, os beneficios
foram observados logo ap6s 24 horas de ingestdo do produto (DINLEYICI et al., 2015).

Estudos realizados por Tian et al. (2014) utilizando as cepas probidticas: L.

plantarum, S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus, demonstraram que tais
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cepas ajudaram a fortalecer a resisténcia a colonizagdo por bactérias fecais, suprimir a
multiplicagdo de patdogenos oportunistas e restaurar o equilibrio da microbiota em

camundongos BALB/c.

A dose de probidticos necessaria varia muito em fun¢do da cepa e do produto.
Embora a legislagio exija uma quantidade minima viavel em torno de 10’ log UFC/g ou
mL de produto, em alguns alimentos, as cepas bacterianas mostraram-se eficazes em
niveis mais baixos, enquanto que outras exigem quantidades maiores. Bifidobacterium
infantis 35624 foi eficaz para aliviar os sintomas da Sindrome do Intestino Irritado (SII)
na dosagem de 100 bilhdes de UFC/dia, enquanto existem estudos com VSL#3 (mistura
de cepas de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus, e Bifidobacterium) que
utilizaram sachés com 300-450 bilhdes de UFC trés vezes ao dia. Sendo assim, ndo ¢
possivel estabelecer uma dose geral para os probidticos; a dosagem tem que estar
baseada em estudos em humanos que mostrem um beneficio para a saide (GUARNER

etal., 2011).

Inimeras pesquisas ja demonstraram os beneficios do consumo de probidticos
vidveis a saude do homem, citados anteriormente, porém, Adams (2010) relata esses
efeitos positivos também no consumo de células probidticas mortas. Ele alega que as
células mortas irdo estimular o sistema de defesa do individuo, incluindo a modulagao
da resposta imune. Além disso, tais células mortas estimulam a producao de
imunoglobulinas na mucosa e na parede intestinal, bucal ou urogenital dos
consumidores. Alega, ainda, que muitas linhagens probioticas ndo resistem ao periodo
de estocagem e nem a passagem do trato gastrointestinal, mas os metabolitos

produzidos por elas, irdo também conferir beneficios ao hospedeiro.

Almada et al. (2016) definiram como paraprobioticos, as cé€lulas probioticas
inativas, ou subprodutos metabolicos desses micro-organismos, que conseguem
modificar a resposta biologica do hospedeiro. Os paraprobioticos sdo originados de
células que perderam completamente sua viabilidade apds serem expostas a fatores que
levam a danos celulares, tais como ruptura do filamento de DNA, das membranas
celulares ou danos mecanicos ao envelope celular. A agdo dos probioticos sobre o
hospedeiro apresentou resultados satisfatorios, mas, a elucidagdo dos mecanismos de

acdo de paraprobidticos, incluindo a determinacdo de compostos ativos especificos
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responsaveis pelos efeitos benéficos, ainda ndo foram explicados, e sdo fundamentais
para a legalizagdo do uso dos paraprobioticos nos alimentos e também sua regulagdo por

autoridades competentes.

2.2 Critérios para avaliacao de cepas probioticas

Cepas de bactérias probidticas quando utilizadas na alimentagdo, deve
conseguir ndo apenas sobreviver a passagem por meio do aparelho digestivo e mostrar
sobrevivéncia ao acido e a bile, mas ser capazes de proliferar no intestino. Os
probidticos devem exercer seus beneficios sobre o hospedeiro por meio do crescimento

e/ou da atividade no corpo humano (VANDENPLAS; HUYS; DAUBEC, 2015).

Sdo véarios os critérios que devem ser considerados na selecdo de cepas
microbianas para serem utilizadas como probioticas: além das caracteristicas desejaveis
aos produtos, devem ser considerados aspectos de seguranga alimentar, mecanismos de
acdo, sobrevivéncia as condi¢des do TGI e tolerancia ao baixo pH do suco gastrico e ao
sal, mesmo que temporariamente, adesdo e colonizacdo do epitélio intestinal,
impedindo, dessa forma, o desenvolvimento de patdégenos e realgando a imunidade inata
(OLIVEIRA; DAMIN, 2003). Estes micro-organismos devem, ainda, resistir a acdo da
bile e das secregdes produzidas no pancreas e no intestino (COPPOLA; TURNES,
2004). Além das caracteristicas desejaveis, os probidticos devem ser indcuos, manter-se

vidveis no produto por longo tempo durante o transporte e estocagem refrigerada.

Esses micro-organismos devem ser capazes de inibir o crescimento de
organismos patogénicos através da producdo de acidos organicos, bacteriocinas e
desconjugacdo de sais biliares (REDONDO et al., 2007; REDONDO, 2008), ou

simplesmente por exclusao competitiva.

Adicionalmente, as cepas devem ser seguras para o consumo, nao transmitindo
genes de resisténcia a antibioticos e possuir propriedades anti-mutagé€nicas e anti-
carcinogénicas (COPPOLA; TURNES, 2004), bem como ndo apresentar genes de

viruléncia e nao afetar a mucosa intestinal.
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2.3 Estudo da seguranca de cepas probioticas

De acordo com a ANVISA, antes da liberacdo de um produto probidtico para
consumo, varios testes devem ser feitos ndo apenas para comprovar a eficacia da(s)
cepa(s) utilizada(s), mas também, que garantam a melhora e a saude do consumidor. As
alegagdes de seguranca e eficicia referem-se a: 1. Caracterizacdo do micro-organismo
(identificagdo do género e da espécie da cepa; informacgdo sobre o deposito da cepa em
bancos de culturas internacionais e reconhecidos; origem e forma de obtengao do micro-
organismo, incluindo informagdes se foi geneticamente modificado; se a bactéria ¢
produtora de toxinas ou bacteriocinas); 2. Perfil de resisténcia a antimicrobianos e
informagdes sobre a base genética de resisténcia antimicrobiana conforme metodologia
da European Food Safety Authority (EFSA, 2012); 3. Determinacao da atividade
hemolitica; 4. Efeitos adversos provocados pelo consumo; 5. Demonstragdo da eficcia
do produto na melhora da satide do consumidor; 6. Estudo da viabilidade bacteriana
durante a estocagem do produto (BRASIL, 2016). Além das comprovagdes de
seguranca do alimento, as diretrizes visam que todas as alegagdes sejam comprovadas

cientificamente, e ndo induzam o consumidor ao engano (BRASIL, 2016).

Os critérios clinicos que comprovem a seguranca devem ser feitos ndo apenas
com a cepa bacteriana utilizada, mas também, com os produtos prontos para consumo

(VANDEPLAS et al., 2015).

De acordo com a EFSA (2012), as BAL que forem utilizadas para alimentacao
didria, para serem consideradas seguras para ingestdo humana e animal, ndo devem
apresentar genes de resisténcia aos antimicrobianos adquiridos ou transferiveis, pois
esses genes podem ser transferidos aos micro-organismos patogénicos. Outra
preocupacao € com a capacidade aminobiogénica, pois a ingestdo de aminas biogénicas
produzidas por essas bactérias, mesmo que em pequenas quantidades, podem causar

efeitos toxicologicos aos consumidores (RUIZ et al., 2016).

Alguns postulados devem ser avaliados para garantir os beneficios probiodticos

ao hospedeiro. Os mais comuns sdo aqueles que relacionam os probidticos com a
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estrutura e funcionamento normal do corpo humano, conhecidos como “postulados de
estrutura—fungdo”, esses sao considerados mais genéricos, pois ndao ¢ permitido
mencionar doenga ou patologia, e devem ser apoiados por resultados consistentes de
estudos em humanos, duplo-cego, controlados com placebo com um bom desenho
experimental. Apesar dos estudos em animais e in vitro serem importantes para
desenvolver estratégias clinicas, ndo sdo considerados suficientes para documentar os
referidos postulados (GUARNER et al., 2011). O objetivo dessas regulamentacdes ¢
garantir que as alegacdes comerciais sejam claras, com base em provas cientificas, para
proteger os consumidores, promover a inovagdo e garantir o crescimento desses

produtos no mercado (TOMAS, 2016).

3. Leite fermentado

Segundo os Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) leites fermentados sao
produtos adicionados ou ndo de outras substancias alimenticias, obtidos por coagulacdo
e diminuicdo do pH do leite natural, ou leite reconstituido, acidificado por bactérias

laticas, resultando em consisténcia e textura tipicas (BRASIL, 2000).

O leite apresenta em sua composi¢do, nutrientes necessarios para o
metabolismo microbiano, sendo considerado um excelente substrato para o crescimento
de micro-organismos. Os diversos tipos de leite fermentado sdo bastante interessantes
do ponto de vista tecnologico, no entanto, o crescimento de cepas probidticas e a
redu¢do do pH acontece de forma lenta, devido a baixa atividade proteolitica das
bactérias fermentadoras e por isso elas estdo geralmente associadas a S. thermophilus,
assim, com o uso da combinacao de deferentes bactérias laticas e iniciadoras, € possivel
garantir um produto com as caracteristicas tecnologicas desejaveis, com potencial
nutricional e benéfico a saide (CANDY et al., 2008). Os alimentos fermentados t€ém se
constituido importantes componentes da dieta, devido ndo somente as suas
caracteristicas nutricionais, mas também a capacidade de reduzirem o risco de doengas

cronico-degenerativas (ROSSI et al., 2003).

A relagdo simbiotica entre BAL probidticas e as bactérias do iogurte podem ter

impacto sobre a qualidade do produto, sendo possivel elaborar produtos lacteos
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fermentados, com excelentes propriedades sensoriais € boa sobrevivéncia das BAL. Por
isso, tem aumentado a diversidade destas combinag¢des, uma vez que cada vez mais,
estudos sobre as inter-relacdes entre as bactérias acido-laticas estdo sendo realizados

(RODRIGUES; FELKL; BITENCOURT, 2013).

Dentre as linhagens utilizadas para fermentagdo em leites destacam-se
Lactobacillus (acidophillus, johnsonii, fermentum, casei, paracasei € rhamnosus) e
Bifidobacterium sp., pois estes trazem efeitos benéficos e positivos na fermentacao do
leite e produtos derivados (SHIBY; MISHIRA, 2013). Essas bactérias conferem aos
produtos fermentados, caracteristicas peculiares de sabor, aroma, viscosidade e outros
aspectos sensoriais (SILVA, 2016). Champagne et al. (2010) demostraram a agdo
fermentadora das cepas probioticas: Lb. helveticus R0052 e Bifidobacterium longum
RO175, em cultura pura e em co-cultura com S. thermophilus STS, e obtiveram bons
resultados, demonstrando a produgdo de isoflavonas e vitamina B por estas bactérias,
em leite fermentado de soja. Coelho et al. (2016) mostraram que o consumo didrio de
1,6 x 10" de Lb. casei Shirota, vivos, em leite fermentado, foi eficiente no combate a

giardiase em criancas naturalmente infectadas.

A acdo fermentativa sobre os agucares e a acidificagdo do leite por BAL
conferem maior viabilidade destas bactérias e torna o leite fermentado um ambiente
indspito para o crescimento de outros micro-organismos, tais como 0s patogénicos,

conferindo maior seguranga para o consumo.

No leite fermentado, os micro-organismos especificos devem ser viaveis,
ativos e abundantes no produto final e durante seu prazo de validade. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas, o leite fermentado ¢ considerado o melhor produto
alimenticio para transportar linhagens probioticas, quando comparado com outras
matrizes, tais como, queijos e sorvetes (CRUZ et al., 2009; RANADHEERA; BAINES;
ADAMS, 2010).

Diversos estudos descritos na literatura usaram cepas de BAL probioticas em
leites fermentados. L. acidophilus La-5 (Chr. Hansen) foi testado por Duarte et al.
(2016) na produgao de leites fermentados e a capacidade de inibir patogenos foi

avaliada in vitro. Apesar de a matéria-prima atender aos padrdes exigidos pela
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legislacdo, a fermentagdo demorou 24 horas, até atingir valor de pH de 4,57 ¢ 0,8 g de
acido latico/100 mL. Das 30 coldnias do Lb. acidophilus La-5 obtidas apds a
fermentacao do leite, 26% foram capazes de inibir E. coli, 13,3% inibiram L.
monocytogenes ¢ 16,6% inibiram S. aureus. A atividade antimicrobiana direta
produzida por Lb. acidophilus La-5 pode ser devido a producdo de acidos organicos,
perdxido de hidrogénio, diacetil, dioxido de carbono, acetaldeido ou bacteriocinas, entre

outros, porém nao foi confirmada a natureza do composto inibidor.

Ruiz et al. (2016) isolaram 191 culturas de colostro de cabras, sendo 30
isolados identificados como BAL. Nas BAL foram avaliados: o potencial probiotico, as
propriedades tecnologicas e a segurancga, para posterior aplicagdo em leites fermentados.
Algumas BAL apresentaram boas caracteristicas probiodticas, com destaque para Lac.
garvieae P27MI15, que apresentaram alta resisténcia ao baixo pH, e Lac. lactis
V22M11,V42M18 e V23MI15, que apresentaram as melhores propriedades
tecnologicas, sendo maior atividade acidificante (Lac. Lactis V22M11); maior atividade
proteolitica (Lac. lactis V42M18) e maior atividade autolitica apds 24 horas de
incubagdo (Lac. lactis V23M15). Varios isolados de colostro de cabra apresentaram

caracteristicas desejaveis para aplicacao na industria alimenticia.

CONSIDERACOES FINAIS

A busca por isolados bacterianos com potencial probidtico, para aplicacdo em
produtos fermentados ¢ a tendéncia atual em diferentes campos da Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos. Estas bactérias além de conferir atributos tecnoldgicos aos alimentos, se
produzirem compostos antimicrobianos, podem ser usadas para bioconservagdo dos

alimentos, e ainda, tem o potencial de conferir beneficios a satide dos consumidores.

No entanto, antes da utilizagdo de cepas probiodticas em alimentos, varios
critérios devem ser avaliados, tanto no que diz respeito a viabilidade bacteriana, como
em relacdo a seguranga da cepa. Alguns aspectos relacionados as caracteristicas dos
probidticos, mecanismos de acdo e critérios de seguranga foram discutidos nesta
revisdo. Ainda, € necessaria a adminstragdo diaria, por um periodo prolongado, para que

os beneficios sejam alcangados, e os efeitos sao especificos a cada individuo.
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Apesar de muitas cepas terem sido caracterizadas como seguras e
potencialmente probiodticas, ainda sdo necessarios estudos para identificacdo e
caracterizacdo de novas cepas, com caracteristicas distintas daquelas disponiveis, e
ainda, ¢ necessaria a comprovacao in vivo dos beneficios a satde, uma vez que esses

beneficios sdo especificos de cada cepa.
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ABSTRACT

Due to the increasing search for novel probiotic bacteria strains with particular
technological profile for commercial purposes, the objective of this research was to
evaluate the probiotic potential and safety of twenty lactic acid bacteria (LAB) strains.
The bile salts hydrolase (BSH) activity, capacity of auto-aggregation, co-aggregation
with Lactobacillus spp. and Listeria spp., hydrophobicity, and tolerance of the strains in
different pH values and NaCl were evaluated in vitro. The safety tests of mucin
degradation, and susceptibility to antibiotics were also performed. Six strains presented
BHS activity and most of them presented high value of auto-aggregation and
hydrophobicity. Some strains presented co-aggregation capacity with other LAB and
pathogens. Most of strains grew up in neutral pH values and the NaCl tolerance was
temperature dependent. None of the strains degraded the mucin; however, some of them
presented resistance to antibiotics. Considering the probiotic features and safety, the
strains Enterococcus faecium SJRP20 and SJRP65 were selected for complementary
tests, including tolerance to gastrointestinal tract (GIT), adhesion to Caco-2 cells, B-
galactosidase activity, and presence of genes encoding virulence factors. Both strains
resisted well to the GIT conditions, presented low adhesion property, are p-

galactosidase enzyme producers and did not present genes implicated in adhesion,
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aggregation and colonization. E. faecium SJRP65 showed fewer genes related to
antibiotic resistance and virulence factors. E. faecium SJRP65 presented good

functional properties, with interesting features for application in dairy products.

Keywords: Enterococcus faecium, tolerance to gastrointestinal tract; virulence factors;

antibiotic resistance.

1. INTRODUCTION

It is notorious and expanding the knowledge of positive associations
established between the intestinal microbiota and the human health. The most common
way of deliver to consumers health promoting microorganism is through fermented
dairy products, moreover, it is priority for the food industry the search for novel
probiotic microorganisms which could be used in innovative physiologically active and
nutritive products. Probiotics are living microorganisms which, when administered in

adequate amounts, confer a health benefit on the host (FAO/WHO 2002).

Among several microorganisms, yeasts and lactic acid bacteria (LAB) are
mainly considered probiotics. Bacteria belonging to the genera Lactobacillus and
Bifidobacterium are more commonly used in the fermented food production; however
probiotic potential of several other genera of LAB, such as Enterococcus, Aerococcus,
Carnobacterium and others were also explored, due to their technological advantage in
the food industry and health promoting properties (Gorska et al. 2007; Ashraf and Shah
2014).

Lactobacillus spp. and Enterococcus spp. are ubiquitous bacteria. Because of
their specific metabolite characteristics, ability to withstand heat stress and other
adverse environmental conditions, they can play essential technological role in several
fermented food products and are part of microbiota of various commercial fermented
products (Favaro et al. 2015; Penna et al. 2015). Both genera confer technological
functionality in fermented food production, such as contribution to the safety and
sensory characteristics by the production of organic acids, antimicrobial compounds,
such as bacteriocins, and aromatic volatile compounds (acetaldehyde, acetoin, and

diacetyl), and also contribute to the texture (production of proteases and lipases),
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nutritional and beneficial value by the production of bioactive compounds and vitamins
(Martin-Platero et al. 2009; Ahmadova et al. 2013; Favaro et al. 2014; Pingitore et al.
2014; Santos et al. 2015).

In order to a bacterial strain be considered probiotic, first off all, selected
microorganism must be safe, non-pathogenic, without virulence and antibiotics
resistance genes, genetically stable and viable in high population (about 10’-10°
CFU/mL of product) (De Paula et al. 2014). Following, the microorganisms must not
only survive to the passage through the digestive system and survive under the acid and
bile environment, but also be able to proliferate in the intestine (Vandeplans et al.
2015), to present adhesion and colonization of the intestinal cells, as well as to present
therapeutic benefits, besides showing technological and sensory properties in food

systems.

Considering that gut microbiota plays a pivotal role in host metabolism, the
objectives of this study were to investigate the probiotic potential of twenty LAB
strains, select safety novel strains for the development of new functional fermented

products and thereby improve their quality.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. LAB strains

Twenty mesophilic LAB strains from Department of Food Engineering and
Technology, UNESP culture collection were used: Lactobacillus helveticus (SJRP56
and SJRP191), Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus (SJRP49), Lactobacillus
fermentum (SJRP42), Enterococcus durans (SJRP14, SJRP17, SJIRP25, SIRP26 and
SIRP68), FEnterococcus faecium (SJRP20, SJRP28, SJRP65, SJRP69), and
Enterococcus sp. (SJRP04, SJRP11, SJRP16, SJIRP101, SJRP120, SJRP122 and
SJRP125), previously isolated from the processing of water-buffalo mozzarella cheese

and identified by 16S rRNA gene sequencing (Silva et al. 2015; Silva 2015).

The strains of Lactobacillus and Enterococcus were cultured in Man-Rogosa-

Sharpe - MRS broth (Difco, Becton Dickinson Co., Sparks, MD, USA) and stored at -80
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°C, in the presence of sterile glycerol (20%, w/v) as a crioprotector. Before their use, the
LAB cultures were maintained at room temperature to their defrosting and harvested by
centrifugation. For revitalization the isolated LAB strains were inoculated (2%, v/v) in
10 mL of MRS broth, and incubated aerobically for 24 h at 37 °C (Von Mollendorff et
al. 2007).

2.2.  Evaluation of the probiotic potential

For the strains selection, preliminary tests of the probiotic potential evaluation
were realized. The strains which presented the best results were selected for additional
tests, aiming their future application in fermented milk. All tests were realized in

triplicate, in three different moments (n=9).

2.2.1. Bile salts hydrolase (BSH) activity

The bile salts hydrolase activity was evaluated according to Kumar et al. (2012),
with some modifications. The strains were activated in MRS broth for 18 h at 37 °C,
and 10 pL of each strain were spotted, separately, in MRS agar plates, supplemented
with 0.5% (w/ v) of sodium salt of taurodeoxycholic acid (TDC; T0875, Sigma Aldrich,
St Louis, MO, USA) or taurocholic acid (TC; T4009, Sigma Aldrich) and 0.37 g/L of
CaCl, (Vetec, Duque de Caxias, Brazil). Plates were incubated anaerobically at 37 °C
for 72 h. The presence of white precipitated bile acid around spots was considered as a
positive result. MRS plates without addition of TDC or TC were used as negative

control.

2.2.2. Auto-aggregation and co-aggregation assay

The strains were activated in MRS broth during 24 h at 37 °C and harvested by

centrifugation (7.000 x g for 10 min at 20°C), washed twice and diluted in sterile saline
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solution (0.85% NaCl). Cell suspension (1 mL) was transferred to a 2-mL sterile tube to
obtain the optical density at 660 nm - ODggo nm = 0.3, and the samples were incubated at
4 °C, 37 °C and 42 °C. After 60 min, the cell suspension was centrifuged (300 x g, 2
min, 20 °C) and the ODggo nm Of the supernatant was determined. The auto-aggregation
was determined using the Equation 1 (Todorov et al. 2011), wherein ODy refers to initial

OD and ODgg refers to the OD value measured after 60 min.

Yeauto — aggregation = [(OD, - OD«)/ OD.]x 100 (Equation 1)

For the co-aggregation assay, the investigated LAB strains and the co-
aggregation partners microorganisms Lb. fermentum SJRP30 and Lb. casei SJIRP37
were cultivated in 10 mL of MRS broth and the strains of L. monocytogenes ATCC
7644 and L. innocua ATCC 33090 in BHI at 30 °C. The cultures were cultured for 24h,
cells were harvested (7.000 x g for 10 min at 20 °C), washed twice in 0.85% sterile
saline solution to obtain the ODggo nm = 0.3. The experimental protocol for the study of
co-aggregation was the same used for auto-aggregation. The co-aggregation trials were
performed in the presence of 500 uL of LAB cells in combination with 500 pL of the
co-aggregation partners microorganism cells in a sterile plastic cuvette. The co-
aggregation was determined using the Equation 2 (Todorov et al. 2011), wherein OD,
refers to initial OD and ODgg refers to the OD value measured after 60 min.

%co — aggregation = [(ODo - OD(,O)/ ODo] x100 (Equation 2)

2.2.3. Cell surface hydrophobicity

The ability of the LAB cells surface to adhere to hydrophobic compounds was
evaluated according to the methods reported by Doyle and Resenberg (1995). The
strains were activated in MRS broth during 24 h at 37 °C and harvested by
centrifugation (6.700 x g for 6 min at 4°C), washed twice in phosphate buffer 0.1 M,
pH=6.5, suspended in the same solution, and the ODsgy nm Was measured (ODy). Cell
suspension (1.5 mL) was added to 1.5 mL of n-hexadecane (Sigma Aldrich) and

vortexed for 2 min. The aqueous and organic phases were separated in room
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temperature for 30 min. An aliquot of 1 mL of the aqueous phase was removed to
determine the ODsgy nm. The percentage of hydrophobicity was determined by the
Equation 3, wherein ODj refers to OD initial and the OD3 refers to OD value measured

after 30 min.

%hydrophobicity = [(ODs - ODx )/ OD,|x 100 (Equation 3)

2.2.4. Tolerance to pH and NaCl

The cells capacity to tolerate different pH values (3.0, 5.0, 7.0, and 9.0) and
NaCl concentrations (0, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 and 7.0 [w/v]: Synth, Diadema, Sao Paulo,
Brazil) in MRS broth was performed in vitro, according to Todorov et al. (2008). All
tests were realized in sterile flat-bottom 96-well micro titer plates (TPP, Trasadingen,
Switzerland). Each well was filled with 180 pL of modified MRS broth (pH or NaCl)
and 20 pL of LAB culture activated in MRS broth. The optical density was measured to
obtain ODgyo nm = 0.2. The strains were incubated at 37 °C for the pH test, and at 5 °C,
30 °C, and 37 °C for the NaCl tests. These temperatures were chosen to simulate the
optimum growth temperature (30 °C), the natural human body temperature (37 °C) and
the refrigerated storage of dairy products (5 °C). Every hour for 12 h, the ODgyp nm Was
recorded using microplate reader Asys Expert Plus UV (Biochrom Ltd. Cambridge,
UK).

2.3.  Safety of the LAB strains

To evaluate the safety of LAB strains, the mucin degradation test and the
susceptibility to antibiotics were carried out. All tests were repeated on three
independent occasions and in triplicate each time (n=9).

2.3.1. Mucin degradation

The LAB strains ability of degrade mucin was evaluated according to Peres et al.

(2014) and Zhou et al. (2001). Escherichia coli ATCC 8739 and Salmonella enterica
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subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 and Lactobacillus rhamnosus GG

(ATCC 53103) were used as positive and negative control, respectively.

2.3.2. Susceptibility to antibiotics

The antibiotics were chosen according to the list recommended by the European
Food Safety Authority (EFSA, 2012). The LAB cultures were activated in MRS broth,
incubated for 18 - 24 h to obtain 10’-10® CFU/mL, and spread onto the surface of MRS
broth (Difco), supplemented with 1% of agar. The antibiotic discs (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, United Kingdom) were manually placed on the surface and plates were
incubated for 24 h aerobically. The diameters of the inhibition zones surrounding the
disks were measured in millimeters and susceptibility of isolates was scored as a
resistant, moderately susceptible and susceptible, according to the cut-off values
proposed by Charteris et al. (1998) for Lactobacillus strains and by Cavalieri et al.

(2005) for Enterococcus strains.

2.4. Selection of potential probiotic strains

The LAB strains which presented the highest probiotic potential and were
considered safe after the mucin degradation test and the susceptibility to antibiotics,
were submitted to additional tests to check probiotic potential and safety properties:
tolerance to simulated gastrointestinal tract (GIT) conditions, adherence to caco-2 cells,
B-galactosidase enzyme activity, the presence of genes implicated in adhesion,
aggregation and colonization, and genes encoding virulence factors and antibiotic

resistance.
2.5. Tolerance to simulated GIT conditions

The simulated gastro and enteric phase were prepared according to Bautista-
Gallego et al. (2013), with slight modifications. Simulated gastric juice was prepared in
a buffer solution with NaCl (2.05 g/L), KH,PO4 (0.6 g/L), CaCl, (0.11 g/L) and KCl
(0.37 g/L). The pH was adjusted to 2.0 with 1 M NaCl. Simulated enteric juice was
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prepared using Na,HPO, heptahydrated (50.81 g/L) and NaCl (8.5 g/L). The pH was
adjusted to 8.0 with anhydrous KH;PO,. All chemicals were from Vetec. The solutions

were autoclaved at 121 °C for 15 min and stored until use.

The LAB strains were grown in MRS broth (as described previously for mucin
degradation analysis), harvested by centrifugation (10.000 x g, 10 min, 4 °C) and pellets
washed in phosphate buffer saline (PBS) solution (pH 7.2, 0.1 M). Then, the LAB cells
were re-suspended in the synthetic gastric juice to obtain 10°-10° CFU/mL. Before use,
pepsin from porcine gastric mucosa (P7000; 3 g/L, Sigma Aldrich) was added in this
solution, and the cells were incubated at 37 °C for 120 min in a water bath. Harvested
LAB cells from the gastric digestion step were washed in PBS, and the enumeration was
performed by plating serial dilution on the surface of MRS agar (Difco), at times 0 (Ty)
and 120 min (Ty0) of the analysis, followed by incubation of the plates at 37 °C for 48
h.

To simulate the small intestine conditions, simulated enteric juice was used.
Before use, pancreatin from porcine pancreas (P3292; 1 g/L, Sigma Aldrich) and bile
salts (70168; 3 g/L, Sigma Aldrich) were added. The harvested LAB cells from the
gastric phase were washed in PBS solution, and re-suspended in the same volume of the
simulated enteric juice. Then, the samples were incubated for 360 min at 37°C in a
water bath. The count was realized as described previously (Tse0). All solutions of
enzymes were daily fresh prepared and filter-sterilized using a 0.22 pm membrane filter
(Merck Milipore Ltd., Cork, Ireland) prior to use. All tests were repeated on two

independent occasions and in triplicate each time (n=6).

2.6. Adherence to Caco-2 cells

Caco-2 cell line ATCC HTB-37 (Manassas, VA, USA) was typically cultivated
in Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma Aldrich) supplemented with
20% heat inactivated fetal bovine serum (Cultilab, Campinas, Brazil), a mix of
penicillin (100 UI/mL) and streptomycin (100 pg/mL) (Sigma Aldrich), and a solution
of non-essential amino acids at 1% (Sigma Aldrich). The cells were maintained at 37

°C, in an atmosphere of 5% CO,. The adhesion assay was realized as described by
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Ranadheera et al. (2012), with modifications. In summary, the Caco-2 cells were seeded
in a concentration of 10° cells/well into 24-wells tissue culture plates (Biotechnology
Nest Co. Ltda., Wuri, China) and they were incubated at 37 °C in an atmosphere of CO,
at 5% (Thermo Electrone, Sunnyvale, CA, USA) until the formation of a monolayer
(15-17 days). One day before the adhesion assays, the medium was replaced to the same
medium, but without antibiotics. Before the adhesion, the monolayer was washed once
with PBS (pH 7.4, 0.1 M), to remove all vestiges of antibiotics. E. faecium strains
(SJRP20 and SJRP65) were activated in MRS broth and incubated for 18-24 h to obtain
10%-10° CFU/mL, then an aliquot of 1 mL was transferred to the monolayers of Caco-2
cells and incubated at 37 °C in an atmosphere of 5% CO, during 2 h. The cells were
washed individually at least three times with PBS to remove the non-adherent bacteria.
Then, 1 mL of Triton X-100 (0.5% v/v, Sigma Aldrich) was added for detaching the
cells from each well and the plates were incubated for 5 min at 37 °C. The suspension
(1 mL) of cell lysates was transferred to a tube containing 9 mL of saline solution for
serial dilutions, followed by plating on MRS agar, in triplicates, to determine the
adhesion capacity. The adhesion was calculated by the rate between the number of
adhered bacteria and the total number of bacteria initially added to the wells. All tests

were repeated on two independent occasions and in triplicate each time (n=6).

2.7. P-galactosidase enzyme activity

The [-galactosidase enzyme activity was determined using paper discs
impregnated with o-nitropherol-B-D-galactopyranose (ONPG Disks, Fluka, Buchs, SG,
Switzerland), according to the manufacturer’ instructions. The test was performed in
three independent experiments in duplicate. Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 and Escherichia coli ATCC 25922 were used as negative
and positive controls, respectively. All tests were repeated on two independent

occasions and in triplicate each time (n=6).
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2.8. Confirmation of the presence of genes implicated in adhesion, aggregation
and colonization, and genes encoding virulence factors, antibiotic resistance and

biogenic amines production

The DNA from the selected strains were extracted using QIAgen DNeasy Blood
& Tissue Kit (QIAgen GmbH, Hilden, NRW, Germany), followed by DNA
concentration estimation using NanoDrop 2000 UV-Vis spectrophotometer (Thermo
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). The screening of genes related to adhesion,
aggregation and colonization, resistance to antibiotics, virulence factors, and production
of biogenic amines was carried out. PCR were performed and amplified products were
separated by electrophoresis in 0.8 to 2.0% (w/v) agarose gels in 0.5 x TAE buffer. Gels
were stained in 0.5 x TAE buffer containing 0.5 pg/mL ethidium bromide (Sigma

Aldrich). The analyses werw done in triplicate on three different occasions (n =9).

2.9. Statistical Analyses

The results presented as Mean + standard deviation. Results were analyzed using
analysis of variance (ANOVA) and the Tukey test, considered the level of significance
5% (p < 0.05), using the software OriginPro® (Northampton, USAs), version §.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Evaluation of the probiotic potential

3.1.1. Bile salts hydrolase (BSH) activity

The bile salts hydrolase (BSH) activity was observed in 6 of the 20 strains
evaluated at least in one of sodium bile salts tested (TC or TDC) and they are described
in the Table 1. Only Lb. fermentum SIRP42, Enterococcus sp. SIRP122 and E. faecium
SJRP20 were able to grow on MRS containing the TC and TDC salts. On the other

hand, the growth of all strains of E. durans was completely inhibited. E. faecium
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SJRP65 was able to hydrolase TC while E. faecium SJIRP69 and Enterococcus sp.
SJRP16 were able to hydrolase TDC (Table 1). The deconjugation of bile salts by LAB
strain is an important feature, emphasizing its functional qualities as a potential
probiotic strain. The BSH enzyme is efficient on the hydrolysis of glycoconjugate and

tauroconjugate bile salts.

Different species of LAB can present the ability to deconjugate bile salts. A
study performed by Moser and Savage (2001) revealed that Lb. buchneri JCM1069 can
hydrolase TDC, however it was not able to hydrolase TC, which is similar to the results

observed for the strains E. faecium SIRP69 and Enterococcus sp. SJRP16 (Table 1).

Table 1: Bile salts hydrolase activity of LAB strains in MRS agar modified with salts of
taurocholic and taurodeoxycholic acid.

Strains Taurocholic acid ~ Taurodeoxycholic acid

SIRP42 (L. fermentum) + i
SJRP49 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus) - -

SIRP56 (L. helveticus) - -
SIRP191 (L. helveticus) - -

Lactobacillus

SIRP04 - -
SIRP11 ] ]
SIRP16 ] +
SIRP101 ] ]
SIRP120 ] ]
SIRP122 + N
SIRP125 - -

Enterococcus sp.

SIRP14 - ;
SJRP17 - -
SJRP25 - -
SJRP26 - ]
SJRP68 - -

E. durans

SJRP20 + +
SJRP28 - -
SJRP65 + -
SJRP69 - +

E. faecium




62

E. faecium EM485 and EM925, isolated from Brazilian Coalho cheeses, were
both able to grow in the presence of 0.5% of the sodium salts of taurocholic acid (TC),
taurodeoxycholic acid (TDC), glycocholic acid (GC), and glycodeoxycholic acid
(GDC), although they showed the ability to deconjugate only GDC and TDC (Santos et
al. 2015).

The advantages of using BSH enzyme producer strains are: detoxification of
bile salts ensuring higher permanency of the strains in the gastrointestinal tract (Tanaka
et al. 1999), enhance on the nutrient absorption, change the membranes (increasing the
resistance to bile, intestinal defensins and lysozyme), change the digestive functions,
help on the cholesterol reduction (Liong and Shah 2006; Kumar et al. 2012), and
prevention of some kinds of cancers. Strains containing BSH-active may have much
more potential to reduce serum cholesterol levels in humans, since, in general, the bile
salts deconjugated compared to the conjugated bile salts are less soluble in the aqueous
solution, thus the salts will be diminished and excreted from the human body through

feces (Kumar et al. 2012).

3.1.2. Auto-aggregation and co-aggregation properties

For all strains, the auto-aggregation was affected by the incubation temperature
(»<0.05), and the values were superior at 4° C for the majority of strains. Moreover,
there was significant difference (p<0.05) among the auto-aggregation values for each
bacterial group, considering all the incubation temperatures (Table 2). The highest auto-
aggregation capacity was shown by the genera Enterococcus among the tested LAB
strains (Table 2). The strains Enterococcus sp. SIRP11 and SJRP16, E. durans SJRP14
and SJRP17, and E. faecium SJRP20, presented auto-aggregation higher than 56%,
while E. durans SJRP6S8, E. faecium SJRP69 and Enterococcus sp. SJRP101 and
SJRP122 presented auto-aggregation average lower than 36% at the three evaluated

temperatures.

The capacity of adherence to the intestinal mucous surface makes an essential

role in the definition of a probiotic culture. The intestine colonization by probiotic
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strains can generate beneficial biological responses: they can influence the immune
system and increase the competition with pathogens in the intestine (Adams 2010), and

prevent their elimination from the GIT by peristalsis.

Cell adhesion is a multistep process involving contact of the bacterial cell
membrane and interacting surfaces. When the adhesion occurs and the bacterium begins
to colonize the GIT, it avoids the pathogens attachment through the block of the
interaction with specific cell receptors or inhibiting its fixation by enteric interactions

(Kos et al. 2003).
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Table 2: Auto-aggregation (%) of the LAB strains tested in different temperatures: 4 °C

(refrigerated storage temperature), 37 °C (optimal growth temperature), and 42 °C

(fermentation heating temperature).

4°C

37°C

42°C

SJRP42 (L. fermentum)

62.70" + 0.45

51.65°+0.22

56.94% 1+ 0.21

2 SIRP49 (L. delbrueckii subsp. e B e
= , 53.40"°+0.29 47.46%+ 0.26 45.47% + 0.00
s bulgaricus)
§ SIRP56 (L. helveticus) 59.95°°+0.16 58.14%+0.14 49.89° +0.39
= sRP191 (L. helveticus) 53.42°°4+0.20 50.495¢+ 0.20 49.71%° +0.20
SIRPO4 63.1"°+0.30 59.95%°+0.26 53.35%°+0.45
SIRP11 71.03%+£0.27 73.25%+0.14 60.25+0.23
;Q; SJRP16 61.43% +0.47 56.3°°+ 0 00 59.57%+0.19
§ SIRP101 24.04°¢+ 0.24 27.27%¢+0.28 30.59% + 0.49
§ SJRP120 56.91° + 0.45 54.0259+0.48 57.61°° + 0.41
& SJRPI22 30.88%7+0.38 30.79%7+0.17 35594+ 0.27
SJRP125 48.72"¢+0.12 44.62%+0.31 34.82°+0.45
SIRP14 63.71°° £ 0.20 60.00%° + 0.32 57.29°°+0.18
z  SIRPI7 70.63% + 0.42 62.36% £ 0.49 61.8%*+0.38
S SIRP25 50.24% £ 0.27 45.10%+0.33 34.42°1+0.39
E SJIRP26 45.83°1£0.46 52.17%°+0.38 50.00% + 0.38
SJIRP68 35.05% £ 0.42 31.51°°+0.30 34.03%+0.14
SJIRP20 66.26™* £ 0.20 59.26"+0.38 58.78%% + 0.45
§ SJIRP28 45.88%°+£0.43 53.80"° £ 0.47 52.36%°+0.21
& SIRP65 49.46*" £ 0.16 34.30°°+0.20 35.27% £ 0.41
S SIRP69 26.77%4+£0.19 31.05% £ 0.05 23.49% 1 0.54

The results are expressed as mean + SD. ™ ® © Equal capital letters in the same line did not present

significant difference at the different temperatures (p < 0.05). * b ¢4 Equal lowercase letters in the same

column, did not present significant difference, among the strains of the same species or genera.
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There was significant difference on the co-aggregation values of tested strains
with LAB (p < 0.05), which varied from 38.97 + 0.46 (E. faecium SJIRP69) to 61.49 +
0.46% (Enterococcus sp. SIRP120) and from 41.81 £ 0.30% (E. durans SJRP68) to
72.37 £ 0.27% (E. faecium SIRP28) for Lb. fermentum SIRP30 and Lb. casei SIRP37,
respectively, which can facilitate the presence of these strains in the human GIT. There
was also difference (p < 0.05) on the co-aggregation values of tested strains with L.
innocua and L. monocytogenes. The values ranged from 25.21 + 0.30% (Enterococcus
sp. SJRP101) to 67.59 £+ 0.17% (Enterococcus sp. SIRP11) for L. innocua ATCC 33090
and from 24.24 + 0.36% (E. durans SJRP68) to 61.60 + 0.11% (E. durans SIRP17) for
L. monocytogenes ATCC 15313. Additionally, superior co-aggregation values (p <
0.05) were recorded with Lb. casei for the majority of strains tested and the lowest
values (p<0.05) were observed for co-aggregation with L. monocytogenes ATCC 15313
(Table 3).

The LAB capacity of co-aggregation can increase the competition among the
epithelial receptor cells of the intestine and it can decrease the presence of undesirable
intestinal microorganisms due to the production of antimicrobial compounds or other
factors. The disadvantage is that high values of co-aggregation can be a potential factor
of virulence whereby the genetic material of the pathogen can be transferred by
conjugation (Hemme and Foucaud-Scheunemann 2004). Moreover, if LAB don’t
produce antimicrobial compounds against co-aggregation partner, then high co-
aggregation will facilitate presence of co-aggregation partner in the GIT. This process
can be consider as a positive factor if co-aggregation partner is other beneficial bacteria,
however, is undesirable. Related to this, the co-aggregation needs to be discussed taking
part if there is production of bacteriocins by the LAB strain. The low levels of co-
aggregation with pathogenic agents can play an important role on the biofilms
formation prevention (Todorov et al. 2011). However, if the bacteriocin is active with
the co-aggregation partner, the high co-aggregation can facilitate the action mode of the
bacteriocin, facilitating the elimination of the co-aggregation partner of the GIT

(Todorov et al. 2012).
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Strains Co-aggregation Co-aggregation Co-aggregation Co-aggregation with L. Hydrophobic
with L. fermentum with L. casei with L. innocua monocytogenes ATCC potential
SJRP30 SJRP37 ATCC 33090 15313

.. SIRP42 (L. fermentum) 55.68%° £ 0.34 67.87 £ 0.46 49.84%+0.22 44.71°° £ 0.39 87.74%+£ 031

% SIRP49 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus) 49.24" + 0.49 57.63%° + 0.49 49.35%° + 0.46 33.22%9+0.25 72.49%+ 0.07

§ SIRP56 (L. helveticus) 59.43% £ 0.18 57.67°°+0.33 62.95% + 0.43 45.65° +0.17 94.31%+0.30

S SIRPI191 (L. helveticus) 40.72"4 + 0.37 48.23%° +0.47 54.55%° + 0.08 50.16% + 0.29 5.02°+0.07
~

SJIRP04 49.18%¢ + 0.46 50.505% + 0.46 60.06%° + 0.04 36.89 + 0.41 71.81°+0.47

g SIRPII 59.14% £ 0.32 59.51%° +0.42 67.59% +0.17 56.36° +0.19 92.61"+0.04

§ SIRP16 50.52%4+0.38 57.38%°+ 0.46 56.32%°+ 0.41 49.47%+£0.28 92.08%+0.07

S SIRPI0I 42.96% +0.29 46.04%" + 0.35 25.21¢+0.28 45.94% +0.38 99.60°+0.15

§ SIRP120 61.49%% £ 0.46 63.38%+£0.17 40.00°7+0.15 53.93%+£0.29 97.99%+0.11

&  SIRP122 45.10°" £ 0.17 53.984 1+ 0.41 42.57°°+0.29 49.7284 1+ 0.38 98.30+0.20

SJRP125 53.995%¢+ 0.31 60.80%° + 0.48 45.04%+0.31 54.738° 1+ 0.47 100.0%+0.21

SJRP14 57.725+0.32 65.34%° + 0.39 56.68°+ 0.35 5536+ 0.35 58.54%+0.20

§ SJRP17 5759+ 0.23 66.49% + 0.37 63.00%" + 0.31 61.60““+0.11 94.125+0.01

§ SJRP25 49.25%° +0.27 51.924940.28 45.10°°+0.16 42137+ 0.23 84.74° + 0.45

& SIRP26 4474+ 0.15 58.96* + 0.36 58.60%° + 0.42 51.08% + 0.45 98.60"+0.10

SIRP68 47.00%° £ 0.06 41.818+0.30 46.90" £ 0.29 24.24% + 036 59.09°+£0.19

< SJRP20 50.00° £ 0.16 62.58%°+£0.32 51.07%° £ 0.35 30.3224+£0.18 89.78°+0.16

£ SIRP28 52.36“+0.08 72.37%+0.27 54.625°+0.03 45.47°* £ 0.20 98.895+0.12
V

& SIRP65 48.29 + 0.44 66.18%° + 0.45 58.01%+ 0.27 39.65¢+0.19 98.94%+0.01

N SIRP69 38.97% + 0.46 53.18%4+0.37 34.06™+0.17 43535+ 0.26 99.34%+0.21

Results are expressed as mean percentage, followed by standard deviation (SD). Each result is represented as an average of three readings. ™ ©DEqual capital letters in the

same line did not present significant difference in the different temperatures (p < 0.05). * b ¢4 Equal lowercase letters in the same column, did not present difference between

the groups of the same species or genera.
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Since the tested strains were not able to produce inhibitory substances against
pathogens (data no shown), a high co-aggregation of tested strains with Listeria sp. can
facilitate the permanence of pathogens in the GIT. This way, the best results obtained
for co-aggregation were from Enterococcus sp. SJRP101 (25.21 £ 0.28%) and E. durans
SJRP68 (24.24 + 0.36%), which presented low co-aggregation capacity with L. innocua
ATCC 33090 and L. monocytogenes ATCC 15313, respectively (Table 3). High co-
aggregation were found for Enterococcus sp. SJRP11 (67.59 + 0.17) and E. durans
SJRP17 (61.60 £ 0.11%), when co-aggregated with L. innocua ATCC 33090 and L.
monocytogenes ATCC 15313, respectively (Table 3). Once these strains do not produce
antimicrobial compounds, they could not avoid or reduce the development of
pathogenic microorganisms when co-aggregated. We need to take in consideration that
LAB produces several organic acids and can be responsible for drop down the
environmental pH. This low pH can have a certain antimicrobial effect as well.
However, Listeria spp. are acid tolerant, and this changes in pH cannot interfere with

their viability.

Similar results were available in the literature. Todorov et al. (2014) observed
that E. faecium, isolated of Portuguese meat products, presented auto-aggregation
capacity of 12.77% and co-aggregation between 23.6% and 34.96%. The strain also
produced antimicrobial substance which inhibited L. monocytogenes and Lb. plantarum
and this higher co-aggregation will contribute to the food safety. Pingitore et al. (2012)
observed that co-aggregation ability of Enterococcus strains isolated of Minas Frescal
cheese is strain-specific, varying from 27.7% for L. monocytogenes to 86.5% for E.
faecium. These low values of co-aggregation with L. monocytogenes may avoid the

biofilm formation, and elimination the pathogenic agent from the food matrix.

3.1.3. Cell surface hydrophobicity

The cell surface hydrophobicity varied among the evaluated strains (p<0.05).
Enterococcus sp. SJRP125 presented 100% of hydrophobic potential, and 60% of the
tested strains presented hydrophobicity values higher than 90%, however the Lb.
helveticus SIRP191 presented only 5.02% of hydrophobic potential (Table 3).
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The hydrophobicity is one of the physicochemical properties that can facilitate
the first contact between the microorganisms and the cells of the host intestinal wall.
Although it is natural for the bacteria a high or medium hydrophobic feature, the
adhesion of cell surface differs considerably among the isolates, giving a particular
standard for each bacteria, denoting different standards of polarities on the bacterial
surface (Sanchez-Ortiz et al. 2015). Furthermore, the hydrophobicity of the bacterial
surface can affect the capacity of adhesion and auto-aggregation of bacteria to different
surfaces (Kos et al. 2003). The hydrophobicity of the bacterial surface can be associated
to the growth of bacteria in hydrophobic substrates, biofilms formation and the adhesion
to host cells, aggregation and cell flocculation. So, the strains with high levels of cell
hydrophobicity can have an easier access to the soluble materials and organic matter
linked to the intestinal mucous surface, facilitating the food digestion (Sdnchez-Ortiz et

al. 2015).

Other strains isolated from the same sample (water-buffalo mozzarella cheese),
also presented high levels of hydrophobicity: 64.9% for Lb. casei SIRP35, 66.7% for
Leuc. citreum SJRP44, 68.9% for Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJIRP57 and 72.2%

for Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides SJIRP58 (Jeronimo-Ceneviva et al. 2014).

3.1.4. Tolerance to pH and NaCl

The LAB strains resisted well to pH values varying from 5-9, and there was an
increase of the OD after two hours, indicating cell growth and this increase continued
during the 12 h of analysis (Figure 1); however, the tested strains were not viable in the
pH value 3.0, since none of them presented an increase of OD during the 12 h of
evaluation (data not shown). The LAB strains grew better in neutral conditions (pH =
7.0), similar to the intestine conditions; however, the lactobacilli tolerate less these pH
values (neutral) than the Enterococcus (Figure 1). The strains Enterococcus sp. SJRP16,
and E. durans SJRP29 and SJRP68 did not grow well at pH 5.0. Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus SIRP49 was the only strain that did not grow in the pH 7 and 9 (Figure 1).
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Figure 1. Growth of L. fermentum (—# SIRP42), L. delbrueckii subsp. bulgaricus (-# SJRPA49), L. helveticus (—4 SJRP56,-* SJIRP191), E.
durans (—4- SJIRP14, = SJRP17, .= SIRP25, == SJRP26,—<%~ SJRP6S), E. faecium (=% SJRP20, —*- SJRP28, —+ SJRP65, - SJIRP69) and
Enterococcus sp. (& SJRP04, & SJRP11, =% SJRP16, & SJRP101, & SJRP 120,~® SJRP 122,-= SJRP 125) strains in MRS broth at
pH values 5, 7 and 9 (a, b and c, respectively), shown as OD (600 nm) measurements. The results are represented as an average of three readings.
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The secretions produced in the human stomach and intestine, such as organic
acids, besides indispensable to the digestive process, are used for organism defense
acting as barriers against invaders microorganisms. /n vitro studies of tolerance to harsh
acidic conditions and bile contents normally found in the stomach and upper parts of the
intestine, respectively, together with the capability to inhibit pathogenic bacteria, have

been successfully used to select potentially probiotic LAB (Tuo et al. 2013).

So, to verify the LAB probiotic potential is indispensable to evaluate its
viability under the gastric and intestinal conditions. According to Gilliland et al. (1984),
when absorption of 0.3 is reached after at least 2 hours of incubation at 37 °C in the
presence of pH between 1.5 and 4.0, a microorganism can be considered tolerant or
resistant to this pH value. Additionally, it is important to consider that after the
consumption of some food, the stomachic pH which is normally around of 1.2-2.0, turns
to 3.0-4.0, depending on the food. In the case of consumption of yogurt and fermented

milk, the stomach pH increases considerably and can reach 5.0 (Cheng et al. 2004).

Among sixteen strains of Enterococcus ssp. (faecium, durans and casseliflavus)
isolated of sheep milk, thirteen samples (81.25%) presented resistance to pH 2.0, after 3
h of incubation, and only three strains did not resist to this low pH value (Acurcio et al.
2014). However, Todorov et al. (2011) observed that cultures of Lactobacillus
(curvatus, fermentum, delbrueckii), Pediococcus and E. faecium isolated from smoked
salmon presented a good growth in MRS broth when the pH values ranged between 5.0

and 11.0 and none of the strains grew in pH 3.0, which is consistent with this study.

Most of strains tolerate the different concentrations of salt, since they presented
high viabilities at temperatures of 30 °C and 37 °C (Figure 2); however, the tolerance
was restricted at 5 °C (data not shown). Most of the tested strains did not have
significant values of OD, ranging between 0.3 and 0.4, at 5 °C, in all tested
concentrations. The strains E. durans SIRP26 and SJRP6S, Lb. helveticus SIRP56, E.
faecium SJRP69 and Enterococcus sp. SIRP101, SJRP120, SJRP122 and SJRP125
presented OD values higher than 0.3 in the absence of NaCl after 12 h (data not shown);
however, only Lb. helveticus SIRP56 and SJRP191, E. faecium SJRP69 and
Enterococcus sp. SJRP101, SJRP122 and SJRP125 maintained these values in the
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presence of 0.5% of NaCl (Figure 2). Only Lb. helveticus SJRP191 grew in the presence
of 3% of NaCl at this temperature (data not shown). Lactobacillus is one of the most
halotolerant between BAL, it has been reported growth in the presence of 10% NaCl.
This tolerance is an important feature for its use in dairy products, especially in cheese

(De Paula et al. 2014).

Figure 2. Growth of L. fermentum (—# SIRP42), L. delbrueckii subsp. bulgaricus
(- SJRP49), L. helveticus (—4& SJIRP56,-* SIRP191), E. durans (-« SJRP14,
- SJRP17,8- SJRP25,— SJRP26,—% SJRP6S), E. faecium (—#% SJRP20, —#*- SJRP28,
—+ SJRP65, - SIRP69) and Enterococcus sp. (- SJRP04,—=- SJRP11—#- SJRP16,
& SJRP101, —# SJRP120, —® SJRP122, == SJRP125) strains in MRS broth with
0.5, 1.0 and 3.0% NaCl at 30 °C (a, b and c, respectively) and in MRS broth with 0.5,
1.0 and 3.0% NaCl at 37 °C (d, e and f, respectively), shown as OD (600 nm)
measurements. The results are represented as an average of three readings.

At 30 °C, the LAB strains presented growth in the absence and in
concentrations until 3.0% of NaCl, while in concentrations > 5% of NaCl, significant

increase of the OD was not observed over the time for all tested strains. The strains E.
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durans SJRP26 and SJRP6S, Enterococcus sp. SJRP101 and SJRP120 presented OD
values higher than 0.3 with 5% NaCl over the 12 h of analysis, and only E. durans
SJRP68 grew in 7% of NaCl (data not shown).

The LAB strains grew in the absence and in concentrations until 3% NaCl at 37
°C, however the increase of OD over the time was lower than at 30 °C (Figure 2). None
of the strains tolerate concentrations of 5% and 7% NacCl at this temperature (data not
shown). However, these results are not surprising, since was well documented that
Enterococcus spp. have a tolerance to presence of NaCl up to 6,5%, moreover, this
characteristic is a part of physiological and biochemical identification of LAB (Dworkin

et al. 2000).

3.2. Safety of LAB strains

3.2.1. Mucin degradation

None of the tested LAB strains degraded the mucin, being considered safe

related to the maintenance of the host intestinal mucous integrity.

The mucin is a layer of mucous that coats the surface of the gastrointestinal
tract of animals and plays an important role in the barrier system of the mucous.
Whatever damage or disturbance of this mucin layer will compromise the defense
function of the host mucous (Zhou et al. 2001). When the probiotic bacteria adhere to
the intestinal epithelium, they protect it against pathogens in several ways: competing
for intestinal sites, nutrients, modulating and stimulating the immune system (Koninkx
et al. 2010). Initially, these probiotic bacteria adhere themselves directly to the mucous
high layer, and help the production of the intestinal mucin, improving its interaction

with the mucous (Kinoshita et al. 2008).

A particular LAB could adhere to the intestinal mucous and degrade it, then,
the LAB toxicity in the intestinal mucous is considered an important safety aspect, as
most probiotic are intended for oral consumption and consequently will reach the

intestine. The probiotic bacteria adhere to the intestinal mucous and colonize the GIT,
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and due to this colonization they promote their health benefits without damaging the

host (Zhou et al. 2001).

Yung et al. (2016) demonstrated in their studies the inhibitory effect of the
probiotic Lb. rhamnosus GG (LGG) on the E. coli, associating the potential of
probiotics as a way to control the growth of pathogenic bacteria in food. Positive
regulation of the MUCS5AC and MUCS5B genes when LGG and E. coli were added
under different conditions further demonstrate the protective effect of LGG on HT29-
MTX cells, possibly through bacterial-cell interactions. These results demonstrate the
effects of probiotics on strengthening the intestinal mucus barrier against foodborne
pathogens and possibly the development of preventive measures for food borne

infections.

3.2.2. Susceptibility to antibiotics

All the twenty strains presented resistance to kanamycin (K); 95% of them
were resistant to gentamycin (CN) and vancomycin (VA), and the percentages of strains
resistant to streptomycin (ST) and clindamycin (DA) were also considerable (65% and
55%, respectively). All strains were resistant to at least two class of antibiotics, and
most of the strains (80%) were classified as multi-drug resistant (MDR; resistant to
three or more classes of antibiotics) (Table 4). Resistance to erythromycin can be a
matter of concern because macrolides are common substitutes for individuals with

penicillin allergy.

All the Lactobacillus were also resistant to gentamycin (CN), clindamycin
(DA), kanamycin (K), vancomycin (VA), tetracycline (TE) and chloramphenicol (C)
antibiotics, except Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP49, which presented moderate
sensibility to clindamycin and sensible to vancomycin (Table 4). The resistance to
vancomycin in Lactobacillus is an intrinsic resistance due to the particularities of the
cell walls which present D-lactate instead of D-alanine in the peptidoglycan layer
(Divya et al. 2012). The wide use of tetracycline in cows zootechnic practice is

associated with the high levels of tetracycline resistance, such us the observed for



74

Lactobacillus. Furthermore, the natural or intrinsic resistance is codified by

chromosomic genes and is untransferable.



Table 4: Profile of antibiotics susceptibility of LAB strains. The concentrations of antibiotics are expressed in pg per disc.

75

Antibiotic classification ~ B-Lactam  Glycopeptides Aminoglycosides Macrolides  Lincosamides Tetracyclines Others
Strains AMP VA CN K ST E DA TE C
10 pg/disc 30 pg/disc 10 pg/disc 30 pg/disc 300 pg/disc 15 pg/disc 2 pg/disc 30 pg/disc 30 pg/disc
o, SIRP42 (L. fermentum) S R R R R MS R R R
S
At S S S S S S S
3 }
g SIRP56 (L. helveticus) MS R R R R MS R R R
~  SIRP191(L. helveticus) S R R R MS MS R R R
o SJRP0O4 MS R R R R MS S MS R
- SIRP11 MS R R R R R R R MS
$ SIRPI6 S R R R R MS R S S
S SJRP101 MS R R R R MS R MS R
S SIRP120 S R MS R MS S S S S
T SJRP122 MS R R R R MS R MS S
- SJRP125 S R R R R R R MS MS
. SJRP14 MS R R R S R R S S
§ SIRP17 MS R R R R MS S MS MS
S SIRP25 S R R R S MS MS S S
i SJRP26 MS R R R R MS S MS R
SIRP68 S R R R S MS R S S
= SJRP20 S R R R MS S S S S
S SIRP28 MS R R R R R S MS MS
&, SJRP65 S R R R MS MS MS MS MS
I SIRP69 MS R R R R R R S R

AMP = Ampicillin; VA =Vancomycin, CN = Gentamycin, K = Kanamycin, ST = Streptomycin, E = Erytromycin, DA = Clindamycin, TE = Tetracycline, C =
Chloramphenicol, S = Sensible, MS = Moderately sensible, R = Resistant.
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Enterococcus sp. SIRP120, among the Enterococcus sp., was the most sensible
to antibiotics. It presented resistance to vancomycin (VA) and kanamycin (K), like all
Enterococcus sp., was moderate sensibility to gentamycin (CN) and streptomycin (ST)

and sensible to the other antibiotics (Table 4).

Considering the physicochemical properties of fermented food, stressors such
as salt, low pH and additives could enhance the resistance to antimicrobial drugs by
switching on specific genes (silent genes), increasing their expression or facilitating
their dissemination between strains which coexist in the same place and at the same

time (Ganjian et al. 2012).

The bacteria can become resistant to antimicrobials by mutation or as a result
of the acquisition of resistance genes. In the latter case, resistance genes may reside on
plasmids containing other genes that allow their selection in environments where there
is no selective pressure by antibiotics (Linares-Rodriguez and Martibez-Menendez
2005). The emergence of antibiotic resistance is a complex phenomenon, which
involves interactions between humans, animals, bacteria, drugs and the environment

(Barbosa and Levy 2000).

Among the tested antibiotics, the ampicillin (AMP) resulted in higher
inhibition halos and higher percentage of sensible strains (45%) and moderate
sensibility strains (50%). Only Lb. delbruekii subsp. bulgaricus SIRP49 presented
resistance to ampicillin. Enterococcus sp. SJRP11 and SJRP 125 and E. durans SIRP14,
and E. faecium SJRP28 and SJIRP69, and Lb. delbruekii subsp. bulgaricus SIRP49 were
resistant to erythromycin (E) (Table 4).

The concern about antibiotics resistance is partly due to the indiscriminate use
of this kind of medicine by human beings, agriculture, livestock, and LAB, pathogenic
bacteria, and opportunistic bacteria can acquire and/or transmit antibiotic resistance and
virulence genes by transposons and plasmids, resulting in conjugation or transformation

(Grattepanche et al. 2008).

Cunha et al. (2013) reported in their study that all strains of Lactobacillus spp.

isolated from fermented milk were resistant to vancomycin and sensible to
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erythromycin, clindamycin and tetracycline. Additionally, the LAB strains presented
different profiles of susceptibility to gentamycin and erythromycin and also for the

other antimicrobial compounds.

Once LAB strains can be used in dairy food, a subject of concern regarding LAB
as potential probiotic strains is the transference of resistance genes to pathogenic
bacteria present in the GIT, which may pose a risk for the host (De Paula et al. 2015).
Then, a strain resistant to antibiotics has to be carefully evaluated before to be applied

as a commercial probiotic strain.

3.3. Selection of LAB strains for additional tests

The strains of E. faecium SJRP20 and SJRP65 presented the best collected
features to be used as probiotic, because they demonstrate production of the bile salts
hydrolase enzyme, high capacity of auto-aggregation and hydrophobicity, low co-
aggregation with pathogens, tolerance to different pH and NaCl, and low resistance to
antibiotics, satisfying in an efficient way the desirable features in the selection process.
Additional tests were realized to these two strains in order to complement their probiotic

potential evaluation.

3.4. Tolerance to simulated GI tract conditions

Both LAB strains, E. faecium SIRP20 and SJRP65, survived until 360 min of
analysis (Table 5), which is equivalent to the passage of the bacteria through the
gastrointestinal tract in human beings. There was no significant difference on the
populations between the initial phase and the gastric phase and the strains survived well
during 2 h at pH 2.5. However, there was a reduction of 2 log CFU/mL when compared
to the initial and enteric phases in both strains, existing statistic differences between the
beginning and the end of the analysis. But, comparing the gastric phase and the enteric
phase, even after the addition of bile and pancreatin and the increasing of pH to 8, the E.
faecium SJIRP20 do not differ statically on these phases, while the E. faecium SJIRP65

presented reduction. Even with the reduction of the population on the pancreatic phase,
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the quantity of viable bacteria was high, being 8.57 log CFU/mL to E. faecium SIRP20
and 8.14 log CFU/mL to E. faecium SJRP65 (Table 5) after 360 min. Studies conducted
by Jeronimo-Ceneviva et al. (2014) using LAB strains isolated from the same source
demonstrated lower cell viability after 360 min of analysis, from 2.79 log CFU/mL for
Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides SJIRP58 to 4.08 log CFU/mL for Leuc.
citreum SJRP44.

Table S: Viability of E. faecium SJRP20 and SJRP65 after simulated GI tract
conditions (log CFU/mL).

GIT/Strain SJRP20 SJRP65
Initial 10.61°+0.36 10.10°+ 0.11
Gastric phase 9.23%+0.47 9.96"+ 0.12
Enteric phase 8.57°+ 0.34 8.14°+ 0.43

- Equal letters in the same column did not present significant difference (p < 0.05).
The results are expressed as mean + SD.

The benefic effect of the probiotic bacteria to the host is related with its
concentration in the intestine lumen, whose value has to be, at least 7 log CFU/g of
fecal content. According to the Brazilian Agency of Sanitary Vigilance of the Ministry
of Health (Brazil 2016), a probiotic product presents benefits of health promotion, if the
viable this must be maintained until the expiration date of the product and the

conditions of use, distribution and distribution.

LAB which present high capacity of aggregation to the intestinal epithelium
colonizes and survive well to the GIT conditions and, provide probiotic effects to the
host can be considered interesting for application in fermented commercial products. E.
faecium SJRP20 and SJRP65 present strong potential for confer benefits to the

consumer health.

Additionally, Amaral et al. (2017) evaluated the survival of Enterococci strains,
including E. faecium SJRP20 and SJRP65 in the presence of sixty-two commercial

medications, commonly consumed by people, belonging to different groups (analgesic,
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anti-inflammatory, antihypertensive, etc), and these two strains had shown more
resistance to the presence of medications (77.42 % of resistance to the tested
medications) in comparison with the probiotic Lb. acidophilus La-5 (72.58 of resistance
to the tested medications). Considering that several studies have shown evidences of
these medications’ interferences in the probiotic properties, strains which resist to harsh

conditions present an essential role for potential application in food or supplements.

3.5. Adherence to caco-2 cells

Both strains presented low adherence to Caco-2 cells; E. faecium SJRP20
presented 5.7% + 0.9 of adhesion capacity, while E. faecium SJIRP65 presented 8.42% =+
0.81. E. faecium SIRP65 presented similar adhesion to the reference Lb. rhamnosus
GG, which presented 11.3% adherence to Caco-2 cells (Todorov at al. 2011), using the
same method. Todorov at al. (2011) also observed adhesion ranging between 7.9 and
9.0 % among E. faecium (ET 05, ET 12 and ET 88), that are below the limits of the
reference strain Lb. rhamnosus GG but close to the strains of the same species, used in

this study.

High ability to adhere to mucosal surfaces the intestine plays an important
feature because the strain may be able to activate the genes encoding antimicrobial
compounds, such as bacteriocins, which may act against pathogens present in the GIT
(De Paula et al. 2014). In contrast, the low capacity of adhesion to intestinal cells can

result in reduced time for the excretion of probiotics in feces (Casarotti et al. 2014).

It is difficult to generalize the adherence of probiotic bacteria to Caco-2 cells in
vitro to simulate the human GIT, because the defense system of the host, the
competition with the microbiota, the mucous layer and the peristaltic flow in vivo can
modify the bacterial adhesion (Lebeer et al. 2008). However, using in vitro assays is
possible to understand the mechanisms of adhesion and provide important information

about the difference between the strains and the bacterial species (Jensen et al. 2012).

3.6. p-galactosidase enzyme activity
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In this study, both strains of E. faecium SJIRP20 and SJRP65 demonstrated the
capacity to produce B-galactosidase enzyme. The production of this enzyme by LAB
strains has a great importance for the consumer health, because [-galactosidase,
popularly known as lactase, has the function of hydrolyze the lactose on the brush
border of the small intestine, into galactose and glucose, which are rapidly assimilated

in the blood flow.

The activity of P-galactosidase is a beneficial attribute for the probiotic
potential of the LAB, being a common feature of the genera Lactobacillus and
Enterococcus (Todorov et al. 2014). The dairy industry has invested in searches by -
galactosidase enzyme producer strains, in order to help consumers with problems of
intolerance to lactose. The decline of the activity of the -D-galactosidase enzyme is a
biological feature of the human intestine. In intolerant people, the consumption of
lactose, generate discomfort, gas retention, abdominal pain and flatulence. These
symptoms are induced with the indigestion of the lactose in the large intestine, which is

then fermented by the intestinal microbiota.

Studies have demonstrated that people with hypolactasia can consume
fermented milk containing [-galactosidase enzyme producer strains, because it
hydrolyze the lactose and helps the absorption of the monosaccharides in the intestine,

and consequently relieves the symptoms of the intolerance (Gheytanchi et al. 2010).

B-galactosidase resists to the adverse environment of the intestinal lumen,
persisting in the duodenum and in the ileum, being possible to occur the lactose
hydrolyze in these places, increasing the tolerance to this disaccharide (Vasiljevic and
Shah 2008). Gheytanchi et al. (2010) reported that the consumption of a combination of
the probiotics Lb. casei Shirota and Bifidobacterium breve Yakult seems to improve the
lactose tolerance symptoms, and these effects can resist by, at least, 3 months after the

suspension of that consumption.

3.7. Presence of genes implicated in adhesion, aggregation and colonization, and

genes encoding virulence factors and antibiotic resistance
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The strain E. faecium SJRP20 and SJRP65 did not present any genes
implicated in adhesion, aggregation and colonization (Table 6). Regarding antibiotics
resistance, E. faecium SJRP20 presented the genes vanCl1, bcr(B), erm(B), erm(C) and
ant(4’)-1a, which encode for vancomycin, bacitracin, erythromycin and aminoglycoside
resistance (Table 7). E. faecium SJRP65 showed less genes related to antibiotic

resistance, only ant(4’)-1a and ant(3’)-1ll-a genes were detected.

Table 6: Presence of genes implicated in adhesion, aggregation and colonization in

LAB strains.

Gene Encoded factor E. faecium References
SJRP20 SJRP65
Mub adhesion proteins - - Ramiah et al. (2007)
mapA adhesion proteins - - Ramiah et al. (2007)
Ef-Tu elongation factor - - Ramiah et al. (2007)
EF 2662-cbp choline binding protein - - Fortina et al. (2008)
EF 1249-fbp fibrinogen binding protein - - Fortina et al. (2008)
EF 2380-maz membrane-associated zinc - - Fortina et al. (2008)
metalloprotease
pregB surface protein - - Fortina et al. (2008)

+ Means presence and — absence of genes.

Gaglio et al. (2016), evaluating the antimicrobial resistance and virulence of
enterococci of surfaces of traditional equipment, raw materials and cheeses, found that
of forty strains tested, all tested negative for vancomycin resistance, only two, showed
high resistance to aminoglycosides and to erythromycin corroborating with the results
found in this study. The main threat associated with these bacteria is that they can
transfer resistance genes to pathogenic bacteria, which has been a major cause of

concern for human and animal health (Zhou et al. 2012).

Besides the presence of vancomycin resistance gene vanCl in E. faecium

SJRP20, the other genes vanA, vanB, vanC2 and vanC2, vanC3 investigated by PCR,
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resulted in negative amplification for any of the tested genes. However, both strains E.
faecium SJRP20 and SJRP65 presented the resistance phenotype to vancomycin and
only E. faecium SIRP20 was positive for vanC1 gene, indicating that this characteristic
could be related to other resistance types, such as vanD, vanE or vanG (Courvalin
2006). Additionally, van4 and vanB are normally located on plasmid DNA, while vanC,
vanD, vanE and vanG are located on bacterial chromosome (Martin-Platero et al. 2009).
So, the major concern of spreading antibiotic resistance via horizontal gene transfer is

associated with van4 and vanB genes, which are absent in both strains.

It is known that starter cultures used in fermented foods can be potential
reservoirs of resistant genes; therefore, the risk of transfer of these genes to other
bacteria is increased, and depending on the type and combination of virulence factors,

the antibiotic resistance becomes crucial for the strain pathogenicity (Pieniz et al. 2015).

The bcrABC genes were identified in Bacillus licheniformis and encode for an
ABC transporter that pumps the bacitracin molecule out of the bacterial cell. Bacitracin
i1s a mixture of cyclic peptides which disrupt both Gram-positive and Gram-negative
bacteria by interfering with cell wall and peptidoglycan synthesis. Homologues to the
ABC transporter have been found in B. subtilis, Streptococcus mutans and E. faecalis
(Charlebois et al. 2012). In E. faecalis, these genes have been associated with high-level
bacitracin resistance. Additionally, this gene cluster was reported to be located on a
transferable plasmid (Matos et al. 2009), which can be a concern for strains to be used

in food applications.

The erm(B) and erm(C) genes, which encode for erythromycin resistance was
positive for genotypic character in E. faecium SJRP20, however the gene is silent
because it was not phenotypically expressed — the erythromycin resistance was not
observed (Table 4). The presence of erm(B) gene is a result in accordance with the
findings of other authors. In the study of Guerrero-Ramos et al. (2016), the erm(B) gene
was the most prevalent in erythromycin resistant strains, and was observed in 17 of the

49 isolates.

The ant(4’)-la and ant(3’)-Ill-a genes are associated with aminoglycoside

resistance. The main mechanism of aminoglycoside resistance is drug inactivation by
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cellular aminoglycoside-modifying enzymes (Sattari 2009). These genes are also found
in Staphylococci and Pseudomonas. In this study, although only two genes encoding
aminoglycoside resistance were detected, both strains showed phenotypical resistance to
aminoglycosides (resistant to gentamycin and kanamycin, and moderately sensible to

streptomycin (Table 4).
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Table 7: Presence of genes implicated in virulence factors and antibiotic resistance in LAB strains.

Gene Encoded factor E. faecium References
SJRP20 SJRP65

Antibiotic resistance
aac (6°)-1i
aac(6’)-le-aph(2”)-1a
ant (4°)-1a

aph (27)-1b
aph (2”)-Ic
aph (27)-1d
aph (3°)-1ll-a
ber(B)

ber(D)

ber(R)

cat A(PIP501)
erm(4)

erm(B)

erm(B)

erm(C)

Int

int-Tn

tet(K)

tet(L)

tet(M)

tet(0O)

tet(S)

van A

van B

van C1

van C2

van C2, van C3
vatE

aminoglycoside resistance
aminoglycoside resistance
aminoglycoside resistance
aminoglycoside resistance
aminoglycoside resistance
aminoglycoside resistance
aminoglycoside resistance
bacitracin resistance
bacitracin resistance
bacitracin resistance
chloramphenicol resistance
erythromycin resistance
erythromycin resistance
erythromycin resistance
erythromycin resistance
transposon integrase gene
tetracycline resistance
tetracycline resistance
tetracycline resistance
tetracycline resistance
tetracycline resistance
tetracycline resistance
vancomycin resistance
vancomycin resistance
vancomycin resistance
vancomycin resistance
vancomycin resistance
streptogramin resistance

Costa et al. (1993)
Fortina et al. (2008)
Fortina et al. (2008)
Fortina et al. (2008)
Fortina et al. (2008)
Fortina et al. (2008)
Fortina et al. (2008)
Manson et al. (2004)
Manson et al. (2004)
Manson et al. (2004)

Aerestrup et al. (2000a)
Sutcliffe et al. (1996)
Sutcliffe et al. (1996)

Gevers et al. (2003)
Sutcliffe et al. (1996)
Gevers et al. (2003)
Fortina et al. (2008)

Aerestrup et al. (2000b)

Aerestrup et al. (2000b)

Aerestrup et al. (2000b)

Aerestrup et al. (2000b)

Aerestrup et al. (2000a)

Martin-Platero et al. (2009)
Martin-Platero et al. (2009)
Miele et al. (1995)
Dutka-Malen et al. (1995)
Dutka-Malen et al. (1995)
Robredo et al. (2000)
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Table 7. Continuation

Gene Encoded factor E. faecium References
SJRP20 SJRP65
Virulence
Ace adhesion of collagen - - Martin-Platero et al. (2009)
asal aggregation substance - - Vankerchoven et al. (2004)
Cef sex pheromones, chemotactic for + - Eaton and Gasson (2001)
human leukocytes; facilitate
conjugation
Cob sex pheromones, chemotactic for - - Eaton and Gasson (2001)
human leukocytes; facilitate
conjugation
Cpd sex pheromones, chemotactic for - - Eaton and Gasson (2001)
human leukocytes; facilitate
conjugation
cylA Cytolysin - - Vankerchoven et al. (2004)
efaA endocarditis antigen + + Martin-Platero et al. (2009)
Esp enterococcal surface protein - - Vankerchoven et al. (2004)
fsrA Gelatinase - - Lopes et al. (2006)
fsrB Gelatinase - - Lopes et al. (2006)
fsrC Gelatinase - - Lopes et al. (2006)
gelE Gelatinase - - Vankerchoven et al. (2004)
Hyl Hyaluronidase - - Vankerchoven et al. (2004)
mur2ed virulance of Enterococcus sp. - - Arias et al. (2006)
mur2f virulance of Enterococcus sp. - - Chu et al. (1992)
sprE serine protease - - Lopes et al. (2006)
Biogenic amines
hdcl histidine decarboxylase - - de Las Rivas et al. (2005)
hdc2 histidine decarboxylase - - de Las Rivas et al. (2005)
odc ornithine decarboxylase - - de Las Rivas et al. (2005)
tdc thyrosine decarboxylase - - de Las Rivas et al. (2005)

+ Means presence and — absence of genes.
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Multidrug-resistant enterococci are considered crucial drivers for the
dissemination of antimicrobial resistance determinants within and beyond a genus.
These organisms may pass numerous resistance determinants to other harmful
pathogens, whose multiple resistances would cause adverse consequences. Therefore, an
understanding of the coexistence epidemiology of resistance genes is critical (Martin et

al. 2005), however such information remains limited.

Regarding the virulence factors, both strains E. faecium SJRP20 and SJIRP65
presented efad gene (endocarditis antigen), and ccf gene (sex pheromones) was a
feature of E. faecium SJRP20. Although sex pheromones (ccf, cob, cpd) are not
considered as virulence factors, their production in enterococci may favor the
dissemination of virulence determinants and promote acquisition of antibiotic resistance
and other linked traits from other enterococci and lead to increased virulence (Eaton and
Gasson 2001). Then, the presence of ccf gene, as well as the presence of gelatinase
(gelE), enterococcal surface protein (esp), enterococcal surface adhesion (ace),
aggregation substance (agg), cytolysin operon (cylA), surface adhesin gene (efad), and
biofilm formation has been associated to enterococcal virulence factors (Chajgcka-

Wierzchowska et al. 2016).

In the control group of vancomycin-susceptible enterococci, Sauer et al. (2009)
observed absence of the studied virulence factors only in 11.1 % of clinical isolates, and
the most prevalent gene was ccf (77.7 %, n = 42), while in the vancomycin-resistent
enterococci group, the more prevalent gene was esp in 62.9 % isolates and ccf gene was
a feature of only 5.6 % isolates. In the study of Sdnchez-Valenzuela et al. (2010), only
one isolate from swordfish (Xiphias gladius) fillet showed the ccf gene, similar to our
findings. Despite the ccf determinant encodes for sex pheromone production, the
authors do not consider the presence of ccf sex pheromone gene a concern for the safety

of strains because of its very low incidence (4.2% among the isolate).

The endocarditis antigen (efaA), first identified from the antiserum of a patient
with E. faecalis endocarditis bears similarity to adhesins encoded by genes in

Streptococci (Sedgley et al. 2005). In the study of Martin et al. (2005), the virulent-
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associated genes efaAfin and efaAfs were detected in 31.3 and 27.1% of Enterococci,
respectively, isolated from chorizo (slightly fermented sausages) strains respectively.
Perin et al. (2014) also observed efad gene in E. durans, E. fecalis, E. faecium, E. hirae,
Lec. lactis and Lc. lactis subsp. lactis and vanA gene in E. fecalis, E. hirae and Lc. lactis

subsp. lactis isolated from raw goat milk.

The presence of virulence factors is a concern because they increase the ability
of microorganisms to cause diseases and contribute to enhance infection risks, and
Enterococci are often associated with nosocomial infections and cause human diseases
such as bacteremia, endocarditis or urinary tract infections (Hwanhlem et al. 2013).
Additionally, the virulence factors enable the bacteria to act as opportunistic pathogens

(Ahmadova et al. 2013).

None of the genes related to biogenic amine production (hdcl, hdc2, tdc and
odc) were detected in the tested strains. These results are interesting because
enterococci are one of the main groups of LAB responsible for the production of
biogenic amines in fermented dairy foods (Jimenéz et al. 2013). On the other hand, the
presence of these genes has been reported for Lactobacillus sp (Jeronymo-Ceneviva et
al. 2014; Casarotti et al. 2017) and Enterococcus sp (Perin et al. 2014). Biogenic amines
are formed as the result of bacterial decarboxylation of amino acids and these
substances can accumulate in foods containing LAB due to their proteolytic activity. It
is known that high concentrations of biogenic amines in food, from 50 to 100 mg, can
be toxic to the consumers who have problems with the detoxification system, due to
vasoactive and psychoactive properties of such substances (Perin et al. 2014). The toxic
activity of biogenic amines impacts important physiological function in human, such as
brain activity, immune response, cell growth and differentiation (Jiménez et al. 2013).
For this reason, it is necessary to investigate if the strains which are candidates to be

applied in food possess biogenic amines genes.

Considering the low incidence of virulence factors detected in the E. faecium
SJRP65 strain, it is considered safe and stimulates further investigations about their

technological behavior and future applications in fermented food products.
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4. CONCLUSION

Considering all results into account it is important to mention that none of the
LAB strains presented inhibitory activity against pathogenic microorganisms, and E.
faecium SJRP20 and Lb. fermentum SIJIRP42 showed ability to hydrolyse the salts of
taurocholic and taurodeoxycholic acids. Most of LAB strains presented high auto-
aggregation and hydrophobicity, and they tolerate better the pH 5.0, and the tolerance to
NaCl was higher at 30 °C. None of the LAB strains degraded the mucin and the
susceptibility to antibiotics was strain-specific. E. faecium SJRP20 and SJRP65
revealed to have good probiotic potential. Additionally, they resisted well to the
simulated GIT, adhered to Caco-2 cell and produced -galactosidase enzyme. The strain
E. faecium SJRP20 and SJRP65 did not present any genes implicated in adhesion,
aggregation, colonization, and production of biogenic amines. E. faecium SJRP65
showed less genes related to antibiotic resistance and virulence factors. E. faecium
SJRP65 presented good functional properties, with interesting features for application in
dairy products. Further in vivo tests must be realized to guarantee their safety and

probiotic potential prior their use in the food applications.
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Comportamento de Enterococcus faecium potencialmente probiodticos em leite

RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado a importancia do consumo de alimentos funcionais
para a saude do homem. Dentre os diversos produtos funcionais da industria
alimenticia, os leites fermentados tem se destacado, o que leva a busca por novas
linhagens bacterianas que apresentem caracteristicas favoraveis a qualidade sensorial
dos produtos e a saide dos consumidores. Esse trabalho teve por objetivo avaliar o
comportamento de Enterococcus faecium potencialmente probioticos em leite: cinética
de acidificagdo, poés-acidificacdo, resisténcia as condi¢des simuladas do trato
gastrointestinal (TGI) e capacidade de sequestro de radicais livres. Foram utilizadas as
cepas E. faecium SJIRP20 e SJRP65, previamente selecionadas em fun¢do do potencial
probidtico e da seguranca. Para avaliar a cinética de acidificagdo, foram quantificados:
velocidade maxima de acidificacdo (Vmax), tempo necessario para atingir a velocidade
maxima (Tvmax), pH registrado na velocidade méxima de acidificacdo (pHymax), tempo
necessario para atingir o pH 5,5 (Tpuss), tempo necessario para atingir o pH 5,0 (Tpus s)
e tempo necessario para atingir o pH 4,6 (Tpnsae - final da fermentagdo), utilizando o
sistema Cynetique d'acidificacion (CINAC). Os produtos foram estocados sob
refrigeracdo e avaliados quanto a composic¢ao centesimal e pos acidificacdo durante 28
dias. Também foi avaliada a sobrevivéncia das cepas em leite nas condi¢gdes simuladas
do TGI, ¢ a capacidade de seqiiestro de radicais livres usando os métodos ABTS' e
DPPH" no mesmo periodo. E. faecium SJRP20 em leite apresentou maior Vi
(7,11x10upH/min), enquanto que E. faecium SJRP65 apresentou menor taxa de
acidifica¢cdo. Nao houve diferenca significativa (p < 0,05) na composi¢do centesimal das
amostras de leite fermentado inoculado com as cepas de E. faecium. Durante a
estocagem refrigerada houve reducdo do pH e aumento da acidez para todas as amostras
fermentadas. Os produtos fermentados por ambas as cepas resistiram bem as condi¢des
simuladas do TGI, com elevada viabilidade ao longo do periodo de estocagem. O leite

fermentado por E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentou elevada capacidade de
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sequestro de radicais livres. Com o aumento da concentra¢cdo de produto e do tempo de
estocagem, foi maior a capacidade antioxidante. A fermentagdo do leite por E. faecium
potencialmente probidticos apresentou bons resultados, e a cepa E. faecium SJRP20
reuniu as melhores caracteristicas tecnoldgicas para aplicagdo em produtos lacteos
fermentados funcionais: apresentou maior velocidade de acidificagdo, menor tempo para
atingir a velocidade maéxima, maior estabilidade as condi¢des do TGI durante a

estocagem refrigerada e alta capacidade de sequestro de radicais livres.

Palavras-chaves: Bactérias acido-laticas, Leites fermentados, Viabilidade; Capacidade

Antioxidante.
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Behavior of potentially probiotic Enterococcus faecium in milk

ABSTRACT

Recent studies have demonstrated the importance of the functional food consumption
for human health. Among various functional products from food industry, the fermented
milk has stood out, which causes the search for new bacterial strains that presents
favorable characteristics for the sensory quality of products and for consumers” health.
This research aimed to evaluate the behavior of potentially probiotic Enterococcus
faecium in milk: acidification kinetics, post acidification, resistance to the simulated
gastrointestinal tract conditions (GIT) and free radical scavenging capacity. The strains
E. faecium SJRP20 and SJRP6S5, selected according to the probiotic potential and
previously selected according to probiotic potential and their safety. In order to evaluate
the kinetics of acidification, it was measured: acidification rate (Vmsx), time at which
Vinax Was reached (Tymax), pH at which Vi« was reached (pHymax), the time required to
reach the pH 5,5 (Tpns,5), pH 5,0 (Tpus,s) and pH 4,6 (Tons s—fermentation ending), using
the Cynetique d'acidificacion (CINAC). The products were stored under refrigeration
and the gross composition and post acidification were evaluated during 28 days. The
survival of strains in milk under the simulated GIT conditions and the free radical
scavenging capacity, using the ABTS™ and DPPH" methods were also evaluated in the
same period. E. faecium SIJRP20 in milk presented higher Vg (7.11x10upH/min),
while E. faecium SJRP65 presented lower acidification rate. The gross composition was
not considerable difference (p < 0,05) between the fermented milk samples inoculated
with the strains E. faecium. During the refrigerated storage, there was a reduction of pH
value and an increase of acidity for all fermented samples. The fermented products by
both strains resisted well the simulated GIT conditions, with high viability during the
storage period. Milk samples fermented by E. faecium SJIRP20 and SJRP65 presented
high free radical scavenging capacity. Increasing the product concentration and the
storage time, the higher was the antioxidant capacity. The milk fermentation by

potentially probiotic E. faecium presented good results, and the E. faecium SJRP20
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strain combined the best technological characteristics for application in functional
fermented dairy products: presented higher speed of acidification, lower time to reach
the maximum speed, higher stability to the GIT conditions during the refrigerated

storage and high free radicals scavenging capacity.

Keywords: Lactic acid bacteria; Fermented milk; Viability; Antioxidant capacity.
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1. INTRODUCAO

A crescente busca por alimentos funcionais tem levado as industrias
alimenticias a investir de forma substancial no desenvolvimento tecnoldgico desses
produtos. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),
alimento com propriedade funcional é todo alimento ou ingrediente que, além das
fungdes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz
efeitos metabolicos e/ou fisiologicos e/ou benéficos a saude, com pouca ou nenhuma
evidéncia do contrario, garantindo a manuten¢do geral da saude e a reducao do risco de
doencas. Essas alegacdes podem descrever o papel fisiolégico do nutriente ou nao
nutriente, no crescimento, desenvolvimento e nas fung¢des normais do organismo.

(BRASIL, 1999; 2016).

Neste segmento de alimentos funcionais, nos ultimos anos, tém se destacado os
alimentos funcionais probioticos, por trazerem beneficios aos consumidores. Estes
beneficios terapéuticos associados a ingestdo de probiodticos ja foram descritos por
varios pesquisadores. Eles afirmam que quando ingeridos em grandes quantidades,
influenciam positivamente as funcdes intestinais (VAN BUER/EN et al., 2015;
CASAROTTI et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2013).

Os micro-organismos probidticos t€ém sido utilizados em varias matrizes
alimenticias, especialmente em produtos lacteos fermentados: leites fermentados em
geral, incluindo iogurtes e kefir, queijos, entre outros (SIMEONI et al., 2014). Os
produtos lacteos probiodticos detém grande popularidade e representam a maior parcela
do mercado mundial de alimentos funcionais (SIRO et al., 2008). O tipo de micro-
organismo envolvido, a composi¢do fisico-quimica do substrato ¢ o modo como o
processo fermentativo ¢ conduzido, influenciardo nas caracteristicas do produto final

(WESCHENFELDER, 2016).
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A escolha de uma cepa bacteriana para utilizacdo em alimentos requer uma
série de estudos e cuidados, uma vez que as propriedades probidticas sdo caracteristicas
de cada cepa, e ndo do género ou até mesmo de uma determinada espécie (JANKOVIC
et al., 2012). No geral, além de beneficios a saude do consumidor, os probioticos devem
ter estabilidade durante a vida-de-prateleira, conter um grande niimero de células
vidveis no momento do consumo, ndo devem ser patog€nicos ou toxicos, € nem
resistente a antibidticos, devem apresentar estabilidade frente ao 4cido e a bile,
capacidade de aderir a mucosa intestinal, capacidade de colonizacdo do trato
gastrointestinal (TGI) e capacidade de ser metabolicamente ativo ao nivel intestinal
(SAAD et al., 2013). Além disso, o consumo didrio destas bactérias deve ser em torno

de 10’-10" UFC/g do produto (FAO/WHO, 2002).

O género Enterococcus caracteriza-se por micro-organismos habitantes naturais
e colonizadores transitorios do TGI humano. Sao micro-organismos anaerdbios
facultativos, que podem se apresentar na forma de cadeias curtas, aos pares ou isolados,
ndo apresentam citocromos, € sdo catalase-negativos, exceto algumas linhagens que

podem produzir pseudocatalases (GILMORE et al., 2014).

A atividade dos Enterococcus nos produtos lacteos parece estar relacionada
com a sua atividade lipolitica, utilizagdo de citrato e produ¢do de compostos aromaticos
volateis (AMARAL et al., 2017). Varios estudos demonstram os beneficios da
utilizacdo de Enterococcus, particularmente, E. faecium na produgdao de alimentos,
devido a tolerancia a ampla faixa de pH e altas concentragdes de cloreto de sodio, além
de capacidade bem sucedida de competicdo e sobrevivéncia no trato gastrointestinal,

inibindo o crescimento de patogenos (BARBOSA; BORGES; TEIXEIRA, 2014).

Em estudo recente de sele¢dao de cepas com potencial probiotico, duas cepas de
E. faecium (SJRP20 e SJRP65) destacaram-se dentre diferentes linhagens de
Lactobacillus e Enterococcus. Estas cepas apresentaram atividade de hidrdlise de sais
biliares, capacidade de auto-agregacdo acima de 50% a 4 °C, co-agregagdo com outras

BAL e baixa co-agregacdo com L. monocytogenes, potencial hidrofébico de
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aproximadamente 90%, tolerancia a valores de pH préximos ao neutro (5-9), tolerdncia

ao NaCl em concentragdes variando entre 0,5 e 3% em temperaturas de 30 °C e 37 °C.

Além disso, tais bactérias apresentaram caracteristicas importantes para serem
consideradas seguras: nao degradaram a mucina; foram sensiveis a maioria dos
antibioticos testados e ndo possuem genes de viruléncia. E. faecium SJRP20 e SJRP65,
apresentaram adesdo a linhagem de células Caco-2, produziram B-galactosidase e em
teste in vitro foram consideradas tolerantes a passagem pelo TGI, com elevada
viabilidade. Estas cepas foram consideradas potencialmente probioticas e com perfil

adequado para aplicacdo em produtos lacteos fermentados.

Desta forma, neste trabalho, o objetivo foi avaliar o comportamento de cepas
potencialmente probiodticas de Enterococcus faecium (SJRP20 e SJRP65) em leite,
assim como avaliar o perfil de acidificagdo, pds acidificacao, resisténcia as condigdes

simuladas do trato gastrointestinal e capacidade de sequestro de radicais livres.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Leite reconstituido

Leite em pd desnatado (Molico, Nestlé, Aragatuba-SP, Brasil, Lote
4364046031 0251), foi reconstituido a 12% de sélidos totais, homogeneizado e tratado
termicamente a 85 °C por 15 min. em multiprocessador Thermomix (TM 21, Vorwerk,
Franca). O leite tratado foi resfriado a 10 °C em banho de gelo, a seguir, transferido
para frascos de 500 mL e 50 mL previamente autoclavados (121 °C/15 min.), e

resfriadas em camara fria a 4 °C por 24 h.
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2.2. Culturas laticas

As cepas de E. faecium SJRP20 e SJRP65, previamente selecionadas em
fun¢do da seguranca e do potencial probidtico, foram utilizadas para inoculagdo

individual e direta em leite.

2.3. Preparo do inoculo

As culturas laticas foram reativadas em caldo MRS em estufa a 37 °C/18-24 h,
e a populagdo de cada inoculo apos o periodo de incubagio foi de aproximadamente 10’
UFC/ mL. Aliquotas de 1 mL foram centrifugadas (10.000 x g, 10 min., 4 °C), lavadas
duas vezes em solug¢do salina estéril (0,85% NaCl) e suspensas em 10 mL do leite em po

reconstituido (item 2.1).

2.4. Fermentacao

Os frascos estéreis contendo o leite reconstituido a 12% e pasteurizado foram
colocados em banho-maria (42 °C) e inoculados (1 mL/100 mL de Ileite)
individualmente com as cepas de E. faecium SJRP20 e SJRP65. Apos a inoculagdo, as
amostras inoculadas foram misturadas e acopladas ao sistema Cynetique d'acidificacion
(CINAC). A fermentacao foi interrompida quando o pH 4,6 (pH final) foi atingido. Os
frascos foram resfriados em banho de gelo, por 2 h. Em seguida foi feita a quebra do
codgulo manualmente, de maneira padronizada por 2 min. As amostras do leite
fermentado foram distribuidas em potes plasticos de 50 mL estéreis e estocados em

camara fria a 4 °C por 28 dias. O processo de fermentagao foi realizado em duplicata.
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2.5. Parametros cinéticos de acidificacao

Para o estudo da cinética de acidificagdo usando o sistema CINAC, o pH foi
medido continuamente, a partir da inoculacdo da cepa, para constru¢do de curva de
crescimento em fun¢do do tempo. Os parametros cinéticos considerados foram: Vi,
(velocidade maxima de acidificagdo, em unidades de pH/min); T, (tempo necessario
para atingir velocidade maxima de acidificacdo, em horas) € Tpu 55, Tpn 50 € Tpu 46
(tempo necessario para atingir pH 5,5, 5,0 e 4,6, respectivamente, em horas), conforme
Casarotti et al. (2014). As culturas foram classificadas de acordo com a taxa de
acidificacdo em réapidas, médias ou lentas quando a variacdo do valor de pH (ApH) em
relagdo ao pH inicial atingir 0,4 U de pH em menos de 3 horas, entre 3 e 5 horas, ou

mais de 5 horas, respectivamente (AYAD et al., 2004).

2.6. Composicao centesimal do leite fermentado

A composi¢do centesimal do leite fermentado com E. faecium foi determinada
ap6s 24 h do preparo e estocagem a 4 °C, conforme os protocolos da Instrugdo

Normativa n° 68/2006 (BRASIL, 2006). Foram determinados: umidade, cinzas,

proteinas e lipideos; o teor de carboidratos totais foi determinado por diferenga.

2.7. Acidez e pH durante a estocagem

As determinacdes de acidez titulavel (AOAC, 2005) e pH (BRASIL, 2006)
foram realizadas durante a estocagem refrigerada (1, 14 e 28 dias de fermentacao), em

triplicata.
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2.8. Sobrevivéncia de E. faecium sob condi¢oes simuladas do TGI

A sobrevivéncia das cepas de E. faecium SIRP20 e SJIRP65 em leite foi testada
sob condi¢des simuladas do TGI durante a estocagem refrigerada (1, 14 e 28 dias de
fermentagdo). Amostras de 1 mL de cada leite fermentado foram transferidas para 9
tubos estéreis do tipo Eppendorf , centrifugadas (10.000 x g, 7 min, 4 ° C) e os pellets
foram lavados em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2, 0,1 M), em
seguida, adicionou-se 1 mL de solucdo salina em 3 tubos Eppendorf, para a contagem

inicial de E. faecium.

As solugdes para simular a fase gastrica e entérica foram preparadas de acordo
com Bautista-Gallego et al. (2013), com modificagdes. A solugdo que simula o suco
gastrico foi preparada a partir de uma solugdo tampao contendo NaCl (2,05 g/L),
KH,PO4 (0,6 g/L), CaCl, (0,11 g/L) e KCl (0,37 g/L). O pH foi ajustado para 2,0 com
NaCl 1 M. A solucdo que simula o suco entérico foi preparada utilizando Na,HPOy4
hepta-hidratado (50,81 g/L) e NaCl (8,5 g/L). O pH foi ajustado a 8,0 com KH,PO4
anidro. As solugOes foram autoclavadas a 121 ° C durante 15 min e armazenadas até a

utilizagdo.

A solugdo gastrica foi adicionada de pepsina (3 g/L) e transferida para seis
tubos com as suspensdes de E. faecium. Os tubos foram incubados em banho-maria a 42
°C por 120 min. Apos esse tempo, trés tubos foram usados para a contagem de E.
faecium. A solucdo entérica foi adicionada de pancreatina (1 g/L) e sais biliares (3 g/L),
transferida para os outros trés tubos usados na fase géstrica; estes foram incubados em

banho-maria a 37 °C por 360 min. e usados para a contagem de E. faecium.

A contagem de E. faecium foi realizada em aliquotas (1 mL) coletadas em
triplicatas, apdés o tempo de incubagdo, lavadas e suspensas em solucdo PBS e
inoculadas na superficie do meio MRS agar (37 °C/48 h), nos tempos 0, 120 e 360 min

da analise.
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2.9. Capacidade de sequestro de radicais livres de leite fermentado com

E. faecium

A capacidade de sequestro de radicais livres DPPH' ¢ ABTS" das amostras de
leite fermentado com E. faecium foi determinada conforme Mensor et al. (2001). Nos
periodos de 1, 14 e 28 dias de estocagem (4 °C), as amostras foram centrifugadas (8.000
x g por 20 min. a 4 °C), e o sobrenadante foi utilizado no preparo de solugdes
metandlicas e etandlicas nas concentracdes de 10, 50, 100, 150 e 200 mg/mL
(BALAKRISHNAN; AGRAWAL, 2014). Aliquotas de 0,3 mL das solucdes
metandlicas foram adicionadas de 2,7 mL de solugdo metandlica de DPPH™ (40
mg/mL). Apés 40 min. de reagdo na auséncia de luz, foi feita a leitura da absorbancia
em comprimento de onda 517 nm em espectrofotdometro (Schimadzu UV mini, 1240,
Kyoto, Japan). A capacidade de seqiiestro de radicais livres (%) foi calculada pela

Equagdo (2).

AA (%) =100 — ((AbSamostra = AbSpranco) * 100/AbScontrole) Equagao (2)

Em que Absimostra € @ absorbancia da amostra (0,3 mL amostra + 2,7 mL de
DPPH"), Abspranco € a absorbancia da amostra sem adi¢do do DPPH’ (0,3 mL amostra +
2,7 mL metanol) e AbSconuole € @ absorbancia da solu¢do de DPPH™ (0,3 mL metanol +

2,7 mL DPPH)).

Aliquotas de 30 pL das solugdes etandlicas foram adicionadas de 3,0 mL de
solugdo etandlica de ABTS". Apés 6 min. de reagdo em auséncia de luz, a absorbancia
foi lida em comprimento de onda 734 nm em espectrofotometro (Schimadzu UV mini,
1240, Kyoto, Japan). A capacidade de seqiiestro de radicais livres (%) foi calculada pela
Equagdo (3):

AA (%) =100 — ((AbSamostra = AbSpranco) * 100/AbSscontrole) Equagao (3)
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Em que AbSimostra € a absorbancia da amostra (30 pL amostra + 3 mL de
ABTS+), AbSpranco € a absorbancia da amostra sem adig¢ao do ABTS" (30 pL amostra +
3,0 mL etanol) € Abscontrole € @ absorbancia da solugao de ABTS" (30 uL mL etanol +
3,0 mL ABTS").

2.10. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em duas ocasides diferentes,
utilizando amostras em triplicatas (n=6), sendo os resultados avaliados por Analise de

Variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3.0. RESULTADOS
3.1. Parametros cinéticos de acidificacao

O leite em po reconstituido apresentou pH inicial de 6,44 + 0,23 ¢ 6,39 + 0,11,
para o leite fermentado com E. faecium SJRP20 e SIRP6S5, respectivamente, € houve

diferenca no perfil de acidificacdo entre as cepas (Figura 1).

A fermentacdo do leite com E. faecium SJRP20 proporcionou maior taxa de
acidificagdo (Vmix = 7,11 x 10 unidades de pH/min), assim como apresentou menor
tempo para atingir a velocidade méaxima de acidificagao (Tymax = 3,57 h) (Tabela 1).
Houve uma redugao significativa do pH, no momento da velocidade maxima, para

ambas amostras de leite fermentado (Figura 1).

As cepas E. faecium SJIRP20 e SJRP65, ao realizarem a fermentacao do leite na
forma de cultura pura, foram consideradas lentas (AYAD et al., 2004), com tempos de
fermentagdo de 9,41 + 0,03 e 13,25 £ 0,73 h, respectivamente. Para acelerar o processo
fermentativo podem ser utilizadas culturas de bactérias laticas iniciadoras, tais como S.
thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus, pois quando atuam em cooperagao,
apresentam um papel importante no processo fermentativo e auxiliam na qualidade final

dos produtos fermentados. O resultado desta interacdo ¢ a aceleracdo do processo
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fermentativo e o aumento de compostos volateis e ndo volateis derivados dos processos
metabolicos das cepas, que proporcionam caracteristicas especificas ao produto

fermentado (SETTACHAIMONGKON et al., 2014).

7.00
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Valor de pH
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0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

Tempo de fermentagao {h)

=== E.faecium SJRP20 ==#=  E.faecium SIRP65

Figura 1: Curvas de acidificacdo de leite reconstituido a 12%, pasteurizado e
fermentado com as culturas E. faecium SJRP20 e E. faecium SIRP6S5, até atingir o pH
4,6.

Farinha (2016) avaliou o efeito da composi¢do de Lactococcus lactis CECT
4434 (LL) e Streptococcus thermophilus TA 040 (ST), isolados € em co-cultura, sobre o
no perfil tecnologico de soro de leite suplementado com inulina. Os pardmetros
cinéticos mostraram que a suplementacdo de 2% de inulina acelera a fermentagdo dos
produtos, isolados e em co-cultura e que o aumento da concentracdo de inulina para 4%
retarda o processo fermentativo. O tempo de fermentagao até atingir o pH final no leite
suplementado com 2% de inulina foi de 6,33 h, 6,16 h e 4,43 h para S. thermophilus, L.
lactis e a co-cultura (LL + ST), respectivamente. A taxa de acidificagdo e a velocidade
de crescimento foram maiores com a utilizacdo da co-cultura, em comparagdo aos

mesmos micro-organismos cultivados na forma de cultura pura.
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Tabela 1: Parametros cinéticos de acidificagcdo de Enterococcus faecium SJRP20 e
SJRP65 em leite.

Parametros cinéticos E. faecium SJRP20 E. faecium SJIRP65
Vinix (10" upt/min) 7,11 +0,94° 4,79 + 0,29
Tvmax (h) 3,57+0,01° 9,16 + 1,75
PH vmax 5,75 +0,08" 5,48 £0,29"
Tpn s (h) 4,36 +£0,28" 9,08 + 1,32°
Tpuso (h) 6,14 £ 0,48° 11,33 0,78
Tpr 46 (h) 9,41 +0,03° 13,25+ 0,74
Classificagao Lento Lento

Resultados expressos por média + desvio padrdo; * ° Letras minusculas iguais na mesma
linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste T Student (p < 0,05). Viax (pH/min) -
velocidade maxima atingida; Tymax - tempo necessario para atingir a velocidade
maxima; Tpy 55 - tempo necessario para atingir pH 5,5; Ty 50 - tempo necessario para
atingir pH 5,0; Toh 46 - tempo necessario para atingir pH 4,6. Classificacdo da taxa de
acidificacdo conforme Ayad et al. (2004).

3.2. Composi¢io centesimal de leite fermentado com E. faecium SJRP20

e SJRP65
Nao houve diferenca estatistica (p < 0,05) na composi¢ao centesimal do leite
fermentado pelas cepas de E. faecium SIRP20 e SJRP65 (Tabela 2). Este resultado ¢
considerado normal, uma vez que estdo sendo avaliados apenas os macronutrientes. O
efeito do metabolismo das cepas pode ser melhor observado na producdo de éacidos
organicos, compostos volateis e substancias antimicrobianas. Uma vez que foi utilizado

o leite desnatado em po, a fragdo lipidica foi praticamente zero em ambas as amostras.

Considerando o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados (BRASIL, 2007), as amostras de leite fermentado por E. faecium SJRP20
e SJRP65 atenderam aos padrdes estabelecidos para fracdo protéica (minimo 2,9%), e
em relacdo ao percentual de lipideos, foram classificadas como leites fermentados

desnatados.
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Tabela 2: Composi¢do centesimal’ de leite fermentado por E. faecium SIRP20 ¢
SIRP6S.

Componentes (%) E. faecium SJRP20 E. faecium SJRP65
Umidade 89.85 + 0,09° 89.82 £ 0,21°
Cinzas 0,92 +0,01° 0,90 +0,01°
Carboidratos 5,73+0,01° 5,37+0,01°
Proteinas 3,50+0,01% 391+£0,16%
Lipidios 0,00 + 0,04 0,00 £ 0,07
Valor caldrico (kcal/g) 36,92° 37,12°

' Resultados expressos por média + desvio padrio; “Carboidratos totais obtidos por
diferenga. O valor calorico foi calculado considerando 9 kcal/g para lipideos totais, 4
kcal / g para proteinas e carboidratos totais. * Letras mintisculas iguais na mesma linha,
nao diferem estatisticamente pelo teste T de Student (p < 0,05).

Houve reducao do pH durante a estocagem refrigerada para o leite fermentado
por ambas as cepas de E. faecium (Tabela 3). Em consonancia com esta redu¢ao de pH,
houve aumento da acidez ao longo da estocagem. De maneira geral a cepa usada nao
influenciou a pos-acidificacdo. Ainda, o teor de acidez estd de acordo com a legislagdo

vigente, que estabelece valores entre 0,2 e 2% de acido latico (BRASIL, 2007).

O decréscimo do pH e o aumento da acidez se devem a persistente atividade
metabolica das bactérias laticas, que degradam os aguicares presentes no leite pela acao
da enzima B-galactosidase e produzem &cidos, tais como latico, acético, citrico, butirico
e formico, e acetaldeido como subprodutos metabolicos durante o processo

fermentativo, reduzindo o pH (KAILASAPATHY, 2006; RESA et al., 2007).

A capacidade acidificante das bactérias laticas ¢ de grande importancia em
produtos lacteos. A rapida reducdo do pH, pelo acimulo de acidos orgéanicos, atua,
principalmente, no controle da microbiota contaminante. Assim, constituem um fator
auxiliar no processo de conservagao e seguranca dos produtos lacteos. Bactérias
pertencentes ao género Enterococcus sao homofermentativas, tendo o acido latico como

principal produto da fermentagdo da glicose (FIGUEIREDO, 2014).
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Tabela 3: Valor de pH ¢ acidez' de leite fermentado por E. faecium SJRP20 ¢ SIRP65,

durante o armazenamento refrigerado (1, 14 e 28 dias).

Analises Periodo (dias) E. faecium SJRP20  E. faecium SIRP65

1 4,63 + 0,01 4,81+ 0,06™

Ph 14 4,42 +0,015 4,37 + 0,035

28 4,33 +0,01% 4,30 + 0,04

1 0,72 + 0,014 0,74 + 0,30"

Acidez total B Bb
. . 14 0,92 + 0,018 0,91 + 0,01

(% acido latico) c b
28 1,00 + 0,01 1,00 0,01

T r 1: . ~ b T N "
Resultados expressos por média = desvio padrdo; “ > © Letras minGsculas iguais na

mesma linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste T de Student (p < 0,05) e * 5 €
letras maiusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.3. Sobrevivéncia de E. faecium sob condicoes simuladas do TGI

E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentaram alta resisténcia a simulacdo das
condigdes do TGI e se mantiveram viaveis até o final do ensaio, em todos os periodos

de estocagem refrigerada (Tabela 4).

Em relagdo ao comportamento bacteriano, E. faecium SJRP20 apresentou
elevada viabilidade, sem diferenca estatistica (p < 0,05) entre as fases inicial, géstrica e
entérica durante 1 e 14 dias de estocagem e houve um ligeiro aumento da viabilidade na
fase entérica aos 28 dias de estocagem (Tabela 4). E. faecium SJRP65 apresentou
diferenga estatistica (p < 0,05) de viabilidade entre as fases do TGI e durante a

estocagem (Tabela 4).
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Tabela 4: Viabilidade de E. faecium SJRP20 e SJRP65 (log UFC/mL) sob condigdes

simuladas do TGI durante o armazenamento.

Cepas Dias Fases do TGI
Inicial Gastrica Entérica

1 10,08 + 0,58 ™ 10,17 + 0,017 10,32 £ 0,715

E. faecium SJRP20 14  9,62+0,495 9,74 + 0,525 10,05 + 0,46 5
28  10,30+0,19%° 10,18 + 0,37 10,74 + 0,28 %

1 10,44 + 0,38 10,76 + 0,144 11,58 + 0,434

E. faecium SJRP65 14 9,35+ 0,46 10,81 0,544 10,12 + 0,40 B®
28 9,84+ 0,56 10,19 = 0,60 B° 10,51 £ 0,24 52

Inicial, Gatrica e Entérica: indicam a viabilidade de E. faecium em leite fermentado na
fase inicial do teste (0 min.), na fase géstrica (apdés 120 min.) e na fase entérica (apos
360 min.), respectivamente. * %€ Jetras minGsculas iguais na mesma linha e % € letras
maiusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p
<0,05).

As cepas E. faecium SJRP20 e E. faecium SIJIRP65 se mantiveram estavel
durante a estocagem refrigerada e apresentaram elevada tolerdncia as condigdes
simuladas do TGI. Este resultado ¢ muito importante, pois quando um micro-organismo
probidtico se mostra metabolicamente estdvel no produto, e ainda, sobrevive a
passagem pelo TGI com alta viabilidade, ira apresentar efeitos benéficos quando chegar

ao intestino do hospedeiro (ANAL; SINGH, 2007).

Portanto, ambas as cepas apresentaram alto potencial para colonizacdo do
intestino, pois se mantiveram viaveis no leite durante a estocagem refrigerada, e
resistiram bem as adversidades do sistema digestorio, simulado in vitro. Tais resultados
ndo sdo surpreendentes, uma vez que Enterococcus spp. sobrevivem bem em condigdes
acidas e biliosas (TODOROV et al., 2011). Além disso, a contagem de bactérias deve
ser minimamente 10’ UFC/mL, dependendo da cepa utilizada, para trazer efeitos

funcionais positivos (REN et al., 2014).
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Barbosa, Borges e Teixeira (2014) avaliaram o comportamento de cepas de E.
faecium 120, isolados de produtos carneos, em alheira e leites desnatados, usando
digestao rapida e lenta no TGI. Nao houve diferenca estatistica de crescimento celular
entre as matrizes no tempo 0, porém, quando submetidos ao pH 2,5 (fase gastrica),
houve grande redugdo da viabilidade dos isolados em leite desnatado (reduziu 4,67 log
na digestdo rapida e 6,78 log na digestdo lenta). Quando foram adicionados os sais
biliares (fase entérica), houve redugao de apenas 1 log na viabilidade dos isolados em
alheira, para os dois tipos de digestdo. Os autores afirmam que a resisténcia do E.
faecium esta associada a matriz do produto, sendo que a viabilidade foi maior na matriz
alheira, porque a cepa foi isolada de produtos carneos e ja estava adaptada a esse

ambiente.

Sendo assim, a escolha do produto para aplicagdo de uma cepa probiotica ¢é
fundamental para garantir sua estabilidade ao longo do periodo de estocagem e trazer os
efeitos benéficos esperados ao consumidor. Resultados semelhantes foram observados
no presente estudo, uma vez que as cepas utilizadas foram isoladas de queijo, e

apresentaram elevada viabilidade no leite fermentado.

Grande parte das bactérias, quando ingeridas, ndo resistem a passagem do TGI,
devido a alta acidez estomacal e a concentragdo dos sais biliares. Em vista disso, a
matriz alimenticia ideal para cepas probioticas deve ter trés requisitos: ser apropriada
para o consumo humano, garantir a viabilidade das cepas durante a vida util do produto
e proteger os probidticos durante a passagem pelo TGI para que eles possam alcancar e

transitoriamente colonizar o colon (CASAROTTI et al., 2015).

Sathyabama et al. (2014) estudaram a viabilidade das cepas probioticas
Staphylococcus succinus (MAbB4) e E. faecium (FIdM3), microencapsuladas e células
livres, separadamente, com beterraba, sacarina e chicéria, em 2 g/100 mL de alginato. A
matriz utilizada influenciou a viabilidade das bactérias; a viabilidade foi constante até
35 dias a 4° C, quando encapsuladas com beterraba sacarina e chicéria, no entanto, a

viabilidade bacteriana diminuiu nas amostras controle.
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3.4. Capacidade de sequestro de radicais livres

De maneira geral, ambas as amostras de leite fermentado com E. faecium
SJRP20 e SJRP65 apresentaram maior atividade de sequestro de radicais livres no final
da estocagem. A capacidade de sequestro de radicais livres das cepas pelos métodos
ABTS" ¢ DPPH’ esta diretamente relacionada com a concentracdo da amostra ¢ com o
periodo de estocagem do leite fermentado utilizado; com o aumento da concentragdo e
do periodo de estocagem, a capacidade de sequestro de radicais livres foi mais elevada
(Figuras 2 e 3). A capacidade antioxidante pelo método ABTS" variou de 3,17 + 0,43%
a 58,86 £0,61% e de 3,83 = 1,84% a 58,88 + 3,92% no leite fermentado por E. faecium
SIRP20 ¢ E. faecium SIRP65, respectivamente. Usando o método DPPH”, a capacidade
de sequestro de radicais livres variou de 0,92 + 0,34% a 18,23 + 0,89% e de 1,19 +
0,10% a 18,97 £ 1,58% no leite fermentado por E. faecium SJRP20 e SJRP6S5,

respectivamente.

De maneira geral, houve diferenga estatistica na atividade antioxidante durante
a estocagem para as duas cepas, usando os dois métodos ABTS" e DPPH’. E. faecium
SJRP20 apresentou maior capacidade de sequestro do radical ABTS' quando
comparado a cepa SJRP65, nas concentragdes 150 e 200 mg/mL. O leite fermentado por
E. faecium SJRP65 apresentou maior atividade antioxidante, apenas na concentragao de

200 mg/mL do inicio da estocagem.

Para a capacidade de sequestro do radical DPPH’, houve diferenca estatistica
entre as cepas apenas nos dias 1 e 14. E. faecium SJRP65 apresentou maior capacidade
de sequestro do radical DPPH" no 14 dia de estocagem, para quase todas as

concentragdes de produto.

Esta maior capacidade de sequestro dos radicais livres durante a estocagem ¢
semelhante ao obtido por Lima et al. (2014), ao analisarem a atividade antioxidante de
Kefir, pelo método ABTS+. A atividade antioxidante variou de 16 a 45%, e foi maior
final da estocagem; entretanto, a capacidade de sequestro dos radicais livres foi maior

em baixas concentracdes (6,25 mg/mL).
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Estudos com Enterococcus spp., incluindo E. faecium, tém revelado um grande
potencial de aplicagdo desses micro-organismos, em funcdo da atividade proteolitica,
lipolitica, autolitica, bem como, a producdo de exopolissacarideos (EPS). Estas
caracteristicas sao interessantes, pois a acdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, extra
ou intracelular, pode gerar peptideos e radicais peroxidos com atividade antioxidante

(ASPRI et al., 2017).

De acordo com Abdul et al. (2014), E. faecium ¢ uma bactéria que apresenta a
capacidade de producao de EPS, polimeros que sao produzidos como mecanismo de
sobrevivéncia em condigdes de altas temperaturas e variagdes de pH. O EPS produzido
pela cepa E. faecium BDU7, isolada de peixe fermentado (Ngari), demonstrou elevado
potencial antioxidante usando o radical DPPH’, com inibi¢do de 63,8% desse radical na

concentracao de 8 mg/mL.

O aumento da atividade antioxidante ao longo da estocagem se deve a
liberacdo de enzimas pelos micro-organismos na matriz do alimento durante o
armazenamento (LIMA et al., 2014). Além disso, os compostos bioativos produzidos
durante a fermentagdo melhoram a qualidade sensorial ¢ ajudam na conservacdo do

produto (ALMEIDA, 2014).

Vérias reagdes quimicas e processos metabolicos ocorrem no organismo
humano, levam a liberagdo de radicais livres, que oxidam lipideos e proteinas, causam
danos no DNA e degeneracdo de células; esses fatores estao relacionados com doencas

inflamatorias, envelhecimento, cancer e outros distarbios (SHOBHARANI et al., 2012).

Dentre os compostos com propriedades funcionais em alimentos, substancias
com atividade antioxidante tém recebido grande atencdo, pois ajudam a proteger o
organismo humano contra o estresse oxidativo, evitando e prevenindo uma série de
disturbios cronico-degenerativos (YAHIA, 2010). Desta forma, produtos fermentados
com as cepas de E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentam potencial anti-oxidante,

considerado benéfico para a satde.
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Os compostos antioxidantes atuam como doadores de hidrogénio ou elétrons e
previnem uma série de alteragdes degenerativas nas células. A toxicidade de compostos
antioxidantes sintéticos ¢ considerada motivo de grande preocupagdo, € assim ¢
crescente a demanda por antioxidantes naturais, seguros e de baixo -custo

(SHOBHARANI et al., 2012).
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Figura 2: Capacidade de sequestro de radicais livres pelo método ABTS'.
Concentracdo de leite fermentado: M- 0 mg/mL, M - 50 mg/mL, - 100 mg/mL; I
- 150 mg/mL, L 1-200 mg/mL. *® € Letras maitsculas iguais, para a mesma cepa, em
diferentes tempos; e ™ © letras minusculas iguais, entre cepas, no mesmo tempo e para a
mesma concentracdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 3: Capacidade de sequestro de radicais livres pelo método DPPH .
Concentracdo de leite fermentado: M- 0 mg/mL, M - 50 mg/mL, - 100 mg/mL; I
- 150 mg/mL, || - 200 mg/mL. *® € Letras maitisculas iguais, para a mesma cepa, em
diferentes tempos; e ™ © letras minusculas iguais, entre cepas, no mesmo tempo e para a
mesma concentracdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A capacidade de seqiiestro de radicais livres obtida pelo método DPPH’
apresentou valores consideravelmente menores do que a obtida pelo método ABTS,
porém, segue a mesma tendéncia de resultados; os maiores valores de capacidade de
sequestro de radicais livres foram obtidos nas maiores concentragdes de leite
fermentado, no final do periodo de estocagem. O DPPH" é um radical lipofilico com
uma molécula de nitrogénio estavel, que ¢ reduzido pela adicao de hidrogénio ou outro

elétron (SOLTANI et al., 2011).

Nas amostras de leite fermentado por E. faecium SJRP20 e SJRP6S5, a
capacidade de sequestro do radical DPPH’ foi semelhante apenas no ultimo dia da
estocagem. Porém, a concentracdo do produto fermentado e a cepa utilizada resultaram
em diferenga estatistica na capacidade antioxidante. Além disso, a capacidade de

sequestro dos radicais livres foi maior no final do periodo de estocagem.
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Resultados semelhantes estdo descrito na literatura. Vijayalakshmi et al. (2014)
produziram leites fermentados contendo as cepas probidticas Lactobacillus acidophillus
e Bifidobacterium animalis, adicionadas de especiarias, com o intuito de aumentarem a
capacidade antioxidante das formulagdes. O leite fermentado com cardamomo
apresentou 79,5% de atividade antioxidante, 1 dia ap6s a fermentacdo e o iogurte com
noz moscada e canela apresentou 69,0% de atividade antioxidante, enquanto o iogurte
controle apresentou 57% de atividade antioxidante. A elevada atividade antioxidante

estava relacionada a especiaria utilizada.

Shobharani et al. (2012) avaliaram a capacidade de potencializacdo da
atividade antioxidante da alga marinha Sargassum sp. por quatro culturas bacterianas
(Pediococcus acidilacti — LC, Weissella paramesenteroides — NW-1a, P. pentosaceus —
2NW-la e E. faecium P1-2CB-W1). O fermentado de E. faecium P1-2CB-W1
apresentou maior atividade antioxidante pelos métodos DPPH" ¢ ABTS'. A atividade
antioxidante estd associada a producdo de polifendis durante a fermentagdo, que sdo
compostos antioxidantes eficazes por possuirem um grupo hidroxila que auxilia na

eliminacao de radicais livres.

Pieniz et al. (2015) constataram que cepas de E. faecium, isoladas de produtos
carneos e derivados de leite, apresentaram atividade antioxidante e que esse micro-
organismo apresenta um potencial de produg¢ao de compostos fenolicos durante o
processo de fermentacdo. Os isolados E. faecium 3, 8, 12, 32 e C5 apresentaram
atividade antioxidante do radical ABTS" variando entre 59 e 92,5%, nos sobrenadantes
livre de células; entretanto, os extrato de células apresentaram baixa atividade. Ainda, a
capacidade de sequestro do radical DPPH" foi consideravelmente menor nos extratos
celulares, quando comparado ao ABTS'. A auséncia de atividade antioxidante em

alguns extratos celulares sugerem que a agdo ¢ extra celular.

Neste estudo, o aumento da atividade antioxidante no leite fermentado por E.
faecium SJIRP20 e SIRP65 foi proporcional a concentragao da amostra € ao tempo de
estocagem dos produtos. Este aumento pode estar associado a produgao de metabolitos,

tais como polifenois, durante a estocagem. Desta forma, E. faecium SIRP20 e SJRP65
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podem ser muito Uteis para a fermentacdo de alimentos, com potencial para evitar os

processos de deterioragdo oxidativa dos produtos e danos celulares.

4.0 CONCLUSAO

O comportamento das cepas potencialmente probioticas de E. faecium em leite,

nos permite concluir:

. As cepas E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentaram parametros cinéticos de
acidificagdo diferentes; E. faecium SJRP2( apresentou maior Vix, MeNOT tymax €
Tph 46, embora as cepas tenham sido classificadas como lentas.

o Durante a estocagem refrigerada houve redugdo do pH e aumento da acidez para o
leite fermentado por ambas as cepas, caracterizando a agdo metabolica dos micro-
organismos durante a estocagem.

o As cepas apresentaram elevada tolerancia as condi¢des simuladas do TGI, com
elevada viabilidade ao longo do periodo de estocagem.

o O leite fermentado por E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentou elevada
capacidade de sequestro de radicais livres. Com o aumento da concentracao de
produto e do tempo de estocagem, foi maior a capacidade antioxidante.

. E. faecium SJRP20 potencialmente probidtico reuniu as melhores caracteristicas

tecnoldgicas para utilizagdo em produtos lacteos funcionais.
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CONCLUSAO GERAL

Dentre as cepas dos Lactobacillus e Enterococcus isolados de queijo Mugarela
de Bufala, utilizadas neste estudo, E. faecium SIRP20 e SJIRP65 foram considerados

potencialmente probidticos e seguros pelos testes realizados.

O leite fermentado por E. faecium SJRP20 e SJRP65 apresentou elevada
tolerancia as condi¢des simuladas do TGI, com elevada viabilidade ao longo do periodo
de estocagem e elevada capacidade de sequestro de radicais livres.

E. faecium SJRP20 reuniu as melhores caracteristicas tecnoldgicas para
aplicacdo em produtos lacteos fermentados; entretanto, E. faecium SIJRP65 foi

considerado mais seguro e apresentou caracterisiticas tecnologicas satisifatorias.
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