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RESUMO

O uso de produtos lacteos associados a micro-organismos vivos, 0S probioticos, em queijo
caprino é uma alternativa para aumentar o valor nutricional e ainda contribuir para a
inocuidade do produto, beneficiando os pequenos produtores da regido semiérida do Vale do
Sdo Francisco. Com o grande desenvolvimento da inddstria de alimentos funcionais e a
necessidade de novos produtos derivados do leite de cabra, foi proposta a selecdo de Bactérias
do Acido Latico (BAL) com potencial probidtico in vitro e avaliacio de sua agdo antagonista
a patdgeno em queijo. Bactérias do Acido Latico foram isoladas de leite caprino cru coletado
nos municipios do Vale do Séo Francisco e para selecdo de isolados com propriedades
tecnoldgicas e probidticas, 0s seguintes testes in vitro foram conduzidos: simulacdo ao Trato
Gastrintestinal (TGI), atividade hemolitica, susceptibilidade a antimicrobianos, antagonismo a
bactérias patogénicas, triagem da producdo de Exopolissacarideos (EPS), producdo de gas,
avaliacdo da atividade proteolitica, producdo de diacetil e tolerancia ao NaCl. Posteriormente,
os isolados foram discriminados através da Andlise de Componentes Principais (ACP),
identificados genotipicamente e inoculados em queijo artesanal. Trés tipos de queijos de cabra
(1, 2 e controle) foram elaborados para avaliar a acdo antagonista de BAL selecionadas frente
Escherichia coli. Foram conduzidos nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20 dias, analises
microbioldgicas e fisico-quimicas. No estudo os isolados UNIVASF CAP 14 e 20 foram
diferenciados pela sobrevivéncia ao pH 2 e pancreatina, resisténcia ao NaCl e a atividade
antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae. UNIVASF CAP 4 e 29 foram caracterizadas
pela resisténcia ao suco intestinal e atividade antibacteriana contra Salmonella Typhi e
Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 e 139 apresentaram producéo de diacetil,
atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis. UNIVASF CAP 35 e 138 foram caracterizados por atividade proteolitica, producédo
de EPS, atividade antibacteriana contra E. coli e Shigella flexneri. Como resultado, nesta
pesquisa, os dez isolados UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35, 38, 43, 138, 139 aumentaram

a seguranca microbioldgica do queijo caprino frente a E. coli.

Palavras-chave: inibi¢do a patdgenos, E. coli, propriedades de seguranca



ABSTRACT

The use of dairy products associated with living microorganisms, probiotics, in goat cheese is
an alternative to increase the nutritional value and contribute to the safety of the product,
benefiting of smallholders in semiarid region of the San Francisco Valley. Due to the great
development of functional food industry and the need for new products derived from goat was
proposed selection of Lactic Acid Bacteria (LAB) with probiotic potential in vitro and
evaluation of their antagonistic action on the pathogen cheese. Lactic Acid Bacteria were
isolated from raw goat milk collected in the municipalities of San Francisco Valley and to
selection of isolates with probiotic and technological properties, the following in vitro tests
were conducted: the simulation to the Gastrointestinal Tract (GIT), haemolytic activity,
antimicrobial susceptibility, antagonistic to pathogenic bacteria, screening for
Exopolysaccharide (EPS) production, gas production, assessment of proteolytic activity,
diacetyl production and tolerance to NaCl. Subsequently, the isolates were discriminated by
Principal Component Analysis (PCA), genotypically identified and inoculated in artisan
cheese. Three types of goat cheese (1, 2 and control) were prepared to evaluate the
antagonistic action selected BAL against Escherichia coli. Microbiological and physical-
chemical analyzes were conducted at times 0, 5, 10, 15 and 20 days. In the study the isolates
UNIVASF CAP 14 and 20 were differentiated by survival up to pH 2 and pancreatin,
resistance to NaCl and antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae. UNIVASF CAP 4
and 29 were characterised by resistance to intestinal juice and antibacterial activity against
Salmonella Typhi and Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 and 139 exhibited
diacetyl production, antibacterial activity against Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and
Enterococcus faecalis. UNIVASF CAP 35 and 138 were characterised by proteolytic activity,
EPS production, antibacterial activity to E. coli and Shigella flexneri. As a result, in this
survey, the ten isolated UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35, 38, 43, 138, 139 improved

microbiological safety of goat cheese against E. coli.

Key-words: inhibition pathogens, E. coli, safety properties.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura, no nordeste brasileiro, sempre foi uma atividade de grande
relevéncia econdmica e social, mas que ainda se caracteriza pela reduzida rentabilidade
(CARTAXO et al., 2013). Torna-se uma das poucas atividades sustentaveis no semiarido, do
ponto de vista ambiental, econbmico e social. Mas, para tal, deve-se observar préticas
recomendadas de manejo reprodutivo, manejo alimentar e manejo profilatico, sendo de
extrema importéncia para a economia de Pernambuco, pois se apresenta como alternativa na
oferta de carne, pele, leite e seus derivados (SAMPAIO et al., 2009).

A producdo de queijo de leite de cabra no nordeste brasileiro € uma forma rentavel de
utilizacdo do leite caprino, sendo o queijo de coalho um alimento tipico produzido em varios
estados dessa regido (QUEIROGA et al., 2013). O queijo coalho nordestino € obtido apos a
coagulacdo do leite com coalho ou enzimas coagulantes apropriadas que sdo, por vezes,
complementadas com bactérias laticas selecionadas (cultura iniciadora). Este queijo e,
normalmente, comercializado apds sete dias de armazenamento a 10 °C e tem alto valor
comercial devido a simplicidade da tecnologia utilizada nesta producdo, ao alto rendimento e
a boa aceitacdo entre os consumidores (QUEIROGA et al., 2013; BRASIL, 2001).

Auséncia da qualidade microbiologica em leite e queijo caprino, como a presenca de
Escherichia coli, é relatada por diversos autores na regido nordeste brasileira (EUTHIER;
TRIGUEIRO; RIVERA, 1998; CHAPAVAL et al., 2010; SILVA et al., 2013). Entre os
indicadores comumente utilizados da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos, encontram-
se as contagens de coliformes. Esses micro-organismos séo indicadores de contaminacao fecal
e do risco da presenca de micro-organismos patogénicos, que podem causar toxinfec¢cdes no
consumidor (GOTTARDI et al., 2008).

O valor funcional do leite de cabra pode ser potencializado por meio da fermentacéo
por Bactérias do Acido Latico (BAL) naturalmente presentes no produto que, quando
selecionadas, tém propriedades probidticas. Segundo Tsai et al. (2008) algumas infeccGes
intestinais podem ser prevenidas pela utilizacdo de probidticos. Na literatura reportar-se acéo
antagobnica frente a Salmonella, E. coli, Listeria e Helicobacter pylori (ZHENG et al., 2014;
AOUDIA et al., 2015; BLAIMAN et al., 2015; LEONARD et al., 2015).

As BAL sdo bactérias Gram-positivas que convertem os hidratos de carbono em
energia e acido latico, reduzindo o pH que contribui para a seguranca do produto
(SWETWIWATHANA; VISESSANGUAN, 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002015000829
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300073
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300073
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Segundo Taboada et al. (2015), BAL podem ser utilizadas para a fabricacdo de queijos
com caracteristicas sensoriais tipicas e com potenciais propriedades funcionais. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), probi6ticos s&o micro-organismos
vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a
satde do individuo (BRASIL, 2002).

O consumo de alimentos probidticos e prebidticos que promovam o bem-estar, a satde
e um risco reduzido de doengas vem aumentando em todo o mundo (SILVEIRA et al., 2015)
e estima-se que mais de 500 produtos probiéticos tenham sido incluidos no mercado global,
ao longo da Gltima década (ASHRAF; SHAH, 2011).

A América Latina, sozinha, é responsavel por US$ 45 bilhdes ou 17% do mercado de
alimentos e bebidas funcionais, sendo o Brasil responsavel por movimentar US$ 14,6 bilhdes
deste total. Em constante crescimento, em 2013 atingiu um indice de 9,9%. O continente
representa um mercado chave para o setor. Populoso e apresentando bons indices econdmicos,
o Brasil lidera esta tendéncia, representando 44% do crescimento total latino-americano,
seguido pelo México, com 17%, e Colémbia, com 7%, garantindo uma colocacao entre 0s dez
mercados que mais crescem no mundo (BRASIL, 2014). Esse aumento pode ser atribuido,
principalmente, devido ao novo perfil de consumidores que, segundo Coman et al. (2012),
demandam alimentos que diariamente contribuem para intensificar e/ou melhorar a sua saude.
Assim, a preparacdo de culturas iniciadoras funcionais, caracterizadas para a producdo de
queijos tradicionais, sob condi¢cdes controladas, utilizando a tecnologia tradicional
padronizada, é crucial para atender ao mercado (TERZIC-VIDOJEVIC et al., 2015).

Dessa forma, pesquisas sdo fundamentais para gerar produtos funcionais e seguros.
Para a caprinocultura, a triagem e a selecdo de micro-organismos autdctones de leite caprino
com propriedades probioticas serdo essenciais para ampliar e expandir o mercado, garantindo
o fornecimento de novos derivados lacteos com qualidade microbioldgica e de carater
funcional. Portanto, este estudo foi realizado com os objetivos de selecionar BAL autdctones
de leite caprino com potencial probidtico e avaliar suas propriedades funcionais em queijo

caprino artesanal.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

Publicado no Periddico African Journal of Microbiology Research, v. 9, n. 10, p. 671-686,
2015.

Principais critérios de selecdo de bactérias do acido latico com potencial probiético para

utilizagdo em produtos alimentares

RESUMO

A utilizacdo de Bactérias do Acido Latico (BAL) em produtos alimentares vem
impulsionando o mercado consumidor, devido ao potencial probiodtico dessas bacterias, que
caracteriza os alimentos com status de funcionais. A selecdo de estirpes probidticas pode
ocorrer a partir de diferentes matrizes alimentares e ambientes. No entanto, esses micro-
organismos devem ser seguros, mantendo as caracteristicas que os tornam tecnologicamente,
funcionalmente e fisiologicamente capazes de melhorar os alimentos e a satude do hospedeiro.
Caracterizacdo de uma estirpe com potencial probidtico inclui conhecimento da sua origem,
patogenicidade, infecciosidade, fatores de viruléncia, viabilidade e estabilidade durante o
processamento e armazenagem, resisténcia aos fagos, contribuicdo com as propriedades
sensoriais, tolerancia ao trato gastrointestinal, adesdo celular, propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas, atividade antagonista a patdgenos gastrointestinais e imunomodulagéo.
Efeitos fisiologicos desejaveis de estirpes probioticas incluem alivio a intolerancia a lactose,
prevencdo e reducdo da diarreia, doenca inflamatoria intestinal e alergias. Neste contexto, este
artigo revisa a literatura atual referindo-se aos principais critérios para a selecdo de BAL com

potencial uso probiotico em alimentos.

Palavras-chave: bactérias do &cido latico, selecdo, seguranca, alimentos funcionais.
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ABSTRACT

The use of lactic acid bacteria (LAB) in different food products has been driving the
consumer market due to the potential probiotic action of these bacteria, which raises the foods
to the status of functional foods. A selection of potential probiotic strains can be obtained
from different food matrices and environments. However, these microorganisms must be
confirmed as safe while retaining characteristics that make them technologically, functionally
and physiologically capable of benefitting the food and health of the host. Characterisation of
a potential probiotic strain should include knowledge of the source, pathogenicity, infectivity,
virulence factors, viability during processing, storage stability, phage resistance, contribution
to sensory properties, tolerance within the gastrointestinal tract, cell adhesion, antimutagenic,
anticarcinogenic and antagonistic activity against gastrointestinal pathogens and
immunomodulation. Desirable physiological effects of probiotic strains include aiding in
lactose intolerance and prevention and reduction of diarrhoea, inflammatory bowel disease
and allergies. In this context, this paper reviews the current literature referring to principal

criteria for the selection of LAB for potential use as probiotics in foods.

Key words: lactic acid bacteria, screening, safety, functional foods.
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2.1.1 INTRODUCAO

Os probidticos sdo definidos pela FAO/WHO como micro-organismos Vvivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro,
melhorando o equilibrio microbiano intestinal (FAO / WHO, 2002). O valor do consumo de
BAL surgiu no inicio do século XX, quando Metchnikoff sugeriu que a ingestdo desses
micro-organismos Vvivos, presentes no iogurte, aumentou a longevidade do consumidor.
Metchnikoff atribuiu os efeitos positivos observados sobre a salude do hospedeiro a uma
reducdo da populacdo de bactérias deteriorantes e/ou produtoras de toxinas no trato digestivo
(BURGAIN et al., 2014).

Atualmente, o interesse & crescente no desenvolvimento de novos alimentos que
contém micro-organismos probioticos (SIDIRA et al., 2015). Recentes estudos relacionados
com inclusdo de cultivo probiotico de BAL, em alimentos, pertencem aos géneros
Lactobacillus e Enterococcus (COMAN et al., 2012; JENSEN et al., 2012; GREGORET et
al., 2013; BABOT et al., 2014).

A maioria dos probioticos comercializados e os mais estudados foram isolados a partir
de produtos lacteos e do Trato Gastrintestinal (TGI) humano. De fato, as estirpes de BAL ja
sdo utilizadas em muitos produtos lacteos probicticos (GARCIA-RUIZ et al., 2014). No
entanto, o uso comercial de géneros como probioticos na alimentacdo requer triagem de
micro-organismos e as estirpes selecionadas devem atender as necessidades de seguranca,
tecnoldgicas, funcionais e fisiolégicas (MORELLI, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Os critérios de seguranca de um probidtico incluem origem documentada, atividade
metabolica e auséncia de caracteristicas como patogenicidade, infecciosidade e fatores de
viruléncia, incluindo a resisténcia aos antibidticos (SAARELA et al., 2000; MUNOZ-
ATIENZA et al.,, 2014; RUBIO et al., 2014). Do ponto de vista tecnoldgico, culturas
probidticas devem permanecer viaveis durante o0 processamento e apresentar estabilidade ao
armazenamento, resisténcia aos fagos, e, ao mesmo tempo, contribuir para boas propriedades
sensoriais dos produtos, como o perfil aroméatico (VASILJEVIC; SHAH, 2008;
CHAMPAGNE et al., 2011). A fermentacdo pela cultura deve preservar, aumentar a
qualidade e alterar beneficamente o sabor do alimento (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-
NAVARRO, 2010), gerando um produto de maior valor agregado.

Como critério funcional, estirpes probioticas devem sobreviver a passagem ao TGl,
portanto, ser capazes de tolerar as condicdes acidas do estdbmago, resistir as enzimas

digestivas e aos acidos biliares no inicio do intestino delgado, aderir a superficie da mucosa
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intestinal e, assim, assegurar beneficios clinicamente validados para a salde dos
consumidores (ERKKILA; PETAJA, 2000; COTTER; HILL, 2003; JENSEN et al., 2012).

Os principais requerimentos fisiologicos desejaveis para culturas probioticas séo
antimutagenicidade, anticarcinogenicidade, atividade antagdnica frente a patdgenos
gastrintestinais, promoc¢do da imunomodulagédo e acdo sobre o metabolismo da lactose e do
colesterol (ZAGO et al., 2011; BURNS et al., 2012; REN et al., 2012) . Neste contexto, neste
capitulo revisa-se a literatura atual referente aos critérios de sele¢do de BAL para potencial
uso probidtico.

2.1.2 CRITERIOS DE SEGURANCA

2.1.2.1. Origem

Para atuar como um micro-organismo probiotico seguro, uma estirpe devera ser de
espécie e género normalmente presentes no TGl humano (KOLOZYN-KRAJEWSKA,;
DOLATOWSKI, 2012). A selecdo de uma estirpe apropriada para cada matriz alimentar é
essencial. O primeiro quesito para a selecdo de um probidtico € a determinacdo da sua
classificagdo taxondmica, que pode dar uma indicacdo da origem, habitat e fisiologia da
estirpe. Todas estas caracteristicas tém consequéncias importantes sobre a selecdo de novas
estirpes (MORELLLI, 2007).

As BAL, especialmente Lactobacillus e Enterococcus, sdéo comumente utilizadas
como probidticos (BARBOSA et al., 2010; TULUMOGLU et al., 2014). S3o classificados
como células procarioticas, ndo esporuladas, Gram-positivas, que tém como caracteristica
comum a producdo de acido latico como produto principal ou Unico da fermentacdo durante o
metabolismo homofermentativo ou heterofermentativo (BALCIUNAS et al., 2013). Uma
série de trabalhos cientificos atuais relatam selecdes de BAL de diferentes fontes (por

exemplo, legumes, leite e carne) para potencial uso probidtico (Tabela 1).
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Tabela 1. Selecdo de BAL em diferentes matrizes alimentares para potencial uso probidtico.

Fonte

Micro-organismo

Produto elaborado

Referéncia

Queijo

L. delbrueckii, Lactococcus
lactis, Leuconostoc
mesenteroides e Streptococcus
thermophiles

Queijo

Gaglio et al. 2014

Queijo Artesanal

L. lactis e E. faecalis

Queijo fresco

Coelho et al. (2014)

Tradicional leite
fermentado de iaque

E. durans, L. fermentum e L.
paracasei

Leite fermentado

Ao et al. (2012)

Queijo Siahmazgi L. plantarum Salame Kargozari et al. (2014)
Carne L. plantarum Linguica de Arief et al. (2014)
cordeiro
fermentada
Salame L. curvatus Salame De Souza Barbosa et al.
(2015)
Linguica suina L. plantarum Linguica Dias et al. (2013)
Salames fabricados L. curvatus Carne suina cozida Rivas et al. (2014)
artesanalmente
Presuntos secos L. salivarius Carne suina fresca Luo et al. (2013)

curados chineses

Azeitonas L. pentosus e L. plantarum Azeitonas verdes Blana et al. (2014)
industrialmente
fermentadas

Kimchi L. brevis, L. curvatus, L. Embutido Paik e Lee (2014)

plantarum e L. sakei fermentado
Alcaparra fermentada L. plantarum Alcaparra Palomino et al. (2014)

fermentada

Fezes infantis L. casei, L. paracasei € L. Embutido Rubio et al. (2014)
rhamnosus Fermentado

Embora as BAL sejam, Geralmente, Consideradas Como Seguras (GRAS), a sua

capacidade de producdo de compostos toxicos também deve ser levada em consideracdo. O

género Enterococcus € membro da comunidade de BAL e 0 seu emprego ainda é controverso,

devido a presenca de genes viruléncia em algumas espécies. Por estas razdes, hd a
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necessidade de avaliacdo de toxicidade e determinantes patogénicos para 0s potenciais micro-
organismos empregados como probioticos (LANDETA et al., 2013).

2.1.2.2. Patogenicidade

Na selecdo de micro-organismos para uso probidtico deve-se considerar que algumas
espécies de BAL podem ser patogénicas e infectantes, causando doencas humanas, como
carie dentaria, complica¢des reumaticas, endocardite infecciosa, septicemia e doenca vascular.
A identificacdo de caracteristicas potencialmente patogénicas pode facilitar o uso de
organismos para fins probidticos (HARTY et al., 1994). A maioria dos lactobacilos sdo
classificados como ndo patogénicos e, por isso, a identificacdo de propriedades inerentes da
estirpe correlacionada com potenciais riscos a saude pode ser dificil. Vesterlund et al. (2007)
sugeriram, ao estudar estirpes probidticas, que determinadas propriedades podem indicar um
risco potencial a saude em populacbes, dentre elas, fatores de viruléncia em patogenos
"verdadeiros"”, ou seja, a habilidade para aderir ao colageno humano tipo 1V, fibrinogénio ou
muco intestinal, a- ou P-hemdlise, baixa inducdo da explosdo respiratoria em celulas

polimorfonucleares e resisténcia a morte mediada pelo sistema complemento.

2.1.2.3. Fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia bacteriana podem incluir proteinas secretadas (por exemplo,
toxinas proteicas e enzimas) e estruturas de superficie celular (por exemplo, polissacarideos
capsulares e lipopolissacarideos, proteinas da membrana externa) e de outras enzimas
hidroliticas que podem contribuir para a patogenicidade do micro-organismo. Muitos genes
codificam as caracteristicas de viruléncia (por exemplo, mecanismos de secrecdo, fagos,
catalases, reguladores, etc.) que sdo também indiretamente envolvidos na patogénese e séo
igualmente importantes para que as bactérias estabelecam o processo infeccioso (BROGDEN
et al., 2000; CHEN et al., 2005). A identificacdo de genes de viruléncia em um potencial
candidato a probidtico, € importante, uma vez que a possibilidade de transferéncia horizontal
de outras bactérias tornou-se uma preocupacado na industria alimentar (PERIN et al., 2014).

A hemolise é um fator de viruléncia comum entre os agentes patogénicos, facilitando a
disponibilidade de ferro para o micro-organismo e causando anemia e edema no hospedeiro
(VESTERLUND et al., 2007). A reacdo hemolitica é observada em agar sangue suplementado

com 5% de sangue de cavalo desfibrinado. Uma zona clara de hidrolise em torno das colénias
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¢ indicativo de B-hemolise, uma hidrdlise parcial indica a-hemdlise e a ndo reagdo indica -
hemolise. A determinacdo da atividade hemolitica € exigida em reconhecimento da
importancia de garantir seguranca, mesmo entre um grupo de bactérias com o status de GRAS
(FAO/WHO, 2002). A auséncia da atividade hemolitica deve ser um critério de selecdo em
estirpes iniciadoras para utilizagdo nos produtos lacteos (GIRAFFA, 1995).

Em relacdo a seguranca das estirpes probioticas, a resisténcia aos antibioticos é um
aspecto que requer uma analise por causa das graves preocupacdes sobre o crescente nivel de
resisténcia devido ao uso regular na medicina humana (MONTEAGUDO-MERA et al.,
2012). Os genes de resisténcia a antibidticos podem ser transferidos por algumas BAL,
através de plasmideos conjugativos, bacteri6fagos ou transposons, para outros micro-
organismos, por transferéncia horizontal. Este tipo de transferéncia ocorre, geralmente, entre
bactérias no trato gastrintestinal, com o potencial de ocorrer entre espécies indcuas e agentes
patogénicos prejudiciais. Se Lactobacillus benéficos apresentam genes de resisténcia a
antibioticos, esses genes poderiam ser transferidos para outra microbiota, incluindo
patogenos, colonizando 0 mesmo ambiente, ou seja, 0 TGI (SHAO et al., 2015).

Critérios de selecdo para 0s micro-organismos probidticos devem incluir
caracteristicas de resisténcia intrinseca ou natural a antimicrobianos porque é codificado
cromossomicamente e, portanto, ndo transmissivel (ARGYRI et al., 2013). A resisténcia
intrinseca de BAL a varios antibioticos pode ser parcialmente devido aos genes que codificam
as bombas de efluxo de Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR) que expelem diferentes tipos
de antibidticos e de outros produtos quimicos (corantes, solventes organicos, detergentes,
biocidas e produtos metabolicos) (MUNOZ et al, 2014). Quatro mecanismos s&0
reconhecidos por conferirem resisténcia intrinseca em bactérias para um determinado
antibidtico: 1) inativacdo enzimatica ou a alteracdo do antibidtico; 2) remocédo do antibiotico
por bombas de efluxo e de alteracdes de permeabilidade da Membrana Externa (ME); 3)
alteracdo de locais alvos bacterianos; 4) rearranjo metabodlico intracelular. A maioria destes
mecanismos foi observados e estudados em varias bactérias, no entanto, ndo ha estudos
especificos destes mecanismos em probio6ticos (BAL ou Bifidobacterium) (SHARMA et al.,
2014).

As bactérias probidticas ndo devem produzir substancias nocivas durante as atividades
metabolicas. E relevante determinar se as bactérias convertem os componentes dos alimentos
ou secrecOes biologicas em substancias secundarias que sdo potencialmente prejudiciais para
0 hospedeiro. Por exemplo, algumas bactérias intestinais atuam sobre proteinas e seus

produtos digeridos produzem amoniaco, indois, fendis e aminas (ISHIBASHI; YAMAZAKI,
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2001). Os produtos toxicos, como aminas biogénicas, podem ser derivados da
descarboxilagdo de amino&cidos livres que derivam do catabolismo de &cido latico, como, por
exemplo, pelas enzimas descarboxilases de Lactobacillus spp. (PEREIRA et al., 2001). A
ingestdo excessiva dessas aminas biogénicas pode ter efeitos toxicolégicos sobre a salde
humana, como hipotensdo ou hipertensdo, dor de cabega, nauseas, reacdes alérgicas,
palpitacdo cardiaca e hemorragia intracerebral e, até mesmo, a morte, em casos muito graves
(SHALABY, 1996). No entanto, as estirpes de BAL selecionadas podem agir como
removedores de aminas. Por exemplo, Zhang et al. (2013) utilizaram Lactobacillus plantarum
para diminuir o acimulo de aminas biogénicas em linguica de carpa prateada e alcangcaram
uma reducéo significativa. Assim, a produgdo de aminas biogénicas deve ser considerada na
selegcdo de micro-organismo probidtico, devido a potencialidade em desencadear disturbios na
satde do hospedeiro (PEREIRA et al., 2001).

A capacidade do micro-organismo para produzir o D-acido latico € relatada como um
criterio de selecdo de estirpes probidticas. No entanto, as estirpes ndo devem produzir
quantidades superiores a 2 g/L. O isdmero D deste acido nédo € hidrolisado pela enzima lactato
desidrogenase humana e pode ser prejudicial a satde, desencadeando respostas como acidose
metabolica. SO as estirpes que produzem isdmeros L-acido latico devem ser selecionadas
(AMMOR et al., 2007; RUIZ-MOYANO et al., 2009).

BAL desempenham um papel na reducdo da absorcdo de gordura pelo corpo,
reduzindo o colesterol no soro por meio da atividade da enzima Hidrolase de Sais Biliares
(BSH), responsavel pela desconjugacdo de sais biliares na circulagdo enterro-hepatica
(ANANDHARAJ; SIVASANKARI, 2014). Contudo, o metabolismo excessivo de sais
biliares no intestino delgado humano pode ser prejudicial, pois, como os sais biliares
secundarios (desidroxilado) sdo citotoxicos e prd-carcinogénicos, podem induzir lesbes
celulares no intestino delgado (MARTEAU et al., 1995). Begley et al. (2006) relataram que a
atividade BSH microbiana pode ter diversos impactos sobre o hospedeiro, sob a forma de
funcbes digestivas alteradas, reducdo do colesterol, cancer/ativacdo de substancias
cancerigenas e formacdo de célculos biliares. Considerando esse aspecto, a auséncia ou a
extensdo limitada da capacidade de transformacdo de sais biliares por bactérias adicionadas
aos alimentos sdo sugeridas como pré-requisitos para rotular um produto como GRAS
(MARTEAU et al., 1995).
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2.1.3. CRITERIOS TECNOLOGICOS
2.1.3.1. Viabilidade durante o processamento e armazenamento

No Brasil, leites fermentados devem conter BAL e Bifidobacterium em uma populacéo
de, no minimo, 10" e 10° UFC/g ou ml, respectivamente, durante o prazo de validade dos
mesmos (BRASIL, 2007). Na preparacdo de alimentos fermentados, probiéticos apresentam
um crescimento 6timo a temperaturas entre 40-42°C e temperaturas acima de 45-50°C,
durante o processamento, sao prejudiciais a sua sobrevivéncia (TRIPATHI; GIRI, 2014). A
viabilidade durante as operagdes de armazenamento e processamento, a sobrevivéncia durante
o transito intestinal e os beneficios a satide dos consumidores sdo os principais critérios para a
selecdo de estirpes de bactérias probioticas (TALWALKAR et al., 2004). O estado fisiologico
das estirpes probioticas adicionadas a um produto também pode ser um importante fator que
afeta a viabilidade da estirpe. Relacionada a esse fator, a inducdo de respostas de estresse em
estirpes probidticas pode ter um efeito drastico sobre a capacidade das culturas para
sobreviverem ao processamento (tais como criodessecagem e secagem por pulverizagdo) e
transito gastrico (ROSS et al., 2005).

Estresse acido pode afetar significativamente a viabilidade de uma cultura (SHAH,
2000). Consequentemente, os produtos lacteos sdo preferidos para utilizagdo como veiculos
de estirpes probidticas por aumentarem a sobrevivéncia microbiana no suco gastrico,
provavelmente devido a um efeito protetor ou de tamponamento (ROSS et al., 2005). Em
geral, as culturas de Bifidobacterium sdo menos tolerantes ao suco gastrico que as culturas de
Lactobacillus. Tolerdncia a um ambiente &cido também é um bom pré-requisito de
desempenho tecnolégico em alimentos fermentados (ROSS et al., 2005; MATO et al., 2006).

Muitos outros fatores influenciam a viabilidade dos micro-organismos probidticos em
produtos alimentares durante a producdo, o processamento e 0 armazenamento. Estes fatores
incluem parametros alimentares (oxigénio molecular, atividade de agua, presenca de sal,
acucar e produtos quimicos como peroxido de hidrogénio, bacteriocinas, aromatizante
artificial e corantes), parametros de processamento (tratamento térmico, temperatura de
incubacdo, taxa de resfriamento do produto, materiais de embalagem, métodos de
armazenamento e escala de producdo) e parametros microbiol6gicos (estirpes probioticas,
taxa e proporcao de inoculacdo) (TRIPATHI; GIRI, 2014).

O teor de oxigénio e potencial redox também sdo fatores importantes para a

viabilidade das espécies probidticas (microaerofilicas e anaerdbias), durante o armazenamento
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(SHAH, 2000). Na presenca de oxigénio, as bactérias laticas sdo capazes de gerar mais
peroxido de hidrogénio por meio de flavoproteinas contendo oxidases, como: Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo Reduzido (NADH) e Superdxido Dismutase (SOD), que fazem sob
condicdes de baixa aerobiose (MILLER; BRITIGAN, 1997; KULISAAR et al., 2002).

Em geral, oxigénio afeta os probidticos em trés formas: (i) é diretamente toxico para
algumas células, (ii) certas culturas produzem perédxidos toxicos na presenga de oxigénio e
(iii) os radicais livres produzidos a partir da oxidacdo de componentes (por exemplo,
gorduras) sdo toxicos para as células probidticas (KORBEKANDI et al., 2011; TRIPATHI;
GIRI, 2014). Uma solucéo é a adicdo de &cido ascérbico (vitamina C), que pode atuar como
um eliminador de oxigénio (SHAH, 2000).

Outro fator que pode afetar a viabilidade dos probidticos € o congelamento. A etapa de
congelamento no processamento de alimentos é especialmente critica, uma vez que afeta
negativamente tanto a viabilidade quanto o estado fisiologico das bactérias. A reducdo da
temperatura afeta a estrutura e as propriedades da membrana celular. Durante o
congelamento, a fase liquida é modificada para a fase liquida-cristalina, reduzindo assim a
fluidez da membrana. A formacéo de cristais de gelo induz danos mecénicos que levam a
morte celular. Além disso, a cristalizacdo da dgua leva a uma crioconcentracdo dos solutos, o
que induz alguns danos osmoticos (MCGANN, 1978; FOSCHINO et al., 1996; BEAL et al.,
2001). No entanto, a capacidade de BAL para sobreviver ao congelamento e ao
armazenamento difere entre as estirpes (FONSECA et al., 2000).

Fonseca et al. (2000) demonstraram que pequenas células de Enterococcus sdo mais
estaveis durante o congelamento e a liofilizacdo, em comparacdo aos grandes bastonetes
alongados de lactobacilos. Senz et al. (2015) relataram que os bastonetes curtos eram
significativamente mais estaveis do que os bastonetes alongados durante a liofilizagdo porque
os danos da membrana celular aumentavam de acordo com a area de superficie celular, devido
a formacdo de cristais de gelo durante o congelamento extracelular. A adicdo de varios
compostos protetores para culturas probidticas pode melhorar a sua viabilidade durante a
fabricacdo, os exemplos incluem a glicose, que fornece energia para as células apds exposicdo
ao acido (CORCORAN et al., 2005) e crioprotetores, como glicerol ou inulina, para melhorar
a capacidade de sobrevivéncia durante a liofilizacdo (FONSECA et al., 2000; CARVALHO et
al., 2004).
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2.1.3.2. Resisténcia aos fagos

Bacteriofagos (fagos) sdo uma ameaca constante e importante para fermentagdes
alimentares e, particularmente, fermentacdes lacteas, em que a infeccdo de culturas
iniciadoras pode resultar em fermentacgéo lenta, de baixa qualidade, produtos inconsistentes e
falha por completo na fermentacdo (WHITEHEAD; COX, 1935; MAHONY; SINDEREN,
2014). Os fagos ao infectarem BAL fornecem alguns dos sistemas de modelos mais
avancados de interagdes fago-hospedeiro (MAHONY; SINDEREN, 2014). Nos ultimos anos,
uma série de estratégias com base na diversidade de estirpes, mutantes bacteriéfagos-
insensivel e plasmideos que carregam mecanismos fago-resisténcia (BARRANGOU et al.,
2007) foi concebida e implementada para minimizar tanto a presenca de fagos na industria de
laticinios como seu impacto econdmico sobre os processos de fermentagédo (BRIGGILER-
MARCO et al., 2014).

As bactérias desenvolveram uma variedade de mecanismos de defesa naturais que tém
como alvo diferentes etapas do ciclo de vida do fago, bloqueando a adsor¢éo, impedindo a
injecdo de DNA, a restricdo da entrada do DNA e os sistemas de infeccdo abortiva
(BARRANGOU et al., 2007). Briggiler-Marco et al. (2011) utilizaram duas metodologias
para isolar bactérias resistentes aos fagos mutantes: os métodos de Placa de Agar (PA) e da
Cultura Secundéaria (CS). Caracterizacdo do fendtipo de resisténcia a fagos, andlise e
caracterizacdo genética de mutantes resistentes aos fagos identificaram um mutante MC4 que
pode ser utilizado na fabricacéo de leite fermentado.

Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas (CRISPR) séo
locais hipervariaveis amplamente distribuidos em bactérias e Archaea, que fornecem
imunidade adquirida contra elementos genéticos estranhos. CRISPR representam uma familia
de DNA que consiste, tipicamente, de repeti¢ces curtas e altamente conservadas, espacadas
por espacadores chamados sequéncias variaveis e sdo, muitas vezes, adjacentes a genes cas
(associados a CRISPR) (SOREK et al., 2008; HORVATH et al., 2009). O sistema CRISPR-
cas pode, consequentemente, ser explorado como um mecanismo de defesa contra virus e
também potencialmente utilizado para reduzir a disseminacao de elementos genéticos méveis
e de aquisicdo de caracteristicas indesejaveis, tais como genes de resisténcia a antibioticos e
viruléncia. A partir de uma perspectiva de evolucdo do fago, as sequéncias de fagos
integradas no locus CRISPR podem também proporcionar pontos de ancoragem
suplementares para facilitar a recombinacdo durante infeccbes subsequentes de fagos,

aumentando, assim, 0 conjunto de genes aos quais 0s fagos tém acesso (BARRANGOU et al.,
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2007). Locus CRISPR parece ser uma caracteristica distintiva em BAL, a partir da filogenia e
genoma evolutivo. A capacidade do sistema CRISPR para proporcionar imunidade contra
elementos genéticos estranhos é essencial e ativamente envolvida na propensdo do micro-
organismo sobreviver a predacdo pelo fago e adaptar-se ao ambiente natural (HORVATH et
al., 2009).

2.1.3.3 Contribuigéo das propriedades sensoriais aos alimentos

BAL ndo sdo consideradas como bactérias fortemente proteoliticas, no entanto, uma
parte do seu sistema proteolitico tem sido intensamente explorada nas Gltimas décadas, porque
é essencial para o crescimento 6timo destes micro-organismos no leite (LOPEZ-KLEINE;
MONNET, 2011). Variabilidade intra e interespecifica na producdo de &cido, autolise e
protedlise sdo comumente relatadas para as estirpes provenientes de fontes alimentares
naturais (FRANCIOSI et al., 2009).

A protedlise € considerada um dos mais importantes processos bioquimicos
envolvidos na fabricacdo de muitos produtos fermentados. Na fabricacdo do queijo, a
protedlise da caseina desempenha papel crucial porque os aminoacidos resultantes da
protedlise sdo 0s principais precursores de compostos aromaticos especificos, como varios
alcoois, aldeidos, acidos, ésteres e compostos de enxofre. O amargor, que resulta da
acumulacdo de peptideos hidrofébicos (isto €, peptideos ricos em prolina), torna-se um
importante fator de preocupacdo, com a qualidade, na elaboracéo de queijos gouda e cheddar
(SMUKOWSKI et al., 2003; SMIT et al., 2005; SAVIJOKI et al., 2006). A correlacéo entre a
estirpe utilizada e o sabor de embutidos fermentados esta estabelecida (SIDIRA et al., 2015).
Sabor e odor sdo produzidos a partir de potenciais precursores, que podem ser produzidos por
hidrolise e auto-oxidacdo de lipidos, protedlise e transformacdo de aminoacidos em
compostos aromaticos e metabolismo de hidratos de carbono (AMMOR et al., 2007). Sah et
al. (2014), em seu estudo com probioticos, verificaram que a alta atividade proteolitica gera
peptideos com propriedades antioxidantes e potenciais antimutagénicos. Triagem para
proteinases, peptidases e atividades aminopeptidases €, portanto, recomendada.

Exopolissacarideos (EPS) sdo biopolimeros com ampla distribuicdo na natureza. Sua
ocorréncia é bem documentada em todos os organismos (animais, plantas, fungos e bactérias)
e estdo envolvidos em varias fungbes bioldgicas, como armazenamento de energia (amido),
constituicdo da parede celular (celulose) e comunicacdo celular (glicosaminoglicanos)

(BADEL et al., 2011). EPS microbianos produzidos por BAL tém recebido maior atengdo e
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interesse devido ao seu status de GRAS (AHMED et al., 2013; LI et al., 2014). Os EPS
podem ser utilizados como aditivos alimentares para melhorar a textura, o que favorece o
desenvolvimento de novos produtos alimentares com uma melhor aparéncia, estabilidade e
propriedades reoldgicas (DE VUYST et al., 2001).

Lactobacillus produzem moléculas de EPS em quantidades elevadas (>100 mg/L),
predominantemente em meios contendo glucose. A atividade bioldgica e a viscosidade do
EPS dependem do seu peso molecular, da composicdo de aglcar e da estrutura primaria
(KODALI et al., 2009). Os EPS podem desempenhar funcbes ndo s6 relacionadas as
caracteristicas tecnoldgicas. Por exemplo, Liu et al. (2010) e Nikolic et al. (2012) observaram
que EPS secretado por bactérias probidticas, como Bacillus licheniformis e Lactobacillus
paraplantarum, tém capacidade imunomoduladora, imunossupressora e anti-inflamatdria.
Efeitos antitumorais, reducdo do colesterol no sangue e aumento da colonizacdo de bactérias
probioticas no TGI também foram observados (WELMAN; MADDOX, 2003). EPS podem
funcionar como parte de um mecanismo de defesa contra bacteriéfagos, impedindo a sua
adsorcdo (LAMOTHE et al., 2002).

BAL desenvolveram mecanismos para suportar varias concentragdes de NaCl que,
geralmente, envolvem a absor¢do ou a sintese de um namero limitado de solutos (BREMER,;
KRAEMER, 2000). Ge et al. (2011) relataram que 0 estresse osmdtico pode tornar-se o
principal fator de inibicdo para o crescimento bacteriano e a fermentacdo. Reale et al. (2015)
relataram que osmotolerancia é um critério importante para a selecdo de estirpes para
aplicacdes tecnologicas a partir de estudo com Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e
Lactobacillus rhamnosus. Em particular, algumas estirpes isoladas de queijo e fezes humanas
demonstraram boa tolerancia a concentrac@es elevadas de NaCl, sendo importante a utilizacéo
em alimentos fermentados para pesquisar o seu desempenho tecnolégico. Ammor et al. (2007)
afirmaram que a capacidade da estirpe probidtica em competir com a microbiota natural do
produto e realizar as atividades metabolicas esta relacionada a sua taxa de crescimento e
sobrevivéncia na matriz alimentar, destacando as elevadas concentracdes de sal que variam de
2% a 15% no produto final.

A producdo de gas por BAL pode ser necessaria em alguns produtos, o kefir e em
alguns queijos, como, por exemplo, gouda, edam e danbo (LEITE et al., 2013; PEDERSEN et
al., 2013). A producdo de gas pode aumentar o nimero e/ou o tamanho das olhaduras em
queijos semiduros. Formacdo de olhaduras no queijo é um processo complexo influenciada
por uma série de fatores, destacando a formacdo de gés, a difusdo do gas, a presenca de

nacleos de formacdo de olhaduras, o pH e a elasticidade da massa do queijo, assim como 0s
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parametros tecnolégicos (FROHLICH-WYDER et al, 2013). Tammam et al. (2001)
relataram que a producdo anaerdbica de CO, por lactobacilos prevalece no queijo. Em
contraste, BAL heterofermentativas ndo sdo adequadas para a producdo de salame por causa
da formacdo de grandes quantidades de diéxido de carbono, levando a orificios de tamanhos
diferentes no produto. Além disso, estas BAL produzem concentracdes de acido acético que
causam um sabor picante desagradavel (BUCKENHUSKES, 1993; AMMOR et al., 2007).

Compostos aromaticos desempenham papel importante na percep¢do do sabor,
determinando uma propriedade importante ao produto e para a escolha do consumidor (YEE
et al.,, 2014). Diacetil (2,3-butanodiona) é um produto volatil do metabolismo do citrato
produzido por bactérias do acido latico e, quando unido ao acido latico e aos efeitos de
textura, melhora o perfil sensorial dos alimentos fermentados (RINCON-DELGADILLO et
al., 2012; XIAO; LU, 2014). O diacetil também pode inibir micro-organismos patogénicos ao
difundir-se pelas membranas bacterianas e interferir com as fungdes metabdlicas essenciais
(HOR; LIONG, 2014). Altos niveis de diacetil estdo associados com um desequilibrio de
sabor, sabor amargo e aroma desagradavel (CLARK; POTTER, 2007), mas é utilizado como
ingredientes na formulacdo de muitos produtos alimentares, tais como queijo cottage,
margarina, esséncias de 6leo vegetal, queijo processado, creme de leite e para aumentar 0s
niveis de aroma amanteigado que ocorre associado naturalmente a fermentacdo (RINCON-
DELGADILLO et al., 2012).

2.1.4. CRITERIOS FUNCIONAIS

2.1.4.1. Tolerancia ao TGl

Algumas BAL tém propriedades probidticas benéficas para a saude humana. No
entanto, o acido gastrico e os sais biliares tém influéncias adversas na sobrevivéncia e na
viabilidade dos probidticos ingeridos. A maioria dos micro-organismos tem baixa taxa de
sobrevivéncia e viabilidade em condicdes acidas, por exemplo, que ocorrem no ambiente
gastrico humano, em que os valores de pH variam entre 1,5 e 3,5 (HUANG et al., 2014).
Estirpes probidticas devem ser capazes de sobreviver a altas concentracfes de lisozima na
saliva humana, as condicBes de estresse acido e enzimas digestivas (pepsina), ou seja, do
estdbmago, e a bile no intestino delgado (CORZO; GILLIAND, 1999; MARCO et al., 2006;
LIU etal., 2013).
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Resisténcia a &cidos e tolerancia a bile sdo considerados os critérios basicos para a
triagem de potenciais estirpes probidticas (LIU et al., 2013; REN et al., 2014), e essas
propriedades sdo o foco de vérios trabalhos sobre o isolamento de potenciais estirpes
probidticas. Por exemplo, as estirpes de Lactobacillus foram consideradas resistentes as
condicdes &cidas para 3 horas, em pH 2,5, e as estirpes isoladas a partir de amostras de
alimentos foram capazes de crescer a uma concentragdo de bile, simulando as concentragdes
normais do intestino humano, para periodos de incubacdo de até 4 horas (FEDERICI et al.,
2014). L. plantarum N8, N9, ZL5 e L. casei ZL4 foram resistentes ao suco intestinal simulado
(WANG et al.,, 2014). Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12, em leite de cabra, apresentaram maior tolerancia ao fluido gastrico simulado,
quando testado em combinagdo, sugerindo um efeito sinérgico entre estirpes
(RANADHEERA et al., 2014). Lactobacillus fermentum, L. casei, L. paracasei e L.
rhamnosus foram capazes de crescer no suco intestinal e, possivelmente, mostraram melhor
resisténcia a acidos biliares no inicio do intestino delgado (RUBIO et al., 2014).

A capacidade de lactobacilos sobreviverem ao baixo pH permanece controversa (REN
et al., 2014). Os mecanismos que podem contribuir para uma resposta de tolerancia acido
adaptativa incluem a inducdo de um novo sistema de homeostase do pH e a sintese de um
novo conjunto de proteinas conhecidas como proteinas de estresse. As proteinas de estresse
podem ser transitoriamente ou constitutivamente produzidas e contribuir para a resposta de
tolerancia acido adaptativa. Proteinas induzidas ap0s o choque térmico, incluindo as de classe
chaperonina DnaK e GroEL, mostraram homologia com proteinas produzidas durante o
choque &cido. Estas proteinas sdo capazes de re-enrolamento de proteinas desnaturadas pelo
calor nos seus estados nativos e podem proteger as proteinas de desnaturacdo durante o
estresse celular (FOSTER, 1993; SHAH, 2000). Além disso, a tolerancia ao estresse acido por
micro-organismos envolve multiplos genes e mecanismos de protecdo e regulacdo
(PATNAKIK et al., 2002; YE et al., 2013). Ye et al. (2013) relataram que uma técnica de
amplificacdo de todo genoma propenso a erros obteve éxito para melhorar a tolerancia ao
estresse acido por L. pentosus. Os possiveis mecanismos para aumento da tolerancia ao acido
dos mutantes gerados incluiram diminuicdo da condutividade da membrana de protons,
aumento da extrusdo de protons ou aumento da capacidade de tamponamento do citoplasma.

A resisténcia a sais biliares é também uma propriedade importante para estirpes
probidticas (FAO / WHO, 2002). Ren et al. (2014) afirmaram que estirpes mais tolerantes a
bile sdo fortemente propicias a aliviar os sintomas de intolerancia a lactose. Noh e Gilliland

(1993) afirmaram que a permeabilidade das células de L. acidophilus aumentam na presenca
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de bile, permitindo, assim, que mais substrato entre nas células e, consequentemente, aumente
a atividade de p-galactosidase das mesmas.

O estresse causado pela bile, geralmente, tem maior sensibilidade aos efeitos
deletérios em bactérias Gram-positivas que em bactérias Gram-negativas. No entanto, a
condicdo encontrada no ambiente externo, ou no hospedeiro anteriormente ao intestino
delgado, ird determinar os efeitos da bile em uma estirpe. A exposi¢do da bactéria a varios
niveis de pH, temperatura e atmosfera modificada para crescimento pode melhorar a sua
resisténcia aos efeitos deletérios da bile ou aumentar a sua susceptibilidade. A presenca de
alimentos no intestino pode também afetar a sobrevivéncia. Como as bactérias ficam em
microambientes na matriz celular ou certos componentes alimentares se ligam aos acidos
biliares, ndo ha exposicdo das bactérias com a bile, impedindo a acéo toxica. Pré-exposicao
das bactérias para baixos niveis de acidos biliares pode aumentar a sua tolerancia a niveis
elevados. Pre-exposicdo a um estresse também pode conferir protecdo contra outros estresses,
um fenémeno chamado de adaptacéo cruzada. Muitas concentracfes tém efeitos semelhantes
sobre a fisiologia celular e podem também causar a indugdo do mesmo conjunto de proteinas
de estresse. Sistemas de respostas ligados ao estresse podem, eventualmente, se sobreporem e
serem interligados (BEGLEY et al., 2005). Portanto, a tolerancia ao acido e a bile em estirpes

probidticas, provavelmente, envolve mecanismos semelhantes.

2.1.4.2. A adesdo as células epiteliais do intestino

O processo de adeséo probidtica envolve varias propriedades biofisicas e bioguimicas
dos probioticos e das camadas de células epiteliais. Essas propriedades incluem interacGes
eletrostéaticas, forcas passivas e estéricas, hidrofobia, capacidade de autoagregacéo e estruturas
celulares especificas, como apéndices externos. Estas propriedades variam entre as estirpes
probidticas e sdo relatadas como caracteristicas especificas das espécies (SCHILLINGER et
al., 2005; COLLADO et al., 2007; RANADHEERA et al., 2014). Além de sobreviver a
passagem ao TGI, os micro-organismos probioticos também devem ser capazes de aderir e de
colonizar o epitélio intestinal, a fim de competir com organismos patogénicos
(MONTEAGUDO-MERA et al., 2012; RANADHEERA et al., 2014). Esta competi¢do pode
resultar na exclusdo (TUOMOLA, 1999), reduzindo, assim, o risco de doencas causadas por
organismos patogénicos (CHAPMAN et al., 2014), tornando-se um importante critério de

selecéo.
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As estirpes de Lactobacillus reuteri demonstraram capacidade de adeséo elevada que
poderia, eventualmente, reforcar a barreira epitelial in vitro em 24 horas (JENSEN et al.,
2012). L. pentosus E108, L. plantarum B282 e L. paracasei subsp. paracasei E94
apresentaram boa aderéncia a células Caco-2 (ARGYRI et al., 2013), enquanto L. casei
12668-1 e Enterococcus faecalis 18.156-3 mostraram forte capacidade de adesdo as células
intestinais (FEDERICI et al., 2014). Pediococcus pentosaceus CIAL-86 mostrou excelente
aderéncia e boa atividade antiadesdo contra E. coli CIAL-153 (GARCIA-RUIZ et al., 2014).
As estirpes de L. plantarum N8, N9, ZL5 ZL4 e L. casei foram capazes de exercer atividade
inibidora significativa in vitro contra Campylobacter jejuni e inibiram eficazmente a adeséo e
a invasao de células HT-29 de Clostridium jejuni (WANG et al., 2014). A capacidade de
adesdo dos Lactobacillus probi6ticos promove um maior tempo de permanéncia no intestino,
a exclusdo de agentes patogénicos e a interacdo com as células hospedeiras para proteger as
celulas epiteliais e induzir modulagéo imune (OUWEHAND et al., 1999).

As dificuldades de estudar a adesdo bacteriana in vivo levaram ao desenvolvimento de
modelos in vitro para estudos preliminares de estirpes aderentes (VESTERLUND et al.,
2005). Testes como hidrofobicidade e autoagregacdo sdo realizados porque essas
caracteristicas da superficie celular sdo consideradas necessarias para a adesdo. Estas
caracteristicas facilitam a colonizacdo temporaria, bem como a protecdo do sistema do
hospedeiro, devido a formacao de biofilme sobre o tecido. Alguns estudos tém mostrado que a
hidrofobicidade e a autoagregacdo sdo importantes para promover a colonizacdo dos
probidticos em nichos ecoldgicos, tais como o TGI ou o trato urogenital (PELLETIER et al.,
1997; DEL RE et al., 2000; GIAOURIS et al., 2009).

Hidrofobicidade da superficie celular é uma das propriedades fisico-quimicas que
facilitam o primeiro contato entre o micro-organismo e as células hospedeiras
(SCHILLINGER et al., 2005). A inicial e reversivel fase de contato € mediada por um
complexo de interagdes fisico-quimicas, incluindo hidrofobicidade e cargas, que sao
consideradas propriedades inespecificas, mas importantes (PELLETIER et al., 1997). Os
isolados que apresentam elevados valores de hidrofobicidade estdo associados com alta
capacidade para autoagregacdo e adesdo a células Caco-2 (KOTZAMANIDIS et al., 2010).
Lactobacillus que mostram uma afinidade para um solvente apolar acima de 40%, geralmente
apresentam caracteristicas hidrofébicas mais elevadas (GIAOURIS et al., 2009). Dias et al.
(2013) e Ren et al. (2014) relataram estirpes de Lactobacillus com elevada hidrofobicidade de

59% e 54,75%, respectivamente.
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A auto e a coagregacdo de probi6ticos sdo processos necessarios para a ocorréncia de
adesdo ao epitélio intestinal e a formacédo de barreiras que impedem a colonizagdo por micro-
organismos patogénicos (DEL RE et al., 2000). A agregacdo é um fenotipo relacionado as
propriedades de aderéncia da célula (PELLETIER et al., 1997; KOS et al., 2003). De acordo
com Del Re et al. (2000), estirpes com valores inferiores a 10% sdo designadas como ndo
autoagregantes. Estirpes de L. salivarius e L. plantarum tiveram alta capacidade para
autoagregacdo (REN et al., 2012). L. subsp. salivarius. salicinius, L. acidophilus e L.
plantarum obtiveram valores relativamente elevados para autoagregacao (46%, 45% e 34%,
respectivamente), em comparacdo com a estirpe de L. rhamnosus (33%) (REN et al., 2014).
Quatro isolados de Lactobacillus obtiveram taxa de autoagregagdo com valores superiores a
90% (BAUTISTA-GALLEGO et al., 2013).

A capacidade de coagregacdo das especies de Lactobacillus com potenciais agentes
patogénicos pode prevenir a colonizacdo do intestino por estes patogenos (BAO et al., 2010).
Assim, as estirpes probioticas devem mostrar a capacidade de coagregar com as estirpes
patogénicas testadas, mas a capacidade de coagregacéo € estirpe especifica (COLLADO et al.,
2007). Em geral, os lactobacilos tém uma maior coagregacdo com Listeria monocytogenes
(DIAS et al., 2013). Esta propriedade pode ser relacionada com a formacéo de biofilmes por

espécies mistas, como relatado por Veen e Abee (2011).
2.1.5. CRITERIOS FISIOLOGICOS DESEJAVEIS
Os probidticos podem melhorar a funcdo do sistema imunitario e a saude geral do

hospedeiro. Esta revisdo examina os principais efeitos dos critérios fisiologicamente

desejados para uma estirpe probidtica. Alguns dos efeitos de saude estéo listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Efeitos benéficos sobre a saude do hospedeiro e 0s mecanismos de estirpes
probioticas em estudos cientificos.

Efeito a salde Mecanismo Autores
Diminuicdo da intolerancia a Acdo da enzima B-galactosidase De Vrese et al. (2014)
lactose
Tratamento e prevengéo de Pré-hidrdlise da pB-lactoglobulina  Pescuma et al. (2015)
alergia
Menor risco para o Diminuicdo  dos niveis de Vasiljevic e Shah
desenvolvimento de tumores enzimas: glucuronidase B-, (2008)
malignos azoredutase,  nitroredutase e

ativacdo de pro-carcinégenos
Efeito hipocolesterolémico Atividade BSH Peres et al. (2014)

Inibicdo de Helicobacter pylori ~ Secrecéo de componentes Kabir et al. (1997);
e agentes patogénicos intestinais proteicos ou &cido organico, Zheng et al. (2014)
diminui a capacidade de adeséo de
H. pylori a células epiteliais
gastricas, reduz a inflamacdo da
mucosa, e estabiliza a barreira

gastrica.
Efeito imunomodulador B-Supra-regulacdo de IL-6 no Lé&hteinen et al. (2014)
intestinal ceco
Decréscimo de infeccdo por Exposicdo do receptor CD4 por Su et al. (2013)
HIV células de lactobacilos por

inibicdo do HIV-1

2.1.5.1. Intolerancia a lactose

Ma absorcdo de lactose priméaria, que é acompanhada por uma queda continua da
atividade da lactase na infancia e na adolescéncia e hipolactasia na idade adulta, ¢ um
processo fisiolégico normal em humanos. 1sso pode resultar em desconforto gastrointestinal
depois de consumir produtos que contenham lactose, uma condicdo chamada Intolerancia a
Lactose (IL). Os sintomas podem ser desagradaveis e incluem dor e distensdo abdominal,
flatuléncia e diarreia. Alguns produtos lacteos, como queijo, contém pouca ou nenhuma
lactose e, muitas vezes, o iogurte € mais bem tolerado que o leite (DE VRESE, 2014; KIES,
2014). A Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA) emitiu um parecer positivo

para os alimentos com lactose reduzida, uso de enzima lactase como um suplemento dietético
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e iogurte com bactérias vidveis (KIES, 2014). A capacidade dos micro-organismos para
fermentar a lactose no leite ¢ uma importante propriedade (ZARATE; CHAIA, 2012). Assim,
muitos estudos focam sobre o metabolismo de lactose por micro-organismos potencialmente
probiéticos (IQBAL et al., 2010; RHIMI et al., 2010; ZARATE; CHAIA, 2012).

A enzima [-galactosidase catalisa a hidrolise de lactose (um dissacarideo
abundantemente encontrado no leite) em glicose e galactose (USTOK et al., 2010). As
possiveis fontes da enzima séo as plantas, os 6rgdos de animais, as bactérias, as leveduras, 0s
fungos e os bolores. Entre estas, as fontes microbianas sdo claramente preferiveis por causa da
sua facilidade de producdo fermentativa, atividades elevadas e, geralmente, uma boa
estabilidade. B-galactosidase foi utilizada como um biocatalisador importante na industria do
leite, bem como na producdo carboidrato sintético (IQBAL et al., 2010). B-galactosidase
produzida por culturas puras e mistas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus 77 foram caracterizadas como estaveis na variagao de pH de 7-9 e
0 intervalo de temperatura de 20-37 °C, mantendo a 80%-90% da sua atividade inicial. Como
resultado, estas enzimas poderiam ser consideradas como potenciais candidatas para a
hidrolise da lactose do leite e dos produtos lacteos (USTOK et al., 2010).

Rhimi et al. (2010) realizaram um estudo em que o gene que codifica a p-galactosidase
a partir da estirpe Streptococcus thermophilus LMD?9 foi clonado, sequenciado e expresso em
Escherichia coli. A enzima recombinante purificada era um biocatalisador poderoso para a
lactose a partir de extrato de soro de leite, que € uma fonte barata de D-galactose e D-glucose.
Relevante importancia é visualizada quando se consideram estes monossacarideos utilizados
em produtos de baixo teor calorico ou adocantes hipocaloricos. Além disso, esta proteina
cliva, de forma eficiente, a lactose no leite e pode, assim, ajudar a diminuir o problema da
intolerancia a lactose gerado por produtos lacteos. A doenca IL afeta quase 70% da populacéo
mundial e o consumo de produtos modificados pode ser uma boa maneira de incorporar
alimentos lacteos e nutrientes para as dietas de individuos com intolerancia a lactose
(VASILIJEVIC; SHAH, 2008; KAILASAPATHY, 2013).

2.1.5.2. Prevencao e reducdo da diarreia

A alteracdo microbiota intestinal por antibiéticos € um importante fator de risco para
diarreia e colonizacdo por Clostridium difficile (LAWLEY et al.,, 2012). Esta é uma
complicagdo comum para a maioria dos tipos de antibidticos, de amplo espectro,

especialmente como a clindamicina, beta lactdmicos e cefalosporinas de terceira geragcdo. As
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taxas de infecgdo por Clostridium difficile tém aumentado em todo o mundo ao longo dos
anos (MCFARLAND, 2009).

Os probidticos tém vérias aplicacdes benéficas para a salde, como a reducdo da
colonizagdo de patogenos (VANDENPLAS et al., 2014). A diarreia pode ser prevenida por
meio da interrupcdo dos mecanismos potenciais: competicdo para inibir o receptor
relacionado ao crescimento de agentes patogénicos (nutrientes), do sitio de aderéncia,
producéo de bacteriocina, defensina ou reducéo do pH do intestino e a estimulagdo do sistema
imune do hospedeiro (NG et al., 2009) A eficacia do probiotico contra antibidtico associado a
diarreia dependera especificamente da estirpe e do tipo de doenca. Assim, a estirpe
probidtica escolhida deve ter mecanismos de agdo sobre a doenca (MCFARLAND, 2009).

Estudo com L. plantarum, S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus em
camundongos BALB/c, evidenciou que as estirpes foram fundamentais para fortalecer a
resisténcia a colonizagdo por bactérias fecais, suprimir a multiplicacdo de patogenos
oportunistas e restaurar o equilibrio da microbiota (TIAN et al., 2014).

Uma mistura de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus kefir, Lc. lactis,
Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae foi testada em um modelo animal de
infeccdo por Clostridium difficile e demonstrou capacidade para prevenir a diarreia e a
enterocolite desencadeadas por C. difficile (BOLLA et al., 2013).

2.1.5.3. A prevencdo da doenca inflamatdria do intestino

Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU) séo as duas principais formas de
Doenca Inflamatdria Intestinal (DI1) de alta morbidade e ambas acarretam custos de cuidados
a saude (REIFF; KELLY, 2010). A evidéncia sugere que uma anormalidade na resposta da
imunidade inata e adaptativa desempenha papel importante na inflamagédo intestinal (LIU,
2009). Culturas probidticas podem reduzir a reincidéncia da doenca ap6s o tratamento com
esteroides e/ou cirurgia. Assim, a presenca de uma populacdo microbiana diversificada no
TGI e alteragdes que ocorrem durante a DIl proporcionam suporte adequado para 0 uso de
probidticos no tratamento desta doenca (FEDORAK; DEMERIA, 2012).

Huang et al. (2013) relataram efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores in vitro
e in vivo de L. plantarum K68 isolado a partir de um alimento fermentado tradicional, em
Taiwan. L. plantarum K68 amenizou o dextrano sulfato de sodio que induziu CU em
camundongos BALB/c por meio das suas atividades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras

que podem ser eficazes no tratamento de outras doencas inflamatdrias. Juarez et al. (2013)
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também relataram um efeito benéfico de L. reuteri CRL1101 ao diminuir a producédo de fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) por macrofagos tratados com lipopolissacarideo, indicando
que é um probidtico candidato para a prevencdo e o controle de doengas inflamatorias

sistémicas.

2.1.5.4. Prevencéo da alergia

O uso de probidticos no tratamento e na prevencdo de alergias, permitindo uma
adequada estimulacdo do sistema imune, é uma proposta atrativa. Muitos autores tém relatado
resultados promissores que apoiam claramente a eficacia dos probi6ticos na prevencdo de
algumas doencas alérgicas, justificando ensaios experimentais com foco na selecao de estirpes
a serem utilizadas e no tempo de administracdo destes probioticos (PELUCCHI et al., 2012).

Prescott e Bjorkesten (2007) afirmaram que as doencas alérgicas resultam de uma
falha fundamental de regulacdo imune subjacente. Indiscutivelmente, a exposi¢cdo microbiana
fornece um forte sinal no ambiente para a maturacdo normal pos-natal do sistema imune e
também induz a maturacdo de celulas apresentadoras de antigenos e células T reguladoras,
gue sdo essenciais para a programacao e a regulacdo da resposta de células T.

Lactobacillus rhamnosus GG reduziu a prevaléncia de eczema atopico em criangas
(RAUTAVA et al., 2002). Probidticos especificos podem modular a coloniza¢do microbiana
precoce, que representa o primeiro alvo de intervencdo na doenca alérgica, juntamente com a
sua capacidade de inverter o aumento caracteristico de permeabilidade intestinal em criancas
com eczema atopico e alergia alimentar. Probidticos também aumentam as respostas de IgA
especifica do intestino que sdo alteradas em criancas com alergia alimentar. Além disso, 0s
probidticos tém o potencial para aliviar a inflamacdo alérgica, tanto local como
sistemicamente.

No entanto, infelizmente, resultados contraditorios entre os estudos ndo permitem,
atualmente, uma recomendacdo para o uso de probidticos na prevencdo da alergia. Estas
contradi¢fes decorrem de variacdes de estudo, por exemplo, o tipo de populacdo estudada em
termos de idade, tipo de doenca alérgica, o estagio da doenca, 0 nimero de pacientes
incluidos, a heranca genética e o meio ambiente (BUTEL, 2014). Portanto, uma nota de
adverténcia deve ser feita ao continuo entusiasmo do publico para com os probioticos, até que
se obtenham resultados mais conclusivos (PRESCOTT; BJORKESTEN, 2007).
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2.1.5.5. Probidticos e Helicobacter pylori

O Helicobacter pylori é um agente patogénico intestinal que causa infeccdo ao longo
do tempo, o que pode desencadear gastrite cronica e Ulcera péptica e, aumentar o risco de
tumores gastricos. Os probidticos ndo eliminam a populacdo de H. pylori, mas podem reduzir
a inflamacdo associada a estas bactérias, em animais e em seres humanos (VASILJEVIC;
SHAH, 2008; KAILASAPATHY, 2013).

Um recombinante de Lc. lactis expressando urease B pode ser utilizado para o
desenvolvimento de uma vacina alimentar, proporcionando antigeno, para controlar a
infeccdo por H. pylori. A urease é um fator de viruléncia importante necesséria para a
colonizacdo da mucosa gastrica por H. pylori, uma vez que catalisa a conversao da ureia em
amonia e CO,, elevando o pH para proximo da neutralidade. A urease B é um antigeno
amplamente estudado, com potencial para o desenvolvimento de vacinas profilaticas e
terapéuticas contra a infeccdo por H. pylori (DEL GIUDICE et al., 2001; ZHANG et al.,
2014).

BAL aumentam a taxa de erradicacdo da infeccdo por H. pylori, inibindo o seu
crescimento por meio da secrecdo de componentes de proteinas ou de &cido organico;
diminuindo sua capacidade de aderéncia as células epiteliais géastricas, reduzindo assim a
inflamacdo da mucosa e contribuindo para a estabilizacdo da barreira gastrica (KABIR et al.,
1997; ZHENG et al., 2014). Zheng et al. (2014) relataram que L. pentosus LPS16

demonstrou acdo de amplo espectro contra H. pylori.

2.1.5.6. A modulacédo do sistema imunologico

Culturas probiodticas podem influenciar a funcdo imune do corpo. Evidéncias de
sistemas in vitro e modelos animais e seres humanos sugerem que estes micro-organismos
podem aumentar as respostas imunitarias ndo especificas, possivelmente por meio da ativacéo
de macréfagos, do aumento dos niveis de citoquininas, do aumento da atividade das células
natural killer e/ou do aumento dos niveis de imunoglobulinas (SINGH et al., 2011,
KAILASAPATHY, 2013).

Lee et al. (2011) avaliaram a atividade de lactobacilos probidticos selecionados sobre
a funcdo imune, mensurando a proliferacdo de linfécitos e de interferon-y (IFN-y). Estirpes de
L. gasseri e L. plantarum induziram maior liberagdo de citocinas IFN-y. L. fermentum e L.
plantarum LA12 (CIJMA1, CJLP56, CJLP133, CJLP243, BJ53 e CIJNR26) foram mais
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eficazes na indugéo da proliferago dos linfocitos que o controle positivo. Estas estirpes foram
caracterizadas como benéficas, em termos de modulagdo imunitéria.

O popular queijo fresco do Brasil (queijo minas frescal), contendo Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium longum LA14 BLO5, foi utilizado para alimentar, por duas
semanas, ratos Wistar adultos. Os autores desse trabalho concluiram que este queijo
probidtico pode ser uma alternativa viavel para a melhoria do sistema imune e pode ser
utilizado para prevenir infeccdes, em particular aquelas relacionadas com o excesso de
esforgo fisico de atletas (LOLLO et al., 2012).

Kotzamanidis et al. (2010) afirmaram que L. reuteri DC421, L. rhamnosus DC429 e L.
plantarum 2035 apresentaram atividade regulatoria das respostas imunes iniciais nas bolsas
de ar e intestinos, em ratos, o que foi caracterizado pela estimulagdo de quimiotaxia das
células polimorfonucleares, atividade fagocitaria, combinacdo de receptores do tipo Toll,
TLR2/TLR4/TLRY, sinalizacéo e secrecdo de um certo perfil de citocinas. A ativacdo destas
respostas imunes especificas por esses micro-organismos ndo patogénicos ajuda a manter a
homeostase e fornece ao hospedeiro saudavel uma maior capacidade de resistir a qualquer

resposta inflamatoria.

2.1.5.7. A reducdo do risco associado com efeitos mutagénicos e carcinogénicos

Antigenotoxicidade, antimutagenicidade e anticarcinogenicidade sdo potenciais
propriedades funcionais dos probidticos que despertam muita atencdo atualmente. A evidéncia
foi obtida a partir de estudos in vitro e em modelos animais que suportam efeitos
anticancerigenos significativos de probidticos (KAILASAPATHY, 2013; SERBAN, 2014).
Substancias genotoxicas ou agentes ambientais ou autobidticos gerados no interior do corpo
podem induzir alteragdes genéticas ou dano que podem conduzir a mutacdes e a
carcinogénese (WOGAN et al., 2004). Os melhores candidatos como antimutagenos poderiam
ser componentes dietéticos naturais, incluindo BAL (AMBALAM et al., 2011).

Butirato é gerado a partir de lactato formado pelas BAL e Bifidobacterium
(DUNCAN; FLINT, 2013), exerce efeitos potentes sobre uma grande variedade de funcdes da
mucosa do colon, tais como inibicdo de inflamacdo e carcinogénese, reforco de varios
componentes da barreira de defesa do colon e diminuicdo do estresse oxidativo. Além disso, o
butirato pode promover a saciedade (HAMER et al.,, 2008). Lactococcus plantarum e
Bifidobacterium Bb12 tém potencial antigenotdxico intrinseco e podem ter efeitos protetores
contra os estagios iniciais de cancer de célon (BURNS; ROWLAND, 2004).
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L. rhamnosus (Lr 231) isolados de fezes humanas tém a capacidade de se ligarem com
Laranja de Acridina (AO), N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) e 2-amino-3,8-
dimetilimidazo-[4,5-f]-quinoxalina (MelQx), mas ndo a 4-Nitro-o-Fenilenodiamina (NPD),
indicando uma variacdo na ligacdo e atividade antimutagénica. Ligacdo instantanea de AO e
MNNG por LR 231 pode ajudar na remocdo répida de agentes mutagénicos e, assim, evitar a
sua absorcdo no intestino. A ligacdo de MNNG e MelQx por LR 231 resulta em uma
modificagdo do espectro de agentes mutagénicos, implicando em biotransformacéo
mutagénico residual e desintoxicagdo subsequente de agentes mutagénicos. Assim, uma
potencial estirpe probidtica humana de Lr 231 tem a capacidade de se ligar, biotransformar e
desintoxicar mutagénicos e essa propriedade pode ser Gtil na formulacdo de alimentos
fermentados para a remocéo de agentes mutagénicos potentes (AMBALAM et al., 2011).

Sah et al. (2014) relataram que o0s organismos probioticos tiveram um efeito
estatisticamente significativo sobre a atividade proteolitica com alta producéo de peptideos
com potenciais propriedades antioxidantes e antimutagénicas, com uma boa correlagéo entre
as atividades proteolitica e antioxidante ou antimutagénicas. Os peptideos gerados por
fermentacdo de leite com estirpes de Lactobacillus podem contribuir com uma variedade de
compostos bioativos que podem ter efeito positivo na saude humana e serem utilizados

comercialmente em novos produtos, ou na producao de novos peptideos anticancerosos.

2.1.5.8. Efeito antagonista a bactéria patogénica E. coli

Entre os micro-organismos patogénicos mais estudados, o grupo dos coliformes, tem
grande atencdo, por serem indicadores da qualidade higiénica dos alimentos produzidos,
principalmente quando ocorre contaminacdo fecal (GOTTARDI et al., 2008), pertencendo a
esse grupo as bactérias do género E. coli. Chioda et al. (2007) ao utilizar estipes de
Lactobacillus frente ao patdgeno E. coli, obtiveram éxito no efeito antagdnico. Os autores
reportaram que 0S mecanismos inibitdrios estdo relacionados a producdo em maior ou menor
guantidade de substancias antimicrobianas como perdxido de hidrogénio, acidos organicos e
bacteriocinas.

Aoudia et al. (2015) reportaram que biofilme composto por estirpes de Lactobacillus
inibiram o crescimento de diversos agentes patogénicos de alimentos, incluindo
E .coli O157:H7. No entanto, os autores ressaltam que a atividade antagbnica é uma
propriedade estirpe especifica. Tsai et al. (2008) demostraram que as substancias

antibacterianas produzidas por L. acidophilus RY?2, L. salivarius MM1 e L. paracasei EN4
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tiveram efeito antagonista frente a E. coli enterotoxigénica. Os autores relataram que o
processo inibitorio pode esta relacionado ao pH e o &cido latico, e outros fatores, como por
exemplo, peptideos de cadeia curta resistentes a proteases.

Estirpes de L. acidophilus HNO17, L. rhamnosus DR20 e B. lactis DR10 reduziram a
populacdo de E. coli no estudo de Gopal et al. (2001). Segundo os autores a inibicdo pode esta
relacionada a uma acao sinérgica do acido latico produzido por essas bactérias e substancias

proteicas.

2.1.6. CONCLUSAO

Estirpes probioticas podem ser selecionadas a partir de diferentes ambientes e matrizes
alimentares para incorporagdo em varios produtos alimentares, aumentando, assim, a
funcionalidade dos alimentos e a promocao de efeitos benéficos sobre a saude do consumidor.
No entanto, para exercer estes efeitos, um rigoroso critério é necessario para selecionar
estirpes probioticas seguras, funcionais e com caracteristicas tecnoldgicas e fisioldgicas
desejaveis. Alguns métodos de selecdo foram discutidos nesta revisdo. Embora o
conhecimento adquirido com 0s ensaios existentes e publicacbes cientificas, ainda sao
necessarios estudos em humanos para elucidar os mecanismos de interacdo entre as estirpes e

0 hospedeiro, uma vez que os efeitos probioticos podem ser espécie especifica.
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2.2. CAPITULO 2: ARTIGO CIENTIFICO
Publicado no Periddico Food Control, v. 53, p. 96-103, 2015.
Caracterizacao e avaliacao de bactérias laticas isoladas a partir de leite caprino
RESUMO

Este estudo foi realizado com os objetivos de selecionar e caracterizar Bactérias do Acido
Latico (BAL) autoctones do leite caprino com potencial probidtico e avaliar a seguranca
dessas culturas em queijo artesanal caprino. Os isolados de BAL foram submetidos a
simulacdo de tolerdncia ao Trato Gastrintestinal (TGI), teste hemolitico, susceptibilidade
antimicrobiana, atividade antibacteriana, producdo de exopolissacarideos (EPS), gas,
atividade proteolitica, producdo de diacetil e tolerancia ao NaCl. Isolados com melhores
resultados obtidos nos testes citados anteriormente foram discriminados por meio da Analise
de Componente Principal (ACP). O género e a espécie dos isolados de BAL discriminados
foram confirmados por meio de identificacdo molecular. Apds esta selecdo de BAL, trés
queijos caprino (1, 2 e controle) foram elaborados para avaliar a acdo inibidora de BAL
selecionadas contra Escherichia coli. Posteriormente, todas as amostras de queijo foram
submetidas as analises fisico-quimicas e contagem bacteriana. A analise estatistica foi
realizada. UNIVASF CAP 14 e 20 foram diferenciadas pela sobrevivéncia ao pH 2 e
pancreatina, resisténcia ao NaCl e a atividade antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae.
UNIVASF CAP 4 e 29 foram caracterizadas pela resisténcia ao suco intestinal e atividade
antibacteriana contra Salmonella Typhi e Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43
e 139 apresentaram producdo de diacetil, atividade antibacteriana contra Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. UNIVASF CAP 35 e 138 foram
caracterizados por atividade proteolitica, producdo de EPS, atividade antibacteriana contra E.
coli e Shigella flexneri. O coquetel destes dez isolados com potencial propriedade probidtica
foi inoculado em queijo caprino artesanal e melhorou a seguranca microbiolégica do produto

contra E. coli.

Palavras-chave: bactérias do acido latico, probidtico, queijo caprino, Escherichia coli,

seguranca alimentar.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterise and select Lactic Acid Bacteria (LAB) from goat
milk with potential probiotic use and to evaluate the safety of these cultures in artisanal
cheeses. The isolates of LAB were subjected to simulation of tolerance to the gastrointestinal
tract, haemolytic test, antimicrobial susceptibility, antibacterial activity, EPS production, gas
production, evaluation of proteolytic activity, diacetyl production and tolerance to NaCl. The
genus and species of the selected LAB isolates were confirmed using molecular identification.
Three goat cheeses (1, 2 and control) were manufactured to evaluate the inhibitory action of
LAB against Escherichia coli. Subsequently, all cheese samples underwent bacterial
enumeration and physical-chemical analyses. Statistical analysis was performed. UNIVASF
CAP 14 and 20 were differentiated by survival up to pH 2 and pancreatin, resistance to NaCl
and antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae. UNIVASF CAP 4 and 29 were
characterised by resistance to intestinal juice and antibacterial activity against Salmonella
Typhi and Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 and 139 exhibited diacetyl
production, antibacterial activity against Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and
Enterococcus faecalis. UNIVASF CAP 35 and 138 were characterised by proteolytic activity,
EPS production, antibacterial activity to E. coli and Shigella flexneri. A cocktail of these 10
isolates with potential probiotic properties were inoculated in artisanal goat cheese and

improved microbiological safety of product against E. coli.

Keywords: lactic acid bacteria, probiotic, goat cheese, E. coli, physico-chemical
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2.2.1. INTRODUCAO

Bactérias do Acido Latico (BAL) sdo habitantes do Trato Gastrintestinal (TGI)
humano e tém uma longa histéria de uso em alimentos e produtos fermentados (COLLADO et
al., 2007). A variedade de micro-organismos, as BAL tipicamente isoladas de alimentos,
foram avaliadas quanto ao seu potencial probidtico e vem sendo aplicadas como culturas
adjuntas em varios tipos de produtos alimentares ou em preparacdes terapéuticas (RODGERS,
2008; ZAGO et al., 2011). Inimeros beneficios a saude atribuidos as BAL as tornam
promissoras candidatas probidticas e estdo sendo amplamente estudadas para explorar a sua
seguranga e outras propriedades desejaveis (IRANMANESH et al., 2014), e contribuir para
agregar valor aos produtos. Novos produtos e matérias-primas adicionados de culturas
probidticas sdo, certamente, uma area chave de pesquisa e desenvolvimento para 0 mercado
de alimentos funcionais e microbiologicamente seguros (COMAN et al., 2012).

O Brasil tem o sétimo maior rebanho caprino do mundo. O rebanho esta concentrado
no Nordeste, na regido semiarida, especialmente nos estados da Bahia e de Pernambuco
(FAO, 2014; IBGE, 2011). A caprinocultura é fundamental para a regido. A partir de uma
perspectiva econdmica, devido ao crescente interesse do consumidor por alimentos
funcionais, o leite caprino tem um grande potencial, pois tem propriedades biologicas Unicas,
como alta digestibilidade, alcalinidade distinta, alta capacidade de tamponamento e valores
terapéuticos em medicina (PARK, 2009; PARK; HAENLEIN, 2006). O segundo aspecto que
afeta a demanda por leite caprino € o interesse crescente de consumidores, em muitos paises,
em obter derivados lacteos, especialmente queijos e iogurtes (HAENLEIN, 2004). Na regido
semiarida de Pernambuco, nacional e internacionalmente conhecida por elaborar vinhos finos,
a producéo de queijos pode complementar o turismo gastrondémico, gerando renda para 0s
pequenos produtores.

No entanto, para ter acesso ao mercado, novas alternativas para a seguranca € 0
processamento do leite devem ser investigadas. O leite de cabra e seus derivados ainda estdo
associados a baixa qualidade microbioldgica e tecnologica (SILVA et al., 2013). As BAL, em
adicdo as suas propriedades probioticas, impedem o crescimento de bactérias patogénicas e
deteriorantes por competicdo por nutrientes e producdo de compostos inibidores, como acido
lactico, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (STILES; HOLZAPFEL, 1997), contribuindo,
assim, para a qualidade do leite. Portanto, este estudo foi realizado com os objetivos de
caracterizar e selecionar BAL de leite caprino para potencial uso probi6tico e avaliar a

seguranca dessas culturas em queijo artesanal.
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2.2.2. MATERIAIS E METODOS
2.2.2.1 Amostras de leite cru e analises microbioldgicas

Amostras de leite de cabra in natura foram coletadas em propriedades de criagdo
extensiva de cabras leiteiras Sem Raca Definida (SRD), em seis municipios (Juazeiro, Uaua,
Senhor do Bonfim, Curacd, Jaguarari e Petrolina) do Vale do Sdo Francisco, Nordeste do
Brasil. Sete fazendas foram aleatoriamente selecionadas a partir de cada municipio,
totalizando 42 amostras de leite. A equipe de pesquisa treinada colheu assepticamente as
amostras de leite (150 ml) a partir dos recipientes em que o produto foi armazenado apés a
ordenha diéria, utilizando uma concha de ago inoxidavel (higienizado-etanol) e adicionando-
as em frascos de plastico estéreis. As amostras foram coletadas em triplicata, armazenadas a 4
°C e conduzidas para o laboratorio para contagem de Bactérias do Acido Latico (BAL), no
mesmo dia.

Na anélise microbioldgica para BAL, aliquotas de 0,1 ml de leite de cabra e diluigdes
(10" a 10°®) foram transferidas para placas com um meio especifico, de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS, Himedia). As placas foram incubadas, a 37 °C, durante 72-96 horas, em condicGes
aerobias, como descrito por Lima et al. (2009). Seis col6nias por amostra foram escolhidas
aleatoriamente a partir de placas de agar MRS, atingindo um total de 252 colbnias. A
classificagdo béasica dos isolados foi realizada por meio de reacdo de Gram, morfologia,
motilidade, catalase (H,O,, 3% V/v) e atividade citocromo-oxidase. A partir destes, cinquenta

isolados foram selecionados para os testes descritos no estudo.
2.2.2.2. Simulac&o de tolerancia ao trato gastrointestinal (TGI)

Para simular a sobrevivéncia ao TGI, os 50 isolados de BAL pré-selecionados foram
testados em um modelo in vitro que simula quimicamente as condic6es fisioldgicas. No teste
de tolerancia a baixo pH, o pH do caldo MRS foi ajustado para 2,0, com acido cloridrico 1N.
No teste de tolerancia a bile, o caldo MRS foi suplementado com 2,0% de bile bovina (Sigma-
Aldrich). Para o teste de tolerancia ao fluido pancreético, foram utilizados NaHCO3 150 mM e
1,9 mg/mL de pancreatina (Sigma-Aldrich), e o pH foi ajustado para 8,0, conforme sugerido
por Ronka et al. (2003). Para testar a tolerancia ao suco intestinal, de acordo com Bao et al.
(2010), 0,1 g de tripsina (Sigma, Aldrich) e 1,8 g de sais biliares foram adicionados a uma

solucdo estéril de 1,1 g de bicarbonato de sodio e 0,2 g de cloreto de sodio em 100 mL de
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agua destilada. O pH da solucdo foi ajustado para 8,0, com hidroxido de sédio 0,5 M e
esterilizado por filtracdo através de uma membrana de 0,45um.

Os isolados para cada teste foram inicialmente cultivados, durante 24 horas, em caldo
MRS, a 37°C. Apo0s este periodo, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos e
lavadas trés vezes em tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,0. Tubos individuais contendo cada
estirpe e meio de teste foram incubados, durante 3 horas, a 37 °C em banho-maria. A
viabilidade foi avaliada em duplicata, em 0 e 3 horas, em 4gar MRS (himedia). As taxas de

sobrevivéncia foram calculadas de acordo com a seguinte equagéo:

Taxa de sobrevivéncia (%) = log CFU N; x 100
log CFU Ng
em que N; representa a contagem total de isolados viaveis no tempo de 3 horas e Np

representa a contagem total de isolados viaveis no tempo 0 hora.

2.2.2.3. Caracterizagdo dos fatores de viruléncia dos micro-organismos

A producdo de DNAse foi determinada por adi¢do de aliquotas de 1 mL das amostras
sobre a superficie de agar teste DNase com azul de toluidina a 0,1% e as placas foram
incubadas, a 37 °C, durante 48 horas. Resultado positivo para a presenca de DNase foi
indicado pela formacédo de halos rosados em volta das colénias.

Para o teste de coagulase, 0,3 mL de cada cultura dos isolados foram transferidos para
tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho (Plasma-coagu LaborClin®) e incubados,
a 36x1 °C, durante 6 horas. A formacdo de um coagulo ou a total coagulacdo foram
consideradas como resultado positivo para o teste.

No teste de hemolise, as BAL foram cultivadas em caldo MRS, a 37 °C, durante 15
horas e, em seguida, transferiu-se para placas com agar sangue (Himedia®) suplementadas
com 5% de sangue desfibrinado de cavalo (Oxoid®). Depois de 48 a 72 horas, a reagdo
hemolitica foi avaliada por meio da observacdo da hidrolise parcial das células vermelhas do
sangue ¢ a producdo de uma zona verde (a-hemolise), bem como a hidrolise total de células
vermelhas do sangue, produzindo uma zona clara em torno da col6nia bacteriana (3-hemolise)
ou nenhuma reagéo (y-hemolise).

Para verificar a susceptibilidade antimicrobiana, utilizaram-se 0s antimicrobianos
cloranfenicol (30 pg), oxacilina (1 pg), vancomicina (30 pg), tetraciclina (30 pg),

ciprofloxacina (5 pg) e penicilina G (Ul), segundo as recomendagdes do Clinical and
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Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). BAL foram cultivadas em 4gar MRS durante 24
horas a 37°C. Os isolados foram inoculados em 4 mL de &gua destilada estéril para obter o n°
de 0,5 McFarland padrdo de turvacdo (Probac, Brasil). Um suabe estéril foi utilizado para
espalhar o indculo pela superficie do 4gar Muller Hinton (Merck®) e, em seguida, discos de
antimicrobianos foram aplicados a placa. A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada por
meio da mensuracao dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano, apds incubacdo, durante
24 horas, a 37 °C. Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada no teste para controle positivo.

2.2.2.4. Agar difusdo em disco - Atividade antibacteriana

O efeito inibidor de diferentes isolados de BAL frente a agentes patogénicos foi
testado utilizando-se 0 método de difusdo em agar disco. Os patdgenos testados foram
Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella Typhi (ATCC 6539), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC n° 25923), Shigella flexineri (ATCC n° 12022),
Enterococcus faecalis (ATCC n° 19433), Bacillus cereus (ATCC n° 11778) e Klebsiella
pneumoniae (ATCC n° 13883), que foram cultivadas em agar Triptona de Soja (TSA,
Himedia) suplementada com 0,6% de extrato de levedura, durante 24 horas, a 37 °C. Cada
patogeno foi suspenso em 4 mL de agua estéril e padronizado por comparacao de turvacao ao
padrdo n° 0,5 da escala de McFarland (Probac, Brasil). Um suabe estéril foi embebido na
suspensdo e aplicado sobre a superficie de uma placa com agar TSA. Em seguida, discos de
papel filtro estéril (Whatmann n°1) de 6 mm foram umedecidos com 20 pL do sobrenadante
isento de células (obtido por centrifugacdo 2.500 x g/10 min) de cada isolado de BAL em fase
de crescimento exponencial. A susceptibilidade de organismos patogénicos foi avaliada por
meio da mensuracdo da zona de inibicdo do crescimento bacteriano em torno dos discos (raio
- mm) apds a incubacdo, durante 24 horas, a 37 °C. Uma zona clara de inibicdo de pelo menos

2 mm de raio foi registrada como positiva. O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.2.5. Producéo de EPS por BAL

A producdo de Exopolissacarideos (EPS) dos isolados de BAL foi testada de acordo
com o método descrito por Van Geel-Schutte et al. (1998). Culturas de BAL foram cultivadas
em frascos contendo 200 mL de caldo MRS suplementado com 2% de glicose na temperatura
de 37 °C, durante trés dias. As células bacterianas foram removidas por centrifugacdo a 6.000

g por 20 minutos, e dois volumes de etanol frio 95% (Merck) foram adicionados a um volume
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do sobrenadante da cultura para precipitacdo do EPS. Os precipitados foram separados por
filtracdo a vacuo e secos a 60 °C. Seus pesos foram mensurados para determinar a quantidade
de EPS produzido.

2.2.2.6. A producdo de gas

Para verificar a producdo de gés a partir da glicose foi utilizado caldo MRS com 5%
de glicose e adi¢do de tubos Durham, de acordo com o método de Cai et al. (1999).

2.2.2.7. Avaliacdo da atividade proteolitica

Na avaliacdo da atividade proteolitica, os isolados de BAL foram semeados em agar
leite. O &gar leite foi preparado com &gar padrdo para contagem (APC, Himedia) com adicdo
de 1% de leite desnatado em p6 (BEERENS; LUQUET, 1990). As placas foram incubadas, a
7 °C durante 10 dias e 37 °C por 48 horas. As colonias formadoras de halos transparentes

foram consideradas positivas para a atividade proteolitica.

2.2.2.8. Producéo de diacetil

Apo0s crescimento, as amostras de BAL foram centrifugadas, a 4.000 rpm, durante 15
minutos. O sedimento foi ressuspenso em agua peptonada e inoculado (1% (p/v)) em 10 mL
de leite UHT integral e incubadas, a 30 °C, durante 24 horas. Em seguida, em 1 mL de cultura
foi adicionado a 0,5 mL de solu¢ao de a-naftol (1% (p/v)) e KOH (16% (p/ v)) e incubou-se, a
37 °C, durante 10 minutos. A producdo de diacetil foi indicada por um anel vermelho
formado nos tubos (King, 1948) e, de acordo com a intensidade da cor do anel, os resultados

foram classificados como fraco, médio e forte. Os testes foram realizados em duplicata.

2.2.2.9. Tolerancia ao NacCl

Os isolados foram testados quanto a tolerancia a concentracGes de NaCl entre 4% e
6,5%, de acordo com o método do Yavuzdurmaz (2007). Os meios contendo indicador
purpura de bromocresol foram preparados de acordo com as concentracdes apropriadas e
transferidos para tubos de 5 mL. Os tubos foram inoculados com 1% da cultura com
crescimento de 24 horas e, em seguida, incubados, a 37 °C, durante 7 dias. A mudanca de cor

de purpura para amarelo era evidéncia de crescimento celular.
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2.2.2.10. A identificagéo dos isolados de BAL

O género e as espécies foram confirmados por meio de identificacdo molecular. O
DNA bacteriano a partir de cada isolado foi extraido por intermédio de um DNA PureLink
Genomic Mini Kit (Invitrogen). As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 50
uL contendo 25 pL de TopTaq Master Mix (Qiagen), 1 puL de cada primer (27 £/ 1512r), 2 uL
do DNA e 21 pL de agua livre de RNase. Os produtos da PCR foram purificados com o Kit de
purificacdo de PCR PureLink (Invitrogen). Os produtos da PCR purificados foram
sequenciados por Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul), utilizando um ABI3730 XL
sequenciador de DNA automatico. As sequéncias foram entdo comparadas com as do banco
de dados GenBank, utilizando o algoritmo BLAST (National Center for Biotechnology
Information, Maryland, EUA).

2.2.2.11. Inibig&o de Escherichia coli em queijo de cabra artesanal

Os queijos caprinos foram elaborados para avaliar a acdo inibitéria das BAL contra
Escherichia coli (ATCC 8739). Os queijos foram elaborados em conformidade com o
procedimento tradicional utilizado por pequenos produtores na regido do semiarido de
Pernambuco. Trés queijos de cabra (1, 2) e o controle foram preparados no laboratorio, em
condicBes assépticas. A diferenca na preparacdo entre os trés queijos foi a adicdo ou a
auséncia do indculo. A acidez e o ponto de congelamento do leite de cabra utilizado foram
determinados, primeiramente, de acordo com o método descrito por Brasil (2006). O leite foi,
entdo, pasteurizado a 65+1°C, durante 30 minutos, seguido por arrefecimento a 30 °C. No
primeiro queijo (queijo 1), um indculo contendo bactérias patogénicas de E. coli foi suspenso
em 33,8 ml (volume de leite a 1%) de &gua destilada estéril, com uma populacdo de 10°
UFC/ml, adicionado como um controle positivo. No segundo tipo de queijo (queijo 2), 33,8
mL de &gua destilada estéril contendo 10° UFC/mL de E. coli e 10 UFC/mL de uma mistura
de BAL selecionadas foram adicionados. No terceiro queijo, ndo houve inoculacdo
microbiana, o queijo foi o controle negativo. Na sequéncia, aos trés queijos foram adicionados
0,5 mL/L de solucdo de cloreto de calcio 50% e 0,9 mL/L coagulante comercial (Ha- La ®,
Christian Hansen Ind. & Com. Ltd., Valinhos, SP, Brasil). Ap6s 30 minutos de repouso, a
coalhada foi suavemente cortada em cubos, dessorada e salgada (0,9 g/L de NaCl). A massa
de queijo foi distribuida em formas perfuradas para queijo de 250 g e pressionada por 2 horas

a temperatura ambiente. Apos a retirada da forma, os produtos foram pesados para o calculo
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de rendimento (kg de queijo/L de leite), embalados em sacos plasticos estéreis (Cryovac,
Brasil) e armazenados, a 4 °C, com 90% de umidade relativa, durante um total de 20 dias.
Testes para enumeracgédo bacteriana, pH e lactose foram realizados nos dias 0, 5, 10, 15 e 20

apos a preparacdo dos queijos.

2.2.2.11.1. Enumerag&o bacteriana

Vinte e cinco gramas de queijo foram removidos assepticamente da parte central de
cada um e, em seguida, homogeneizados no Stomacher® (Mayo homogenius HG 400) com
225 mL de &gua peptonada a 1% (Himedia) (IDF, 1995). As diluicdes em série foram
realizadas. A enumeragdo das BAL foi conduzida utilizando-se o meio de cultura MRS e as
placas foram incubadas, a 37 °C, durante 24 horas. Caldo LMX fluorocult foi utilizado para
contagem de E. coli. Apos incubacéo a 37 °C, durante 24 a 48 horas, sob luz ultravioleta (366
nm de comprimento de onda), tubos azuis, que apresentaram fluorescéncia, foram
considerados positivos, e confirmados com o teste do indol. Os tubos positivos foram
semeados em agar eosina azul de metileno (EMB, Merck). As colbnias tipicas de cada meio

foram enumeradas.

2.2.2.11.2. Anélises fisico-quimicas

O valor do pH foi determinado por homogeneizacdo de 10 g de queijo em 10 mL de
agua destilada, usando um medidor de pH (PHS-3B, Labmeter Modelo pH equipado com um
elétrodo T818-A, Xangai, China). A lactose foi mensurada de acordo com o método de Lane-
Eynon (Brasil, 2006).

2.2.2.12. A analise estatistica

Para a selecdo da BAL como inoculo de queijo caprino, todos os testes realizados
neste estudo foram analisados por meio de analise de componentes principais (ACP) usando o
software XLSTAT 7.5.2 (Addinsoft, New York, NY, EUA).

Um delineamento experimental inteiramente casualizado foi utilizado para verificar a
inibicdo de E. coli em queijo caprino e os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3
x 5: 3 queijos (queijo contendo indculo de E. coli, queijo com in6culo de E. coli e indculo de

BAL e sem indculo) e 5 pontos de tempo (0, 5, 10, 15 e 20 dias). Os dados foram analisados
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por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott. Os dados
quantitativos foram analisados por meio de regressdo. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se software SISVAR® (Lavras, Brasil), verséo 4.5.

2.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.3.1. Analises microbiolégicas

A media das BAL no leite caprino in natura analisado na regido semiarida do Vale do
S&o Francisco, Nordeste do Brasil, foi de 3,93 log UFC/ mL. Na classificacdo por coloracéo
diferencial pelo método de Gram, os isolados foram identificados como culturas de bactérias
Gram-positivas, apresentando-se nas formas de bastonetes e cocos. Os isolados foram, entéo,
classificados como catalase, motilidade e oxidase negativa. A morfologia das colonias foi
caracterizada por sua forma circular, borda arredondada, didmetro <2 mm, elevac¢do convexa,
superficie lisa, consisténcia mucoide, densidade opaca e cor branca. Cinquenta isolados foram
selecionados para os testes posteriores. BAL sdo predominantes no leite de cabra in natura e,
quando selecionadas, contribuem para um aumento do valor funcional do alimento (SILVA et
al., 2013).

2.2.3.2. Aspectos de seguranga, tecnologicos e caracteristicas probidticas dos isolados
UNIVASF CAP

Os resultados obtidos pela exposicdo dos isolados de BAL ao pH 2,0, fluido
pancreatico, bile a 2% e fluido intestinal sdo observados na Tabela 1. Trinta e seis isolados
demonstraram elevada taxa de sobrevivéncia ao pH 2. Oito isolados apresentaram taxas de
sobrevivéncia de 80% a 89%, e seis isolados apresentaram taxas de sobrevivéncia de 70% a
79%. Taxas de sobrevivéncia superiores a 90% ao pH 2 € considerada como boa resisténcia a
baixa acidez. Para que as estirpes de BAL tenham um efeito benéfico sobre a salde do
intestino as mesmas devem sobreviver as baixas condicdes acidas (Liu et al., 2013). No
estudo de Solieri et al. (2014), o limite critico para a sobrevivéncia sob exposicdo as
condicdes acidas foi o pH 2,0. Este valor de pH foi completamente eficaz para inativar quase
todas as estirpes.

Em resposta ao fluido pancreatico (Tabela 1), a taxa de sobrevivéncia foi superior a

91% para os 49 isolados testados. Quando expostos a bile, todos os isolados apresentaram
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taxas de sobrevivéncia superiores a 95%. No fluido intestinal, a taxa de sobrevivéncia foi
superior a 92% para 48 isolados e 2 isolados obtiveram taxas mais baixas. Bao et al. (2010) e
Monteagudo-Mera et al. (2012) relataram que o fluido pancreético ndo teve nenhum efeito
significativo sobre a viabilidade das estirpes ap6s a simulacdo in vitro. Isolados que
apresentam elevada taxa de sobrevivéncia na simulacdo in vitro ao TGl sdo potenciais
candidatos para atravessar com sucesso a barreira fisiolégica do TGI de humanos (DIAS et
al., 2013).

Tabela 1. Numero de isolados de BAL (total de 50) tolerantes ao pH 2, fluido pancreético,
bile (2%) e suco intestinal.

Numero de isolados sobreviventes

Taxa de Sobrevivéncia (%) pH2  Bile2%  Suco Pancredtico  Suco intestinal
100 > % >90 36 50 49 48
89>9% >80 8 0 1 1
79 >% >70 6 0 - 1

Na caracterizacdo dos fatores de viruléncia dos micro-organismos, todos os isolados
testados foram negativos para os testes de coagulase e DNAse e demonstraram atividade -
hemolitica, quando cultivados em agar sangue. A determinacao do potencial de viruléncia dos
micro-organismos € necessaria para garantir a seguranca, até mesmo para grupo de bactérias
que ¢ geralmente reconhecida como segura (GRAS) (FAO / WHO, 2002).

O padréo de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados foi elevado (Tabela 2). Para
0s seis antimicrobianos testados, 27 isolados foram sensiveis aos seis antimicrobianos (54%),
nove, sete e seis isolados foram susceptiveis a cinco, quatro e trés antimicrobianos,
respectivamente. O isolado UNIVASF CAP 6 foi resistente a todos os antimicrobianos
testados. Baixa sensibilidade foi apresentada pelos isolados para oxacilina, em que 15
isolados foram resistentes. Danielsem e Wind (2003) reportaram também BAL resistentes a
oxacilina. Quarenta e oito amostras foram sensiveis ao cloraneficol. De acordo com Klare et
al. (2007), BAL, geralmente, sdo suscetiveis a este antimicrobiano. A investigacdo do padrao
de resisténcia dos isolados de BAL candidatos a probioticos é essencial, uma vez que
bactérias podem servir como hospedeiras de genes de resisténcia a antimicrobianos, e estes

serem transferidos para bactérias patogénicas (Danielsen; Wind, 2003).
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Tabela 2. Susceptibilidade dos isolados de BAL aos antimicrobianos e numero de
antimicrobianos testados.

Susceptibilidade a antimicrobianos Numero de isolados sensiveis (n = 50)

Antimicrobianos

Cloranfenicol 48
Oxacilina 35
Vancomicina 42
Tetraciclina 42
Ciprofloxacina 36
Penicilina G 45

NUmero de antimicrobianos testados
6 27

5
4
3 6
2
1
0

Cinquenta isolados foram testados frente a oito diferentes micro-organismos
patogénicos (Tabela 3). Como resultado da atividade antibacteriana, os halos ao redor do
disco foram mensurados (mm). Os isolados testados apresentaram diferentes niveis de acéao
inibitéria contra os patdgenos e demonstraram ter uma caracteristica intrinseca especifica.
Maior niamero de isolados de BAL inibiu Listeria monocytogenes. O isolado UNIVASF CAP
123 apresentou maior atividade antibacteriana contra o patdgeno E. coli com uma zona de
inibicdo de 5,5 mm de raio. Segundo Ahmadova et al. (2013), uma zona clara de inibi¢do de
pelo menos 2 mm de didmetro é considerada positiva para a atividade antagonista. E, ainda,
de acordo com Aymerich et al. (2000), bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis ao
espectro de acdo dos lactobacilos. No entanto, a inibicdo de bactérias Gram-negativas por
BAL foi confirmada por Aslim et al. (2005), Schirru et al. (2012) e Iranmanesh et al. (2014).
Neste estudo, seis isolados de BAL, UNIVASF CAP 7, 12, 35, 36, 43 e 53 inibiram o

crescimento de quatro patdgenos.
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Tabela 3. Atividade antibacteriana dos isolados de BAL contra oito patdgenos e nimero de
patdgenos inibidos por isolado.

Atividade antibacteriana Numero de isolados (n = 50)
Pat6genos
Escherichia coli 15
Salmonella Typhi 5
Listeria monocytogenes 18
Staphylococcus aureus 10
Shigella flexineri 8
Enterococcus faecalis 6
Bacillus cereus 6
Klebsiella pneumoniae 12

Inibicdo a numero de patdgenos

4 6
3 6
2 12
1 13
0 13

A producéo de EPS dos isolados de BAL variou de 10 mg/L a 100 mg/L (Tabela 4). A
producdo media foi de 27,60 mg/L. Vinte e um isolados produziram acima do valor médio. O
isolado UNIVASF CAP 29 apresentou maior producdo de EPS. A quantidade de EPS
produzido por BAL € fortemente influenciada pela fermentacdo da cultura e condicbes
relacionadas a pH, temperatura e composicdo do meio (DUENAS-CHASCO et al., 1998). Os
EPS sintetizados naturalmente por alguns micro-organismos podem agir como agentes
texturizantes em alimentos fermentados, sendo uma caracteristica tecnologica desejavel
(BADEL et al, 2011) e também benéfico a salde do hospedeiro, como o efeito
imunomodulador exercido em células epiteliais intestinais (PATTEN et al., 2014).

Dos isolados avaliados, seis apresentaram producdo de gas a partir da glicose (Tabela
4). Apenas UNIVASF CAP 24, 28, 41, 54, 122 e 124 apresentaram a capacidade de produzir
CO,. Tecnologicamente, de acordo com Franciosi et al. (2009), estirpes com producéo de CO,
ndo devem ser utilizadas em certos tipos de queijo, devido a possibilidade de formacdo de
olhaduras. A producéo de diacetil por BAL a partir do leite de cabra cru foi semelhante nesse

estudo, todos os isolados foram caracterizados por producdo fraca. O diacetil (2,3-
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butanodiona) é um produto volatil do metabolismo do citrato produzido por certas BAL. Este
composto contribui diretamente para a formacéo do sabor, sendo uma caracteristica de grande
importancia industrial (RINCON-DELGADILLO et al., 2012).

Nos testes para a atividade proteolitica, 19 estirpes foram caracterizadas como
positivas (Tabela 4). Variabilidade intra e interespecifica para protedlise € comumente
relatada para as estirpes provenientes de fontes naturais (FRANCIOSI et al., 2009). Embora
BAL ndo sejam consideradas como bactérias fortemente proteoliticas, o seu sistema
proteolitico é essencial para o crescimento 6timo no leite e contribui significativamente para o
desenvolvimento do flavour em produtos de leite fermentado (LOPEZ-KLEINE; MONNET,
2011). A protedlise também poderia contribuir para a prevencdo de alergias frequentes em
criancas menores de trés anos de idade, devido a ma digestdo das proteinas do leite
(PESCUMA et al., 2009).

Tabela 4. Producdo de exopolissacarideos (EPS), gas, diacetil, atividade proteolitica e
toleréancia ao NaCl dos 50 isolados de BAL.

Caracteristicas Numero de isolados (n = 50)
Producdo de EPS (mg/L)

10.00-19.00 10
20.00-29.00 19
30.00-49.00 6
50.00-59.00 11
60.00-69.00 1
70.00-79.00 1
80.00-89.00 -
90.00-100.00 1
Producdo de gas 6
Atividade proteolitica 19
Producéo de diacetil (fraca) 50
Toleréncia ao NaCl 50

Todos os isolados utilizados neste estudo foram tolerantes a concentracdo de NaCl
(Tabela 4). Para a aplicacdo industrial de BAL como fermento em queijo, esses micro-
organismos devem ser capazes de tolerar e permanecer vidveis as condi¢fes estressantes,
como acidez, temperatura, salinidade e liofilizacdo. Para tolerar concentraces de NaCl estes
micro-organismos desenvolvem alguns mecanismos, como, por exemplo, a absor¢cdo ou a
sintese de um niimero limitado de solutos (BREMER; KRAMER, 2000).
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Para separar os isolados de BAL neste estudo de acordo com suas propriedades gerais,
a Andlise de Componentes Principais (ACP) foi realizada com base nas caracteristicas
probioticas. Os primeiros sete componentes responderam por 71,44% da variancia total. Entre
eles, PC1 e PC2 responderam por 16,26% e 12,70% da variancia total, respectivamente. As
caracteristicas estudadas foram marcadamente separadas nos planos do grafico (Figura 1). No
quadrante esquerdo inferior, os isolados UNIVASF CAP 14, 20 e 43 foram diferenciados pela
sobrevivéncia ao pH 2 e pancreatina, resisténcia ao NaCl e a atividade antibacteriana sobre
Klebsiella. No quadrante esquerdo superior, UNIVASF CAP 4 e 29 foram diferenciados por
resisténcia ao suco intestinal e atividade antibacteriana contra Salmonella e Listeria. No
quadrante direito inferior, UNIVASF CAP 27, 38, e 139 foram caracterizados pela producao
de diacetil e atividade antibacteriana para Bacillus, Staphylococcus e Enterococcus; € no
quadrante direito superior, UNIVASF CAP 35 e 138 foram caracterizados por atividade
proteolitica, producdo de EPS, atividade antibacteriana para E. coli e Shigella. Estes
resultados sugerem que um coquetel desses 10 isolados podem ter caracteristicas probioticas

relevantes e conduzir a um aumento da seguranga microbiologica no queijo caprino artesanal.
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Figura 1. Anélise de Componente Principal (ACP), com base nos dados de caracteristicas probidticas de 50
isolados de BAL. Os sete primeiros componentes explicaram 62,50% da variancia total; entre eles, PC1 e PC2

explicou 16,26% e 12,70% da variancia total, respectivamente.
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Os dez isolados discriminados na ACP foram identificados por analise comparativa
das sequéncias de genes RNAr 16S e identificados com uma similaridade de 98% a 99% para
Lactobacillus plantarum (UNIVASF CAP 4, 14, 20, 35, 38 e 139 - nimero de acesso no
Genbank: NR_075041.1), Lactobacillus casei (UNIVASF CAP 27 e 43 - nimero de acesso
no Genbank: NR_075032.1) e Enterococcus faecium (UNIVASF CAP 29 e 138 - nimero de
acesso no Genbank: NR_115764.1). O potencial efeito probiotico e a atividade antimicrobiana
de isolados de L. plantarum, L. casei (MINERVINI et al., 2009) e Enterococcus faecium
(AHMADOVA et al., 2013) ja foram descritos.

2.2.3.3. Queijo caprino: inibicdo de agente patogénico, pH e lactose

O queijo caprino foi elaborado a partir do leite com acidez de 18° D e um indice
crioscopio de -0,587 °H. O leite foi pasteurizado e E. coli ndo foi detectada nas amostras de
controle negativo. O rendimento do queijo foi 13,27%, 13,28% e 13,30%, para o controle
negativo, o controle positivo (queijo 1) e queijo inoculado com o coquetel de BAL (queijo 2),
respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados por Hayaloglu et al. (2013) que
encontraram valores de rendimento de queijo que variaram entre 13,87% a 18,89%. Segundo
0s autores, as ragas caprinas, ao contrario das culturas iniciadoras, tém maior influéncia sobre
o rendimento de queijos.

Nas amostras de controle positivo (queijo 1), BAL naturalmente presentes foram
detectadas a 7 log UFC/g (Tabela 5). No queijo 2, houve a inoculacao de E. coli e isolados de
BAL. Isolados de BAL foram distinguidos pela ACP e UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35,
38, 43, 138 e 139 foram selecionados (L. plantarum, L. casei e Enterococcus faecium). A
populacio total BAL no queijo 2 no dia 0 foi de 9 log UFC/g (10" UFC/g para a populacio
indigena de BAL no queijo + 10° UFC/g da adic&o do coquetel de isolados de BAL).

Foi encontrada correlacéo significativa (P<0,05) entre queijo e tempo de analise para a
enumeracdo de E. coli (Tabela 5). As populacdes de patdgenos foram menores em queijo
inoculado com o coquetel dos isolados de BAL (queijo 2) e diminuiu linearmente 0,24
unidades log por dia. Para o controle positivo houve uma diminuicéo linear menor ao longo
do tempo, de 0,0796 unidades log por dia. Caridi et al. (2003) afirmam que a reducdo de
coliformes totais e E. coli observada durante o tempo de armazenamento de queijos deve-se a
acdo de BAL selecionadas, altamente competitivas, que prevalecem no produto ao longo do
tempo. No estudo realizado, observou-se que a adi¢cdo de BAL acelerou o declinio de E. coli.

Os isolados de BAL foram eficazes na inibicdo da E. coli em testes in vitro e em queijo
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caprino. Delbés-Paus et al. (2013) relataram uma interag&o sinérgica entre Hafnia alvei B16 e
um consorcio microbiano, resultando em uma reducdo de 0,7 log na contagem de E. coli
026:H11, apos 8 dias de maturacdo de queijo.

Durante o periodo de armazenamento, as contagens de BAL foram significativamente
diferentes (P<0,05) nos queijos com e sem isolados de BAL. A populacdo de BAL aumentou
linearmente, até o periodo final, 0,0132 e 0,046 unidades log por dia no queijo 1 e 2,
respectivamente (Tabela 5). A observacdo da manutencdo da cultura viavel até ao final do
periodo de armazenamento foi importante porque este € um dos critérios de selecdo para as
estirpes candidatas ao potencial uso probiotico (VASILIEVIC; SHAH, 2008). Para exercer as
suas propriedades funcionais, probioticos precisam chegar ao local de acdo desejado na forma
ativa e viavel. Resultados semelhantes foram encontrados em queijo de minas frescal, por
Buriti et al. (2005), onde as contagens viaveis de Lactobacillus paracasei, uma estirpe
probidtica, aumentaram durante 21 dias de armazenamento.

Nas amostras de queijo 1 e queijo 2 foram encontradas interacfes significativas (P
<0,05) entre pH e o tempo de avaliacdo (Tabela 5). Os valores de pH do queijo com e sem
BAL diminuiu linearmente ao longo do tempo, 0,0362 e 0,042 unidades pH por dia,
respectivamente. No dia 5, foi encontrada uma diferenca de pH entre as amostras do queijo 1
e do queijo 2. Os valores de pH do queijo 2 comecaram a diminuir somente apds o 15° dia.
Durante este tempo, a populacdo de E. coli diminuiu 5,380 para 3,380 log UFC/g e houve
aumento na populacdo de BAL. Em geral, o pH do derivado do leite caprino é mais elevado
que quando elaborado a partir de leite de vaca. Segundo Galina et al. (2007), o leite de cabra
apresenta capacidade de alcalinidade e tamponamento mais pronunciados que o leite de vaca,
que é relacionado, principalmente, com os sistemas de associacdo de caseina e fosfato.

Houve correlacdo significativa (P<0,05) para o conteddo lactose entre os queijos e 0
tempo de avaliacdo (Tabela 5). O teor de lactose diminuiu linearmente, ao longo do tempo,
em 0,0309 e 0,033 unidades por dia, nos queijos 1 e 2, respectivamente. No queijo 2, o teor de
lactose foi maior até o dia 15, quando a reducdo do pH ocorreu e a populacdo de E. coli caiu
para 3,380 log UFC/g, em comparacdo com o queijo 1. Os valores do teor de lactose em
queijo mostram variacdo. Sant'Ana et al. (2013) determinaram um teor de lactose 1,26% em
queijos minas frescal feitos com leite de cabra no Brasil. Franco et al. (2003) relataram a
presenca de lactose residual (1,6 g 100 g-*) no final da maturagéo de 60 dias. No entanto, Niro
et al. (2014) constataram a auséncia de lactose em todas as amostras, apos 30 dias de

maturacdo. A presenca de lactose, mesmo no final do periodo de cura, depende do grau de
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remocao de soro de leite, da atividade glicolitica dos micro-organismos presentes e do efeito

das condi¢des ambientais na sua atividade (FRANCO et al., 2003).

Tabela 5: Contagem de E. coli e BAL, valores de pH e lactose em queijo sem (queijo 1) e
com (queijo 2) coquetel de BAL UNIVASF CAP durante 20 dias de armazenamento a 4 °C.

E. coli log UFC/g"

Queijos

Tempo (dias)

0 5 10 15 20 Média Equacdo
.. a b b b b b y=-0.0796x + 7.679
Queijol  8041° 7.041° 6568° 6.380 6.380 6.882 R - 0.8050
- a a a a a a y = - 024X + 7641
Queijo2  8.041° 6.041° 5380° 3.380 3.380 5.244 e 0,930
Média 8041 6541 5974  4.880 4.880 6.063 ok
BAL log UFC/g*
.. Tempo (dias)
Quetjos 0 5 10 15 20 Média Equacio
- a a a a a a y = 00132X +7215
Queijol  7.293 7.14°  7.425° 7368  7.509°  7.347 A
. b b b b b b y =0.046x+9.365
Queijo2  9.415°  9434° 092° 10136 10.212" 9.823 R 2 0,014
Média 8354 8287 8672  8.752 8.86 8585 ok
pH’
. Tempo (dias)
Quetjos 0 5 10 15 20 Média Equacao
} . . . b ) y = -0.0362x + 6.564
Queijol 6563  6.42° 6.13°  6.056 5.84 6.20 = 0.9767
y = -0.042533x + 6.613
Queijo2 6573  6.48° 6.186°  5.90° 5.80° 6.18 R? = 0.9680
Média 6568 645 6.158 50978 5.82 6.195 ok
Lactose®
.. Tempo (dias)
Quetjos 0 5 10 15 20 Média Equacao
} \ . . ) ) y = -0.0309x + 1.433
Queijol  1.566°  1.156° 1.049° 0956°  0.894°  1.124 R = 0. 8490
Queijo2  1.566°  1.182° 1.092° 0.906° 0861 1122 Y~ ;)5():382;’8%459
Média 1566 1169 1070 0931 0877  1.123 —

Para cada coluna, os valores médios com letras diferentes sédo significativos (P <0,005) de acordo
com o teste de Scott-Knott.*** P <0,005. *Erro Padrao (EP) = 0,029.

“EP = 0,006

’EP= 0,0975.

*EpP = 0,012.

Em concluséo, este estudo revela que as BAL isoladas do leite caprino apresentaram

elevado potencial para aplicacdo probidtica, com boa producdo de EPS, sobrevivéncia a um

baixo pH e inibicdo in vitro de patdgenos O coquetel de isolados UNIVASF CAP
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selecionados melhorou a seguranga microbioldgica de queijo caprino artesanal contra E. coli,
o0 principal micro-organismo detectado em leite caprino na regido semiarida de Pernambuco.
Outros estudos estdo em andamento, no grupo de pesquisa, para avaliar a capacidade dos
isolados para inibir outros patdgenos em derivados do leite caprino e os efeitos benéficos
sobre a salude com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento da caprinocultura nesta

regido do Brasil.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do estudo realizado, o isolamento e selecdo de BAL autdctones de leite
caprino com alto potencial probidtico nos testes in vitro de seguranca, funcional e
tecnoldgico, apresentaram resultados promissores na atividade antibacteriana, frente E. coli,
em queijo caprino artesanal associado a uma fermentagdo homogénea, isento de conservantes,
vida Util prolongada e com propriedades probioticas.

Novos estudos estdo sendo desenvolvidos para avaliar outras caracteristicas
probidticas desses isolados de BAL autdctones de leite caprino, no intuito de se utilizar essas
bactérias em novos produtos, como, por exemplo, iogurte, e avaliar a presenca de genes
relacionados a producdo de bacteriocinas, de resisténcia aos estresses causados pelo acido e
bile, capacidade de antagonismo a bactérias patogénicas, e outras caracteristicas que possam
identificar de forma precisa 0s mecanismos realizados por esse grupo de bacteérias.

Resultados sdo promissores quando se destaca o emprego da biotecnologia para a
elaboragdo de produtos funcionais, sendo uma nova vertente do processamento de lacteos e
pode vir a contribuir com pequenos produtores, pois eles terdo acesso a tecnologias

alternativas para agregar valor e qualidade ao seu produto lacteo.
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The aim of this study was to characterise and select Lactic Acid Bacteria (LAB) from goat milk with
potential probiotic use and to evaluate the safety of these cultures in artisanal cheeses. The olates of
LAE were subjected to smulation of telerance to the gastrodntestinal tract, haemolytic test, antimicrobial
susceptibility, antibacterial activity, EPS production, gas production, evaluation of proteolytic activity,
diacetyl production and tolerance to MaCl. The genus and species of the selected LAB olates were
conifirmed wsing molecular (dent ification. Three goat cheeses (1, 2 and control) were mamsfactured to
evaluate the inhibitory action of LAB against Exche fichia coll Subsequently, all cheese samples und erwent
bacterial enumeration and physical—chemical analyses. Statistical analysis was periormed. UNIVASF CAP
14 and 20 were differentiated by survival up to pH 2 and pancreatin, reststance to MaCland antibacterial
activity against Klebsielln preumaonige. UNIVASF CAP 4 and 29 were characterised by resistance to in-
testinal juice and antibacterial activity against Salmanella Typhi and Listerda monocytogenes. UNIVASF CAP
27,38, 43 and 139 exhibited diacetyl prodiction, antibacterial activity against Badlius cerews, Staphylo-
cocoes aerews and Enterococaes fecalls. UNIVASF CAP 35 and 138 were characterised by proteclytic ac-
tivity, EPS production, antibacterial activity to E. coli and Shigella flesmer. A cocktail of these 10 isolates
with potential probiotic properties were inoculated in artisanal goat cheese and improved microbio-

logical safety of product against E. coli.

& 2005 Bsevier Lid. All rights reserved.

1. Introdudtion

Lactic Acid Bacteria (LAB) are indigenous habitants of the human
Gastro Intestinal Tract (GIT) and have a long history of use in foods
and fermented pmoducts as starter cultures (Collado, Meriluoto, &
Salminen, 2007). A wvarety of miooorganisms, typically food
grade lactic acid bactera (LAB), have been evaluated for their
probiotic potential and are applied as adjunct cultures in various
types of food products or in thempeutic preparations (Rodgers,
2008; Zago et al, 2011). Numerous health benefits of LAB have
made them promising probiotic candidates and being extensively
studied to explore their safety and other desirable properties
{Iranmanesh, Ezzatpanah, & Mojgani, 2014) and contribute to add
value to products. Mew product categories, and thus novel and

* Comesponding author. Tel: 55 87 2101 4839,
E=mazil address: francescanobhre@umivasf sdwhr (FS Dias)

hitp: | fd e doiongf 102006 f food mnt 250103
567135/ 215 Elevier Ltd All rights reserved.

maore complex raw materials with regard to probiotics technology,
are certainly a key research and development area for the func-
tonal foods market (Coman et al., 2012}

Brazil has the world’s 7th largest goat berd. The herd is
ooncentrated in the northeast, in the semi-arid region, especially in
the states of Bahia and Permambuco (FAC, 2084; IBGE, 2011} The
herding of goats is critical to the region From an economic
perspective, due to the growing consumer interest in functional
food, goat milk has great potential because the product possesses
unique biological properties, such as high digestibility, distinct
alkalinity, high buffering capacdty and therapeutic values in medi-
dne (Park, 2009; Fark & Haenlein, 2006). The second aspect that
affects the demand for goat milk is the interest connoisseurs have
shown in goat milk pmducts, especially cheeses and yoghurt, in
mamny countries (Haenlein, 2004 In the semi-arid region of Per-
nambucn, known nationally and internationally for its fine wines,
the production of cheeses complements gastronomic tourism,
supplementing the income of smallholders.



However, to gain access to the market, new alternatives for the
safety and processing of milk should be investigated. Goat milk and
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its dervatives are still assodated with low microbiological and
technological quality (Silva et al, 2013). Lactic Add Bacteria, in
addition to their probiotic properties, impede the growth of path-
ogenicand spoiling bacteria by competing for nutrients and starter-
derived inhibitor compounds, such as ladtic add, hydmgen
peroxide and bacteriocins (Stiles & Holzapfel, 1997 ) thereby tech-
nically improving the quality of the milk. Therefore, this study was
conducted to characterise and select LAB from goat milk with po-
tential probiotic use and to evaluate the safety of these cultures in
artisanal cheeses.

L Material and methods
21. Row milk samples and microbiological analyses

Samples of raw goat milk were collected from extensively small-
sgale dairy farms with mixed-breed goats in six municpalities
{Juazeiro, Uaua, Senhor do Bonfim, Curaga, Jaguarari and Petmolina)
of the 5an Frandsco Valley, Mortheast of Brazil; seven farms wen
randomly selected from each county for a total of 42 milk samples.
Trained research personnel aseptically collected the milk samples
(150 mL} from containers, inwhich the product was stored after the
daily milking, using a stainless steel ladle (ethanol-sanitised) and
sterile plastic bottles. Samples were collected in triplicate. Samples
were stored at 4 #C until delivery to the laboratory for enumeration
of Lactic Add Bacteria (LAB) on the same day.

In microbiological analysis for LAB, 0.1 mL aliquots of goat milk
and dilutions (107" to 10~%} were transferred to plates with a
spedfic medium, de Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Himedia). The
plates were incubated at 37 °C for 72-96 h in aembic conditions
described by Lima et al. (20089). Six colonies per sample wene
randomly picked from MRS agar plates, reaching a total of 252
colonies. Basic characterisaion of the isolates was performed
through Gram reaction, momphology, motility, atalase (HyO,, 3%
volfvol) and gytochmme—oxidase activities. From this, fifty isolates
were selected for the tests desribed in the study.

22 Simulgtion of tolerance to the gosirointestinal trect (GIT)

To simulate survival in the GIT, the 50 pre-selected LAB isolates
were tested in an in vime model that chemically replicates physi-
ological conditions. In the tolerance to low pH test, the pH of MBS
broth was adjusted to 2.0 with 1 N hydrochloric add. In the bile
tolerance test, the mediumwas MRS broth supplemented with 2.0%
bovine bile (Sigma-Aldrich ). For the pancreatic fluid tolerance test,
150 mM MaHODs, 19 mg/mL pancreatin (Sigma-Aldrich) and pH 8
were used, as suggested by Ronka et al.{ 2003 ). To test the tolemnce
to intestinal juice, in accordance with Bao et al. (2010), 01 g of
trypsin (Sigma-Aldrich) and 18 g of bile =alts were added to a
sterile solution of 1.1 g of sodium bicarbonate and 0.2 g of sodium
chloride in 100 mL distilled water. The pH of the solution was
adjusted to B0 with 0.5 M sodium hydroxide and sterilised by
filbering through a 0L45 pm membrane,

The strains for each test were initially cultured for 24 hin MBS
broth at 37 =C. After this period, the strains were centrifuged for
5 min and washed 3 times in Phosphate Buffered Saline (PBS) pH
7.0, Individual tubes containing each strain and test medium wene
incubated for 3 h at 37°Cin a water bath. Viability was evaluated in
duplicate at 0 and 3 h on MRS agar. Survival rates were caloulabed
according to the following equation:

where Ny represents the total viable count of strains at time 3 h, and
Mo represents the total viable count of strains at time 0 h

2.3 (hamcterisation of virnlence foctors of microorganisms

The pmduction of DMase was determined by addition of aliquots
of 1 pl of the isolates in drops on the DMase test agar surface with
toluidine blue at 0L1%, the plates were then incubated at 37 =C for
48 h Positive resultfor the presence of DNase was indicated by the
formation of rosy halos around the colonies.

For the coagulase test, 0.3 mL of each culture of isolates was
transferred to sterle tubes containing 03 ml of rabbit plasma
[ plasma-Coagu LaborClin) and incubated at 367 C £ 1 °C for 6 h. The
formation of a large and organised dot or total coagulation was
considered a positive result for the test.

For hemaolysis test, the LAB isolates were cultured in MRS broth
at 37 °C for 15 h and then transferred onto blood agar (Himedia)
plates supplemented with 5% defibrinated whole horse blood
(Oeeoid). After 4872 h the haemolytic reaction was evaluated by
observing both the partial hydrolysis of red blood cells and the
production of a green zone (a-hemolysis), as well as the total hy-
drolysis of red blood cells produdng a dear zone around bacterial
colony (f-hemalysis) or no reaction (y-hemolysis).

In antimicrobial susceptibility testing, the antimicrobials chlor-
amphenicol (30 pg disc), macillin (1 pg/disc), vancomycin (30 pg/
disc), tetracycline (30 pg/disc), dpmofloacin (5 pgidisc) and peni-
cillin G (Uljdisc) were used according to the recommendations of
the Qinical and Labormatory Standamds Institute (OS50, 2012). LAB
isolates were grown on MRS agar for 24 h at 37°C The strains were
inoculated in 4 mL of sterile distilled water to achieve the n® 0.5
McFarland turbidity standard (Probac, Brazil). A swab was used to
spread the inoculum acmss the suface of Muller Hinton agar
(Memk), and then antibiotic disks were applied to the plate. Ant-
microbial susceptibility was assessed by measuring the zone of
inhibiton of bacterial growth after incubation for 24 h at 37 =C.
Escherichia ooli ATOC 25922 were used for quality control testing.

24 Agar disc diffusion — antibacterial activity

The inhibitory effect of different strains of LAB over pathogens
was tested using the agar disc diffusion method E coli{ ATCC 8739),
Salmonela Typhi (ATCC 6539 ), Listerin monocytogenes (ATOC 7644),
Stophdococous gurews (ATOC n® 25923 ), Shigella flecneri (ATCC n®
1202 2), Enterncocous foecalis (ATCC o 19433 ), Boalhs cereus (ATOC
n* 11778) and Klebsiela pneumonige (ATCC n= 13883) were grown
in Tryptone Soya Agar (TSA, Himedia) supplemented with 0,62
yeast extract for 24 h at 37 °C. Each pathogen was suspended in
4 mL of sterile water and standardised to approximately 10° CFLJ
mL, comparable to the standard turbidity n® 0.5 of McFarland. A
sterile swab was soaked in the suspension and applied to the sur-
face of a plate with TSA agar. After the inooulum was added and
allowed to absorb, and 6 mm sterile paper filter discs (Whatmann
n*1) moistened with 20 pl of cdl free supernatant obtained by
centrifugation (2500 »« g/10 min) from each isolate of LAB in
exponential growth phase were added. The susceptibility of path-
ogens tothe discs was assessed by measuring the zone of inhibition
of bacterial grow th amund the discs (radius — mm ) afterincubation
for 24 h at 37 =C. A clear zone of inhibition of at least 2 mm radius
was recorded as posiive. The experiment was performed in
triplicate.
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25 EPS production by LAB

Exppolysaccharide (EPS) production from LAB isolates was
tested according to the method described by Van Geel-Schutten,
Resch, ten Brink, Smith, and Dijkhuizen (1998}, with modifica-
tons. Briefly, LAB cultures were gmown in conical flasks containing
20mL MRS broth supplemented with Z% (w fv) glucose at 37 =C for 3
days. Bacterial cells were removed by centrifugation at 6000« g for
20 min, and two volumes of 95% (viv) cold ethanol (Merck) were
added to one volume of culture supernatant for EPS predpitation.
Predpitates were recovered by filtmtionundervacuum and dried at
60 °C. Their weight was measured to determine the amount of EFS

produced.
26 Gos production

To wverify gas production from glucose, MRS broth with 5%
glucose was used and added to Durham tubes according to the
method of Cai, Suyanandana, Saman, and Benno | 1999),

27 Evolugton of proteolyiic activity

To evaluate proteo by tic activity, LABisolates were plated on milk
agar. The milk agarwas prepared by adding 1% skimmilk powderto
PFlate Count Agar (Himedia) (Beerens & Luguet, 1990). The plates
wene inubated at 7 <010 days and 37 C/48 h. The transparent
halo-forming colonies were considered positive for proteohytc
activity.

28 Diocety production

After growth, the isolates were centrifuged at 4000 rpm for
15 min. The pellet was resuspended in peptone water and inocu-
lated | 1% (wv))in 10 mL whole UHT milk and incubated at 30=C for
24 h. Then, 1 mL of culture was added to 0.5 mL of «2-naphthol
solution (1% (wjv]] and KOH [ 16% (wjv]] followed by incubation at
37 °C for 10 min. The production of diacetyl was indicated by a
formation of a red ring in the tubes (King, 1948 ). The results were
dassified as weak, medium or strong according to the intensity of
the oolour of the ring formed The tests were conducted in
duplicate.

29 Tolemmnce o Nod

The isolates were tested for tolemnce to MaCl concentrations
between 4% and 65% according to the method of Yawuwzdurmaz
(2007). Media containing test indicator bromodresol purple was
prepared acoomding to the concentrations mentioned above and
transferred to 5 mL tubes. The tubes wer inoculated with 1%
overnig ht cultures and then incubated at 37 =C for 7 days. Achange
in colour from purple to yellow was evidence of cdl growth.

210 Identification of LAB tsolates

The genus and species were confirmed using molecular identi-
fication. Bacterial DMA from each strain was extacted using a
Purelink Genomic DMA Mini Kit (Invitrogen ). PCR reactons were
carried out in a final volume of 50 pl containing 25 pl of TopTag
Master Mix (Qiagen), 1 pl of each primer (27(1512r), 2 pl of DNA
and 21 pl of RMase free water. The PCR products were purified with
Purelink PR Purification Kit (Invitrogen). The purified PCR prod-
ucts were sequenced by Macmgen Inc. (Seoul South Korea) using
an ABET30 XL automatic DMA sequencer. Sequences were then
mmpared to those in the GenBank database using the BLAST

algorithm (Mational Centre for Biotechnology Information, Mary-
land, USA).

211. Inhibition of E. coli in artisanal goat cheese

The goat cheeses wemre manufacdured to evaluate the inhibitory
action of LAB against E coli (ATOC 8739). The cheeses were man-
ufactured in accordance with the traditional pmoedure employed
by smallholders in the semi-arid region of Pernambuco. Three goat
cheeses (1, 2 and contml) were prepared in the laboratory under
aseptic conditions. The difference in preparation among the three
cheeses was the addition or absence of inoculim. The acidity and
freezing point of goat milk used were determined first according to
the method described by Brazil (2006). The milk was then pas-
teurised at 65 “C({+1 °C) for 30 min followed by cooling to 30 °C.In
the first cheese (cheese 1), one inooulum containing a pathogenic
bhacteria E coli suspended in 33.8 mL (1% milk volume) of sterile
distilled water with a population of 10% CFU/mL was added as a
positive control. In the second cheese (cheese 2], 33.8 mlL of sterile
distilled water containing 10° CFU/mL E. ooli and 10° CFU{mL of a
mixture of selected LAB was added. In the third cheese, there was
no microbial inooulation: the cheese was the negative control. The
following were added to the three cheeses, in sequence: 0.5 mLL
50% @ldum chloride and 0.9 mlJL commercial coagulant {Ha-La®,
Christian Hansen Ind. & Com [td, Valinhos, 5F, Brazil ). After 30 min
of rest, the curd was gently cut into cubes, dmined, and salted
(0.9 g(L). The cheese mass was distributed into 250 g perforated
moulds and pressed for 2 h at room temperature. After the with-
drawal of the form, the products were weighed for calculating yield
(kg of cheesefL of milk) (Fritzen-Freire, Miller, Laurindo, &
Prudencio, 2010), packed in sterile plastic bags (Cryovac, Brazil)
and stored at 4 #C with 90% relative humidity for a total of 20 days.
Bacterial enumeration, pH and lactose were performed on the days
0, 5,10, 15 and 20 after preparation of the cheeses,

2.11.1. Bocterial enumenztion

Twenty-five grams was aseptically removed by means of radial
cuts of each cheese and then homogenised in the Stomacheri
(Mayo Homogenius HG 400) with 225 mL of 1% peptone water
(Himedia) (IDF, 1995). Serial dilutons were prepared The
enumeration of LAB was conducted using the culture media MRS,
and plates were incubated at 37 °C for 24 h. Fluomoult LMX broth
was used for enumeration of E coli After inmubation at 37 °C for
24—48 h,under ultraviolet light { 366 nm wave length), blue tubes,
which presented fluorescence, were considered positive, in com-
bination with the Indole test. The positive tubes were streaked on
Eosin Methylene Blue (EMB) Agar (Merck). Typical colonies on each
medium were enumerated.

2112, Physicol—chemicol ana lyses

The pH value was determinate by homogenising 10 g of cheese
in 10 mL of distilled water using a pH meter (FH5-3B, Labmeter
Model PH equipped with an electrode TE18-A, Shanghai, China).
The lactose value was measured according to the Lane-Eynon
method (Brazil, 2006).

212, Statsocal analyss

For the selection of LAB as inoulum to goat cheese, all tests
induded in this study were analysed via Principal Component
Analysis (PCA) using the software XLSTAT 7.52 (Addinsoft, Mew
York, NY, USA]

A randomised complete design was used for measuring the in-
hibition of E coli in goat cheese, and treatments were arranged in
the factorial 3 X 5: 3 cheeses (cheese with an inoulum of E. ooli,
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cheese withan inoculum of E colf plus LAB and without inoculums)
and 5 time points (0, 5 10, 15 and 20 days). The data were analysed
using ANOVA, and the means were compared using the Soott—-
Enott test. Quantitative data were analysed using regression. The
statistcal analysis was performed using SISVARW (Lavras, Brazil)
software, version 4.5.

3. Results and di soussion
31. Microbiological analyses

The avermge of LAB in the raw goat milk analysed in the semi-
arid region of the San Frandsoo Valley, Mortheast of Brazil was
3493 log CAJ/mL. In the classification differential staining by Gram’s
Method, the isolates were identified as Gam-positve cultures and
having shaped cocd and rods. Isolates were then classified as
catalase, motility and oxidase negative. The morphology of the
colonies were characterised by shape: drcular; border: rounded; a
diameter <2 mm; elevation: comvex; surface: smooth; consistency:
mucoid; density: opague; and colour: white. Fifty isolates wen
selected for subsequent tests, LAB are predominant in the raw goat
milk and, when selected, contribute to an increase in the functional
value of gpat milk (Sikva et al., 2013).

32 Safety and technologicol aspects and probiotic feaures of
LINIVASF CAP molates

The results obtained by ecposure of LAB isolates to pH 2.0 MRS,
pancreatic fluid, 2% bile and intestinal fluid are reported in Table 1
The results showed that 36 LAB isolates achieved high survival rate
up to pH 2; 8 isolates had survival mtes of B0—89%, and 6 isolates
had survival rates of 70-79%. Survival rates higher than 90% atpH 2
is considered to consttute good add resistance. For LAB strains to
hawe a benefical effect on intestine health, they need to be able o
survive low acidic conditions (Lin et al., 2003). In the study by
Solieri, Bianchi, Mottolese, Lemmett, and Giudid (2014), the orit-
ical imitof survival under ex posure to addic conditons was pH 2.0,
which was effective in completely inhibiting the survival of almost
all the strains.

In response to pancreatic fluid (Table 1), the survival rate was
=01% for 49 isolates tested. When incubated in 2% bile, all isolates
had survival rates =95%. In intestinal fluid, the survival rate was
=07% for 48 isolates, where 1 isolate had a survival rate of 80—89%
and 1 isolates had a survival mte of 70—79%. Bao et al. (2010} and
Monteagudo-Mera et al. (2012 ) reported that pancreatic fluid had
no significant effect on the viability of strains after simulation
m vitr. lsolates with a high survival rate in the in vitro simulation of
GIT conditions are potential candidates for successfully crossing the
human GIT bamrier (Dias, Duarte, Santos, Ramos, & Schwan, 2013).

In the chamcterisation of virulence factors of microorganisms,
all tested strains were negative for coagulase and DNAse and
demonstrated y-haemolytic activity when grown in horse blood
agar. The determination of potential virulence of microorganisms is

Table 1
Mamiber of LAD isal ates {total of S0) ©lerant to pH 2L panc eatic flud_bile (25 and
intestinal juice.

Survival rate () N* of isolates surviving a

pH2Z  Pancrestic flid  Bile (2%)  Intesting juice
100 = % = 90 * - 50 a
BT 80 a 1 - ;
ML= 6 - - 1

required for assuring safety, even among a group of bacteria that is
Genemlly Recognised as Safe (GRAS) (Joint FAQWHO, 2002).

The pattern of antimicrobial susceptibility of strmins was high
(Table 2). For the 6 antimicrobials tested, 27 isolates were suscep-
tible to six antbiotics (54%), 9 were susceptible to five antibiotics
(18%), 7 were susceptible to four antibiotics (12%) and 6 were sus-
ceptible to three antibiotics ( 12%) (Table 2). The isolated UNIVASF
CAP 6 was resistant to all antibiotics tested. Lower sensitivity was
presented by isolates for antimicmobial oxadllin where 15 isolates
were resistant. LAB resistance to oxacilin has been reported
(Danielsen & Wind, 2003 ) Forty-eight isolates were susceptible to
chlommphenicol. According to Klare et al. (2007 ), LAB strains are
generally susceptible to this antimicrobial. The investigaton of the
resistance pattern of LAB isolates candidates for pmbiotic use is
essential. Bacteria may serve as hosts of antibiotic resistance genes,
which can be transferred to pathogenic bacteria (Danielsen &
Wind, 2003}

Table 3 shows the results of antbacterial activity of 50 LAB
isolates against eight different pathogens by measurement of the
radius around the disk (mm). The tested isolates presented
different levels of inhibitory action against the pathogens and
demonstrated to be isolate s pecific. Greater number of LAB isolates
inhibited L monocyiogenes. UNIVASF CAP 123 showed higher
antibacterial actvity against E coli pathogen with an inhibition
zone of 5.5 mm Accomding to Aymerich, Garriga, Monfort, Mes, and
Hugas (2000), Gram positive bacteria are more sensitive to the
action spectrum of lactobacilli. However, the inhibition of Gram
negative bacteria by LABwere found by Aslim, Yuksekdag, Sarikaya,
and Beyati (2005), Iranmanesh et al (2034} and Schirru et al
(2012). In this study, six LAB isolates, UNIVASF CAP 7, 12, 35, 36,
43 and 53, inhibited the growth of four pathogens.

The production of EFS by LAB isolates mnged from 10 mg/L to
100 mg/L{Table 4). The average production was 27,60 mg/L. Twenty
one isolates produced above average amounts of EPS; LINIVASF CAP
29 showed higher production of EPS. The amount of EFS produced
by LAB is strongly influenced by culture and fermentation condi-
tions such as pH, temperature and media composition (Duenas-
Chasco et al, 1998) EPS have been shown to have an immuno-
modulatory effect on intestinal epithelial cells (Patten et al., 2014)
and fundion as naturally synthesised texturing agents in fer-
mented food products (Badel, Bernardi, & Michaud, 2011).

Six isolates showed gas production from glucose (Table 4). Only
UNIVASF CAP 24, 28, 41, 54, 122 and 124 showed the capability to
produce 00z Technologically, according to Frandosi, Settanni,
Cawvarza, and Poznanski (2009), strains with this attribute should
not be used in some cheese producions because they may cause

Table 2
LAB isolates susceptible to antimicrobials and number of ant micobials teshed.

Humber of isolates (n = 50)

Susceptibility to antimi aobials

Antimicrobials
Chlaramphenical 48
Crcacillin a5
Vancomgcin 42
Tetraycline 42
Cipraflaxacin L
Penidllin G 45

Susceptibility to rumber of antimi oo bials

[=BC CRTUR A
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Tble3
Antibarterial activity of LAB isolates with size of inhibition zone =2 mm o =ight
pathogens and the number of pathogens inhibited by solates.

Antihacterial activity Mumiber of isolates (n = 507

Pathagens
Escherichia ooli 15
Salmonsls Typld 5
Lizkrria monocytognes 18
Simphplomoous aureus 10
Shigella flexineri -
Entrromone ol 6
Barilhr orreus L
Klshsi alla jpresom oo e 12

Inhibition to number of patho gens
4 6
3 6
2 12
1 13
a 13

unwanted eye-formation or blowing. The diacetyl production by
LAB from raw goat milk was similar, with all isolates showing weak
production. Diacetyl [ 2,3-butanedione) is a volatile product of dt-
mte metabolism pmoduced by certain LAB and contributes directly
to flavour formation, a feature of great industrial importance
(Rincon-Delgadillo, Lopez-Hernandez, Wijaya, & Rankin, 2012)

In tests for proteolytic adtivity, 19 isolates were characterised as
positive [ Table 4 ). Intra- and inter-s pecific variability in pmoteolysis
is commonly reported for strains from natumal sources (Frandosi
etal, 2009 Although LAB are not considered as strongly proteo-
lytic bacteria, their proteolytic system is essential for the optimal
growth in milk and contributes significantdy to flavour develop-
ment in fermented milk products (Lopez-Kleine & Monnet, 2011)
Proteo by sis could also contribute to preventing allergies frequent in
children under 3 years of age due to poor digestion of milk proteins
(Pescuma et al., 2009)

All LAB isolates were tolerant to the Nad concentration used in
this study (Table 4). For industrial application of LAB as starter
cultures in cheese, these micmoorganisms must be capable of
tolerating stressful conditions such as addity, tempemature, salt
stress and freeze-drying. To tolerate MaCl, various mechanisms
developed by LAB are described, for example the uptake or syn-
thesis of a limited number of solutes (Bremer & Kramer, 2000).

To separate the LAB isolates in this study accomding to their
overall characteristics, PCA was carried out based on probiotc
characteristics (Fig. 1). The first seven components accounted for
T144% of the total variance Among them, PC1 and P made up
1626 and 12.70Z% of the total wvariance respectively. Probiotc

Tbled
LAB isalates producing exopalysacharides (EPS)L gas and diacstyl, with proteal ytic
artivity and tolerant o MaCl

Chararterstios

EPS production (mgfL)
10001900 pli]
20002900 19
30004900 &
50005900 1
G000—69.00 1
MO0-79.00
20008900
00010000

Mumber of molates (n = 50)

Gas production
Protealy tic activity
Dizcety] production (weak)
Taleranee o Nad

EEg®
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characteristics were markedly separated in the plane of the biplot
(Fig. 1) In the lower left quadrant, UNMASF CAP 14 and 20 were
differentiated by survival up to pH 2 and pancreatin, resistance to
Nad and antibacterial activity against Klebsiela; UMIVASF CAP 4
and 29 were differentated by resistance to intestinal juice and
antibacterial activity against Szimonelln and Literia. In the lower
right quadrant, UNIVASF CAP 27, 38, 43 and 139 weme characterised
by diacetyl pmducton, antibacteral activity against Boolhs,
Stmphyococous and Enterococous; and UNIVASF CAP 35 and 138
were characterised by pmteolytic activity, EPS producton, ant-
bacterial activity to E coli and Shigela. These results suggest that a
mix of these 10 isolates may have relevant probiotic characteristics
and lead to increased micmbiological safety of artisanal goat
cheese.

These isolates were also identified by comparative analysis of
165 rRMA gene sequences and identified with a similarity of
98 —99% to Loctobacilus plantarum (UNNMASF CAP 4, 4, 20, 35, 38
and 139 — Gene bank accession number: NRE_075041.1), Loctoba-
allus coser (UNIVASF CAP 27 and 43 — Gene bank accession num-
ber: NR_075032.1) and Enterocoorus feecum (UNIVASF CAP 20 and
138 — Gene bank accession number: NR_115764.1). The potential
pmbiotic effect and antimicrobial activity of isolates of L plan torum,
L casei {Minervini, Bilanda, Sonya, Gobbett, & aponio, 2009) and
E foecium (Ahmadova et al., 2013 ) has been described.

33. Goat cheese: mhibition of pothogens pH and locose

The goat cheese was made from milk with acddity of 18 "D and
an index cyoscope of —0.5878 "H. The milk was pasteurised, and
E ooli were not detected in the samples from the negative contml.
The yield of cheese was 13.27%, 13.28% and 13.30% for the negative
control, posiive control (cheese 1) and LAB codktail inoculated
(cheese 2) cheeses, respectively. Similar results were reported by
Hayaloglu, Tolu, and Yasar {2013 ), who found cheese yield values
ranging from 13.87% o 18.89%. According to the authors, the goat
breeds, unlike starter cultures, have greater influence on cheese
yield

In the samples from the positive control (cheese 1), naturally
present LAB were detected at 7 log CFUJg (Table 5) In cheese 2
there was the inomlation of E coli and LAB isolates. LAB isolates
were distinguished by PCA, and UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35,
38, 43, 138 and 139 were selected. The total LAB populaton in the
cheese 2 samples in day 0 was 9 log (FU/g (indigenous population
of LAB in the cheese and the addition of mixed LAB isolates ).

Acsignificant correlation (P < 0L05) between cheese and tme was
found during the enumeration of E. coli (Table 5). The pathogen
populations were lower in cheese inoculated with the mix of LAB
isolates (cheese 2) and decreased linearly ower time by 024 log
units per day. The negative contmol showed a lower linear decrease
over time of 00796 log units per day. Caridi Mican, Foti,
Ramondino, and Sarullo (2003) affirmed that the reducton of oo-
liforms and E. coli, observed during ripening, suggests that they
could be inhibited by highly competitive LAB strains that are able to
prevail during ripening. In this study was observed that the addi-
ton of LAB accelemted the decline of E co . The strains of LAB were
effective in the inhibition of E coll in tests in vire and in goat
cheese. Delbes-Paus et al. (2013) reported a synergistic interaction
between Hafnio abvei B16 and the micmobial consortium, resulting in
an additional 0.7 log reduction in E coli 026:H11 counts from day 8
in a model cheese eoosystem

Dwring the storage period, LAB counts were significantly
different (P « 0L05) in the cheeses with and without LAB isolates,
The LAB population inreased lineady until the final period by
00132 and 0,046 log units per day in cheese 1 and 2, mespectively
(Table 5). Theobservation of the maintenance of viable culture untl
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Fig. 1. Principal Companent Anaysis (PCA) hased an the probiotic characteristic dat of the 50 LAB isolates. The first seven components scplamed 62 504 of the total variancs

among them, PC1 and PC2 explaimed 16268 and 127 of the otal varance, respecively

Table s
E mli and LAB cmunt=, pH values, and Lciose in chesse without {cheese 1) and with (chesse 2) 2 mix of LAB during storage for up to 20 days & 4°C
Chesses Timme (days)
0 5 10 15 20 Average Equation

E i

Cheese 1 8041 7041b 65680 63800 63800 AREM y=-0076x <+ 7679
RY = 08050

Cheese 2 8041 a04d1a 53802 1380 33802 S244a y=-024x + 764
RY=09309

Average 20401 6541 5874 4880 4850 G063 b

LARE

Cheese 1 729% 14 TAXa 73682 75(8a 7347 y=0M132x + 7215
R = 05544

Cheese 2 94150 9434hb 992 101360 10212h 982%h y=0.046 x =+ 4365
R = 09145

Average 8354 827 BETZ B752 886 B5E5 -

pHE

Chesse 1 G563 642 613 B5E 584 6820 y——00362x + G564
B = 08767

Cheese 2 6573 648 613860 Sa0a 580 a18 y= 0042533 x + G613
R = 09680

Average G568 645 6158 L4978 582 6195 b

Lactose?

Cheese 1 15662 1156a 1048a 09560 EEEL] 1124 y=-00309x -+ 1433
R = 08420

Cheese 2 15662 1182k 1042k 0906 0861a 1122 y=-0033x 145
R = 08988

Average 1566 1168 107 93 aam 1123 b

Far ach cohemin, mean valuss with different letters {online) are sgmificant (P < (L00S) acording o the So#t—Knott st
R (A

" Sandard Error (SE) = Q029

" SE= 00975

© SE = 0012,

4 SE = 0006,
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the end of the storage period was important because this is one of
the criteria for candidate strains for probiotic use (Vasiljevic &
Shah, 2008); to exert their functional properties, pmbiotics need
to be delivered to the desired sites in an active and viable form.
Similar results were found in Minas fresh cheese by Buriti, da
Rocha, Assis, and Saad (2005 ): viable counts of Lactobaclus pam-
omsel, 2 pmbiotic strain, increased during storage of 21 days.

In the cheese 1 and cheese 2 samples, significant interactions
(P < 005) were found between pH and the time of evalation
(Table 5). The pH values of cheese without and with LAB isolates
decreased lineady over ime, by 00362 and 0042 pH units per day,
respectively. On day 5, a difference in pH was found between the
cheese 1 and cheese 2 samples. The pH values of cheese 2 started to
decrease only after the 15th day. During this ime, the population of
E ooli dereased from 5.380 to 3.380 log (OFU /g and LAB population
increased. The organic acdds produced by LAB contributed to the
decline of the pathogen because they are sensitive to low pH. In
general, the pH of goat milk derivative is higher than that of cow
milk. Goat milk presents a more pronounced alkalinity and buff-
ering capadty than cow milk, which is mainly related to the asso-
dated casein and phosphate systemns (Galina, Osnaya, Cuchillo, &
Haenlein, 2007 )

There was a significant correlation (P < 0L05) to lactose content
between the cheeses and time of evaluation (Table 5). The lactose
content dereased linearly over time, by 0.0309 and 0,033 units per
day in cheese 1 and 2, respectively. In cheese 2, the lactose content
was higher until the 15th day when the redudtion of pH ocourred
and the population of E ooli dropped to 3380 log (FU/g in com-
parison to cheese 1. The values of lactose content in cheese show
variation. Sant'fna etal. (2013} determined a 126% lactose content
in Minas fresh cheeses made with goat milk in Brazil. Franco, Prieto,
Bernamdo, Gonzalez Prietn, and Carballo (2003} reported the pres-
ence of residual lactose (1.6 g 100 g-') at the end of the ripening at
60 days. However, Miro et al. (2014) affirmed the absence of lactose
in all samples after 30 days of ripening. The presence of lactose
even at the end of the ripening period depends on the ecent of
whey removal, the ghycolytic activity of the micoorganisms pre-
sent, and the effect of the environmental conditions on their ac-
tvity (Franco et al, 2003 )

In concusion, this study reveals the LAB isolated from goat milk
hawe high potential for probiotic application, with elevated pro-
duction of EFS, survival at low pH and confirmed in vitro inhibition
of pathogens. The cocktail of isolates UNIVASF CAP improved the
micmbiological safety of cheese against E col, the main microor-
ganism detected in goat milk in the semi-ard region of Pernam-
buco. Further studies ame in progress in the author’s labomtories to
evaluate the ability of isolates to inhibit other pathogens in dairy
goats’ milk derivatives and the beneficial effects on health with the
purpose of contributing to the development of goat production in
this region of Brazil
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The use of lactic acid bacteria (LAB) in different food products has been driving the consumer market
due to the potential probiotic action of these bacteria, which raises the foods to the status of functional
foods. A selection of potential probiotic strains can be obtained from different food matrices and
environments. However, these microorganisms must be confirmed as safe while retaining
characteristics that make them technologically, functionally and physiologically capable of benefitting
the food and health of the host. Characterisation of a potential probiotic strain should include
knowledge of the source, pathogenicity, infectivity, virulence factors, viability during processing,
storage stability, phage resistance, contribution to sensory properties, tolerance within the
gastrointestinal tract, cell adhesion, antimutagenic, anticarcinogenic and antagonistic activity against
gastrointestinal pathogens and immunomodulation. Desirable physiological effects of probiotic strains
include aiding in lactose intolerance and prevention and reduction of diarrhoea, inflammatory bowel
diseaze and allergies. In this context, this paper reviews the current literature referring to principal
criteria for the selection of LAB for potential use as probiotics in foods.

Kex words: Lactic acid bacteriai screeningi safem functional foods.

INTRODUCTION

Probiotics are defined by FAOQMWHO asz live
microorganisms which, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host by improving
the intestinal microbial balance (FACQMWHO, 2002). The
value of consumption of lactic acid bacteria (LAB)
appeared in the eary 20th century when Metchnikoff

suggested that the ingestion of these living microorga-
nizms, present in yoghurt, increased the longevity of the
consumer. Metchnikoff attributed the positive effects
observed on the host health to a reduction in the
population of spoilage bacteria and/or of bactena
producing toxins in the digestive tract (Burgain et al,
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2014).

Interest is now growing in the development of novel
foods containing probictic microorganisms (Sidira et al.,
2015). The most frequently studied LAB for probiotic
usage belong to the genera Lacfobacilus and
Enterococcus (Coman et al., 2012; Jensen et al, 2012;
Gregoret et al., 2013; Babot et al., 2014). The majority of
the commercialized and most studied probictics have
been isolated from dairy products and from the human
gastrointestinal tract (GIT). In fact, LAB sirains are
already used in many probiotic dairy products (Garcia-
Ruiz et al., 2014). However, commercial use of genres as
probiotics in food requires screening of microorganisms
and selected straing must meet safety, technological,
functional and physiclogical requirements (Morelli, 2007,
Vasiljevic and Shah, 2008).

The safety criteria of a probiofic include a documented
origin and a lack of characteristics such as pathogenicity
and infectivity and, virulence factors including resistance
to antibiotics and metabolic activity (Saarela et al., 2000;
Mufioz-Atienza et al., 2014; Rubio et al., 2014). From the
technelogical aspect, probictic cultures must remain
viable during processing and show storage stability and
phage resistance, while contributing to good =sensory
properties of the products, such as the aromatic profile
(WVasiljevic and Shah, 2008; Champagne et al., 2011).
Fermentation by the culture should preserve and
enhance the quality while beneficially altering the flavour
of the food (Rivera-Espincza and Gallardo-Mavarmo,
2010}, thereby generating a higher added-value product.

As a functional crterion, probiotic strains must survive
within the gastrointestinal tract, they must be able to
tolerate the acidic conditions of the stomach, resist
digestive enzymes and bile acid at the start of the small
intestine, adhere to the intestinal mucosal surface and
ensure clinically validated benefits to consumer health
(Erkkilda and Petajd, 2000; Cotter and Hill, 2003; Jensen
et al, 2012). Desirable physiolegical requirements for
probiotic cultures are antimutagenicity, anticarcinoge-
nicity, antagoniam against gastrointestinal pathogens,
promotion of immunomodulation and action on the
metabolism of lactose and cholesterol (Zago et al., 2011;
Bumns et al., 2012; Ren et al., 2012). In thiz context, this
paper reviews the current literature, referring to these
principal criteria for the selection of LAB for potential use
as probiotics in foods.

SAFETY CRITERIA: ORIGIN, PATHOGENICITY AND
VIRULENCE FACTORS

Origin

To act as a safe probiotic micreorganism, a strain should
be a species and genera normally present in the human
GIT (Kolozyn-Krajewska and Dolatowski, 2012). The

97

selection of an appropriate strain for each food matrix is
eszential. The first step in the selection of a probiotic is
the determination of its taxonomic classification, which
may give an indication of the origin, habitat and
physiclogy of the sfrain. All these characteristics have
important consequences on the selection of novel strains
(Morelli, 2007).

The LAB, especially Lacfobacillus and Enterococcus,
are commonly used as probiotics (Barbosa et al., 2010;
Tulumoglu et al., 2014). They are classified as
prokaryotic, Gram-positive, non-sporulating cells that
have the common charactenstic of producing lactic acid
as a main or sole product of fermentation during the
homofermentative or hetercfermentative metabolizm
(Balciunas et al, 2013). A host of cumrent scientific
papers report selections of LAB from different sources
(for example, vegetables, milk and meat) for potential
probiotic use (Table 1). Although LAB are generally
regarded as safe (GRAS), their capability of producing
toxic compounds must alzo be taken into account.
Furthermore, the use of enterococci, part of the LAB
community, iz still controversial due to the presence of
virulence genes in some species. For these reasons,
toxicity and pathogenic determinants must be assessed
(Landeta et al., 2013).

Pathogenicity

The selection of microorganisms for use as probiotics
must consider that some species of LAB can be
pathogenic and infective. Some species of LAB can
cause human diseases such as tooth decay, rheumatic
complications, infectious endocarditis, septicaesmia and
vascular disease.

The identification of potential pathogenic charactenistics
can facilitate the use of organizsms for probictic purposes
{Harty et al_, 1994). Mozt lactobacilli are non-pathogenic,
s0 identification of inherent strain properties related to
health risks can be difficult. Vesterlund et al. (2007)
suggested studying the properties in probiotic strains that
might indicate a potential health risk in populations and
that are known virulence factors in ‘true’ pathogens;
namely, the ability to adhere to immobilized human
collagen type IV, fibrinogen or intestinal mucus, a- or B-
haemolysis, low induction of the respiratory burst in
peripheral blood mononucleocytes and resistance o
serum-mediated killing.

Virulence factors

Bacterial virulence factors may include secreted proteins
{for example protein toxins and enzymes), and cell-
surface structures (for example capsular polysaccha-
rides, lipopolysaccharides and outer membrane proteins)
and further hydrolytic enzymes that may contribute
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Table 1. Selection of LAB in different food matrix for potential probiotic use.
Source Microorganism Product elaborated Reference
Chesse L. delbruechkil, Lactococcus lactis, Leuconostoc Chesse Gaglio et al. 2014

mezsenferoides and Strepiococcus thermophiles

Artisan cheese L. lacfiz and E. faecalis

Traditional fermented yak milk

E. durans, L. fermentum and L. paracasei

Fresh cheese Coelho et al. (2014)

Fermented milk Ao et al. (2012)

Siahmazgi cheese L. planfarum Dry-fermented Kargozar et al. (2014)
sausage
Indonesian local beef L plantarum Fermented lamb Arief et al. (2014)
SAUSAZEs
Salami L. curvatus Salami EI..E{.'ZSDE:IJEZ‘;! Barbosa =t
Paork sausage L. plardarum Sausage Dias et al. (2013)
Aisanal Y USRS cunatus Cooked pork meat Rivas et al. (2014)
Chinese dry-cured hams L. salivarius Fresh pork Luo et al. (2013}
Industrially fermented olives L. penfosus and L plantarm Gresn olives Blana et al. (2014)
kimchi L. brewig, L. curvatus, L. pianfarum and L. zakei Fermented sausage Paik and Les (2014)
Fermented caper bermies L. planfarum Fermented caper Palomino et al. (2014)
Infant fasces L. cagei, L. paracagei and L. rhamnozus Fermented sausages Rubig et al. (2014)

to the pathogenicity of the microorganism. Many genes
encode vwirulence traits (e.g. secretion machineries,
siderophores, catalases, regulators, etc.) that are also
indirectly involved in pathogenesis and are equally
important for bacteria to establish infection {Brogden et
al., 2000; Chen et al., 2005). The identification of
virulence genes in a potential candidate probictic is
especially important, since the possibility of horizontal
transfer to other bacteria has become a concem in the
food industry (Perin et al., 2014).

Haemolysis is a common virulence factor among
pathogens, facilitating iron availability to the microbe and
causing anasmia and oedema in the host (Vesterdund et
al., 2007). The haesmelytic reaction is observed on blood
agar supplemented with 5% defibrinated whole horse
blood. A clear zone of hydrolysis around the colonies is
indicative of B-haemelysis, a partial hydrolysis indicates
a-haemelysis and no reaction indicates y-hasmolysis.
The determination of haemolytic activity is required in
recognition of the importance of assuring safety, even
among a group of bacteria with GRAS status (FAQAWHO,
2002). The absence of haemolytic activity should be a
selection crterion for starter strains for use in dairy
products {Giraffa, 1995).

Fegarding the safety of probiotic strains, antibictic
resistance is one aspect requiring analysiz because of
the serious concems about the growing level of
resistance to antibiotics in regular use in human medicine
{Monteagudo-Mera et al., 2012). The antibiotic resistance
genes can be passed by some LAB through conjugative
plasmids, bacteriophages or transposons to other micro-
organisms by horizontal transfer. This type of transfer

commonly occurs between bacteria in the gastrointestinal
tract, with the potential to occur between innocuous
species  and hammful pathogens. If  beneficial
Lacfobacillus species have antibiotic resistance genes,
then those genes could possibly be transfemed to other
micrebicta, including pathogens, living in the same niche
{the GIT) (Shao et al., 2015).

Selection criteria for probiotic microorganisms must
include characteristics of intringic or natural resistance to
antimicrobials because this is chromosomally encoded
and, therefore, non-transmissible (Argyriet al., 2013).
The infrinsic resistance of LAB to several antibiotics may
be partially due to genes that encode multidrug
resistance efflux pumps (MDR), which expel different
types of antibiotics and other chemicals (dyes, organic
solvents, detergents, biocides and metabolic products)
(Mufioz et al., 2014). Four mechanisms are recognised
that confer infrinsic resistance in bacteria to a given
antibiotic: enzymatic inactivation or modification of the
antibiotic, antibiotic removal by efilux pumps and outer
membrane (OM) permeability changes, alteration of
bacterial target sites and intracellular metabolic
reamangement. Most of these mechanisms have been
observed and studied in various bacteria; however, no
specific studies have dealt with these mechanisms in
probiotics (LAB or Bifidobacterium) (Shama et al., 2014 ).

The probiotic bacteria should not produce harmful
substances during metabolic activities. One test is to
determine whether the bacteria convert food components
or biclogical secretions into secondary substances that
are potentially harmful to the host. For example, some
intestinal bacteria act on proteins and their digested
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products to produce ammonia, indoles, phenols and
amines (Izhibashi and Yamazaki, 2001). Toxic products
such as biogenic amines can be derived from the
decarboxylation of free amino acids arising from the
catabolism of lactic acid; for example, by the
decarboxylases enzymes of Lactobacillus spp. (Pereira et
al., 2001). Excessive intake of these biogenic amines can
have toxicological effects on human health, such as
hypotension or hypertension, headache, nausea, allergic
reactions, cardiac palpitation and even intracerebral
haemorrhage and death in very severe cases (Shalaby,
1996). However, selected LAB sirains can act as amine
removers; for example, Zhang et al. (2013) used
Lacfobacillus plantarum to decrease the accumulation of
biogenic amines in silver carp sausage and achieved a
gignificant reduction. Thus, the production of biogenic
amines should be considered in the selection of
microorganism for potential probiotic use due to the
potential for triggerng disorders in the host health
(Pereira et al., 2001).

The ability of the microorganiam to produce D-lactic
acid is reported as a selection crterion for probiotic
strains; however, the strains should not produce
guantities exceeding 2 g/l. The D izomer of this acid is
not hydrolysed by human lactate dehydrogenase and can
be damaging to health by triggering responses such as
metabolic acidosis. Only strains that preduce L-lactic acid
isomer should be selected (Ammor et al., 2007, Ruiz-
Moyano et al., 2009).

LAB play a role in reducing fat absorption by the body
by lowering serum cholesterol through the activity of bile
salt hydrolase (BSH), the enzyme responsible for kile salt
deconjugation in the enterchepatic circulation (Anandharaj
and Sivasankari, 2014). However, excessive metabolism
of bile salts in the human small bowel can be detrimental,
as secondary (dehydroxylated) bile salts are cytotoxic
and co-carcincgenic, and can induce cellular lesions in
the amall intestine (Marteau et al., 1995). Begley et al.
(2006) reported that microbial BSH activity may have
various impacts on the host in the form of altered
digestive functions, lowered cholestercl, cancer/activation
of carcinogens and formation of gallstones. Thus, the
desirability of BSH activity as a trait in a probictic
bacterium iz not completely clear. Considenng this
aspect, the absence or limited extent of bile salt
transformation capacity of bacteria added to food is
suggested as a pre-requisite for labelling a product as
GRAS (Marteau et al., 1995).

TECHNOLOGICAL CRITERIA
Viability during processing and storage

In Brazil, fermented milke must show viability of LAB and
Bifidobacterium at the end of the product shelf life of at
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least 107 and 10° CFlUig or mlL, respectively (Brazil,
2007). In the preparation of fermented foods, probiotics
show optimum growth at temperatures within 40-42°C;
temperatures above 45-50°C during processing are
detrimental to probictic survival (Tripathi and Giri, 2014).
The viahility during operations, storage and processing,
the survival during intestinal transit and the health
benefits for consumers are the main critera for the
selection of appropriate strains of probiotic bactena
(Talwalkar et al., 2004). The physiclogical state of the
probiotic cultures added to a product can also be a major
factor affecting the overall culture viability. In this respect,
the induction of stress responses in probiotic strains can
have a dramatic effect on the ability of the cultures to
survive processing (such as freeze drying and spray
drying) and gastric transit (Ross et al., 2D05).

Acid stress may significantly affect the viability of a
culture (Shah, 2000). Consequently, dairy products are
preferred for use as camers of probiotic strains for
enhancement of microbial survival in gastric juice, likely
due to a buffering or protective effect (Ross et al., 2005).
In general, Bifidobacterium cultures are less acid tolerant
than Lacfobacillus cultures and this is reflected by their
reduced tolerance to human gastric juice. Tolerance to an
acidic environment may also be a useful predictor of
technological performance in fermented foods (Ross et
al_, 2005; Mattd et al., 2006).

Many other factors influence the viability of probiotic
microorganisms in food preducts durng preduction,
processing and storage. ldentified factors include food
parameters (molecular oxygen, water activity, presence
of salt, sugar and chemicalzs like hydrogen peroxide,
bacteriocins, artificial flavouring and colouring agents),
processing parameters (heat treatment, incubation tem-
perature, cooling rate of the product, packaging materials
and storage methods, and scale of production) and
microbiclogical parameters (strains of probiotics, rate and
proporticn of inoculation) (Tripathi and Gir, 2014).

Oxygen content and redox potential are also important
factors for the viability of probictic species (micro-
aerophilic and anasrobic) during storage (Shah, 2000). In
the presence of oxygen, lactic acid bacteria are able to
generate more hydrogen peroxide via the action of
flavoprotein-containing oxidases, nicotinamide adenine
dinucleotide oxidases (NADH) and supercxide dismutase
{S0D) than they do under anaerobic conditions (Miller
and Britigan, 1997; Kulizaar et al., 2002). Overall, oxygen
affects probiotics in three ways: (i) it is directly toxic to
some cells, (i) certain cultures produce toxic peroxides in
the presence of oxygen, and (jii) free radicals produced
from the oxidation of components (e.g., fats) are toxic to
probkiotic cells (Korbekandi et al., 2011; Tripathi and Giri,
2014). One solution iz the addition of ascorbic acid
{vitamin C), which can act as an oxygen scavenger
(Shah, 2000).

Another factor that may affect the viability of probiotics



is freezing. The freezing step in food processing is
especially critical as it negatively affects both viability and
physiological state of the bacteria. Lowering the
temperature affects the structure and the properties of
the cellular membrane. During freezing, the liquid phase
moves to a liquid-crystalline phase, thereby reducing
membrane fluidity. The formation of ice crystals induces
mechanical damage that leads to cellular death. In
addition, the crystallization of water leads to a cryo-
concentration of the solutes, which induces some osmotic
damage (McGann, 1978; Foschino et al.,, 1%996; Beal et
al., 2001). However, the ability of lactic acid bacteria to
survive freezing and storage differs with sirain (Fonseca
et al., 2000). Fonseca et al. (2000) demonsirated that
small spherical cells of enterococci are more stable
during freezing and freeze-drying as compared to the
large rods of lactobacilli. Senz et al. (2015) reported that
short rods were significantty more stable than elongated
rods during freeze-drying because the cell membrane
damage increased with the enhanced cell surface area
due to extracellular ice crystal formation during freezing.
The addition of various protective compounds to probictic
cultures can improve their viability during manufacture:
examples include glucose to energize cells upon
exposure to acid (Corcoran et al, 2005) and
cryoprotectants such as glycerol or inulin to improve
survivability during freeze-drying (Fonseca et al., 2000;
Carvalho et al., 2004).

Phage resistance

Bacteriophages are a consistent and major threat to food
fermentations, and particularly dairy fermentations, where
infection of starter cultures may result in slow vats, low
quality, inconsistent products and even complete
fermentation failure (Whitehead and Cox, 1935; Mahony
and Sinderen, 2014). Phages infecting LAB provide some
of the most advanced model systems for (tailed) phage-
host interactions (Mahony and Sinderen, 2014). In recent
yvears, a number of strategies based on sfrain diversity,
bacternophage-insensitive mutants, and plasmids bearing
phage-resistance mechanisms (Barrangou et al., 2007)
were designed and implemented to minimize both the
presence of phages in the dairy industry and their
economic impact on fermentation processes (Briggiler-
Marco et al., 2014).

Bacteria have developed a varety of natural defence
mechanisms that target diverse steps of the phage life
cycle, notably blocking adsorption, preventing DMNA
injection, restricting the incoming DMA and abortive
infection systems (Barrangou et al., 2007). Brgagiler-
Marcd et al. (2011) used two methodologies to isolate
phage-resistant mutants: the agar plate (AP) and the
secondary culture (SC) methods. Characterization of the
phage resistance phenotype, genetic analysis and
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characterization of phage-resistant mutants identified a
mutant MC4 that can be used in the manufacture of

fermented milk.
Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats  (CRISPR) are hypervariable loci widely

distributed in bacteria and archaea that provide acquired
immunity against foreign genetic elements. CRISPRs
represent a family of DNA repeats which typically consist
of short and highly conserved repeats, interspaced by
variable sequences called spacers, and are often times
adjacent to cas (CRISPR-associated) genes (Sorek et al.,
2008; Horvath et al, 2009). The CRISPR-cas system
may accordingly be exploited as a virus defence
mechanism and also potentially used to reduce the
dissemination of mobile genetic elementz and the
acquisiion of wundesirable fraits such as antibiotic
resistance genes and virulence markers. From a phage
evolution perspective, the integrated phage sequences
within CRISPR loci may also provide additional anchor
points to facilitate recombination during subsequent
phage infections, thereby increasing the gene pool to
which phages have access (Barrangou et al., 2007).
CRISPR loci appear to be a key distinguishing feature in
LAB, from a phylogenetic and genome evolutionary
astandpoint. The ability of the CRISPR system to provide
immunity against foreign genetic elements iz essential
and actively involved in the microbe's propensity to
survive phage predation and to adapt to its environment
(Horvath et al., 2009).

Contribution of sensory properties to foods

LAB are not considered as strongly proteclytic bacteria;
however, a part of their proteclytic system has been
extensively explored for the last few decades because it
is essential for the optimal growth of LAB in milk {Lopez-
Kleine and Monnet, 2011). Intra- and inter-specific
variability in acid production, autolysis and proteclysis are
commonly reported for strains from natural sources
(Franciosi et al., 2009).

Proteolysis is considered one of the most important
biochemical processes involved in the manufacture of
many fermented products. In cheese manufacture, the
proteolyzis of casein is thought to play a pivotal role
because amino acids resulting from proteclysis are the
major precursors of specific flavour compounds, such as
various alcohols, aldehydes, acids, esters and sulphur
compounds. Bitterness, which results from the accumu-
lation of hydrophobic peptides (peptides rich in proline), is
a szerious quality concemn facing the manufacture of
Gouda and Cheddar cheeses (Smukowski et al., 2003;
Smit et al, 2005; Savijoki et al., 2006). The comelation
between the starter culture and the flavour of fermented
sausages has been well established (Sidira et al., 2015).
A number of potential precursors are responsible for the



676 Afr. J. Microbiol. Res.

flavour and odour, which may be produced by lipid
hydrolysis and autoxidation, proteclysis and transforma-
tion of amino acids to aromatic compounds and
carbohydrate metabolism (Ammor et al., 2007). Sah et al.
{2014) showed that probictice with protechytic activity
increased the generation of peptides with anfioxidant
potential and antimutagenic properties. Screening for
proteinases, peplidases and aminopeptidases activities is
therefore recommended.

Exopolysaccharides (EPS) are biopolymers with wide
distribution in nature. Their occurrence iz well documen-
ted in all crganisms (viz. animals, plants, fungi and
bacteria) and they are involved in various biological
functions such as storage of energy (starch), cell wall
architecture (cellulose) and cellular communication
{glycosaminoglycans) (Badel et al., 2011). Microbial EPS
produced by LAB are receiving increasing attention
because of their GRAS status (Ahmed et al., 2013; Li et
al., 2014). The EPS can be used as food additives to
improve texture, which aids the development of new food
products with improved appearance, stability and
rheological properties (De Vuyst et al., 2001).

Lactobacillus produces EPS molecules in relatively
large amounts (=100 mg/l), predominantly in media
containing glucose. The viscosity and biclogical activity of
an EPS depends on its molecular weight, sugar com-
position and primary structure (Kodali et al., 2009). The
EPS can perform functions that go beyond technological
characteristics; for example, Liu et al. (2010) and
Mikolic et al. (2012) observed that EPS =zecreted by
probiotic bacteria such as Bacilus licheniformis and
Lacfobacillus  paraplantarum  have immunomodulatory
capacity, immunosuppressive and anti-inflammatory
actions.

Antitumor effects, reduced blood cheolesterol and
enhanced colonization of probiotic bacteria in the
gastrointestinal tract have also been observed (Welman
and Maddox, 2003). EPS may function as part of a
defence mechanism against bacteriophages by preven-
ting their adsorption (Lamothe et al., 2002).

LAE have evolved mechaniams to support various
concenfrations of MNaCl that generally involve the
absorption or synthesis of a limited number of solutes
(Bremer and Kraemer, 2000). Ge et al. (2011) reported
that osmotic stress may become the major inhibiting
factor for bacterial growth and fermentation. Reale et al.
(2015) added information on intra-species varability in
ozmotolerance in  Lacfobacillus casel, Lacfobacillus
paracasel and Lactobacillus rhamnosus and highlighted
that osmotolerance s an important criterion for the
selection of sfrains for technological applications. In
particular, sewveral strains isolated from cheese and
human faeces appeared to be very tolerant of high NaCl
concenfrations and are worth investigating for their
performance in fermented foods. Ammor et al. (2007)
also affirmed that the ability of a starter culture to compete
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with the natural microbiota of a raw material {sausage)
and to underiake the expected metabolic activities is
condiioned by itz growth rate and survival in the
conditions prevailing in the sausage, including rather high
salt concentrations ranging from 2 to 15% in the final
product.

Gas production by LAB may be required in some
products, such as kefir and some cheeses like Gouda,
Edam and Danbo (Leite et al, 2013; Pedersen et al,,
2013). Gas production can increase the number andior
gize of holes in semi-hard cheeses. Eye formation in
cheese is a complex process that is influenced by a
number of factors such as gas formation, gas diffusion,
the presence of eye-forming nuclei, pH and elasticity of
the cheese body, as well as technological parameters
(Fréhlich-Wyder et al., 2013). Tammam et al. (2001)
reported that the anaerobic production of CO. by
lactobacilli prevails in cheese. In contrast, heterofermen-
tative LAB are not suitable for sausage production
because the formation of large amounts of carbon dioxide
which leads to holes of different sizes in the product. In
addition, these LAB produce concentrations of acetic acid
that causes a pungent off-flavour (Buckenhiskes, 1993;
Ammeor et al., 2007).

Aroma compounds play a major role in the perception
of flavour, which is an important property for consumer
choice of food products (Yee et al., 2014). Diacetyl (2,3-
butanedione) is a volatile product of citrate metabolizm
produced by lactic acid bacteria, and when taken in
conjunction with the lactic acid and textural effects,
enhances the sensoral profile of fermented foods
(Rincon-Delgadillo et al., 2012; Xido and Lu, 2014). It can
also inhikit pathogenic microorganisms by penetrating the
targeted bacterial membranes and interfering with
eszential metabolic functions (Hor and Licng, 2014). High
diacetyl levels are associated with a flavour imbalance,
bitter taste and harsh aroma (Clark and Potter, 2007), but
it is used as an ingredients in the formulation of many
food products such as cottage cheese, margarine,
vegetable oil spreads, processed cheese and sour cream
to increase the levels of the naturally cccurring buttery
aroma associated with fermentation (Rincon-Delgadillo et
al, 2012).

FUMCTIOMAL CRITERIA
GIT tolerance

Some LAB possess probiotic properties beneficial o
human health. However, both gastric acid and bile salt
have adverse influences on the survival and wviability of
ingested probiotics. Most microbes have a low rate of
survival and viability in acidic conditions, such as those
occurring in the human gastric envirenment, where pH
values range from 1.5 to 3.5 {(Huang et al., 2014 ).



Probictic straing must be able to survive high
concentrations of lysozyme in human saliva, the acid
stress conditions and digestive enzymes (pepsin) of the
stomach, and the bile in the upper intestine (Corzo and
Gilliand, 199%; Marco et al., 2006; Liu =t al., 2013). Acid
resistance and bile tolerance are considered the basic
criteria for screening potential probiotic strains (Liu et al.,
2013; Ren et al_, 2014), and these features are the focus
of several papers on the screening of potential probictic
strains. For example, Lactobacilus strains were found
resistant to acidic conditions for 3 h, pH 2.5, and strains
isolated from food samples were able to grow at a
physiclogical concentration of bile for incubation periods
of up to 4 h (Federici et al., 2014). L. planfarum M8, N9,
ZLS and L. casei ZL4 were resistant to simulated
intestinal juice (Wang et al., 2014). L. acidophilus La-5
and Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 in goat
milk showed higher tolerance to simulated gastric fluid
when tested in combination, suggesting a synergistic
effect between strains (Ranadheera =t al.,, 2014). L
fermentum, L. casei, L paracasei and L. rhamnosus were
able to grow in intestinal juice, and possibly showed a
better resistance to bile acid at the beginning of the small
intestine (Rubio et al., 2014).

The capacity of lactobacilli to survive at low pH remains
controversial (Ren et al., 2014). Mechanisms that may
confribute to an adaptive acid tolerance response include
the induction of a new pH homeostasis system and the
synthesiz of a new set of proteing known as stress
proteins. Stress proteins can ke transiently or consfitu-
fively produced and contribute to the adaptive acid
tolerance response. Proteins induced after heat shock,
including the chaperonin class proteins Dnak and GroEL,
have shown homology with proteins produced during acid
shock. These proteins are capable of refolding heat-
denatured proteing into their native states and can protect
proteins from denaturation during cellular stress (Foster,
1993; Shah, 2000). Further, acid tolerance of microorga-
nizms involves multiple genes and mechanisms of
protection and regulation (Patnaik et al., 2002; Ye et al.,
2013).

Ye et al. (2013) reported that an emor-prone whole
genome amplification technigue was successful in
improving the acid tolerance of L. pentosus. The possible
mechanisms for the increased acid tolerance of the
generated mutants included decreazed membrane
conductivity to protons, increased proton extrusion or an
increased buffering capacity of the cytoplasm.

Resistance to bile zalts is also an important property for
probiotic strains (FAOMHO, 2002). Ren et al. (2014)
affirmed that the most bile-tolerant strains are strongly
conducive for relieving the symptoms of lactose
intolerance. This statement is in agreement with the study
of Moh and Gilliland (1993), who asszeried that the
permeability of cells of L. acidophilus increases in
presence of bile, thereby pemmitting more substrate to enter
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the cells and increasing the pB-galactosidase activity of
whole cells.

The bile tolerance by LAB shows a generally greater
sensitivity to the deleterious effects of bile in Gram-
positive than in Gram-negative bacteria. However,
conditions encountered in the extemal environment or in
the host prior to entry into the small intestine will
determine the effects of bile on a sirain. Exposure to
various pH levels, temperatures and growth atmospheres
may either “harden” bacteria to the effects of bile or
alternatively increase their susceptibility. The presence of
food in the intestine may also affect survival, as bacteria
may not be exposed to bile in certain microenvironments
created by the food matrix or food constituents may even
bind bkile acids and prevent them from exerting toxicity.
Pre-exposure of bacteria to low bile acid levels may
increase their tolerance to high levels. Pre-exposure to
one stress may also confer protection against other
stresses, a phenomenon termed cross-adaptation. Many
stresses have similar effects on cellular physiclogy and
may well cause induction of the same set of sfress
proteins. Many stress management response systems
may possibly overap and be interconnected (Begley ot
al., 2005). Therefore, the acid and bile tolerance in
probiotic strains could likely involve similar mechanisms.

Adherence to the intestinal epithelial cells

The probiotic adhesion process involves various
biophysical and biochemical properties of both probiotics
and epithelial cell layers. These include electrostatic
interactions, passive and steric forces, hydrophobicity,
autoaggregation capacity and specific cellular structures
such as external appendages. These properties vary
among the probiotic strains and are reported as species-
specific characteristics (Schillinger et al., 2005; Collado et
al., 2007; Ranadheera et al., 2014). Apart from surviving
the passage into the gastrointestinal tract, the probictic
micreorganisms must also be able to adhere and to
colonize the intestinal epithelium in order to compete with
pathogenic organisms (Monteagudo-Mera et al., 2012;
Ranadheera et al.,, 2014). This competition can result in
exclusion (Tuomela, 19939), thereby reducing the risk of
diseaszes arising from pathogenic organisms (Chapman
et al., 2014) and making thiz an important selection
criterion.

Strains of L. reuteri showed a high adherence capacity
that could possibly enhance the epithelial barrier in vitro
within 24 h (Jensen et al, 2012). L. pentosus E108, L.
plantarum B282 and L. paracasei subsp. paracasel E94
showed good adhesion to Caco-2 cells (Argyr et al,
2013), while L. casei 12668-1 and E. faecalis 18156-3
showed strong adhesion ability to intestinal cells (Federici
et al.,, 2014). P. penfosaceus CIAL-BE showed excellent
adhesion and good anti-adhesion activity against
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Escherichia coli CIAL-153 (Garcia-Ruiz et al., 2014).

Strains of L. plantarum WM&, M9, ZLS Z1L4 and L. casei
were able to exert a significant in vitro inhibitory activity
against Campylobacter jejuni and effectively inhibited the
adhesion and invasion of HT-29 cells by C. jejuni (Wang
et al., 2014). The adhesion ability of Lacfobacillus
probiotics could promote good residence time in the
intestine, exclusion of pathogens and interaction with
host cells to protect epithelial cells and induce immune
modulation {Cuwehand et al., 1999).

The difficulties of studying bacterial adhesion in vivo led
to the dewvelopment of in wvitro models for preliminary
studies of adherent strains (Vestedund et al., 2005).
Tesats such as hydrophobicity and autoaggregation are
performed because these cell surface traitz are
considersd necessary for adhesion. These traits facilitate
temporary colonization as well as protection of the host
system because of the biofilm formation over the host
tiszue. Some studies have shown that hydrophobicity and
autcaggregation are important for promoting the
colonization of probictics in ecological niches such as the
intestinal tract or the urogenital tract (Pelletier et al.,
1997; Del Re et al., 2000; Giaouris et al., 2009).

Cell surface hydrophobicity is one of the physico-
chemical properties that facilitate the first contact
between the microorganism and the host cells
(Schillinger et al., 2005). The initial and reversible contact
stage s mediated by a complex of physicochemical
interactions, including hydrophobicity and charges, which
are ubiquitously thought to be nonspecific but important
properties (Pelletier et al., 1997). lzolates that exhibit high
hydrophobicity values are associated with high capacity
for autoaggregation and adherence to Caco-2 cells
(Kotzamanidis et al., 2010). Lactobacilus that showed an
affinity for an apolar solvent above 40% generally
presented more elevated hydrophobic characteristics
(Giaouris et al., 2009). Dias et al. (2013) and Ren &t al.
(2014) reported Lacfobacillus straing  with  high
hydrophobicity of 59% and 54.75%, respectively.

The autoaggregation and coaggregation of probiotics
are necessary processes for the occurrence of adhesion
to the intestinal epithelium and the formation of bamiers
that prevent colonization by pathogenic microorganisms
(Del Re et al., 2000). Aggregation is a phenotype related
to cell adherence properties (Pelletier et al., 1997, Kos et
al., 2003). According to Del Re et al. (2000), strains with
values lower than 10% are designated as non-
autcaggregating. Strains of L. salivarius and L. plantarum
showed high capacity for autcaggregation (Ren et al,
2012). L. salivarius subsp. salicinius, L. acidophilus and
L. plantarum showed relatively high wvalues for
autcaggregation (46, 45 and 34%, respectively) as
compared to the reference L. rhamnosus strain (33%)
(Ren et al., 2014). Four izolates of Lactobacillus showed
autoaggregation wvalues higher than 90% (Bautista-
Gallego et al., 2013).
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The coaggregation abilities of the Lactobacilus species
with potential pathogens might prevent the colonization of
the gut by pathogenic bacteria (Bao et al., 2010). Thus,
probiotic straing should show the ability to coaggregate
with the pathogenic strains tested, but the percentage of
coaggregation is strain-specific (Cellado et al., 2007). In
general, lactobacilli have a higher coaggregation with
Listeria monocytogenes (Dias et al., 2013). This property
may be related to the formaticn of mixed species biofilms,
as reported by ‘Veen and Abee (2011) for L.
monocytogenes and Lactobacillus.

PHYSIOLOGICAL DESIRABLE CRITERIA

Probictics can improve the function of the immune
system and general health of the host This review
examines the main effects of physiclogically desired
criteria for a probictic strain. Some of the health effects
are listed in Table 2.

Lactose intolerance

Primary lactose malabsorption, which is accompanied by
a continuous drop in lactase activity during childhood and
adolescence and hypolactasia in adulthood, 5 a normal
physiclogical process in humans. It can result in
gastrointestinal discomfort after consuming lactose-
containing products, a condition called lactose
intolerance (LI).

Symptoms can be unpleasant and include abdominal
pain, bloating, flatulence and diarhosa. Some dairy
products, like cheese, contain little or no lactose,
whereas yoghurt is often better tolerated than milk (De
Vrese, 2014; Kies, 2014). The European Food Safety
Authority (EFSA) gave a positive opinion on lactose-
reduced foods, the use of lactase-enzyme as a dietary
supplement and yoghurt containing viable yoghur-
bacteria (Kies, 2014). The ability of microorganisms to
ferment the lactese in milk is an important techno-logical
property (Zarate and Chaia, 2012). Accordingly, many
studies have focused on the metabolism of lactose to
potentially probiotic microorganisms (Igbal et al,, 2010;
Rhimiet al., 2010; Zarate and Chaia, 2012).

The lactoze-hydrolysing enzyme pB-galactosidase (B-D-
galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.23) is an enzyme
that catalyses the hydrolysis of lactose (a disacchande
found abundantly in milk) to glucose and galactose
(Ustok et al., 2010). Possible sources of the enzyme are
plants, animal crgans, bacteria, yeasts, fungi and moulds.
Amongst these, the microbial sources are clearly
preferable and are mestly used for both reactions
because of their ease of fermentative production, high
activities and generally good stability. B-Galactosidase
has long been used as an important biccatalyst in the dairy
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Table 2. Some of the bensficial effects on the health of the host and mechanisms of probictic strains reported in scientific studies.

Health effect

Mechanism

Authors

Relief lactose intolerance
Treatment and prevention of
allergy

Decline in risk associated with
tumaor development

Hypocholesterolemic effect

Inhibition of Helicobacter pyion
and intestinal pathogens

Intestinal immunomodulating
effect

Decreased HIV infection

Action of the enzyme B-galactosidase

Pre-hydrolyzing B-lactoglobulin

Decreased levels of enzymes: B- glucuronidase, azoreductase,
nitroreductase and activation of pro-carcinogens

BSH activity

Secretion protein components or organic acid, decreases the
ability of adhesion of H. pylor to gastric epithelial cells, reduces
inflamsnmation of the mucosa, and stabilizes the gastric bamier.

B-Supra-regulation of IL-8 in the cecum

Exposure of the CD4 receptor by lactobacilli cells by inhibition of
HIV-1

D Vrese et al. (2014)

Pescuma et al. (2015)

asiljevic and Shah (2008)
Peres et al. (2014)

Kabir et al. (1987); Zheng et
al. (2014)

Lahteinen et al. (2014}

Su et al. (2013)

industry as well as in synthefic glycochemistry (Igbal et
al., 2010). p-Galactosidases produced by pure and mixed
cultures of Strepfococcus thermophilus and Lacfobacillus
delbrusckil =sp. bulgaricus T7 were characterized as
stable at the pH range of 7-9 and the temperature range
of 20-37°C, retaining 80-20% of their initial activities. As a
result, these enzymes could be considered as potential
candidates for the hydrolysis of lactose in milk and milk
products {Ustok et al., 2010).

Rhimi et al. (2010) conducted a study where the gene
encoding B-galactosidase from the dairy 5. thermophilus
strain LMDS was cloned, sequenced and expressed in E.
coli. The purified recombinant enzyme was a powerful
biocatalyst for the lactose from whey extract, which is a
cheap source of D-galactese and D-glucose. The
relevant importance iz seen when one considers that
these monosaccharides are used in the production of
low-calorie or hypocaloric sweeteners. Moreover, this
protein efficiently cleaves lactose in milk, and may thus
aid in overcoming the lactose intolerance problem
generated by milk products. The LI disease affects nearly
70% of the word population, so the consumption of
freated products can be a good way to incorporate dairy
foods and nutrients into the diets of individuals with
lactose intclerance (Vasiljevic and Shah, 2008;
Kailasapathy, 2013).

Prevention and reduction of diarrhoea

Disruption of intestinal microbicta by antibictics is a major
rick factor for diarhoea and colonization by Closfridium
difficile (Lawley et al, 2012). Thiz iz a common
complication for most types of antibiotics, especially
broad spectrum antibiotics such as clindamycin, beta
lactams and 3rd generation cephalosporins. Rates of C.

difficile infection have increased worldwide over the years
{McFarland, 2009).

Probictics have several beneficial health applications,
such as reduction of colonization of pathogens
(Wandenplas et al_, 2014). Diarrhoea can be prevented by
interrupting one of the potential contributing mechanisms:
competition to inhibit the related receptor for growth of
pathogens  (nutrients, adhesion site), production of
defenszin or bacteriocin, reducticn of the pH of the gut and
stimulation of the host immune system (Mg et al., 2009).
The effectiveness of probiotics is specific to the species
and strain of disease, so the chosen probiotic strain
should be linked to the disease (McFarand, 2009).

Studies with strains of L. planfarum, S. thermophilus
and L. delbrueckii subsp. bulgarcus in BALB/c mice have
shown their importance in strengthening the colonization
resistance of the fasces bacteria, suppressing proliferation
of opportunistic pathogens (including enteric bacterium
and Enterococcus) and restoration of the microbiota
balance (Tian et al.,, 2014). A mixture of Lacfobacillus
plantarum, Lactobacillus kefir, Lc. lactis, Kluyveromyces
marxianus and Saccharomyces cerevisiae was tested in
an animal model of infection by C. difficle and
demonstrated the ability to prevent diamhoea and
enterocolitis triggered by C. difficile (Bella et al., 2013).

Prevention of inflammatory bowel disease

Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (LIC) are the
two major forms of inflammatory bowel disease (IBD) and
both diseases lead to high morbidity and health care
costs (Reiff and Kelly, 2010). Evidence suggests that an
abnormality in the response of the innate and adaptive
immunity plays an important rele in intestinal inflammation
{Liu, 2009). Probiotic cultures may reduce the relapse of
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the disease after treatment with steroids andfor surgery.
Thus, the presence of a diverse microbial population in
the gastrointestinal tract and changes that occur during
IBD provide adequate support for the use of probiotics in
the treatment of this disease (Fedorak and Demena,
2012).

Huang et al. {2013) reported in vitro and in vivo anti-
inflammatory and immunomodulatory effects of L.
planfarum  KBE  isclated from fu-fsai, a ftraditional
fermented food in Taiwan. L. plantarum KBS ameliorated
dexfran sulphate sodium induced UC in BALB/c mice
through itz anti-inflammatory and  immunomodulatory
activities and may be effective in treating other inflame-
matory diseases. Juarez et al. (2013) also reporied a
beneficial effect of L. rewteri CRL1101 in decreasing
tumor necrosis factor alfa (TNF-a) production in ipopoly-
saccharide-freated macrophages, indicating it to be a
candidate probiotic for the prevention and control of
systemic inflammatory diseases.

Prevention of allergies

The use of probictics in treatment and prevention of
allergies, allowing an adequate stimulation of the immune
system, iz once again an atfractive proposition. Several
authors have reported promising results that clearly
support the efficacy of probictice in the prevention of
some allergic diseases, thereby jusfifying experimental
trials with a focus on selection of strains to be used and
the time of administration of these probictics (Pelucchi et
al., 2012).

Prescott and Bjorkstén (2007) affirmed that allergic
disease results from a fundamental failure of underlying
immune regulaticn. Microbial exposure arguably provides
the strongest environmental signal for normal postnatal
maturation of the immune system and also induces the
maturation of antigen presenting cells and T-regulatory
cells, which are essential for programming and regulating
the T-cell rezponse.

Lactobacillus rhamnosus GG reduced the prevalence
of atopic eczema in children (Rautava et al., 2002).
Specific probiotics may modulate early microbial coloni-
zation, which represents the first infervention target in
allergic disease, together with their ability to reverse the
increased intestinal permeability characteristics  in
children with atopic eczema and food allergy. Probictics
also enhance gut-specific IgA responses, which are
frequently defective in children with food allergy. In
addition, probiotics have the potential to alleviate allergic
inflammation both locally and systemically.

Howewver, unfortunately, contradictory results among
studies do not currently allow a recommendation for
probiotic use in the prevention of allergy. These
confradictions arise from study wvarations such as the
type of population studied in terms of age, type of allergic
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disease, dizease stage, number of patients included,
genetic background, environment (Butel, 2014).
Therefore, a cautionary note should be made amidst the
continuing public enthusiasm for probictice wuntil the
results are more conclusive (Prescoft and Bjorkstén,
2007).

Probiotics and Helicobacter pylori

H. pylori is a pathogenic intestinal agent that causes
infection over time, which can trigger chronic gastritis and
peptic wulcer, and increase the risk of gasftric
malignancies. Probiotics do not zeem fo eliminate the
population of H. pylor, but they can reduce the
inflammation associated with these bacteria in both
animalz and humans (Vasijevic and Shah, 2008;
Kailazapathy, 2013).

A recombinant L. factis expressing Urease B could
serve as an  antigen-delivering wehicle for the
development of an edible vaccine to control H. pylon
Infection. Urease is an important virulence factor that is
required for colonisation of the gastric mucosa by H.
pylori as it catalyses the conversion of urea into
ammonium and CO,, thereby raising pH close fo
neutrality. Urease B is an effective and common antigen
of H. pylori and it has been widely investigated as a
potential antigen for the development of prophylactic and
therapeutic vaccines against H. pplord infection (Del
Giudice et al., 2001; Zhang et al., 2014).

LAB increases the eradication rate of H. pylon infection.
They inhibit H. pylori growth through secretion of protein
components or organic ackd, decrease the adherence
capacity of H. pylori to gastric epithelial cells, reduce
mucesal inflammation and stabilize the gastric barrier
(Kabir et al., 1997; Zheng et al., 2014). Zheng et al.
{2014) reported that L. penfosus LPS516 had a broad
spectrum action against H. pylon.

Modulation of the immune system

Probictic cultures may influence the body's immune
function. Evidence from in vifro systems and animal and
humans models suggests that these microorganisms can
increase both specific non-specific immune responses,
possibly by the activation of macrophages, increased
levels of cytokines, increased activity of natural killer cells
andfor increased levels of immunoglobuling (Singh et al.,
2011; Kailasapathy, 2013).

Lee et al. (2011) evaluated the activity of selected
probiotic lactobacilli on immune function by measuring
ymphocyte proliferation and IFN-y. Strains of L. gassen
and L. plantarum induced higher release of interferon-y
cytokines. L. fermenfum LA12 and L. plantarum (CJMAT,
CJLPSE, CJLP133, CJLP243, BJS3 and CJMR2EG) were



more effective at inducing lymphocyte proliferation than
the positive control. These strains were characterized as
beneficial in terms of immune modulation.

A popular Brazilian fresh cheese (Minas Frescal
cheese) containing L. acidophilus  LA14  and
Bifidobacterium longum BLOS was fed for 2 weeks to
adult Wistar rats. The authors concluded that this
probiotic cheese may be a viable altemative to for
enhancing the immune system and could be used to
prevent infections, particularly those related to the
physical oversxertion of athletes (Leollo et al., 2012).

Kotzamanidis et al. (2010) affirmed that L. reuten
DC421, L. rhamnosus DC429 and L. plantarum 2035
strains exhibited regulatory activity of early immune
responses in both air pouches and intestines that was
characterized by stimulation of polymorphonuclear
chemotaxis, phagocytic activity, combination of
TLR2TLRA/TLRY signalling and secretion of a certain
cytokine profile. The activation of these specific immune
responses by these non-pathogenic microorganisms aids
in achievement of homeostasis and provides the healthy
host with a higher capacity to resist any inflammatory
response.

Reducing the rizsk associated with mutagenicity and
carcinogenicity

Antigenotoxicity, antimutagenicity and anticarcinogenicity
are potential functional properties of probiotics that have
received much attention recently. Substantial evidence
has been obtained from in vitre and animal model] studies
that support significant anticancer effects of probiotics
(Kailasapathy, 2013; Serban, 2014). Genotoxic sub-
stances or emvironmental or autobiotic agents generated
within the body can induce genetic changes or damage,
leading to mutations and carcinogenesis (Wogan et al.,
2004). The best candidates as antimutagens could be
natural dietary components, including LAB {Ambalam et
al., 2011).

Butyrate iz generated from lactate formed by LAB and
Bifidobacterium (Duncan and Flint, 2013). Butyrate exerts
potent effects on a variety of colonic mucosal functions
such as inhibition of inflammation and carcinogenesis,
reinforcement of wvarious components of the colonic
defence bamier and decreasing oxidative stress. In
addition, butyrate may promote satiety (Hamer et al.,
2008). L plantarum and Bifidobacterium Bb12 have
intrinsic antigenctoxic potential and may have protective
effects against the early stages of colon cancer (Bums
and Rowland, 2004).

A L. rhamnosus (Lr 231) strain isolated from human
faeces possesses the ability to bind with acridine orange
(&0, MN-methyl-N -nitro-M-nitresoguanidine (MMNG) and
2-aming-3,8-dimethylimidazo-[4,5-fl-quinoxaline  {MelQx)
but not 4-nitro-o-phenylenediamine (MPD), indicating a
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varation in  binding and antimutagenic activity.
Instantansous binding of AOQ and MNNG by Lr 231 can
assist in the rapid removal of mutagens and may thersby
prevent their absorption in the intestine. The binding of
MMNMG and MelQx by Lr 231 resultz in a modification of
the spectrum of mutagenic agents, implying residual
dysmutagenesis associated biotransformation and subse-
quent detoxification of mutagenic agents. Thus, a
potential probiotic human strain of Lr 231 possesses the
ability to bind, biotransform and detoxify mutagens, and
this property can be useful in formulating fermented foods
for removal of potent mutagens (Ambalam et al., 2011).

Sah et al. (2014) reported that probiotic organisms had
a statistically significant effect on proteclytic activity that
enhanced the generation of peptides with potential
antioxidant and antimutagenic properties, with good
comelation between proteclytic and antioxidant or
antimutagenic activiies. The peptides generated by milk
fermentation with Lactobacilus strains may contribute a
variety of bicactive compounds that can have a positive
effect on human health and could be applied
commercially in new products or in the production of new
anticancer peptides.

CONCLUSION

Probiotic =traine can be selected from different
environments and food matrices for incorporation into
various food products, thereby increasing food
functionality and promoting beneficial effects on
conzsumer health. However, these effects require rigorous
selection criteria for the establishment of probictic strains
that are zafe and functional and that have desirable
technological and physiological charactenstics. Some
screening methods were discussed in this review.
Although knowledge has been gained from the existing
trialz and scientific publications, human studies are still
needed to elucidate the mechanisms of interaction
between strains and host, since probictic effects may be
strain specific.

Abbreviations: LAB, Lactic acid bacteria; GIT,
gastrointestinal tract; GRAS, generally regarded as safe;
CFU, colony forming units; MDR, multidrug resistance;
OM, outer membrane;, CRISPR, clustered regularly
interspaced short palindromic repeats; BSH, bile salt
hydrolase; MADH, nicotinamide adenine dinuclectide
oxidases; S0D, superoxide dismutase; AP, agar plate;
SC, secondary culture; EPS, exopolysaccharides; EFSA,
Eurcpean Food Safety Authority; CD, Crohn's disease;
UC, ulcerative colitis; IBD, inflammatory bowel dizease;
THF-a, Tumor necrosis factor alfa; NPD, 4-nitro-o-
phenylenediamine, MNHNG, M-methyl-M -nitro-MN-
nitrozoguanidine; MelQx, 2- aming-3,5-dimethylimidazo-
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[4,5-fl-quinoxaline; AQ, acridine orange.
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