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1. INTRODUCAO

Algumas bactérias acido-laticas (BAL) podem possuir caracteristicas que
as enquadram no grupo de microrganismos probiéticos, como a sintese de subs-
tancias antimicrobianas, inibicdo da adesao e exclusdo competitiva de patégenos,
reducado do colesterol, e producao de vitaminas como a vitamina B9, entre outras
(MOSSO et al., 2020). Os probitticos sao definidos como microrganismos Vivos
gue quando administrados/ingeridos em uma quantidade adequada (6 — 7 log
UFC.mL™1), conferem algum beneficio a satude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001;
HILL et al., 2014).

A prospeccao de BAL, pode ser a partir de diversas matrizes alimentares,
tendo em vista que esse grupo de microrganismos esta presente naturalmente,
em diversos alimentos, principalmente, os derivados lacteos artesanais e leite in
natura (GUT et al., 2019). Em um estudo realizado por Perin & Nero (2014), foi
identificada uma predominéancia de cepas de Lactococcus e Enterococcus na mi-
crobiota do leite de cabra in natura.

A busca por bactérias probidticas, ainda ndo caracterizadas, tem sido foco
de importantes pesquisas nas Ultimas décadas no campo da medicina, biotecno-
logia e indUstria alimenticia (WIEERS et al., 2020). Portanto o objetivo do presen-
te estudo, foi avaliar o potencial probiético in vitro de bactérias acido-laticas pro-
venientes do leite de cabra in natura, através dos testes de auto-agregacao, co-
agregacao e hidrofobicidade.

2. METODOLOGIA

ApoOs screening de isolados de BAL, procedentes do leite de cabra in natu-
ra, submetidos a coloracdo de Gram, producéo de catalase e testes de seguranca
microbiolégica, quatro isolados (1, 2, 14, 21) passaram nos testes de avaliacdo de
potencial probidtico como auto-agregacao, co-agregacao e hidrofobicidade.

Para a realizac&o de todos os testes, foi preparada, inicialmente, uma sus-
pensdo em PBS, com as culturas ativas, com absorbancia ajustada a 0,2 em um
comprimento de onda de 600 nm (7- 8 log UFC. mL") (COLLADO et al., 2008).

Para o teste de auto-agregacao, as bactérias foram incubadas a 37 °C e 20
°C, e as leituras realizadas no tempo zero, 2 h, 20 h e 24 h, e os resultados foram
expressos em percentual conforme a equagdo 1 (COLLADO et al., 2008) [1 —
(Asoonm da suspensao final/ Asoconm da suspenséo inicial) x 100] equacao — 1.

No teste de co-agregacado, além dos isolados também foi utilizado E. coli
ATCC 8739, sendo volumes iguais das suspensdes de todos 0s microrganismos
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misturados e, incubados a 37 °C. As leituras foram realizadas no tempo zero, 2 h,
4 h e 24 h e os resultados expressos em percentual, conforme a equacéo 2, onde
Apat € Aiso representam a absorbancia do patdégeno e do isolado respectivamente,
enquanto Amix representa a absorbancia da mistura das suspensdes (COLLADO
et al., 2008) {[(Apat + Aisol) /2 — (Amix)/ (Apat + Aisal) /2] x 100 } equagéo — 2.

A avaliacao da hidrofobicidade foi realizada de acordo com Vinderola e Re-
inheimer (2003), com modificacdes. Onde a mistura de 3 mL da suspenséo celular
dos isolados adicionada de 400 uL de xileno, foi agitada em vértex por 1 minuto e,
posteriormente, incubada a 37 °C. As leituras foram realizadas no tempo zero e 2
h, onde para leitura dos resultados foi coletada a fase aquosa da suspenséo e 0s
resultados foram expressos em percentual de adesao conforme a equacéo 3 onde
AO e A sdo as absorbéancias antes e depois da extragcdo com xileno, respectiva-
mente {[(A0-A) / A] x 100} equacao — 3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os quatro isolados avaliados, o isolado 2 foi o que apresentou um
maior percentual de auto-agregacéo (56,1%) a 20 °C, seguido do isolado 21, iso-
lado 1 e isolado 14, respectivamente (40,4%, 37,7%, 28,2%) (Figura 1 A). Em
contrapartida na avaliacdo da auto-agregacdo a 37 °C o isolado 14 foi o que
apresentou um maior percentual (45,5%), seguido do isolado 21, isolado 2 e iso-
lado 1 respectivamente (39,5%, 12,3%, 10,4%) (Figura 1 B).

Paixao (2016), relatou uma variacdo de capacidade de auto-agregacdo a
25 °C, de 58 isolados de bactérias acido-laticas provenientes de leite de cabra, de
3,58% a 36,55%, com uma média de 18,55%, resultados inferiores ao encontrado
no presente estudo. Essa capacidade pode permitir a interagcdo do microrganismo
com o hospedeiro e exercer efeitos benéficos (Garcia-Cayuela et al., 2014), as-
sim, considerando os resultados obtidos podemos dizer que os isolados em ques-
tdo possuem uma capacidade de auto-agregacao satisfatoria, tendo em vista que
para 20 °C a variacéo foi de 28,2% a 56,1% e a 37 °C de 10,4% a 39,5%.

Em relacdo a avaliagdo da capacidade de co-agregacdo o isolado 21
demonstrou o maior percentual (78,1%) seguido do isolado 14, isolado 2 e isolado
1 respectivamente (76,9%, 73,8%, 72,6%) (Figura 1 C). Paixdo (2016), relatou
uma capacidade média de co-agregacao de 2,62% frente a S. Typhimurium ATCC
6539, 1,33% para L. monocytogenes ATCC 7644. Vitola et al. (2018), relataram
uma variacao de 47,37% a 57,1% frente a E. coli ATCC 8739 para isolados de
BAL de silagem de colostro bovino, resultados que diferem dos encontrados no
presente estudo, tendo em vista que a capacidade de co-agregacao dos isolados
em questao variou de 72,6% a 78,6%, valores superiores aos demais estudos.

Resultados com valores elevados de auto-agregacgéo e co-agregacao, sao
de extrema relevancia para a prospecc¢ao de novos microrganimos quando o foco
€ 0 potencial probiético, tendo em vista que ambas caracteristicas favorecem a
adesao desses microrganismos ao epitélio intestinal e a formacao de barreiras
que impedem a colonizagcdo por microrganismos patogénicos (DEL-RE et al.,
2000).

Entre os quatro isolados avaliados, o que apresentou uma maior hidrofobi-
cidade ao final de 2 h foi o isolado 21 (99,8%), seguido do isolado 1, isolado 2 e
14 respectivamente (87,0%, 86,4%, 76,9%) (Figura 1D). A hidrofobicidade de um
isolado, compreende a capacidade de adesao a um hidrocarboneto, e estima a
forma como a bactéria se ligaria as células epiteliais do hospedeiro. Elevados va-
lores de hidrofobicidade indicam uma maior capacidade de adesé&o as ceélulas epi-
teliais (TODOROV et al., 2011).
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Figura 1 Resultados da avaliacédo da capacidade de auto-agregacao a 20°C (A),
auto-agregacao a 37 °C (B) co-agregacao (C) e hidrofobicidade (D) de isolados de
bactérias acido-laticas provenientes de leite de cabra in natura

4. CONCLUSOES
Todos os isolados avaliados no presente estudo apresentaram capacidade
de auto-agregacao, co-agregacao e hidrofobicidade relevantes, sugerindo um sig-
nificativo potencial de adeséo as células epiteliais, e podem ser considerados po-
tencialmente probioticos. Entretanto, mais testes ainda devem ser realizados, co-
mo tolerancia ao transito gastrointestinal e citotoxicidade.
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