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Sumario: As reagdes de oxidacdo ocorrem normalmente nas células e produzem radicais
livres que reagem com importantes moléculas presentes nas células danificando-as e
gerando sérias patologias. Os antioxidantes sdo moléculas responsaveis por combater esses
radicais livres retardando as reacdes de oxidacdo. Nesse contexto, surgem os probioticos,
que sdo micro-organismos Vvivos gque, administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro. Os probioticos tém sido amplamente utilizados na
indUstria alimenticia e em produtos farmacéuticos. Recentes pesquisas tém por objetivo a
busca por moléculas de origem natural com caracteristicas antioxidantes. Produtos do
metabolismo de microrganismos probidticos sdo reconhecidos cientificamente por
possuirem atividade antioxidante. Diante deste relato, o presente trabalho objetivou a
determinacéo da atividade antioxidante de culturas de dez cepas de lactobacilos isoladas de
alimentos e medicamentos. Os lactobacilos foram cultivados em meio de Man Rogosa e
Sharp suplementado ou ndo com 0,5% de acido linoleico. Ap6s uma incubacgdo por 48
horas essas culturas foram centrifugadas e filtradas para obter um caldo fermentado isento
de células e estéril. A atividade antioxidante foi realizada pelo método do DPPH com
modificagdes. Quando os resultados da atividades antioxidantes obtidas para o grupo teste
foram comparadas aquelas obtidas para o grupo controle (MRS) foi verificado que a
fermentacdo do meio MRS contendo 0,5% acido linoleico pelos lactobacilos, aumenta
significativamente esta atividade (p<0,05) e n&do foi verificada correlacdo entre os
resultados obtidos para o grupo controle comparado grupo teste (R®> =0,080). Todas as
espécies de lactobacilos, cultivadas em meio MRS suplementado com acido linoleico a
0,5% apresentaram uma forte atividade antioxidante. Quando comparadas ao controle esta
atividade foi superior a 90%. Os metabolitos oriundos da fermentacdo do meio MRS e do
acido linoleico provavelmente sdo os responsaveis por essa atividade.
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INTRODUCAO
As espécies reativas de oxigénio sdo um paradoxo em biologia. Elas previnem doencas por
ativar o sistema imunolégico, medeiam a sinalizacdo celular e desempenham um papel
fundamental na apoptose mas por outro lado, podem danificar importantes moléculas em
suas funcbes benéficas nas celulas e apresentam um papel na carcinogénese, doencas
cardiovasculares, diabetes dentre outras (MISHRA et al., 2015). Os antioxidantes séo as
substancias responsaveis por combater essas espécies reativas de oxigénio (EROS), pois
retardam a velocidade da oxidagdo. Isso pode acontecer pela inibicdo desses radicais e
também pela reacdo com metais. Indmeras pesquisas com probidticos estdo sendo
realizadas objetivando a busca por antioxidantes naturais e seguros para administracdo a
humanos, protegendo assim o corpo contra os radicais livres e retardando o aparecimento e
evolucdo de doencas cronico/ degenerativas (MISHRA et al., 2015). Os probidticos
ganharam destaque neste contexto, muito embora sua maior importancia esteja na
manutencdo do equilibrio da microbiota humana. O termo probiotico refere-se a micro



%] XXIIl CONIC
s34 VII CONITI
IV ENIC

organismos vivos que, administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
salde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001).

Os probidticos exercem sua atividade através da reducdo do pH intestinal, producao
de substancias com atividade antimicrobiana, tais como acidos organicos (latico, acético,
propibnico, butirico), peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (bifidocina, reutericina,
mutacina, nisina) producdo de lactase, modulacdo do sistema imunoldgico, competicdo
com micro-organismos patogénicos por nutrientes, por fatores de crescimento e por
receptores membranares de suas adesinas ( MALDONADO et al, 2011; O’SHEA et al.,
2011). Os micro-organismos probidticos tém sido fundamentais na industria farmacéutica
e de alimentos funcionais, como: iogurtes, queijos, leites, sorvetes e quefir e 0 género
Lactobacillus o mais estudado (BAUGHER; KLAENHAMMER, 2011). Diante desse
relato, este trabalho teve por objetivo determinar a atividade antioxidante do caldo
fermentado oriundo da cultura de diferentes espécies de lactobacilos.

MATERIAIS E METODOS

Para este estudo foram utilizadas cinco linhagens de Lactobacillus isoladas do
quefir artesanal e cinco linhagens isoladas de alimentos ou medicamentos a saber:
Lactobacillus plantarum(n=5) Lactobacillus paracasei (n=3), Lactobacillus pentosus(n=1)
e Lactobacillus rhamnosus(n=1). Culturas em MRS e em MRS suplementado com o &cido
linoleico foram utilizadas nesse experimento. Estas culturas foram incubadas sob
anaerobiose a 37°C. Aliguotas de cada uma destas culturas foram recolhidas ap6s 48 horas
de incubagdo para a determinagdo da atividade antioxidante. A capacidade dos caldos
fermentados de lactobacilos em capturar o radical livre DPPH foi determinada utilizando
metodologia descrita por LI et al., 2012 com algumas modificagdes. As andlises foram
realizadas em triplicatas e o percentual da atividade antioxidante foi calculado utilizando a
seguinte equacdo: Atividade Antioxidante (%) = [1 — Abs da amostra — Abs do controle/
Abs controle] x 100.

RESULTADOS

Os resultados da atividade antioxidante das culturas das dez cepas lactobacilos apds
centrifugacdo e filtracdo do sobrenadante estdo apresentados nas figuras 1 e 2.

Quando os resultados da atividades antioxidantes do grupo teste foram comparadas
ao grupo controle (MRS) foi verificado que a fermentacdo do meio MRS contendo 0,5%
acido linoleico pelos lactobacilos, aumenta significativamente esta atividade (p<0,05) e
que ndo foi verificada correlagcdo entre os resultados obtidos para o grupo controle
comparado ao grupo teste (R* =0,080). Estes resultados corroboram as publicacdes de
varios autores, muito embora a atividade descrita nestes trabalhos estdo em torno de 50% e
inferiores as encontradas no presente estudo que foram superiores a 95% (LI et al., 2012;
WU et al., 2014). Essa atividade antioxidante provavelmente deve-se aos metabolitos
secundarios produzidos pelas diferentes espécies de lactobacilos cultivados no meio
MRS+acido linoleico, entretanto a origem desta atividade ainda ndo foi totalmente
esclarecida.
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Figura 1: Atividade antioxidante das culturas de lactobacilos em meio de Man Rogosa e
Sharp (MRS).
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Figura 2: Atividade antioxidante da cultura de lactobacilos em meio de Man Rogosa e
Sharp suplementado com &cido linoleico 0,5%.

Wu et al. 2014 estudaram a atividade antioxidante e mais especificamente a
reducdo do anion superdxido por cultivos de Lactobacillus delbrueckii e verificaram que
esta atividade esta ligada a producdo de moléculas secretadas muito mais do que aquelas
presentes em suas celulas ou lisados celulares. A comprovacao desses autores corroboram
a nossa observacdo que ao utilizar o caldo MRS fermentado e isento de células verificamos
forte atividade antioxidante. As culturas de lactobacilos em meio MRS suplementado com
o acido linoleico poderdo gerar moléculas com propriedades antioxidantes semelhantes as
encontradas por O’SHEA et al., 2011. Esses pesquisadores observaram que bactérias acido
laticas, principalmente do género Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e
Pediococcus possuem a capacidade de biossintetizar o Acido Linoleico Conjugado (CLA)
a partir do acido linoleico contido no meio de cultura. Esta moléculas tém varias
propriedades farmacoldgicas dentre as quais anticancerigena, antiobesidade, anti-
inflamatoria e antioxidante (O’SHEA et al., 2011). Diante desta afirmativa podemos supor
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que os lactobacilos utilizados na pesquisa em tela, poderdo ter biossintetizado o CLA e que
esta molécula associada a outras de natureza desconhecida sdo responsaveis pela atividade
antioxidante presente no caldo fermentado. Uma outra hipdtese sobre a forte atividade
antioxidante encontrada neste estudo é que a presenca do tween 80 no meio MRS poderia
gerar também metabdlitos com atividade antioxidante. Pérez-Rosés et al 2015 mostraram
que o tween 80 em concentragdes usualmente utilizadas em ensaios experimentais possuli
atividade sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) em leucocitos
humanos e um efeito sobre a biossintese de mieloperoxidase. Apesar da atividade inibitoria
do Tween 80 sobre a producdo das EROS, esses autores ndo correlacionaram essa
atividade, a capacidade de eliminacdo de radicais livres mas atribuiram a algum tipo de
interacdo biologica. Seguindo este raciocinio, Mishra et al., 2015 em uma revisao
sistematica relatou que algumas cepas de microrganismos probidticos tém a capacidade de
aumentar a atividade de certas enzimas antioxidantes como glutationa-S-transferase,
glutationa redutase o que determina a diferenca entre os microrganismos em relagéo a sua
atividade antioxidante mas o mecanismo completo deste processo ainda nao esta
totalmente esclarecido

CONCLUSOES

Todas as espécies de lactobacilos, cultivadas em meio MRS suplementado com
acido linoleico a 0,5% apresentaram uma forte atividade antioxidante. Quando comparadas
ao controle esta atividade foi superior a 90%.

Os metabolitos oriundos da fermentacdo do meio MRS e do &cido linoleico sdo o0s
responsaveis por essa atividade.

Estudos posteriores determinardo a natureza quimica desses compostos com
atividade antioxidante.
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