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RESUMO

Desde seu isolamento por Lindner em 1924, Zymomonas mobilis tem demonstrado um
grande potencial probidtico. Dentre as caracteristicas para selecdo de um probidtico
inclui-se sua tolerancia ao acido e a bile, que garante a manutencdo da viabilidade
durante sua passagem pelo trato gastrintestinal. Com base nestes critérios, foi objetivado
a caracterizacdo da acido-bile tolerancia de treze cepas de Zymomonas mobilis isoladas
de fermentacdo alcodlica. Numa primeira etapa foram selecionadas cepas tolerantes ao
acido ou a bile, cuja avaliacdo foi realizada pela enumeracdo das unidades formadoras
de colénias (UFC/mL), ap6s quatro horas de contato em meio de cultura de SSDL
acidificado, com diferentes valores de pH, ou pela incorporacdo, ao meio, de diferentes
concentracdes de bile bovina. A segunda etapa constou de uma avaliacdo da tolerancia a
0,3% de bile bovina associada ao meio de SSDL acidificado (pH(s) 2,5; 3,0 e 4,0).
Todas as cepas cresceram em meio contendo concentragcfes iguais ou inferiores a 0,5%
de bile bovina ou em pH igual ou superior a 3. Todas as cepas sobreviveram em meio
SSDL pH 4,0 contendo 0,3% de bile bovina, apds 4 horas de contato, cujos percentuais

de viabilidade variaram de 58,61% a 87,66%, dependendo da cepa estudada.



Xiv

ABSTRACT

Since its isolation for Lindner in 1924, Zymomonas mobilis has been showing a grate
probiotic potential. Among the characteristics for probiotic classification, include the
acid and bile tolerance, that permit, the viability during its passage across the
gastrointestinal tract. Based in this criterion objectify the acid- bile tolerance
characterization of thirteen Zymomonas mobilis strains isolated from alchoolic
fermentation. At first step was selected strains acid or bile tolerant, that evaluation was
made for colony formation unit enumeration (CFU/mL), after 4 hours contact in
acidified SSDL medium, at different levels of pH or for different bile concentration.
The second step was the evaluate of the bile tolerance to 0,3 % p/v associated at
acidified SSDL medium (pH(s) 2,5, 3,0 e 4,0). All strains grew in medium with equal or
higher pH 3,0. All strains survived in SSDL medium pH 4,0 with 0,3 % bovine bile,
after 4 hours contact, which viability ranged from 58,61 % to 87,66 %, depending on

studied strain.
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1. INTRODUCAO

A microflora intestinal desempenha inimeras fun¢des no organismo humano,
muitas das quais ainda ndo sdo conhecidas, mas sdo consideraveis as evidéncias do seu
desempenho na protecdo do organismo contra infecgdes e outras doengas, bloqueando a
colonizacdo de microrganismos patogenos e estimulando a resposta imunolégica local.

Composta de inameras espécies bacterianas, a microbiota intestinal forma um
sistema complexo e dindmico, responsdvel por influenciar decisivamente fatores
microbioldgicos, imunologicos, fisiologicos e bioquimicos no hospedeiro (TANNOCK,
1998; BEZKOROVAINY, 2001; KOPP-HOOLIHAN, 2001; O’SULLIVAN, 2001).

Os microrganismos do trato gastrintestinal efetuam diversas atividades
enzimadticas, contribuindo para a biossintese de vitaminas e minerais, participam no
metabolismo de substancias que fazem parte da circulagdo entero-hepatica, facilitando a
digestdio e induzindo a regularizagio dos movimentos peristalticos (KOPP-
HOOLIHAN, 2001).

Qualquer fator que leve ao desequilibrio da microbiota gastro-intestinal, como o
uso indevido de antimicrobianos e estresse de qualquer natureza do hospedeiro, podera
permitir a instalagdo e multiplicagdo de microrganismos patogénicos. Portanto, ¢
evidente que o equilibrio da microbiota gastro-intestinal reflete diretamente na saude do
hospedeiro (MILES, 1993; COLLINS et al., 1998; HOLZAPFEL et al., 1998).

Nas sociedades mais dindmicas e competitivas ¢ observada uma maior
incidéncia de doencas causadas por deficiéncia ou comprometimento da microflora
intestinal, como infecgdes do trato gastro-intestinal, constipacdo, sindrome da
irritabilidade intestinal, doen¢a inflamatoria intestinal, alergias alimentares, diarréia
induzida por antibioticos, doencas cardiovasculares e certos tipos de cancer, como por
exemplo, cancer de colon-retal (COLLINS et al., 1998; KOPP-HOOLIHAN, 2001).

A prescrigdo indiscriminada € o aumento abusivo do uso de antibidticos
ocasionaram o surgimento de resisténcia microbiana. Para combater essa tendéncia, a

Organizacao Mundial de Satide (OMS) defende a implementacdo de estratégias
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alternativas de controle de doencas, como a exploragdo profildtica e terapéutica das
bactérias probidticas (BENGMARK, 1998; DALY & DAVIS, 1998).

Probiodticos tém sido definidos como suplementos alimentares a base de
microrganismos vivos que influenciam beneficamente o hospedeiro, promovendo o
equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989) e, mais amplamente, como
microrganismos vivos que ingeridos em certas quantidades além de nutrir, exercem
influéncia benéfica sobre a flora gastro-intestinal (GUARNER & SHAAFSMA, 1998).

A crenga nos efeitos benéficos dos probidticos esta baseada no conhecimento de
que a microflora intestinal prové protecdo contra varias doengas (FULLER, 1991;
HOLZAPFEL et al., 1998; SAARELA et al., 2000).

A base tedrica para a selecdo de microrganismos probidticos além de conferir
seguranga para ser utilizado como alimentos ou medicamentos, inclui aspectos
funcionais como: sobrevivéncia e persisténcia no trato gastro-intestinal, o que incluiria
tolerancia ao acido e a bile; aderéncia as células intestinais humanas promovendo
colonizacdo; producdo de antimicrobianos do tipo bacteriocinas; imunoestimulacdo e
atividade contra toxinas de microrganismos patogénicos (COLLINS et al., 1998;
SAARELA et al., 2000; BEZKOROVAINY, 2001; O’'SULLIVAN, 2001).

Em 1924, Lindner isolou do fermentado do Agave atrovirens, uma bactéria que
impedia o surgimento da flora putrefativa do intestino. Esta bactéria foi denominada
Termobacterium mobile e hoje ¢ conhecida como Zymomonas mobilis (FALCAO DE
MORALIS, 1982/1983). Clavigero apud Gongalves de Lima et al. (1970) relataram o uso
de “aguamiel” (seiva acucarada fresca de Agave, fermentada naturalmente por
Zymomonas mobilis) pelos astecas, com propoésitos terapéuticos e referiram-se ao poder
curativo deste contra disturbios intestinais.

Considerando que, as primeiras barreiras que afetam a selecdo de linhagens
probidticas sdo: a alta acidez no estdbmago e a alta concentracdo de bile no intestino
proximal ¢ imprescindivel uma avaliagdo sobre a tolerancia de Z. mobilis ao acido
cloridrico e a bile bovina uma vez que, para atingir ¢ desempenhar suas fung¢des

probidticas no organismo, este microrganismo devera resistir ao transito gastrintestinal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a tolerancia de cepas de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico e a.

bile bovina

2.2 Especificos

= Avaliar a tolerancia de treze cepas de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico.

= Avaliar a tolerancia de treze cepas de Zymomonas mobilis a bile bovina.

= Determinar o efeito causado a populagao inicial de Zymomonas mobilis pelo

meio SSDL acidificado, contendo bile bovina.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA




CAVALCANTLK.P.S. Caracterizagao de Treze Cepas de Zymomonas mobilis... 18

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. PROBIOTICOS

No principio do século XX, Elie Metchnikoff verificou que a longevidade dos
aldedes bulgaros se devia principalmente a grande quantidade de leite fermentado que
consumiam. Ele acabou concluindo que as bactérias responsaveis pela fermentagao
lactea tinham um efeito benéfico, pois bloqueavam a atividade das bactérias putrefativas
do intestino, surgindo assim o termo “probiodtico” (GOMEZ-GIL et al., 1998; ROLFE,
2000; SANDERS, 2000).

Fuller (1989), conceituou probidticos ou agentes bioterapéuticos como sendo
culturas de microrganismos vivos, que sdo administrados a humanos e animais, para
prevenir e/ou tratar infec¢des intestinais, urindrias e vaginais, conferindo a estes, efeito
benéfico quando consumidos em quantidade adequada (GUARNER & SCHAAFSMA,
1998).

Desde os estudos de Metchnikoff, varios microrganismos com propriedades
probidticas (liofilizados ou fermentados) tém sido utilizados, como probidticos a
exemplo: os géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Pediococcus e
Bacillus. Além de leveduras dos géneros Saccharomyces, Candida e de fungos
filamentosos do género Aspergillus (FULLER, 1989; HOSE & SOZZI, 1991; KAUR,
2002).

3.1.1. Critérios de selecdo de probioticos para uso humano

Os critérios para que um microrganismo seja considerado probiotico foram
reunidos nos trabalhos publicados por Gomez-Gil et al. (1998) e Dunne et al. (2001) e
incluem: aderéncia e colonizagdo a mucosa epitelial e intestinal; resisténcia a acidez
gastrica e a acdo dos sais biliares; auséncia de patogenicidade ao hospedeiro; producao
de substancias antimicrobianas; modulacao do sistema imune; antagonismo “in vitro”
contra microrganismos patégenos; modificacdo de processos metabdlicos, como por
exemplo: sintese de vitaminas, reducdo de aminas no trato gastro-intestinal, degradagao

de agentes carcinogénicos.
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3.1.2. Mecanismos de ac¢éo dos probioticos

Os probidticos agem por exclusdo competitiva, aderindo-se a sitios especificos
localizados no epitélio intestinal, diminuindo a colonizacdo por microrganismos
patogénicos. O mecanismo de exclusdo competitiva ndo esta totalmente esclarecido,
entretanto varias pesquisas indicam algumas formas de atuag¢do dos probioticos. No
intestino, os microrganismos probioticos realizam uma rapida metabolizagdo de
substratos (acucares, vitaminas, aminoacidos, proteinas), tornando-os indisponiveis aos
microrganismos patogénicos e por conseqiiéncia, impedem a proliferagao destes, devido
a produgdo, principalmente, de &4cido latico, tornando o meio improprio para a
multiplicagdo destes microrganismos; secretam proteinas (bacteriocinas) que tém uma
acdo inibitoria ou destrutiva contra bactérias patogenas; podem estimular a producao de
anticorpos e a atividade fagocitica contra patdgenos no intestino e em outros tecidos do
corpo. Os probidticos aumentam a atividade enzimdtica no trato gastrointestinal e
aumentam a area de absor¢ao do intestino delgado (FOX, 1988; JIN et al, 1997).

Dentre os efeitos benéficos provenientes da utilizagdo de probioticos, diversos
autores relatam:

A) Aumento da tolerancia a lactose — Através da sintese e liberagdo da lactase
pelas bactérias lacticas. Bactérias da flora intestinal (célon) que ndo metabolizam
lactose, levam a formagdao de metabolitos que causam colicas abdominais, flatuléncia,
diarréia e nauseas, o que caracteriza um quadro de intolerdncia a esse dissacarideo
(VRESE et al, 2001). Bactérias probidticas lactase-positivas (Lactobacillus,
Bifidobacterium e Streptococcus) sdao comumente adicionadas a produtos lacteos
pasteurizados com a finalidade de aumentar a digestibilidade da lactose presente
(GILLILAND & KIM, 1984; PETTOELLO et al., 1989, ROLFE, 2000).

(B) Reducdo dos niveis sericos de colesterol — Os niveis elevados de colesterol
sdo um fator de risco para as doengas cardiovasculares. Existem algumas hipoteses
através das quais os probidticos atuam na reducao dos niveis de colesterol, entre elas
destacam-se: que algumas cepas de lactobacilos podem assimilar moléculas de
colesterol (GILLILAND et al, 1985) e que espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium
desconjugam enzimaticamente acidos biliares, aumentando suas taxas de excre¢do. Para

reposicao destes acidos seria utilizada a molécula de colesterol, que € uma molécula
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precursora da sintese dos acidos biliares (DE SMET et al, 1994) O acido 3-hidroxi-3-
metil glutarico presente em leites fermentados inibe a atividade da hidroxi-metil-
glutaril-CoA redutase, enzima responsavel pela biossintese do colesterol (MANN, 1977,
TAHRI et al, 1997).

C) Imunomodulacdo — Os probioticos sdo capazes de modular a produgdo das
citocinas IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a(fator de necrose tumoral alfa), IFNs(interferons), a
proliferacao de células mononucleares, a atividade fagocitica de macrofagos e
monocitos, autoimunidade, citotoxicidade de células “natural-killer” bem como, a
produ¢do de anticorpos (MARTEAU, et al., 1993; FULLER & GIBSON, 1997;
MARIN et al, 1997). Os probidticos t€ém papel importante em individuos idosos nos
quais, em funcdo da idade, ocorre um declinio das fun¢des imunes, tornando-os mais
susceptiveis a doencas infecciosas; o consumo profilatico de probidticos neste caso,
promoveriam o aumento das respostas imunologicas (ISOLAURI et al, 2001).

D) Atividade anticarcinogénica — As bactérias acido-laticas evitam o surgimento
do cancer de colon através do aumento da resposta imune, ligacdo e degradacdo de
radicais carcindgenos potenciais, alteragdes quantitativas e qualitativas da flora
intestinal, producdo de compostos antimutagénicos e modificagdo das condicdes fisico-
quimicas do célon (MARTEAU, et al., 1993; KOPP-HOOLIHAN, 2001).

E) Integridade do trato intestinal — A utilizagdo de probidticos tem sido
recomendada no tratamento de diarréias associadas a administracdo de antimicrobianos
e a infeccdes por Salmonella, Shigella, Clostridium difficile, Escherichia coli
enterotoxigénica e rotavirus, doengas inflamatorias do intestino, além de gastroenterite
por Helicobacter pylori (ROLFE, 2000).

F) Hipertensdo — Bactérias probioticas sdo capazes de promover a protedlise da
caseina durante a fermentagdo do leite, levando a formacgdo de peptideos bioativos que
podem reduzir a pressdo sangiiinea de hipertensos (SANDERS, 2000).

G) Profilaxia e tratamento de infec¢cOes do trato urogenital — Os probioticos tém
sido utilizados no combate a patdgenos associados a infecgdes urogenitais como:
Candida, Trichomonas ou mesmo infec¢des mistas, envolvendo Gardnerella vaginalis e
Mycoplasma hominis (SPIEGEL, 1991). As infec¢des vaginais podem acarretar

infertilidade e susceptibilidade a doencas sexualmente transmissiveis (HILLIER et al,



CAVALCANTLK.P.S. Caracterizacdo de Treze Cepas de Zymomonas mobilis... 21

1995; SWEET, 1995). A saude do trato vaginal estd associada a alta populacao de
lactobacilos e um pH < 5 (ESCHENBACH et al, 1989; HILLIER et al, 1992; HAWES
et al, 1996). Estudos desenvolvidos por Sanders (2000), sugerem que os lactobacilos
tém um papel positivo no controle de infecgdes vaginais e urinarias, propondo que a
administracdo de preparagdes probidticas orais ou intravaginais a base de lactobacilos
pode ser uma alternativa terap€utica contra estas infecgoes.

Os efeitos acima descritos dependerdo de varios fatores como por exemplo: a
escolha da cepa a ser utilizada, duragdo do consumo e condi¢des fisiologicas do
individuo. No que diz respeito a seguranca relacionada ao uso de probioticos, nao
existem evidéncias do envolvimento desses microrganismos em infecgdes humanas
(ISHIBASHI & YAMAZAKI, 2001).

Os alimentos infantis, leites fermentados, produtos lacteos, e preparagdes
farmacéuticas s3o os veiculos para o consumo de probioticos. Destes, o veiculo de
maior desenvolvimento ¢ o de laticinios, com cerca de 80 produtos comerciais
disponiveis no mercado mundial (GOMES & MALCATA, 2000).

Produtos farmacéuticos probidticos sdo comercializados mundialmente
(FULLER, 1989; ELMER et al, 1996; CANGANELLA et al, 1997). No Brasil, sdo
comercializadas varias preparagdes probioticas: Floratii — MERCK (Saccharomyces
boulardii liofilizado); Florax — HEBRON (Saccharomyces cerevisiae Fr 1972 em
flaconetes); Biovicerin — GEYER (Bacillus cereus em flaconetes), Camboacy —
FARMAVY (Lactobacillus acidophilus fermentado em flaconetes); Leiba — UNIAO
QUIMICA (Lactobacillus acidophilus em flaconetes) (DICIONARIO DE
ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS, 2000/2001). No Japio sio produzidos em
torno de 50 produtos lacteos contendo probioticos (GOMES & MALCATA, 2000).

3.2. Microbiota gastro-intestinal

Durante a passagem através da vagina o feto humano, antes estéril, adquire

microrganismos das floras vaginal e fecal (GIBSON & ROBERFROID, 1995). A flora

intestinal € caracteristica de cada espécie animal, sendo adquirida de forma imediata e
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de colonizagao rapida (JERNIGAN et al., 1985; FULLER, 1989; SMORAGIEWICZ et
al., 1993).

Estima-se que o estdmago apresente um conteido bacteriano em torno de
10°UFC/ml ¢ no duodeno cerca de 10*-10°UFC/ml. O colon humano contém
aproximadamente 10" células bacterianas de mais de 400 espécies, as quais totalizam
mais que 10 vezes o nimero de células existentes no organismo humano (NAIDU et al.,
1999; MONOGRAFIA DANONE VITAPOLE, 2002). Na figura 1 ¢ mostrada a maior
prevaléncia de espécies bacterianas que habitam o trato intestinal do adulto incluindo
bactérias anaerdbicas, como bacteridides, eubactéria, peptoestreptococos, bifidobactéria,
lactobacilos, clostrideos e bactérias anaerdbicas facultativas como enterobacteria ou

estreptococos e estafilococos (NAIDU et al., 1999).
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Figura 1: Distribuicdo bacteriana no trato digestivo humano (fonte: Monografia

Danone, 1998)



CAVALCANTLK.P.S. Caracterizagao de Treze Cepas de Zymomonas mobilis... 23

O estdbmago e uma pequena parte do intestino delgado sdo povoados por
baixo nimero de bactérias devido a acidez das suas secregoes (MARSHALL, 1991;
FOOKS & GIBSON, 2002;). No homem, a flora estomacal ¢ primariamente
composta de bactérias Gram-positivas, anaerdbias facultativas, como estreptococos.
O primeiro segmento do intestino delgado contém uma flora pobre resultante do
transito de bactérias gastricas (MONOGRAFIA DANONE, 1998). A populacdo e a
composicdo da microflora gastro-intestinal variam nas diferentes zonas do trato e
dependem do pH e das exigéncias do oxigénio. As concentragdes mais reduzidas se
situam no estomago, onde o pH luminal € o principal fator limitante do crescimento.
A mais elevada concentracdo bacteriana localiza-se no colon (SALMINEN et al.,

1995)

A flora intestinal do hospedeiro representa a primeira linha de defesa contra
patogenos, prevenindo o desenvolvimento destes no trato gastro-intestinal. Bactérias
patdgenas e viroses sdo mantidas distantes do organismo pelas barreiras formadas
pela pele, mucosa e flora endogena intestinal (MONOGRAFIA DANONE
VITAPOLE, 2002).

Interagdes microbianas representam o principal fator que contribui para a
homeostase da flora bacteriana no intestino. Problemas no trato gastro-intestinal
estdo freqiientemente associados a desestabilizagdo deste ecossistema (GOMEZ-GIL
et al., 1998). Muitos antibioticos, administrados aleatoriamente ou mesmo utilizados
para tratar uma infec¢do, alteram este equilibrio. A microflora digestiva balanceada
pode ser agredida, deteriorada ou modificada apods radioterapia, estresse ou

tratamento com antimicrobianos (MONOGRAFIA DANONE, 1998).

Uma série de fatores relacionados ao hospedeiro, a bactéria e ao meio,
ajudam a manter a composi¢ao e o proprio funcionamento da flora intestinal. A flora
intestinal contém uma variedade de diferentes enzimas cujo metabolismo das
espécies sdo extremamente variados, influenciando na satide ou na doenca do

hospedeiro (MITSUOKA, 2000).

Dentre os constituintes da flora intestinal, estdo os microrganismos de
metabolismo putrefativo ou microrganismos patogénicos, os quais formam
substancias nocivas que podem lesar diretamente as células intestinais ou podem ser
capazes de colonizar e desencadear doencas (MONOGRAFIA DANONE
VITAPOLE, 2002).
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A flora intestinal confere protecdo contra uma variedade de patdgenos
entéricos, incluindo Escherichia coli (enteropatogénica, enterotoxigénica, éntero-
hemorragica, éntero-invasora e éntero-agregativa), Salmonella, Shigella e
Pseudomonas como também, leveduras, como Candida albicans (SALMINEN et al.,
1995). Embora os mecanismos de agdo nao tenham sido completamente esclarecidos,
algumas hipdteses tém sido propostas para explicar a acdo protetora desta flora
(BEZIRTZOGLOU, 1997; FALK et al., 1998; FONS et al., 2000; GUARNER et al.,
2002; SCHNEEMAN, 2002; GUARNER & MALAGELADA, 2003) tais como:
deplecdo ou competicdo por substratos, competi¢do por sitios receptores (exclusdo
competitiva), geragdo de um ambiente fisiologico restritivo e producao de
substancias antimicrobianas. Além de atuar diretamente contra os patégenos, a
microflora desempenha um importante papel na modulagdo do sistema imune e do

epitelio (MONOGRAFIA DANONE VITAPOLE, 2002).

A idade do individuo, estado nutricional, defesas imunologicas, uso de
antibioticos, estresse, consumo de 4lcool, tempo de transito do alimento ingerido no
trato gastro-intestinal, presenga de material no intestino e pH sdo alguns dos fatores
que afetam a composi¢ao bacteriana intestinal. A quantidade e o tipo de substratos
fermentaveis no intestino também determinam as espécies bacterianas presentes

(COLLINS & GIBSON, 1999).

As bactérias utilizadas como probidticos, sdo comumente liberadas no
sistema alimentar, antes de comecar sua jornada no trato intestinal inferior. Como tal,
as bactérias probidticas devem ser resistentes as enzimas da cavidade oral como por
exemplo a lisozima, e devem ter habilidade para resistir ao processo de digestao no

estomago e no trato intestinal (BEZKOROVAINY, 2001).

O suco gastrico € um liquido claro, transparente e altamente acido (PRINZ et
al., 1992; LEWIN, 1999). Apresenta-se constituido de 97-99% de agua, o restante
consiste de mucina e sais inorganicos, bem como de enzimas digestivas (pepsina e
renina) e uma lipase. O acido cloridrico destr6i a maioria dos microrganismos

ingeridos pela hidrolise protéica (HELANDER & KEELING, 1993).

A secre¢ao do suco gastrico constitui um mecanismo primdrio de defesa
contra muitos microrganismos ingeridos. De fato, apds cirurgias géstricas ou a
administracdo de bloqueadores acidos, tais como os inibidores da bomba de proton,

pode ocorrer a colonizagdo microbiana do estomago (MARTEAU et al., 1993).
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O pH 4cido normal do estdmago protege acentuadamente o individuo contra
infecgdes por alguns patdgenos entéricos, como por exemplo, o vibrido colérico,
quando ingerido em pequeno nimero. Em condig¢des normais, o Vibrio cholerae para
ser patogénico para humanos é necessario ingerir de 10® a 10'° microrganismos para
que uma pessoa seja infectada e desenvolva a doenca, em contraste com a
Salmonelose ou a Shigelose, nas quais a ingestdo de 10* a 10> microrganismos pode

induzir infec¢do (JAWETZ et al., 2000).

O tempo de transito do alimento através do estdbmago humano ¢ de 90
minutos (BERRADA et al., 1991; RENNER, 1991). O estresse da célula bacteriana
comega no estdbmago, cujo pH ¢ menor do que 1,5 (LANKAPUTHRA & SHAH,
1995).

Apobs a passagem através do estOmago, a bactéria entra no trato intestinal
superior onde a bile é secretada dentro do intestino. A bile ¢ uma solugdo de pH
alcalino e coloragdo verde-amarelada produzida pelo figado. Pode ser hepatica,
quando armazenada no figado ou vesicular, quando armazenada na vesicula biliar. E
constituida por 4gua, mucina, lecitina, 4cidos biliares, pigmentos biliares, colesterol,
sais inorganicos e acidos graxos (CARULLI et al, 1990; LANZINI &
LANZAROTTO, 2000). A concentracao de bile no trato gastro-intestinal humano ¢
variavel (LANKAPUTHRA & SHAH, 1995). Quando a bactéria alcanga o trato
intestinal, sua capacidade de sobreviver depende de sua resisténcia a bile
(GILLILAND et al., 1984; GILILAND, 1987). A bile entra na se¢ao duodenal do
intestino delgado e reduz a sobrevivéncia das bactérias. Isto provavelmente se deve
ao fato de que toda bactéria tem sua membrana celular constituida de lipidios e
acidos graxos que sdo susceptiveis a destrui¢do pelos sais biliares (CARULLIN et

al., 2000).

Depois de sobreviver a este ambiente hostil, o microrganismo coloniza a
mucosa do trato intestinal grosso. Assim, cepas microbianas selecionadas para
utilizagdo como bactérias probiodticas devem ser capazes de tolerar a acidez géstrica e
os sais biliares por, pelo menos, 90 minutos, colonizar o epitélio e crescer

(CONWAY, et al.,1987).

Os probioticos devem se adaptar aos diferentes micro-ambientes do TGI para
serem capazes de desempenhar sua funcdo protetora (BRASSART & SCHIFFREN,
1997).
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Para sobreviver e colonizar o TGI, a bactéria probiotica precisa expressar alta
tolerancia as condicdes acidas e a bile e ter habilidade de aderir a mucosa intestinal
(LEE & SALMINEN, 1995; KIRJAVAINEN et al., 1998). Antes de atingir o trato
intestinal, a bactéria probidtica deve sobreviver primeiro ao transito através do

estomago (HENRIKSSON et al., 1999).

Viérios sdo os pesquisadores que vém estudando a capacidade de
microorganismos probioticos de tolerar altas concentragdes de acido cloridrico e sais
biliares tais como: 4cido coélico, acido quenodesoxicolico, acido desoxicoélico, tauro-
e glico- colatos. (GILLILAND et al., 1984; CONWAY, et al., 1987; HOLCOMB et
al., 1991; IBRAHIM & BEZKORVAINY, 1993).

Dunne et al. (2001) avaliaram o grau de resisténcia ao acido cloridrico de
cepas bacterianas de Lactobacillus e Bifidobacterium isoladas do ileo humano. A
sobrevivéncia foi inicialmente avaliada pelo contato de lactobacilos e bifidobacteria
com o meio de Man Rogosa & Sharpe (MRS) acidificado com acido cloridrico, cujos
valores de pH estavam enquadrados entre 2,0 e 3,4, e concluiram que muitos dos
microorganismos eram tolerantes ao 4cido, portanto poderiam transitar o estomago

humano com sucesso.

Jacobsen et al. (1999) avaliaram a resisténcia ao acido de quarenta e sete
cepas de Lactobacillus spp. em meio MRS ajustado em pH 2.5, apds 4 horas de
contato, incubados a 37°C. Destas, vinte e nove cepas (61,70%) foram tolerantes ao

acido cloridrico.

Em trabalho desenvolvido por Dunne et al. (2001), sobre a resisténcia de
lactobacilos e bifidobactérias a diferentes tipos de bile, em concentragdes que
variaram de 0,3 a 7,5%. Eles concluiram que essa resisténcia estava relacionada ao
género ou mesmo a espécie microbiana estudada independentemente do tipo de bile
testada, e que todas as bactérias analisadas poderiam crescer em concentragoes

fisiologicas de bile humana.
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3.3. Zymomonas mobilis

Z. mobilis sdo bactérias Gram-negativas, anaerobias facultativas, existindo
algumas linhagens que sdo obrigatoriamente anaerdbias. Morfologicamente,
apresentam-se na forma de bastonetes curtos e grossos, isolados ou aos pares, € mais
raramente, em cadeias de poucas unidades, medindo de 2 a 6 um de comprimento e 1
a 1,5 um de largura. Geralmente sdao moveis, apresentando de 1 a 4 flagelos polares,
e ndo esporulantes. ( GONCALVES DE LIMA et al., 1970; DADDS; & MARTIN,
1973; SWINGS & DE LEY, 1977; FALCAO DE MORALIS, 1982/1983; HOLT et
al., 1994).

Barker e Hillier, em 1911, foram os primeiros a isolar Zymomonas quando
estudavam a “doenga da sidra”, mas por nao terem atribuido um bindmio latino ao
microorganismo, a descricdo ndo foi reconhecida (SWINGS & DE LEY, 1977).
Apenas em 1924, quando Lindner isolou esta mesma bactéria de seiva fermentada da
Agave atrovirens ¢ que se pode creditar a esta bactéria a denominagdo de
Termobacterium mobile. Atualmente, segundo a classificacdo de Swings & De Ley
(1977) o género Zymomonas ¢ reconhecido, considerando uma sé espécie:
Zymomonas mobilis, com duas subespécies: Zymomonas mobilis subsp. mobilis e a
subsp. pomaci (FALCAO DE MORALIS, 1982/1983; HOLT et al., 1994).

Cepas de Zymomonas mobilis foram isoladas de ambientes agucarados os
mais diversos: vinhos de maca e de péra, na Europa; seiva de Agave fermentada, no
Meéxico; cerveja deteriorada, nas Ilhas Britanicas; seivas de diversas palmas, na
Africa, Asia e Américas; caldo de cana fermentado no Brasil. O isolamento da Z.
mobilis a partir destes fermentados ¢ bastante dificil, devido a presenga de leveduras,

Lactobacillus, Acetobacter, Leuconostoc (FALCAO DE MORALIS, 1982/1983).

Em meio solido a base de glicose, as colonias de Z. mobilis apresentam-se
lenticulares com bordos regulares, de coloragdo branca ou creme e com 1 a 2 mm de
didmetro, apos 2 dias de incubagio a 30°C (SWINGS; DE LEY, 1977; HOLT et al.,
1994). Em meio liquido, ha um crescimento abundante a temperatura entre 25°C e
42°C, a cepa CP1 tem capacidade de fermentar mesmo a 42°C em meio de

SCHREDER, apreciavel tanto pela alta densidade celular dispersa quanto pelo
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sedimento flocoso (GONCALVES DE LIMA et al., 1970, GONCALVES DE LIMA
etal., 1972).

Do ponto de vista nutricional, sdo microrganismos quimiotréficos e
necessitam principalmente de nitrogénio, fosforo e enxofre para suas fungdes
metabdlicas normais (DADDS & MARTIN, 1973; FALCAO DE MORAIS, 1983),
desenvolvendo-se bem em meios contendo apenas glicose e extrato de levedura. A
glicose e a frutose sdo utilizadas por todas as linhagens, enquanto que sacarose,

apenas por algumas (SWINGS & DE LEY, 1977; HOLT et al., 1994).

Do ponto de vista bioquimico, a Zymomonas. mobilis utiliza a via de Entner-
Doudoroff para fermentar a glicose, produzindo etanol e CO,, além de acetoina,
lactato, glicerol e dihidroxicetona, apesar desta ser uma via caracteristica de
microrganismos aerdbios estritos (GIBBS & DE MOSS, 1954; DAWES et al., 1966;
FALCAO DE MORAIS, 1982/1983). Em meios a base de sacarose, além de etanol,
ha produgao de levana (polimero de frutose), sorbitol, manitol e acido gluconico

(DAWES et al., 1966; DADDS & MARTIN, 1973).

Nos ultimos anos, varios trabalhos tém sido desenvolvidos, em todo o mundo,
com o objetivo de explorar o potencial da Z. mobilis para a produgdo de etanol em
larga escala, a exemplo dos paises, como Australia, Canadé, Estados Unidos e Japao

(MCLELLAN et al., 1999; SHANE et al., 2000).

3.3.1. Atividade antagonista da Zymomonas mobilis

A partir do pulque, fermentado leitoso produzido do sumo de Agave atrovirens,
que Lindner isolou a Z. mobilis. Esta bebida era utilizada na prevencdo e cura de
infecgoes intestinais desde 1000 dC pelos astecas, além de ocupar destacado papel nos
rituais religiosos (GONCALVES DE LIMA, 1975).

Gongalves de Lima et al. (1970; 1972; 1975) demonstrou a notavel atividade
antagonista da Z. mobilis contra numerosas espécies de bactérias e fungos.

Motivados pelas propriedades medicinais de Z. mobilis reportadas por varios

pesquisadores, médicos do Recife, principalmente gastroenterologistas, trataram
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pacientes de colites cronicas e outros disturbios entéricos ou urinarios causados por
microrganismos resistentes aos tratamentos convencionais (PAULA GOMES, 1959).

Wanick et al. (1970) e Wanick & Silva (1971) demonstraram a utilizagdo dos
cultivos liquidos de Z. mobilis no tratamento de infecgdes ginecoldgicas causadas por
Candida albicans, Trichomonas vaginalis e Neisseria gonorrhoeae.

Souza & Souza (1973) mostraram que obtiveram 86 % de cura ao tratarem, com
a cultura de Z. mobilis pacientes portadores de colpites e vulvovaginites causadas por
Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae ¢ Staphylococcus sp.

Lopes et al. (1980) utilizaram doses orais que variaram entre 150 a 300mL da
cultura de Zymomonas mobilis, 3 vezes ao dia por 5 a 10 dias, no tratamento de doengas
entéricas causadas por Shigella dysenteriae, Salmonella enteritidis e por
microrganismos Gram positivos. Ao final do tratamento, foram observados o
desaparecimento dos sintomas e a completa erradicacdo das bactérias patogénicas. Em
1997, Bacelar avaliou a agdo da cultura de Zymomonas mobilis, na inibigdo do
desenvolvimento da peritonite em camundongos, bloqueando a formagao de abscessos e
mortalidade e obtendo uma redu¢do da mortalidade de 60 % para 33 %.

Jales et al. (1999) e Vasconcelos (2001) observaram quantitativamente o efeito
antimicrobiano da cultura e do liéfilo de Zymomonas mobilis sobre Staphylococcus
aureus e Candida albicans, respectivamente.

Calazans et al. (2000) observaram que a levana produzida por diferentes
linhagens ou por uma mesma linhagem de Zymomonas apresentavam a¢ao antitumoral
que variava com o peso molecular do polissacarideo.

Santos et al. (2001), observaram uma redugdo da quantidade de Schistosoma
mansoni, vermes adultos, em camundongos infectados, apos tratamento oral com
cultura de Zymomonas mobilis, bem como o aumento dos niveis de interferon gama
(INF v) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF o), no sangue de dez individuos sadios,

apods estimulacdo com esta mesma cultura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AVALIACAO DA TOLERANCIA DE Zymomonas mobilis AO ACIDO
CLORIDRICO E A BILE BOVINA

4.1.1 Microrganismos

Para este estudo foram utilizadas treze cepas de Zymomonas mobilis,
identificadas pelas siglas: CP1; CP2; CP3; CP4; Z,80; Z,80; Z,81; Z;85; Z,86; Z,88;
Z,94; Z,97 e Z397, gentilmente cedidas pelo Prof. José Otamar Falcao de Morais que as
isolou durante o processo fermentativo para produgdo de etanol e as identificou. A

tabela 1 mostra a origem e o ano de isolamento destas cepas.

4.1.1.1 Meios de Cultura

e Meio liquido de SSDL (SWINGS & DE LEY, 1977), utilizado na
manutencdo das culturas; na pré-fermentagdo de Zymomonas mobilis nos ensaios
com o acido cloridrico e a bile bovina;

e Meio liquido de SCHEREDER modificado, utilizado na padronizacdo do
inoculo e na fermentagdo de Z. Mobilis (MAGALHAES-NETO, 1959; LOPES,
1980);

e Meio solido e semi-solido de SSDL, utilizado para a obtencao de cultivos
de Z. mobilis e enumeragdo das UFC/mL ap6s contato com o acido cloridrico ¢ bile

bovina.
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Tabela 1: Origem e ano do isolamento das linhagens de Zymomonas mobilis

Origem
Linhagens

Substrato Ano Local
Zymomonas mobilis CP1 Caldo de cana picado 1970 Recife
Zymomonas mobilis CP2 Caldo de cana picado 1970 Recife
Zymomonas mobilis CP3 Caldo de cana picado 1970 Recife
Zymomonas mobilis CP4 Caldo de cana picado 1970 Recife
Zymomonas mobilis Z180 Caldo de cana 1980 Usina Massauassu, PE
Zymomonas mobilis Z280 Caldo de cana 1980 Usina ndo identificada, SP
Zymomonas mobilis Z181 Caldo de cana 1981  Usina Bulhdes, Jaboatdo, PE
Zymomonas mobilis Z185 Bagaco de cana 1985 Jaboatdo, PE
Zymomonas mobilis Z186 Caldo de cana + melago 1986 Goiana, PE
Zymomonas mobilis Z188 Caldo de cana 1988 Vicéncia, PE
Zymomonas mobilis Z194 Mosto de melago 1994 Usina Porto Rico, AL
Zymomonas mobilis Z297 Caldo de cana 1997 Destilaria Miriri, Santa Rita, PB
Zymomonas mobilis Z397 Caldo em fermentacio 1997 Destilaria Japungu, Santa Rita, PB
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4.1.1.2 Manutencéao das Culturas de Zymomonas mobilis

As cepas de Z. mobilis foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C em meio de
SSDL, cuja composi¢ao em g/L, € a seguinte: glicose 20,0; extrato de levedura 5,0 ( pH
6,5).

Subcultivos foram efetuados a cada trés meses para meio liquido de SSDL e

incubados durante 48 horas a 35°C.

4.1.1.3 Pré-fermentacao

A pré-fermentagdo foi desenvolvida em meio de SSDL, modificado
(MAGALHAES-NETO, 1959; LOPES, 1980) cuja composi¢do do meio em g/L ¢ a
seguinte: glicose 20,0; extrato de levedura 1,0; K,HPO, 1,0; MgSO4 . 7.H,O 0,5;
(NH4),SO4 1,0 (pH 7,0 £ 0,2). As solugdes de cada componente do meio foram

preparadas e autoclavadas, separadamente, a 120°C por 15 minutos
4.1.1.4 Padronizacéo do Inéculo de Zymomonas mobilis

Apo6s a pré-fermentagdo foi realizada a padronizacdo dos inoculos das cepas de
Zymomonas mobilis pela transferéncia de 10% (v/v) da cultura crescida no meio SSDL
para um meio novo de SSDL, ¢ incubados a 35°C durante 48 horas.
4.1.1.5 Fermentacgéo

As fermentagdes foram iniciadas pela transferéncia das culturas do meio SSDL
para o meio de SCHEREDER numa propor¢do de 10% (v/v) do volume inicial de
fermentagio. Essas culturas foram incubadas durante 24 horas a 35°C.
4.1.1.6 Enumeragéo das Culturas Padronizadas de Zymomonas mobilis

Uma aliquota de 0,5 mL de cada uma das culturas de Z. mobilis padronizadas foi

diluida de forma seriada de 10" a 10 em tubos contendo 4,5 mL de agua destilada e

esterilizada. Um mililitro de cada uma das dilui¢gdes foi incorporado a 9 mL de meio
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semi-solido de SSDL e vertidos sobre uma placa que ja contém 8 mL de meio sé6lido de
SSDL. As placas semeadas foram incubadas a 35°C, durante 72 horas. Apds incubagao,

foi realizada a enumeragao das unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

4.1.1.7 Teste de Pureza

As culturas foram crescidas em meio de Saboraud e Agar nutritivo (AN) para
verificar se ocorria o crescimento de fungos ou bactérias contaminantes,

respectivamente.

4.1.2. Avaliagdo da Tolerancia das Culturas de Zymomonas mobilis ao Acido

Cloridrico

A avaliagdo da tolerancia das culturas de Zymomonas mobilis foi determinada
segundo o método descrito por Jacobsen et al (1999), e esta esquematizada nas figuras
2*e 2B.

Para esta avaliagdo, o pH do meio liquido SSDL foi previamente ajustado com
acido cloridrico 1N. Desta forma, foi obtida uma série de tubos com meio SSDL com
valores de pH ajustados a 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0.

Dois mililitros das culturas de Z. mobilis contendo 10° a 10’ UFC/mL, foram
postos em contato por quatro horas com 14 mL do meio liquido de SSDL acidificado e
incubado por 4 horas a 35°C. Ap0s a incubagdo, uma aliquota de 0,5 mL de cada cultura
foi diluida seriadamente de 10" a 10”7 e um mililitro de cada uma das dilui¢des foi
incorporado a 9 mL de meio semi-s6lido de SSDL e vertidos sobre uma placa contendo
8 mL de meio solido de SSDL. As placas foram homogeneizadas, colocadas em
superficie plana até total solidifica¢do e incubadas a 35°C, durante 72 horas. A leitura
foi realizada pela enumeracao das unidades formadoras de colonias (UFC) de cada uma

das culturas de Z. mobilis.

4.1.3. Avaliacéo da Tolerancia das Culturas de Zymomonas mobilis a Bile Bovina

A tolerancia das culturas de Zymomonas mobilis a bile bovina foi determinada

pelo método descrito por Jacobsen et al. (1999), e estd esquematizada nas figuras 2A e

2B.
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A bile bovina foi pesada e solubilizada em agua destilada de modo a obter
solugdes com concentragdes de 40 %; 30 %; 20 %; 10 %; 5 %; 2,5 % e 1,25 % p/v.
Estas solugdes foram autoclavadas a 121°C, por 15 minutos. Um mililitro de cada uma
destas solugdes foi posto em contato, por quatro horas a 35°C, com 9mL de cada uma
das culturas de Zymomonas mobilis em meio liquido de SSDL.

Apds o contato, as culturas foram diluidas seriadamente de 10" a 107 ¢ um
mililitro de cada uma delas foi incorporado a 9mL do meio semi-sélido de SSDL. Em
seguida, este conteudo foi vertido sobre placas que continham 8mL do meio sélido de
SSDL. Estas placas foram incubadas a 35°C durante 72 horas. A leitura foi realizada

apos incubacdo, pela enumeracdo das UFC/mL de Zymomonas mobilis.

Cultura de
Zymomonas mobilis SSDL SSDL SCHREDER Teste de Puroeza
35°C / 48h 35°C / 48h 35°C / 48h AN/SAB (35°C/24h)

N

Enumeracéo
SSDL Incubacéo
o 45mL de
Acﬁg:cigo om 2%;32 E % H H H g E H,O estéril
PH 20 25 30 35 40 101 102 10% 104 105 10° 107
Diluigdes seriadas
SSDL + solugde Incubacéo
de bile (% p/v) por 4h ﬂ
a35°C
bile Determinagéo
40 30 20 10 05 025 0,125 das UFC/ mL

Figura 2A. Esquema da avaliago da tolerancia de Zymomonas mobilis ao

acido cloridrico e a bile bovina.
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Ap6s 4h de
incubacéo ::>
101 102 10% 10* 10° 10° 107
SSDL acidificado ou
com a solugéo de bile (% p/v) Diluic0es seriadas

+ in6culo U -y
Y

1 mL de cada diluicéo

E 9 mL de meio

semi-solido de SSDL

o O

35

45mL de
H,0 estéril

8 mL de meio
\ ' sélido de SSDL

Incubacéo
apos 72h
a35°C

0.0 .
( ooooo ) > Enumeracéo das

Figura 2B. Esquema da avalia¢do da tolerancia de Zymomonas mobilis ao

acido cloridrico e a bile bovina.

UFC/mL

4.2 Determinacdo da Viabilidade Celular de Zymomonas mobilis em Meio SSDL,

Acidificado e Contendo Bile Bovina

Para esta andlise foram escolhidas cinco cepas, as mais tolerantes ao acido

cloridrico e a bile bovina, isoladamente.
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A sobrevivéncia destas cepas foi avaliada apds contato com SSDL acidificado
(pH 2,5; 3,0; 4,0), acrescido de uma solucdo de concentracdo igual a 0,3 % (p/v) de bile.

Um mililitro das culturas padronizadas de Zymomonas mobilis foi incorporado a
9mL do meio liquido de SSDL acidificado, contendo bile bovina. Estas culturas foram
incubadas por 4 horas. Em intervalos regulares de 1 hora, aliquotas de 0,5 mL de cada
cepa de Zymomonas mobilis foram retiradas e diluidas seriadamente de 10" a 107, Um
mililitro de cada uma das diluig¢des, foi adicionado a 9mL de meio semi-solido de SSDL
e vertidos sobre uma placa contendo 8 mL do meio solido de SSDL. As placas foram
homogeneizadas e postas em superficie plana até total solidificagdo. Em seguida, as
placas foram incubadas a 35°C durante 72 horas. A leitura foi realizada pela

enumeracdo das coldnias viaveis de Zymomonas mobilis e expressa em log;(UFC/mL
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DA ACIDO TOLERANCIA

Os efeitos da tolerancia ao acido cloridrico sobre a viabilidade de treze cepas de
Zymomonas mobilis estdo representados na tabela 2 e 3 ¢ nas figuras 3, 4, 5 ¢ 6.

Todas as cepas de Zymomonas mobilis testadas foram sensiveis ao pH 2,0, apds
um contato por 4 horas.

Zymomonas mobilis CP4 foi a cepa mais sensivel ao pH 2,5, dentre as cepas
mais tolerantes a este pH. Uma diminui¢do de 5,75 logoUFC/mL =+ 0,28,
correspondente a 37,83 % da sua viabilidade celular inicial foi observada. A cepa mais
tolerante foi Z,94, a qual apresentou um percentual de sobrevivéncia de 71,73 % ,
correspondente a uma queda de 2,53 log,(UFC/mL + 0,1 do seu indculo original.
Apenas seis das treze cepas testadas, ou seja, cerca de 46 %, foram resistentes ao pH
2,5. Uma ordem crescente de tolerancia ao acido cloridrico foi estabelecida para as
cepas estudadas, assim: CP4 < 7,88 <Z,80 <Z;81 <Z;86 <Z,94.

Todas as cepas de Zymomonas mobilis foram tolerantes aos pH 3,0; 3,5 ¢ 4,0.

As cepas CP3 e Z;85 foram as mais sensiveis ao pH 3,0, com percentuais de
sobrevivéncia de 34,55 % e 40,80 % e diminui¢ao de 5,87 log;(UFC/mL * 0,46 ¢ 5,15
log;)UFC/mL * 0,063, respectivamente.

Zymomonas mobilis 7,86 foi a mais tolerante ao pH 3,5 com percentuais de
sobrevivéncia de 83,81 %.

Zymomonas mobilis Z;85 foi a mais sensivel ao pH 4,0, com um percentual de
sobrevivéncia equivalente a 59,65 % e um decréscimo de 3,51 log;(UFC/mL+ 0,05
quando comparado ao indculo original. Zymomonas mobilis Z;88 foi a cepa mais
resistentes ao pH 4 cujo decréscimo do indculo original foi de 0,67 log;(UFC/mL + 0,07
e percentual de sobrevivéncia de 92,93 %.

Estes resultados corroboram aos de Carvalho (2003), que avaliou previamente, o
perfil de tolerancia de cinco cepas de Zymomonas mobilis ( Z,80, 7,81, 7,88, 7597 e
CP1) ao acido cloridrico e verificou que 100 % delas também eram resistentes em pH

3.0.
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E conhecida a grande variabilidade da tolerancia de microrganismos probidticos
a ambientes de extrema acidez.

O’Sulivan (2001) e Tuomola et al., (2001) afirmaram que microorganismos
isolados durante o processo fermentativo, participam de uma pré-selecio de viabilidade,
pois, a presenca de acidos organicos e etanol servem como agentes inibidores e apenas
aquelas cepas verdadeiramente acido tolerantes serdo capazes de sobreviver neste
ambiente.

Ehrmann et al. (2002), em seu trabalho sobre a 4cido-tolerancia de cepas de
lactobacilos isoladas do trato intestinal de patos, relacionaram a anatomo-fisiologia
intestinal destes animais a sobrevivéncia de 100 % das cepas estudadas em valores pH
compreendidos entre 2,0 e 3,0.

Diversos sdo os trabalhos que descrevem o isolamento e determinam a
viabilidade de microrganismos probidticos, principalmente, dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Saccharomyces em ambientes acidificados. A varia¢do do tempo de
exposicado destes microorganismos a um pH écido influencia diretamente na viabilidade
celular e este parametro ¢ influenciado pelo microorganismo estudado ( PORCHART et
al., 1992; CHOU & WEIMER, 1999; JACOBSEN et al., 1999, DUNNE et al., 2001).

Esta conclusdo também ¢ aceita para bactérias lacticas formadoras de esporos
(Bacillus e Sporolactobacillus). Mesmo produzindo estruturas de resisténcia, os
esporos, Hyronimus et al.,(2000) observaram que a viabilidade de cepas de Bacillus ¢
Sporolactobacillus decrescia de 53 % ¢ 45 %, para o pH 2,5 e 3,0, respectivamente,

apos 6 horas de contato.
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Tabela 2. Percentual de viabilidade celular de Zymomonas mobilis em meio SSDL

acidificado com 4cido cloridrico 1N, apds 4 horas de contato ( % de células viaveis).

pH
Linhagens
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Zymomonas mobilis CP1 0 0 57,67% 73,15% 81,78%
Zymomonas mobilis CP2 0 0 71,81% 77,76% 78,24%
Zymomonas mobilis CP3 0 0 34,55% 81,21% 90,24%
Zymomonas mobilis CP4 0 37,83% 76,10% 82,81% 83,24%
Zymomonas mobilis Z,80 0 0 82,23% 85,91% 92,51%
Zymomonas mobilis Z,80 0 48,20% 75,89% 79,37% 88,87%
Zymomonas mobilis Z,81 0 57,715% 75,90% 82,72% 83,82%
Zymomonas mobilis Z,85 0 0 40,80% 51,72% 59,65%
Zymomonas mobilis Z,86 0 61,71% 83,81% 87,61% 90,40%
Zymomonas mobilis Z,88 0 50,10% 82,27% 82,17% 92,93%
Zymomonas mobilis Z,94 0 71,73% 72,73% 86,70% 87,93%
Zymomonas mobilis Z,97 0 0 79,20% 79,88% 82,61%
Zymomonas mobilis Z;97 0 0 71,58% 83,83% 88,54%
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Tabela 3: Diminuigdo da viabilidade celular de Zymomonas mobilis apds contato
durante 4 horas com meio SSDL acidificado. Expresso em log)y das unidades

formadoras de colonias por mililitro em fun¢do do tempo(h).

pH
Linhagens
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Zymomonas mobilis CP1 0 0 | 3,00+032 | 1,96+0,41 1,33£ 0,14
Zymomonas mobilis CP2 0 0| 2,37+022 | 1,87£0,31 1,83+ 0,15
Zymomonas mobilis CP3 0 0 5,871 0,46 2,14+ 0,50 1,38+ 0,1
Zymomonas mobilis CP4 0 | 575+028 | 2,21£0,26 | 1,59+£0,21 1,55£0,29
Zymomonas mobilis Z,80 0 0 1,4+0,27 1,11+ 0,25 0,59+ 0,41
Zymomonas mobilis Z,80 0 | 447+0,67 | 2,08£0,12 | 1,78+0,12 0,96+ 0,08
Zymomonas mobilis Z;81 0 | 3,84+0,07 | 2,19£0,26 1,57+ 0,33 1,47+ 0,27
Zymomonas mobilis Z;85 0 0 | 5,15+0,06 4,2+ 0,7 3,51£ 0,05
Zymomonas mobilis Z,86 0 | 3,43+0,13 1,45+ 0,48 | 1,11£0,56 0,86+ 0,21
Zymomonas mobilis Z,88 0 | 4,73£0,14 | 1,68£0,25 | 1,69+0,14 0,67+ 0,07
Zymomonas mobilis Z;94 0 2,53+0,1 2,44+ 0,1 1,19+ 0,19 1,08+ 0,02
Zymomonas mobilis Z,97 0 0 | 1,83+£0,19 | 1,77+ 0,04 1,53£ 0,09
Zymomonas mobilis Z;97 0 0| 1,81+0,28 | 1,03£0,77 0,73+ 0,44
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Figura 3. Tolerancia de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico. Cepas CP1, CP2, CP3

e CP4.
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Figura 4. Tolerancia de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico. Cepas Z180 e Z,80
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Figura 5. Tolerancia de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico. Cepas Z;81, Z,85,

7,86 ¢ Z,88.
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Figura 6. Tolerancia de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico. Cepas 7,94, Z,97 ¢

7397.
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5.2. AVALIACAO DA TOLERANCIA A BILE BOVINA

Os resultados obtidos sobre a viabilidade de treze cepas de Zymomonas mobilis
no que se refere a tolerancia a bile bovina estdo representados nas tabelas 4 ¢ 5 e nas
figuras 7, 8,9 ¢ 10.

Todas as cepas de Zymomonas mobilis cresceram em concentragdes de bile
bovina iguais ou inferiores a 0,5 % p/v.

Dentre as cepas estudadas, Zymomonas mobilis Z;97 ¢ CP2 apresentaram-se
como as mais sensiveis, cuja viabilidade celular foi observada apenas em concentragdes
iguais ou inferiores a 0,5 % p/v. Estas culturas apresentaram uma taxa de sobrevivéncia
de 39,71 % e 31,74 % , e decréscimo do indculo de 3,84 log;)UFC/mL + 0,33 e 5,74
logioUFC/mL + 0,02, respectivamente, para uma concentracao de bile no meio SSDL de
0,5% (p/v).

Zymomonas mobilis cepas Z,80, CP1 e CP3 sobreviveram em concentragdes
biliares iguais ou inferiores a 1 %, 2 % e 3 % p/v, respectivamente.

A cepa Z,80 foi sensivel a concentragdes superiores a 1 % p/v de bile bovina,
apresentando um percentual de sobrevivéncia de 37,07 % e diminuigdo de 5,43
log;)UFC/mL + 0,27.

Zymomonas mobilis cepa CP1 apresentou crescimento apenas a partir da
concentragdo biliar de 2 % p/v com 35,61 % de sobrevivéncia e diminui¢ao de 4,7
logiyUFC/mL + 0,1. Enquanto que, Zymomonas mobilis cepa CP3 apresentou
crescimento a partir da concentracdo biliar de 3%p/v, com sobrevivéncia de 28,53 % e
diminuicao do seu inoculo inicial de 6,41 log;(UFC/mL + 0,37.

A partir dos resultados obtidos foi criada uma ordem decrescente para classificar
as cepas de Zymomonas mobilis quanto a sua sensibilidade a concentragdo de bile
bovina de 4 % p/v: 2,88 <Z,97 <Z,85 <Z,86 <Z,94 <CP4<Z,81 <Z,80.

A cepa Z,88 foi a mais sensivel, apresentando percentual de sobrevivéncia de
34,49 % e reducdo de 6,21 log;)UFC/mL + 0,38, enquanto que a cepa Z;80 mostrou a
maior tolerancia dentre as cepas testadas com sobrevivéncia de 70,98 %, com
diminuigdo equivalente a 2,24 log;o(UFC/mL + 0,29.

O estudo da tolerancia a bile de cepas de Zymomonas mobilis revelou que
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61,53 % destas foram tolerantes a concentragdes inferiores ou iguais a 4 % p/v de bile
bovina.

A sobrevivéncia destes microrganismos a bile bovina nos habilita classificar
estas cepas como de alto grau de tolerancia, principalmente quando comparamos nossos
resultados aos trabalhos realizados por Jacobsen et al., (1999), Ehrmann et al., (2002) e
Dunne et al., (2001), nos quais a tolerancia a bile dos microrganismos estudados situou-
se em torno de 0,3 % p/v.

Estes resultados ndo corroboram aos de Torres et al.(2003), que observou uma
tolerancia de Zymomonas mobilis CP1 a concentragdes iguais ou inferiores a 0,125%
p/v de bile bovina, apds incubagdao por 72 horas. O tempo de contato influenciou
diretamente na tolerancia quando comparamos os resultados.

A tolerancia a bile ¢ uma importante caracteristica para a selecdo de
microrganismos probidticos como lactobacilos, microorganismos que sobrevivem e

crescem no trato intestinal ( JIN et al.,1998).
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Tabela 4. Percentual de viabilidade celular de Zymomonas mobilis apos 4 horas de

contato com diferentes concentragdes de bile bovina (p/v) em meio SSDL ( % de células

viaveis).

Linhagens
Concentracdes de bile

4% 3% 2% 1% 0,5% 0,25% 0,125%
Zymomonas mobilis CP1 0 0 35,61% 43,56% 4547% | 54,38% 71,78%
Zymomonas mobilis CP2 0 0 0 0 31,74% | 48,51% 49,46%
Zymomonas mobilis CP3 0 28,53% 34,22% 38,01% 44,59% 49,94% 50,72%
Zymomonas mobilis CP4 49,83% 49,94% 50,05% 52,43% 52,75% 89,94% 93,72%
Zymomonas mobilis Z,80 70,98% 77,20% 78,88% 81,21% 80,31% 91,19% 93,39%
Zymomonas mobilis Z,80 0 0 0 37,07% 40,09% 75,78% 79,95%
Zymomonas mobilis Z;81 63,47% 64,24% 68,31% 75,35% 77,22% | 80,74% 91,41%
Zymomonas mobilis Z,85 41,70% 52,87% 52,98% 54,02% 59,88% 75,17% 75,74%
Zymomonas mobilis Z,86 46,42% 49,33% 49,77% 54,91% 60,93 76,33% 83,14%
Zymomonas mobilis Z,88 34,49% 42,93% 41,98% 52,21% 58,96% 81,96% 87,86%
Zymomonas mobilis 2,94 47,37% 48,93% 61,22% 73,63% 71,95% | 86,70% 87,70%
Zymomonas mobilis Z,97 37,84% 38,63 39,20% 39,20 46,36 69,88% 72,38%
Zymomonas mobilis Z;97 0 0 0 0 39,71% | 70,17% 82,26%
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Tabela 5. Diminui¢do da viabilidade celular de Zymomonas mobilis apds contato

durante 4 horas com meio SSDL contendo diferentes concentragdes de bile bovina. .

Expresso em log;o das unidades formadoras de colonias por mililitro em fungdo do

tempo(h).

Linhagens

Concentracdes de bile bovina

4% 3% 2% 1% 0,5% 0,25% 0,125%
Zymomonas mobilis CP1 0 0 47+0,1  |4,124025 |3,98+0,02 |3,33+0,02 |2,06+0,1
Zymomonas mobilis CP2 0 0 0 0 5,74 +0,02 | 4,33 +0,37 | 4,25 +0,14
Zymomonas mobilis CP3 0 6,41 £0,37 [5,9+0,1 5+0,1 441401 |3,93+0,33 |3,86+0,12
Zymomonas mobilis CP4 4,64 £0,13 | 4,63 £0,55 | 4,62 £0,19 |4,4+£0,25 |4,37+0,26 | 0,93 £0,24 | 0,58 0,12
Zymomonas mobilis Z,80 2,24 4+0,29 | 1,76 0,15 | 1,63 £0,33 | 1,45+0,19 | 1,52 +0,43 | 0,68 +0,19 | 0,51 +0,35
Zymomonas mobilis Z,80 0 0 0 5,43 £0,27 |5,17 £0,36 |2,09 0,03 | 1,73 +0,01
Zymomonas mobilis Z,81 3,32 £0,28 |3,25+0,21 |2,88 0,15 |2,24+0,41 |2,07 0,21 |1,75+0,36 |0,78 £0,34
Zymomonas mobilis Z,85 5,08 £0,45 | 4,1 £0,1 4,09 £0,12 {4£0,23 3,49 £0,28 | 2,16 £0,22 | 2,11 0,08
Zymomonas mobilis Z,86 48+0,09 |4,54+0,14 [4,5+0,14 |4,04+0,27 |3,5+043 |2,12+0,30 | 1,51 +0,4
Zymomonas mobilis Z,88 6,21 £0,38 | 5,41+0,007 | 5,5+ 0,37 |4,53£0,45 |3,89£0,07 | 1,71 £0,43 | 1,15 £0,19
Zymomonas mobilis Z,94 4,71 £0,21 | 4,57 0,30 | 3,47 40,16 |2,36 +0,06 |2,51 0,38 | 1,19 40,07 | 1,1+0,15
Zymomonas mobilis Z,97 5,47 £0,04 | 5,4+£0,42 |5,35+0,21 |5,35+0,21 | 4,72 £0,12 | 2,66 £0,02 | 2,43 +0,19
Zymomonas mobilis Z397 0 0 0 0 3,84 +0,33 |2,06+0,1 |1,1340,24
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Figura 7. Tolerancia a bile bovina de Zymomonas mobilis. Cepas CP1, CP2, CP3 ¢
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Figura 8. Tolerancia a bile bovina de Zymomonas mobilis. Cepas Z,80 e Z,80.
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7397.
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5.3. AVALIACAO DA TOLERANCIA DAS CULTURAS DE Zymomonas mobilis
AO ACIDO CLORIDRICO E A BILE BOVINA ASSOCIADOS

Baseado nos resultados anteriormente citados referentes a tolerdncia ao acido
cloridrico ¢ a bile bovina foram selecionadas cinco cepas de Zymomonas mobilis, as
mais resistentes (CP4, 72,94, 7,80, Z,81, Z,85, Z,86, Z,88 e Z,80), para avaliacdo do
crescimento em meio de SSDL acidificado pH 2,5; 3,0 e 4,0, contendo uma
concentragdo final de 0,3 % p/v de bile bovina.

As tabelas 6,7,8,9, 10 e 11 e as figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18, mostram
os resultados obtidos para a viabilidade celular das cepas CP4, Z,94, 7,80, 72,81, Z,85,
7,86, 7,88 e Z,80, expresso pela quantificacio das unidades formadoras de
colonias/mL ao longo de 4 horas de incubacao.

As cepas Z;81 e Z,85 foram sensiveis as associagdes meio SSDL pH 2,5 + 0,3 %
p/v de bile e meio SSDL pH 3,0 + 0,3 % p/v de bile (Tabelas 6 e 7, Figuras 13 e 14).

Todas as cepas de Zymomonas mobilis sobreviveram a associagdo do meio
SSDL pH 4,0 com 0,3 % p/v de bile bovina. Nestas condi¢des, a cepa Z;94 apresentou o
maior percentual de sobrevivéncia e diminui¢do do inéculo inicial de 1,14 log;(UFC/mL
+ 0,1. Zymomonas mobilis Z;85 mostrou-se¢ a mais sensivel a esta associagdo, cujo
percentual de sobrevivéncia e diminuicdo do indculo foram de 70,02 % e 2,74
logioUFC/mL + 0,17, respectivamente (Tabelas 10 e 11; Figuras 15 e14).

Muitos autores tém comprovado que as variagdes existentes na habilidade de
lactobacilos de crescerem em presenca de acido cloridrico e sais biliares, estdo
provavelmente relacionadas a propriedades intrinsecas das bactérias ( BERRADA et al.,
1991; PORCHART et al., 1992; IBRAHIM & BEZKOROVAINY, 1993; CLARK &
MARTIN, 1994; LIAN et al., 2003; HYRONINUS et al., 2000).

Para a associagdo do meio SSDL pH 2,5 com 0,3 % p/v de bile bovina,
Zymomonas mobilis Z,80 foi sensivel, mas tolerante a SSDL pH 3,0 com 0,3 % p/v de
bile bovina, dentre as cepas estudadas. Na primeira hora de contato com esta associagao
um percentual de sobrevivéncia desta cepa equivalente a 64,41 % foi observado. Apos
quatro horas de contato ndo houve mudanca significativa (p < 0,05) deste percentual

(Tabelas 6 e 7; Figura 12).
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A cepa Z,194 apo6s contato por 3 horas com meio SSDL pH 2,5 com 0,3 % p/v de
bile bovina, apresentou um decréscimo do indculo inicial de 6,04 log;(UFC/mL + 0,15,
correspondendo a 34,63 % de viabilidade celular. Esta cepa foi tolerante as associagdes
SSDL pH 3,0 ou 4,0 com 0,3 % p/v de bile bovina cujas redugdes do inéculo inicial na
primeira hora de contato foi de 4,01 log;(UFC/mL + 0,36 e de 2,74 log;(UFC/mL +
0,13 respectivamente (Tabelas 6, 7, 8, 9, 10, e 11; Figura 15).

Apods 2 horas de contato com o meio SSDL pH 4,0 com 0,3 % p/v de bile
bovina, Zymomonas mobilis Z;94 mostrou uma adaptagdo ao meio visualizada através
de um recrescimento que atingiu valores de 1,14 log;)UFC/mL + 0,1 apo6s 4 horas de
contato. Este mesmo perfil foi observado com a associacdo SSDL pH 3,0 contendo
0,3% p/v de bile bovina cujo recrescimento foi visualizado apds 2 horas de contato, da
ordem de 3,68 log;(UFC/mL + 0,23 ( Tabela 8, 9, 10 e 11; Figura 15).

A cepa Z;86 apresentou na primeira hora de contato com o meio SSDL pH 2,5
com 0,3% p/v de bile bovina uma diminui¢do do indculo inicial de 7,1 + 0,1
logio)UFC/mL, que corresponde a um percentual de 24,78% de viabilidade celular. Apds
2 horas de contato ndo houve aparecimento de células vidveis o que se manteve apos 3 e
4 horas (tabelas 6 e 7; Figura 17).

Zymomonas mobilis Z;88 apds contato com o meio SSDL pH 2,5 com 0,3% p/v
de bile bovina apresentou na primeira hora uma diminui¢do do inoculo inicial de 6,15 +
0,1 log;oUFC/mL e 35,26% de viabilidade celular que se manteve ap6s 4 horas. Esta
cepa foi tolerante as associagdes SSDL pH 3,0 ou 4,0 com 0,3 % p/v de bile bovina
cujas redugdes do indculo inicial na primeira hora de contato foi de 4,11 log;(UFC/mL
+ 0,1 e de 3,27 log;)UFC/mL + 0,1 respectivamente (Tabelas 9 e 11; Figura 15).

Para a associagdo do meio SSDL pH 2,5 com 0,3 % p/v de bile bovina,
Zymomonas mobilis Z,80 foi sensivel, mas tolerante. Na primeira hora de contato com
esta associacdo um percentual de sobrevivéncia desta cepa equivalente a 48,51 % foi
observado. Apos quatro horas de contato ndo houve mudancga significativa (p < 0,05)
deste percentual (Tabelas 6 e 7; Figura 18). Esta cepa foi tolerante as associagdes SSDL
pH 3,0 ou 4,0 com 0,3 % p/v de bile bovina cujas redugdes do in6culo inicial na
primeira hora de contato foi de 4,85 log;(UFC/mL + 0,1 e de 2,98 log;gUFC/mL + 0,1
respectivamente (Tabelas 6, 7, 8, 9, 10, e 11; Figura 18).

Estudos correlacionam a tolerancia de Zymomonas mobilis a altos niveis de

etanol durante o processo fermentativo, a presenga de hopandides e do acido cis-
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vac€nico na membrana celular, os quais protegem a bactéria dos efeitos toxicos do
etanol e da presenca de acidos organicos (BRINGER et al., 1985; HERMANS et al.,
1991; SCHIMIDT et al., 1986, MOREAU et al., 1997). Este ou um mecanismo analogo
pode estar relacionado com a tolerancia de Zymomonas mobilis ao acido cloridrico
encontrada no presente estudo.

Todas as cepas de Zymomonas mobilis estudadas foram isoladas de fermentagéo
alcodlica. Possivelmente estas cepas foram pré selecionadas durante a fermentacdo,
justificando assim, o crescimento em pH acido.

Zymomonas mobilis CP4 apds contato por uma hora com meio SSDL pH 2,5 +
0,3 % p/v de bile bovina apresentou um decréscimo do inoculo inicial de 6,0
logio)UFC/mL + 0,1, correspondendo a 36,64 % de viabilidade celular. A partir de 3
horas de contato com esta associacdo, a cepa CP4 mostrou um percentual de
sobrevivéncia equivalente a 33,26 % com redugdo do indéculo inicial de 6,32
log)UFC/mL + 0,21 o qual foi mantido, demonstrando assim que a cepa estava se
adaptando as condi¢des do meio ( Tabelas 6 e 7; Figura 11). Para as associa¢des pH 3,0
e pH 4,0 + 0,3 0 % p/v de bile bovina apds uma hora de contato, houve um decréscimo
do in6culo inicial de 4,47 log, o UFC/mL £+ 0,1 e 2,99 log(UFC/mL =+ 0,19
respectivamente. Apos 4 horas de contato, visualizamos um recrescimento com valores
de 2,69 log;)UFC/mL + 0,1 e 2,73 log;)UFC/mL + 0,01, respectivamente(Tabelas 8, 9,
10 e 11; Figura 11).

No trabalho desenvolvido por Yablonsky et al. (1988) foi analisado o perfil
plasmidico das linhagens de Zymomonas mobilis do grupo CP, e concluido que CPI,
CP2 e CP3 sao idénticas a CP4. Entretanto esta semelhanga ndo influenciou a tolerancia
destas linhagens ao acido cloridrico e a bile bovina, uma vez que, resultados distintos
foram obtidos.

Hipoteses acerca destas variagdes em linhagens de Zymomonas mobilis foram
publicadas por Skotonick et al., (1981), Warr et al., (1984) e Yablonsk et al. (1988), e
justificadas por modificagdes do contetido gendmico plasmidial por delecdo, rearranjo
ou mutagénese.

As cepas CP4 e Z,94 apresentaram um recrescimento provavelmente
relacionado ao surgimento de uma nova populacdo, cujas variantes foram selecionadas

durante a exposi¢ao ao acido cloridrico e a bile bovina.
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Estes resultados corroboram aos de Chou, & Weimer (1999), que observaram
uma grande variabilidade na sobrevivéncia de linhagens mutantes de lactobacilos
tolerantes ao acido e a bile quando relacionadas as linhagens parentais.

Processos tecnoldgicos, como a microencapsulagdo visam proteger a célula
microbiana contra ambientes hostis e sdo experiéncias de sucesso (KHALIL &
MANSUR, 1998; LEE & HEO, 2000).

Lian et al., (2003), microencapsulou células de Bifidobacterium obtendo
resultados positivos quando comparado as células ndo encapsuladas postas em meio
contendo suco gastrico pH 2,0 ou em meio contendo 2,0 % p/v de bile bovina.

O processo da microencapsulagao melhora a sobrevivéncia do microorganismo
durante a passagem através do estomago facilitando assim, a sua coloniza¢do no
intestino, e seria uma alternativa para os microorganismos pouco tolerantes as condi¢des

estudadas.

Tabela 6. Percentual de viabilidade celular de Zymomonas mobilis apds contato
com Meio SSDL pH 2,5 contendo 0,3 % p/v de bile bovina.

Linhagens Tempo de exposi¢do (h)

1 2 3 4
Zymomonas mobilis CP4 36,64% 35,37% 33,26% 33,26%
Zymomonas mobilis Z,94 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z;80 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z;,81 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,85 29,11% 23,80% 0 0
Zymomonas mobilis Z,86 24,78% 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,88 35,26% 34% 34,73% 31,57%
Zymomonas mobilis Z,80 31,42% 27,17% 25,26% 24,20%
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Tabela 7. Diminui¢do da viabilidade celular de Zymomonas mobilis apds contato com

Meio SSDL pH 2,5 contendo 0,3 % p/v de bile bovina.

Linhagens Tempo de exposicéo (h)

1 2 3 4
Zymomonas mobilis CP4 6,0+0,1 6,12+0,38 6,32+0,21 6,32+0,21
Zymomonas mobilis Z;94 5,55+0,1 6,04+0,15 0 0
Zymomonas mobilis Z;80 0 0 0 0
Zymomonas mobilis 7,81 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,85 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,86 7,1£0,1 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,88 6,15+0,1 6,27+0,1 6,2+0,1 6,5+0,1
Zymomonas mobilis Z,80 6,46+0,1 6,86+0,1 7,04+0,1 7,14+0,1

Os valores estdo representados pela diminui¢do do indculo bacteriano expresso em logig

em func¢do do tempo expresso em horas.

Tabela 8. Percentual da viabilidade celular de Zymomonas mobilis apds contato

com Meio SSDL pH 3,0 contendo 0,3 % p/v de bile bovina.

Linhagens Tempo de exposicéo (horas)

1 2 3 4
Zymomonas mobilis CP4 52,79% 60,50% 64,94% 71,59%
Zymomonas mobilis Z,94 56,60% 60,17% 64,93% 63,85%
Zymomonas mobilis ;80 64,41% 63,20% 60,31% 62,12%
Zymomonas mobilis Z,81 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,85 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,86 46,50% 45,55% 46,39% 46,61%
Zymomonas mobilis Z,88 56,73% 55,78% 56,10% 55,26%
Zymomonas mobilis Z,80 48,51% 47,66% 46,49% 42,46%
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Tabela 9. Diminuigdo da viabilidade celular de Zymomonas mobilis apos contato
com Meio SSDL pH 3,0 contendo 0,3 % p/v de bile bovina.
Linhagens Tempo de exposi¢do (h)

1 2 3 4
Zymomonas mobilis CP4 4,47+0,1 3,74+0,05 3,3240,21 2,69+0,1
Zymomonas mobilis Z;94 4,01+0,36 3,68+0,23 3,24+0,1 3,34+0,03
Zymomonas mobilis Z,80 2,95+0,48 3,05+0,34 3,29+40,1 3,14+0,21
Zymomonas mobilis 7,81 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,85 0 0 0 0
Zymomonas mobilis Z,86 5,05+0,1 5,14+0,1 5,06+0,1 5,04+0,1
Zymomonas mobilis Z,88 4,11+0,1 4,20+0,1 4,17+0,1 4,25+0,1
Zymomonas mobilis Z,80 4,85+0,1 4,93+0,1 5,04+0,1 5,42+0,1

Os valores estdo representados pela diminui¢do do indculo bacteriano expresso em logig

em func¢do do tempo expresso em horas.

Tabela 10. Percentual de viabilidade celular de Zymomonas mobilis apds contato

com Meio SSDL pH 4,0 contendo 0,3 % p/v de bile bovina.

Linhagens Tempo de exposicdo (h)
1 2 3 4
Zymomonas mobilis CP4 68,42% 64,94% 63,35% 71,17%
Zymomonas mobilis Z,94 70,34% 64,93% 86,58% 87,66%
Zymomonas mobilis Z;80 68,51% 74,06% 72,37% 75,15%
Zymomonas mobilis Z,81 67,28% 67,83% 69,47% 70,02%
Zymomonas mobilis Z,85 62,13% 70,33% 70,33% 70,33%
Zymomonas mobilis Z,86 72,45% 69,80% 70,02% 70,97%
Zymomonas mobilis Z,88 65,57% 64,73% 63,15% 63,15%
Zymomonas mobilis Z,80 68,36% 67,30% 64,33% 66,34%




CAVALCANTLK.P.S. Caracterizagao de Treze Cepas de Zymomonas mobilis... 55
Tabela 11. Diminui¢ao da viabilidade celular de Zymomonas mobilis apés contato
com Meio SSDL pH 4,0 contendo 0,3 % p/v de bile bovina.

Linhagens Tempo de exposicéo (h)

1 2 3 4

Zymomonas mobilis CP4 2,99+0,19 3,32+0,21 3,47+0,1 2,73+0,01
Zymomonas mobilis Z;94 2,74+0,13 3,2440,1 1,24+0,1 1,14+0,1
Zymomonas mobilis Z,80 2,61+0,30 2,15+0,1 2,29+0,1 2,06+£0,33
Zymomonas mobilis Z,81 2,99+0,21 2,94+0,17 2,79+0,09 2,74+0,17
Zymomonas mobilis Z,85 3,23+0,1 2,53+0,1 2,53+0,1 2,53+0,1
Zymomonas mobilis Z,86 2,6+0,1 2,85+0,1 2,83+0,1 2,74+0,1
Zymomonas mobilis Z,88 3,27+0,1 3,35+0,1 3,5+0,1 3,5+0,1
Zymomonas mobilis Z,80 2,98+0,1 3,08+0,1 3,36+0,1 3,17+0,1

Os valores estdo representados pela diminui¢do do indculo bacteriano expresso em logig

em fung¢do do tempo expresso em horas.

LOG,,UFC/mL
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pH 4,0 +0,3% BILE
pH 3,0 +0,3% BILE
—+—pH2,5+0,3%BILE

Figura 11. Avaliagao da tolerancia de Zymomonas mobilis CP4 em diferentes

valores de pH com bile bovina.
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Figura 12. Avaliagdo da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z;80.
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Figura 13. Avaliagao da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z;81.
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Figura 14. Avaliagdo da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z;85.
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Figura 15. Avaliagdo da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z,94.
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Figura 16. Avaliagdo da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z,88.
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Figura 17. Avaliagdo da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z,86.
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Figura 18. Avaliacdo da tolerancia de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH
com bile bovina Cepa Z,80.
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6. CONCLUSOES

Ap0s este estudo podemos concluir que:

e Cepas de Zymomonas mobilis tolerantes ao acido cloridrico ¢ a bile

bovina foram selecionadas;

e Destas cepas, 100% foram tolerantes a pH > 3,0:

e Zymomonas mobilis Z;94 mostrou ser a mais tolerante sobrevivendo em

meio SSDL pH 2,5.

e (erca de 84,61% sobreviveram em concentragdes biliares iguais ou

inferiores a 1%;

¢ (Quando associado, o meio SSDL acidificado com bile bovina, todas as
cepas de Zymomonas mobilis tiveram a viabilidade diminuidas, exceto quando o pH
foi > 3,0.

o As cepas CP4, 7,94, 7,88 e Z,80 se mostraram as mais tolerantes as

associagdes de SSDL pH 2,5; 3,0 e 4,0 com 0,3% p/v de bile bovina.
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