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RESUMO
MACHADO, Joseane Castanheira. Potencial probiético e aspectos de seguranga de
bactérias acido-laticas isoladas de kefir e de kombucha. 2021. 68f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-Graduagao em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Pesquisas cientificas recentes tém revelado um crescente e notdrio interesse mundial pelo
consumo de produtos benéficos a saude. Nessa perspectiva, os probidticos tém ganhado
uma grande visibilidade, por serem micro-organismos vivos que, ao serem ingeridos em
quantidades adequadas, trazem beneficios a saude do consumidor. Uma variedade de
micro-organismos com potencial tecnologico e até mesmo probidtico, podem estar
presentes em bebidas como o kefir e a kombucha. Assim, o consumo destes, pode
favorecer a saude humana, e consequentemente, tém sido objeto de estudo. Desta forma,
objetivou-se no presente estudo caracterizar isolados de bactérias acido-lacticas (BAL)
oriundas de kefir e de kombucha, quanto aos aspectos de seguranga in vitro, avaliar o
potencial tecnoldgico e probidtico dos isolados. Foi realizada a caracterizagao dos isolados,
com testes de coloragdo de Gram, presenca de catalase e morfologia. Apds, foi avaliado
aspectos de seguranga por meio da atividade das enzimas gelatinase, DNAse, hemolisina e
susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico. As propriedades tecnoldgicas, foram
verificadas por meio da atividade antimicrobiana frente a micro-organismos patogénicos
pelo método de difusdo em pocgos, producao de fermentagdo de glicose, determinagéo da
capacidade antioxidante pelo método de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e reagao ao acido tiobarbiturico (TBARS). Para analisar o potencial probiético
foram realizadas analises de autoagregacao, coagregacao e hidrofobicidade, tolerancia as
condi¢des do trato gastrointestinal simulada, tolerancia a diferentes concentracdes acidas e
tolerancia aos sais biliares. Ainda, foi realizado ensaio de citotoxicidade empregando o
método MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio], utilizando linhagens de células
VERO. De acordo com os resultados obtidos, dos oito (n=8) isolados caracterizados
pertencentes ao grupo de BAL (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 e KAC), cinco (n=5) apresentam
morfologia de cocos (A1, A3, A4, A5, A6) e trés (n=3) de bacilos (A2, A7, KAC). Todos
isolados apresentaram resultados negativos para os testes de gelatinase, DNAse e
hemolisina. Para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, verificou-se que todos os
isolados apresentaram suscetibilidade a vancomicina, penicilina, meropenem e
cloranfenicol. Quanto a avaliagéo de propriedades tecnolégicas, cinco (n=5) isolados (A1,
A2, A3, A7 e KAC) apresentaram caracteristicas antimicrobianas frente a todos os micro-
organismos utilizados. Cinco (n=5) isolados (A1, A4, A6, A7, KAC) apresentaram
metabolismo homofermentativo. Com oo métodoo de DPPH e TBARS, foi observado que
todos os isolados apresentaram capacidade antioxidante. Para o teste de autoagregacao,
coagregacao e hidrofobicidade, os isolados A2 e KAC apresentaram os maiores
percentuais destes parametros. Desta forma, dois (n=2) isolados (A2 e KAC) foram
selecionados para realizagdo dos testes de tolerancia a diferentes concentragbes acidas,
sais biliares e trato gastrointestinal simulado. Ambos isolados apresentaram tolerancia ao
trato gastrointestinal de forma simulada. Para o ensaio de citotoxicidade, o isolado A2 foi
utilizado e apdés uma hora de exposi¢cdo, a suspensao bacteriana n&o apresentou
citotoxicidade nas linhagens de células VERO. Estes resultados sdo promissores, pois 0s
micro-organismos em estudo apresentaram caracteristicas desejaveis visando futuras
aplicagbes em matrizes alimentares.

Palavras-Chave: Caracterizagéo; seguranca; citotoxicidade; propriedades tecnolégicas.



ABSTRACT
MACHADO, Joseane Castanheira. Probiotic potential and safety aspects of lactic acid
bacteria isolated from kefir and kombucha. 2021. 68f. Dissertation (Masters in Food
Science and Technology) - Postgraduate Program in Food Science and Technology, Eliseu
Maciel Agronomy Faculty, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Recent scientific researches have revealed a growing and notorious interest in the
consumption of products that are beneficial to health. From this perspective, probiotics have
gained great visibility, as they are live microorganisms that, when ingested in enough
numbers, bring benefits to the consumer's health. Beverages such as kefir and kombucha
have a variety of microorganisms with probiotic potential. The consumption of these can
promote human health, and consequently, have been the object of study. Thus, the aim of
this study was to isolate, identify and characterize lactic acid bacteria (LAB) from kefir and
kombucha with probiotic potential and to evaluate in vitro safety aspects. The isolation and
characterization of microorganisms were carried out using Gram stain, presence of catalase
and morphology tests. Afterwards, safety aspects were evaluated through the activity of
gelatinase, DNAse, hemolysin enzymes and susceptibility to clinically used antimicrobials.
Furthermore, the cytotoxicity assay was performed using the MTT method using VERO cell
lines. The technological properties were verified through the antimicrobial activity against
pathogenic microorganisms by the well diffusion method, determination of the antioxidant
capacity by the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) radical capture method and reaction
to thiobarbituric acid (TBARS). To analyze the probiotic potential, analyzes of tolerance to
conditions of the simulated gastrointestinal tract, tolerance to different acid categories and
tolerance to bile salts were analyzed. According to the results obtained, of the eight (n=8)
isolates formed belonging to the BAL group (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 and KAC), five
(n=5) showed cocci morphology (A1, A3, A4, A5, A6) and three (n=3) of bacilli (A2, A7,
KAC). All isolates showed negative results for gelatinase, DNAse and hemolysin tests. For
the antimicrobial susceptibility test, it was found that all isolates showed susceptibility to
vancomycin, penicillin, meropenem and chloramphenicol. Regarding the evaluation of
technological properties, five (n=5) isolates (A1, A2, A3, A7 and KAC) showed antimicrobial
characteristics against all the microorganisms used. Five (n=5) isolates (A1, A4, A6, A7,
KAC) showed homofermentative metabolism. With the DPPH and TBARS method, it was
observed that all isolates showed antioxidant capacity. For the self-aggregation, co-
aggregation and hydrophobicity test, isolates A2 and KAC presented the highest
percentages of these parameters. Thus, two (n=2) isolates (A2 and KAC) were selected to
perform the tolerance tests to different concentrations of acids, bile salts and simulated
gastrointestinal tract. Both isolates showed tolerance to gastrointestinal transit in a
simulated way. For the cytotoxicity assay, the isolate A2 was used and after one hour of
exposure, the bacterial suspension showed no cytotoxicity in the VERO cell lines. These
results are promising, as the microorganisms under study showed desirable characteristics
for future applications in food matrices.

Keywords: Probiotics; safety; cytotoxicity; technological properties.
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1. INTRODUGAO

Pesquisas cientificas na ultima década tém revelado um crescente e notério
interesse pelo consumo de produtos benéficos a saude. Dentre esses, estdo o kefir
(MAGALHAES et al., 2011) e a kombucha (SANTOS, 2016). O kefir & uma bebida a
base de leite, fermentado por uma simbiose de bactérias acido-laticas (BAL) e de
leveduras que permanecem aderidas em um composto de exopolissacarideos e
proteinas (WALSH et al., 2016; DIAS et al., 2018), e difere dos demais produtos
lacteos, por ser preparado a partir da inoculagdo dos seus gréos, em leite cru
(TAMANG et al, 2016). Normalmente, o kefir apresenta uma caracteristica
organoléptica com textura viscosa e sabor levemente azedo. Comumente, utiliza-se
leite de vaca para sua preparagao, mas também pode-se utilizar leite bubalino, ovino
ou caprino (BOURRIE et al., 2016; FARAG et al., 2020).

O cha kombucha, por sua vez, tornou-se muito conhecido nos ultimos tempos,
por seus efeitos benéficos a saude. Tem-se destacado como tendéncia no mercado
mundial, em uma sociedade que busca cada vez mais consumir alimentos saudaveis
(SANTOS, 2016). E uma bebida gaseificada obtida por meio da fermentagdo de chas
verde ou preto, agucarados, adicionado de uma pelicula de celulose, contendo uma
combinacdo de bactérias e leveduras (CZAJA et al., 2006; VITAS et al., 2013). Em
aerobiose, esta combinagdo de micro-organismos de kombucha convertem o cha e o
agucar, entre 7 a 10 dias, em uma bebida gaseificada (MALBASA et al., 2011).

Sua fermentagao € resultante do metabolismo de uma coldnia simbidtica de
bactérias e leveduras presentes em um filme de celulose chamado de scoby (Colonia
Simbidtica de Bactérias e Leveduras). Contudo, também pode ser denominado como
kombucha mae (CHAKRAVORTY et al., 2016; DE FILIPPIS et al., 2018). Dentre os
micro-organismos predominantes neste produto, destacam-se as bactérias acéticas, as
BAL em uma menor proporgao e as leveduras osmotolerantes (TEOH e HEARD, 2004;
JAYABALAN et al., 2014).

Produtos probidticos sao definidos desta forma por apresentarem em sua
composi¢do micro-organismos vivos, que ao serem ingeridos em quantidades
adequadas, trazem beneficios a saude do consumidor (FAO/WHO, 2001). Para que um

micro-organismo seja considerado probidtico, € necessario garantir sua viabilidade
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apos a passagem pelo trato gastrointestinal, ades&o as células epiteliais, dentre outros
(YAN e POLK, 2020). Sua eficacia clinica deve ser comprovada por meios de analises
in vitro, in situ e in vivo, que comprovem seu potencial probiotico (SUEZ et al., 2019).
Os géneros com maior destaque nesta classe sao Bifidobacterium e Lactobacillus, que
possuem como principal caracteristica, a produgédo de acido latico (MATHARA et al.,
2008).

Bactérias acido-laticas representam a principal fonte de alimentos probidticos, e
podem ser aplicadas em diversas matrizes alimentares. Possuem, ainda, potencial
inibitério de invasores patogénicos e deteriorantes e, concedem caracteristicas
sensoriais aos alimentos (SETTACHAIMONGKON et al., 2016). Sdo responsaveis pela
produgcdo de acido latico, a qual € obtida pela fermentacdo de carboidrato. Também
apresentam caracteristicas Gram-positivas, nao formadoras de esporos, catalase e
oxidase negativa, acido tolerantes, além de serem anaerdbias facultativas (SILVA et al.,
2017).

Apesar de existir um numero consideravel de micro-organismos probioticos bem
caracterizados e acessiveis para uso comercial, é desejado o isolamento e
caracterizagao de novas linhagens, visto que muitos beneficios a saude s&o exclusivos
de cada micro-organismo (VASILJEVIC e SHA, 2008). Ademais, a composi¢cado exata
da microbiota do kefir e da kombucha €& variavel, por depender da sua origem
(JAYABALAN et al., 2014; AKALIN et al., 2018; SINDI; BADSHA; UNLU, 2020). Nesse
sentido, o isolamento e a caracterizagdo de novas linhagens oriundas de nichos pouco
explorados, podem ser favoraveis para obtencdo de micro-organismos com

propriedades funcionais distintas (ORTU et al., 2007).
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2. HIPOTESE
Isolados bacterianos de kefir e de kombucha poderdo apresentar potencial
probidtico e tecnologico.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Caracterizar o potencial probiotico e tecnologico de BAL isoladas de kefir e de

kombucha, bem como avaliar aspectos de seguranga.

3.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar os isolados quanto a coloragdo de Gram, morfologia e catalase;

b) Avaliar aspectos de seguranga dos isolados quanto a capacidade de produzir
enzimas gelatinase, DNAse, hemolisina e resisténcia a diferentes antimicrobianos de
uso clinico e avaliar in vitro a citotoxicidade frente a células VERO;

c) Avaliar a capacidade tecnolodgica in vitro dos isolados quanto a capacidade de
fermentacao de glicose, antioxidante e atividade antimicrobiana;

d) Avaliar o potencial probiético in vitro dos isolados quanto a capacidade de
autoagregagao, coagregacdo e hidrofobicidade, além da tolerancia a diferentes
concentragdes de pH, sais biliares e trato gastrointestinal de forma simulada.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Kefir

Trata-se de uma bebida a base de leite cru, fermentada por grdos chamados de
kefirano, uma matriz polissacaridica que possui em sua composicdo uma diversidade
de espécies e subespécies de BAL, acido acéticas e leveduras. De origem Caucasiana,
o kefir € comumente utilizado no ocidente como uma bebida fermentada com
propriedades medicinais. Dentre os beneficios mais conhecidos, destacam-se a
reducdo dos sintomas de intoleréncia a lactose, a protegdo contra micro-organismos
nocivos, a simbiose da microbiota intestinal, a imunomodulagcdo e a propriedade
anticarcinogénica (BOURRIE et al., 2016).

O kefir pode ser elaborado ndo apenas com leite bovino fermentado, mas
também com o ovino, o bubalino e o caprino (SURIASIH et al., 2012). Os graos de kefir
possuem aspecto leitoso e medem entre 3 a 20 mm de tamanho. O substrato
produzido, contendo gas carbénico, etanol, solugbes acidas e compostos aromaticos,
provéem da atividade metabdlica dos micro-organismos residentes na bebida,
apresentando caracteristicas organolépticas distintas e bioatividade original, a qual &
dependente da composigdo microbioldgica presente (SANTOS et al., 2015). Seu valor
nutricional depende da forma de cultivo e da sua origem (BRASIL, 2007). Em seu
composto, pode ser encontrado uma vasta diversidade de vitaminas, como as do
complexo B, E, D e K, e minerais como calcio, fésforo, aminoacidos essenciais e acido
félico, que podem contribuir positivamente para as diversas fases da vida (OTLES e
CADINGI, 2003). O pH da bebida varia 4,2 e 4,6 (MONTANUCI, 2010).

O kefir de agua, diferentemente do kefir de leite, possui seus gréos
transparentes, cuja sua matriz € composta por dextrano, com uma cultura bacteriana e
de leveduras singular, onde a principal fonte energética encontra-se no agucar
mascavo, resultando uma bebida levemente gaseificada e refrescante (HSIEH et al.,
2012).

De acordo com a legislac&o brasileira, o kefir € um leite fermentado, obtido por
meio da inoculagdo de seus graos, compostos de uma simbiose de micro-organismos
acido laticos no leite pasteurizado ou estéril, com produc¢ao final de acido latico, etanol

e dioxido de carbono (BRASIL, 2007). Dentre os micro-organismos comumente
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encontrados, destacam-se as bactérias do género Lactobacillus das subespécies
brevis, casei, kefiri, acidophilus, plantarum, Lactococcus da subespécie /actis,
Leuconostoc mesenteroides, Acetobacter e Saccharomyces (BOURRIE et al., 2016).

Em estudos experimentais John e Deeseenthum (2015); Bourrie et al. (2016) e
Hsu et al. (2018), evidenciam que o consumo da bebida pode restabelecer a microbiota
intestinal, abrandar inflamagdes generalizadas e de estresse oxidativo, atenuar
sintomas de intolerancia a lactose e de doencgas inflamatdrias intestinais e, contribuir
positivamente nos quadros clinicos de diabetes e dislipidemias.

Além da agua e do leite, o kefir possui a capacidade de fermentar outros
produtos, como sucos de frutas, bebidas a base de soja e até mesmo café, com
aspecto a depender da matéria prima utilizada para a inoculacdo. As caracteristicas
organolépticas e composi¢do microbioldgica irdo depender da origem, armazenagem e
forma de cultivo (MIGUEL et al., 2010). Apds a produgao da bebida fermentada, ocorre
a multiplicagao dos graos, tornando o cultivo crescente a cada processo e, desta forma,
dificultando a padronizagao do produto (CAMPOLINA et al., 2017).

Apesar da dificuldade de padronizagdo da bebida, em alguns paises, ja é
observada a producdo em larga escala, como na Alemanha, Austria, Luxemburgo,
Franca, Noruega, Suiga, Republica Tcheca, Eslovaquia, Polénia e Israel. Na Russia,
Estados Unidos, Japao e Europa, a bebida tem sido utilizada principalmente por grupos
de individuos com doengas cronicas nao transmissiveis. No Japao, por exemplo, uma
formulacédo patenteada esta disponivel no mercado, com adigdo de enzimas como a
lipase, para a prevengao e controle da obesidade (FIGLER et al., 2006). No Brasil, o
preparo normalmente é feito de forma artesanal com a fermentagcdo espontanea dos

gréos no leite cru, sem controle da temperatura ou do tempo (SURIASIH et al., 2012).

4.2 Kombucha

A kombucha é uma bebida fermentada e refrescante, com sua origem ainda
incerta, mas com os primeiros registros datados em 221 a.c. Seu nome surgiu a partir
de relatos que mencionam sua utilizacdo para o tratamento de intercorréncias
digestivas por meio do médico coreano, chamado Kombu, em 414 a.c. (SANTOS,
2016).
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A bebida pode ser preparada com cha preto ou verde, ambos preparados por
infusdo pelo tempo de 5 a 10 minutos. Ainda quente, o cha € adogcado com acucar
(branco ou mascavo), cerca de 50 em 100 g/L. Logo apos resfriada, a bebida é
armazenada em um recipiente de vidro, onde € acrescentado a “kombucha mae’,
também conhecida como scoby, uma pelicula gelatinosa responsavel pelo processo de
fermentagcdo, composta por polissacarideos e uma coldnia simbidtica de micro-
organismos. Ao fim do processo, o recipiente de vidro & coberto com um pano,
permitindo a passagem de ar e evitando, desta forma, a contaminagdo por esporos ou
por insetos. Sua incubagéo pode levar de 7 a 21 dias, em temperatura ambiente (18 -
30°C). Ao longo da fermentagdo, com aproximadamente uma semana de cultivo, o
scoby tende a aumentar o seu tamanho, dividindo-se em duas ou mais, dando origem a
uma nova kombucha, chamada de kombucha “filha” (GREENWALT et al., 2000;
JAYABALAN et al., 2014).

Essa associacdo de bactérias e leveduras, faz com que a matriz simbidtica
apresente uma poderosa atividade antimicrobiana, inibindo o desenvolvimento de
bactérias patogénicas em seu meio. Consequentemente, os micro-organismos com
essa capacidade também podem aumentar o tempo de conservacido quando
adicionados nos alimentos, pois inibem a proliferagdo de micro-organismos
indesejaveis (ABREU, 2015).

Sua composigao microbioldgica é variavel e, assim como o kefir, ira depender da
sua origem e das condi¢des do cultivo. Dentre os micro-organismos isolados mais
comuns, destacam-se as leveduras: Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces/ Dekkera, Candida,
Torulospora, Kloeckeral Hanseniaspora, Pichia, Torula, Torulopsis, Mycotorula e
Mycoderma” (SANTOS, 2016).

A ingestao do cha esta associada ao emagrecimento, ao tratamento de ulceras
gastricas (CHAKRAVORTY et al., 2016), restauragdo da microbiota intestinal, evitando
assim, doencgas intestinais causadas por bactérias e fungos, além de auxiliar o seu
funcionamento (LEAL et al.,, 2018), bem como reduzir o colesterol, dentre outros
(CASAROTTI et al., 2017).
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A kombucha tem atraido a atengcdo dos consumidores, fato este que pode ser
observado na industria alimenticia, com um consideravel crescimento do consumo
desse produto nos ultimos anos. Ainda, em alguns casos, a bebida estda sendo
consumida como uma alternativa para degustar bebidas ndo alcodlicas. Nos Estados
Unidos, por exemplo, a bebida esta tomando popularidade nos bares e cervejarias (KIM
e KOUSHIK, 2020).

O Brasil, unico pais do mundo com legislacdo especifica para kombucha
(SUHRE, 2020), langou por meio da Instrugdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de
2019, instituida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, a qual
estabelece padroes de identidade e de qualidade da kombucha em todo territério
nacional (BRASIL, 2019). Segundo esta legislagdo, a kombucha é uma bebida
fermentada obtida por meio de fermentacdo anaerdbia e aerdbia do mosto, adquirida a
partir da infusdo do extrato de Camellia sinensis adogado com agucar e uma cultura
simbiotica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (BRASIL, 2019).

Entre os parametros fisico-quimicos estabelecidos pela lei brasileira, o pH da
kombucha deve estar entre 2,5 e 4,2. Segundo a normativa, em sua composi¢ao pode
ser adicionado polpa de fruta, vegetais, extratos, especiarias, mel, entre outros aditivos
permitidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2019).

4.3 Bactérias acido-laticas (BAL)

O grupo de BAL possui uma ampla variedade de espécies disponiveis na
natureza. S&o responsaveis pela producdo de acido latico, a qual € obtida pela
fermentacao de carboidrato. Também apresentam caracteristicas Gram-positivas, nao
formadoras de esporos, catalase e oxidase negativa, acido tolerantes, além de serem
anaerodbias facultativas (SILVA et al., 2017). De acordo com a temperatura 6tima de
crescimento, essas bactérias podem ser classificadas como mesofilicas (20 a 30 °C) e
termofilicas (35 a 45 °C) (ZHANG et al., 2013).

A utilizagdo desses micro-organismos tem demonstrado um bom desempenho e
um papel multifuncional em diversas areas como saude, alimentacdo e producgdes
agricolas (BINTSIS, 2018). Devido as suas caracteristicas metabdlicas conferem sabor,

textura e odor proprio nos alimentos (DA COSTA et al., 2016), além de inibir
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contaminagao por competitividade, conferindo condigdes acidas ao meio e por
apresentarem maior resisténcia ao baixo pH, quando comparados aos demais micro-
organismos, considerados deteriorantes indesejaveis e de origem patogénica
(SETTACHAIMONGKON et al.,, 2016). Ademais, determinadas espécies possuem
capacidade de produzir substratos com a¢ao antimicrobiana ou bacteriocinas, o que fez
aumentar seu uso como agentes bioconservadores pela industria alimenticia
(STEFANOVIC; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2017).

Bactérias acido-laticas possuem capacidade de produ¢do ou degradacgédo de
gorduras, proteinas e carboidratos, bem como produgdo de componentes nutricionais
importantes como vitaminas, tornando-se, desta forma, culturas funcionais e com
efeitos terapéuticos (WEDAJO, 2015; BINTSIS, 2018). Por este motivo, sdo muito
utilizadas em processos que envolvam fermentagao sendo comumente adicionadas em
produtos lacteos (EMBRAPA, 2011). Assim sendo, além das bactérias pertencentes ao
género Bifidobacterium, as BAL sao os micro-organismos mais utilizados como
probioticos na alimentagdo humana.

Seu uso na fermentagdo de alimentos € uma das técnicas mais antigas
utilizadas para conservagao de alimentos. Até o século XX, antes da descoberta e da
caracterizagdo de BAL, n&o havia regulamentagdo especifica para fermentagcdo de
alimentos (HAYEK e IBRAHIM, 2013). Para a produgdo de alimentos fermentados, era
adicionado aos alimentos, uma amostra do produto do dia anterior. Apesar de ainda ser
utilizado em alguns produtos artesanais, esse método nao oferece padronizagdo do
produto final, o que torna uma grande desvantagem quando comparado com o0s
meétodos atuais disponiveis no mercado. Assim, foi observada a necessidade de uma
cultura de partida, conhecida hoje como cultura starter, para a padronizagdo do
processo fermentativo. Atualmente, com o uso dessa cultura, é possivel produzir
alimentos fermentados em grande escala, com total controle do processo, sem alterar
caracteristicas indesejaveis no alimento, possibilitando uma produg&o padronizada em
qualquer produto fermentado (BINTSIS e ATHANASOULAS, 2015).

Bactérias acido-laticas possuem facilidade de adaptacdo em diferentes
ambientes, e podem ser encontradas desde produtos alimentares como laticinios,

carnes, vegetais, paes, assim como no corpo humano, como na mucosa, na boca, em
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parte do aparelho reprodutor feminino e no intestino (HAYEK e IBRAHIM, 2013).
Contudo, para que a aplicacdo industrial seja possivel, estas devem resistir a
condigbes extremas, como passagem no trato gastrointestinal, com capacidade de
multiplicagdo e de colonizagao no intestino, bem como propagar os efeitos benéficos ao
consumidor (PRIYODIP; PRAKASH; BALAJI, 2017).

De acordo com seu metabolismo, podem ser homofermentativas, quando
produzem apenas o acido latico como produto final, ou heterofermentativas, quando
além da produgédo de acido latico, produzem gas carbdnico, etanol e outros compostos
flavorizantes (LI et al.,, 2010). Bactérias acido-laticas do género Lactobacillus e
Streptococcus sao as bactérias homofermentativas mais utilizadas em produtos de
panificagdo, lacteos, bebidas como cervejas, dentre outros, pois o acido latico
produzido por estas, pode ser utilizado como flavorizante, acidulante, tamponante e
inibidor de bactérias indesejaveis (CAPELLARI, 2010; FORSYTHE, 2013). Ja BAL
pertencentes ao género Weisella spp. e Leuconostoc spp., fazem parte grupo de
bactérias heterofermentativas e sédo aplicadas principalmente em produtos lacteos,
como queijos, onde a producéo de acido pode conferir aroma caracteristico no alimento
(CAPELLARI, 2010; FORSYTHE, 2013).

S&o considerados do grupo de BAL os micro-organismos dos géneros
Alloiococcus,  Aerococcus, Carnobacterium,  Dolosigranulum,  Enterococcus,
Globicatella, Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Weissella e Vagococcus
(CROWLEY et al., 2013). Para Sabo et al. (2014) e Loureiro (2015), os géneros mais
utilizados pela industria alimenticia s&o Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus, Bifidobacterium, Vagococcus e Weissella. O género Lactobacillus
plantarum €& caracterizado por possuir maior capacidade de adaptacdo e,
consequentemente, encontra-se em uma vasta variedade de alimentos, podendo estar
presente em derivados carneos como salames e salsichas; em vegetais como chucrute
e vinhos. Alguns autores consideraram o género Lactobacillus spp. como a principal
BAL inibidora de bactérias patogénicas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus e Listeria monocytogenes (DUARTE et al., 2016).
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Para o isolamento e a identificacdo destes micro-organismos, € necessario
utilizar o meio seletivo agar De Man Rogosa and Sharpe (MRS) mais indicado para
bactérias com morfologia de cocos, ou M17, meio de cultura mais indicado para BAL
que possuem morfologia de bacilos (SILVA, 2016). Também faz se necessario realizar
o teste de coloracdo de Gram, que por meio da bacterioscopia, é identificado o perfil
morfolégico do isolado, catalase e urease como testes bioquimicos (SILVA, 2016),
além dos moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), o método
molecular mais utilizado para confirmacdo e identificagdo de género e espécie de
micro-organismos (EMBRAPA, 2011; PERIN, 2016).

Por consequéncia, a investigagdo do potencial probidtico e biotecnologico de
BAL, tornou-as um produto interessante para industria nutracéutica e alimenticia, visto
que ao adquirir informagdes de suas caracteristicas, podem ser utilizadas em diferentes
produtos, com potencial funcional, garantindo a seguranga desses micro-organismos e
prosperando novas terapias (SINGH; MAL; MAROTTA, 2017).

4.4 Probiéticos

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001), probidticos sao micro-organismos vivos que ao serem
administrados em quantidades adequadas, transmitem beneficios a saude do
hospedeiro. Esse conceito foi baseado inicialmente em 1907, a partir da interpretacéo
realizada pelo pesquisador Elie Metchnikoff, que na época, propés o consumo de
bebidas lacteas fermentadas com BAL, a fim de melhorar a saude e buscar
longevidade aos bulgaros (MARTIN e LANGELLA, 2019).

O efeito protetor dos probidticos sobre a saude esta relacionado com a sua
colonizagédo no trato gastrointestinal humano a depender de cada espécie empregada
(PARKER et al., 2018). Desta forma, exercem uma barreira de protecdo a mucosa,
podendo utilizar a inibicdo competitiva em sitios de ligagdo e de adeséo no epitélio a
seu favor, como excregcao de bacteriocinas, acidificacdo do meio e producdo de
agentes com atividade antimicrobiana (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

Contudo, para validagdo de um produto probidtico é necessario seguir alguns

critérios estabelecidos pela Organizagdo das Nagbdes Unidas para Alimentagdo e
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Agricultura (FAO) / WHO (2002), tais como reconhecimento do género, espécie e
subespécie do isolado; depdsito em colecdo internacional de culturas; analise de
seguranga; identificagdo da finalidade funcional in vitro e in vivo; comprovagado dos
beneficios a saude do consumidor, com recomendagdo da quantidade do micro-
organismo necessaria para prover tais efeitos; concentragdo minima de células viaveis
durante o armazenamento e a descrigao referente a eficacia do produto. Porém, nao foi
estabelecida a dosagem adequada para conceder tais beneficios. Alguns autores,
estimam que a dose minima deva ser de 10% — 106 UFC/g ou mL, outros referem 107
UFC/ml (DING e SHAH, 2008; NUALKAELKUL e CHARALAMPOPOULOS, 2011).

4.5 Beneficios a saude humana

Suas acbes imunomoduladoras estdo sendo observadas em diversas
investigacbes cientificas, seja in vitro ou in situ com animais ou seres humanos.
Segundo Butel (2014) e Wang (2016), os probidticos ativam e controlam a resposta
imune inata do ser humano, por meio das células epiteliais, dendriticas, macréfagos,
estimulando a produg¢do de imunoglobulina A (IgA), submetendo o hospedeiro a efeitos
locais e sistémicos. Ainda, tém sido relatados os efeitos benéficos como a restauracao
da disbiose intestinal (NATH et al., 2018; MARTIN e LANGELLA, 2019; BUSTAMANTE
et al., 2020).

Inicialmente, o reconhecimento da importancia do intestino saudavel para o bem
estar e para a saude humana, foi idealizado em meados do século XIX. Primeiramente,
a bactéria do género Bacillus acidophilus foi isolada em fezes de recém nascidos
(KNEIFEL BONAPARTE, 2003). Com o passar dos anos, em 1922, os pesquisadores
Kopeloff e Cheney, observaram os efeitos benéficos dessa bactéria sob disturbios
gastrointestinais. A partir desta descoberta, a utilizagado de leite fermentado passou a
ser aplicado em praticas terapéuticas (TURKMEN; AKAL; OZER, 2019).

O microbioma, conhecido como partes do corpo humano (intestino, pele e
demais mucosas), onde encontra-se um vasto numero de micro-organismos
colonizadores (SENDER; FUCHS; MILO, 2016), tem sido estudado atualmente por
abranger diversos genomas de micro-organismos distintos, a incluir, bactérias, fungos,

virus e parasitas. Acredita-se que o intestino humano possua cerca de 10" a 10"
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células bacterianas, e que essa simbiose exerca uma fungdo impar na saude de cada
individuo (FARIA et al., 2014).

Nas situagbes em que agentes externos alteram este ecossistema, seja por uso
de antimicrobianos, alimentagdo, mudanca de ambiente ou alteracbes no sistema
imune, poderdo causar propagagdo em massa de micro-organismos comensais e
tornar o individuo susceptivel a invasores patogénicos (ZHANG et al., 2017) e doengas
metabdlicas, incluindo obesidade e diabetes (FARIA et al.,, 2014), ritmicidade
circadiana, condigdes nutricionais e resposta imune (HACQUARD et al., 2015).

Além disso, as interagcdes entre 0 microbioma e o sistema imune sao complexas
e irdo depender do contexto. Podem estar envolvidas n&o apenas com a regulagéo de
infecgbes, mas com doengas gastrointestinais n&o transmissiveis (ZHANG et al., 2017)
além dos quadros extra-intestinais, dentre elas, de origem reumatica (MAEDA;
TAKEDA, 2019), disturbios neurodegenerativos (MAIN e MINTER, 2017) e doencas
carcinogénicas (CASAROTTI et al., 2017).

Dentre os principais beneficios atribuidos aos probidticos estdo a redugdo do
colesterol sérico; o decréscimo de reacdes alérgicas; a melhora na biodisponibilidade
de nutrientes; a recuperacao da saude do trato urogenital; a elevagao da produgao de
anticorpos IgA; a criagado de barreira contra micro-organismos patogénicos invasores
de mucosas e de tecidos epiteliais; a intervengao contra doencgas inflamatorias
intestinais; a coibigdo da constipagao e o tratamento anticarcinogénico (CASAROTTI et
al., 2017).

Outro beneficio comum entre os probidticos € a melhora dos sintomas da
intolerancia a lactose, devido a capacidade de produgao da enzima [3-D-galactosidase
da bactéria, uma proteina que possui como fung¢ao hidrolisar a lactose em glicose e
galactose, diminuindo a disponibilidade de lactose nas bebidas fermentadas e,
consequentemente, no intestino humano (GHEYTANCHI et al., 2010).

A Tabela 1, representa esquematicamente a relagdo de determinadas doencgas
ja relatadas na literatura, a espécie de micro-organismo com potencial efeito probiotico,
bem como a dose recomendada, atribuida a cada género/espécie.
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Doengas/Condigao Micro-organismo

Dosagem por
género/espécie

Referéncias

Bifidobacterium + B.
infantis, B. longum +

Autismo Lactobacillus helveticus e
reuteri
Obesidade B. longum
L. helvectus +
Hipertenséo Streptococcus

thermophillus

Lactobacillus ssp +

Doenca de Crohn Bifidobacterium ssp

Fotoenvelhecimento Lactobacillus plantarum

8x 10% UFC/dia

1x 10° UFC/dia

2x10% UFC/dia

75x10° UFC/dia

1x101° UFC/dia

SANTOCCHI, E. et al. Gut to brain interaction in
autism spectrum disorders: a randomized
controlled trial on the role of probiotics on

clinical, biochemical and neurophysiological

parameters. BMC Psychiatry. v. 16, 183, 2016.

GUARDAMAGNA et al. Bifidobacteria
supplementation: effects on plasma lipid profile
in dyslipidemic children. Nutrition, v. 30, n. 7-8,

p. 831-836, 2014.

JAUHIAINEN, et al. Long-term intervention with
Lactobacillus helveticus fermented milk reduces

augmentation index in hypertensive subjects.
Eur J Clin Nutr. v. 64, n. 4, p. 424-431, 2010.

FUJIMORI et al. High dose probiotic and
prebiotic cotherapy for remission induction of
active Crohn's disease. J Gastroenterol Hepatol,
22,n. 8, p. 1199-204, 2007.

LEE et al. Clinical evidence of effects of
Lactobacillus plantarum HY7714 on skin aging:
a randomized, double blind, placebo-controlled

study. J Microbiol Biotechnol, v. 28, n. 12, p.
2160-2168, 2015.
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Géneros

Indicagao

Dosagem por
Espécie

Referéncias

Osteoporose

Asma

Depressao

Anemia

L. helveticus

Lactobacillus gasseri

B. bifium + B. lactis +
L. acidophilus + L.
brevis + L. casei +

L. salivarius + L. lactis

B. animalis subsp. lactis

1x10° UFC/dia

2x10°

UFC/2x ao dia

5x10° UFC/dia

Parvaneh et al. Effect of probiotics
supplementation on bone mineral content and
bone mass density. Scien World J, v. 43, n. 2, 61-
68, 2014.

Chen et al. Randomized placebo-controlled trial of
lactobacillus on asthmatic children with allergic
rhinitis. Pediatr Pulmonol, v. 45, n. 11, p. 1111-

1120, 2010.

Steenbergen et al. A randomized controlled trial to
test the effect of multispecies probiotics on
cognitive reactivity to sad mood. Brain Behav
Immun, v. 48, p. 258-64, 2015.

STROZZI GP; MOGNA L. Quantification of folic
acid in human faeces after administration of
Bifidobacterium probiotic strains. J Clinical
Gastroenterol, v. 42, p. S179-S184, 2008.
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4.6 Potencial tecnolégico de probiéticos

Bactérias acido-laticas representam a principal fonte probidtica, podendo ser
aplicadas em diversas matrizes alimentares como derivados lacteos, carneos, vegetais
e paes. Possuem ainda, potencial inibitério de invasores patogénicos e deteriorantes, e
concedem caracteristicas sensoriais aos alimentos (SETTACHAIMONGKON et al.,
2016). Os produtos que mais oferecem culturas probioticas em sua composi¢éo sao os
de origem lactea. Entretanto, a procura por alimentos utilizados em restricbes
alimentares de origem patolégica como intolerancia a lactose e a colesterolemia, ou
nao patolégica como veganismo e vegetarianismo, incentivou novos investimentos
tecnoldgicos, expandindo este setor alimentar. Empresas estdo langando diversas
alternativas no mercado, tais como geleias, cereais, frutas secas e demais produtos de
origem vegetal com potencial probidtico (GRANATO et al., 2019). Os produtos lacteos
sdo mais indicados para inoculagdo de cepas probidticas, pois dispensam mudancas
tecnoldgicas expressivas para incorporar estas culturas e sdo capazes de protegé-las
durante a passagem do trato gastrointestinal (GRANATO et al., 2019).

Contudo, para que BAL mantenham a viabilidade em determinado produto,
algumas condi¢bes especificas sdo necessarias. Desta forma, a fim de otimizar este
processo, compostos conhecidos como prebidticos como fibras de milho e inulina, tém
sido utilizados, em especial, nos produtos lacteos, facilitando dessa forma, o
desenvolvimento e a viabilidade de bactérias probioticas nestas bebidas (TURKMEN et
al., 2019). Logo, iogurtes e leites fermentados representam uma categoria probiotica
consolidada no mercado e oferecem uma contagem microbiolégica apropriada durante
sua vida na prateleira (GRANATO et al., 2019).

O queijo, por sua vez, contribui positivamente para o desenvolvimento de
probiéticos em seu meio, pois apresenta um pH mais basico quando comparado com
os iogurtes, possibilitando a estabilidade perante a sobrevivéncia dos probidticos. Suas
caracteristicas nutricionais como perfil lipidico, protegem os micro-organismos durante
a passagem pelo trato gastrointestinal, além de disponibilizar diversos nutrientes e
menor teor de oxigénio, fatores importantes para o metabolismo bacteriano (PIMENTEL
et al., 2019a). Nos queijos do tipo curado, os probioticos tendem a permanecerem

viaveis por longos periodos de tempo, acendendo o desenvolvimento desse tipo de
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produto (SILVA et al., 2018a, b). Por outro lado, devido alguns quadros clinicos
relacionados ao consumo de sodio, como a hipertensdo, pesquisadores tém
desenvolvido queijos probidticos com baixo teor deste mineral (FELICIO et al., 2016;
SILVA et al., 20183, b).

Ja o soro de queijo, tem demonstrado ser extremamente atrativo pela industria
de biotecnologia de alimentos, estimulando cada vez mais a produgcédo de diferentes
opcdes de bebida a base de soro de leite. Esse interesse esta relacionado com os
avangos nas pesquisas que demonstram os efeitos benéficos do consumo do soro sob
a saude humana (AKAL, 2017).

A técnica de microencapsulacdo tem demonstrado ser uma boa alternativa
tecnoldgica para aplicagao industrial (CASTRO et al., 2015). Essa técnica possui como
objetivo proteger as células de condigdes adversas do ambiente, por meio da
incorporagao de micro-organismos em uma matriz ou membrana de encapsulamento, a
fim de obté-las em concentragdes controladas no local desejado (ARSLAN-TONTUL e
ERBAS, 2017).

Devido ao pH neutro e elevada concentragao de sélidos totais, produtos lacteos
como sorvete corroboram a aplicacédo de células probidticas, promovendo protecdo das
mesmas (ERGIN et al., 2016), além de possuirem caracteristicas sensoriais agradaveis
ao consumidor (AKALIN et al., 2018). No entanto, a inser¢gdo de oxigénio durante seu
processamento, a utilizacdo de aditivos e de aromas que reduzem seu pH (ZANJANI et
al., 2018) e o congelamento durante seu armazenamento, podem danificar, reduzir ou
perder completamente a atividade metabdlica dos probidticos (ERGIN et al., 2016).
Nesse sentido, diversas alternativas tém sido propostas para melhorar essa condicao,
como selecdo de linhagens, microencapsulagédo, adigdo de prebiodticos e de glicerol,
controle no congelamento e ajuste de pH (OZTURK et al., 2018).

Ja as matrizes alimentares n&o lacteas, como sucos de frutas e outros vegetais
tém sido apontadas como meios interessantes para aplicacdo de probidticos
(GRANATO et al., 2019). Os sucos de frutas sdo vantajosos por serem saudaveis;
serem compostos de vitaminas e de minerais; regularem a constipagao e serem aceitos
pela maioria da populagdo. Porém, a presenca desses micro-organismos pode alterar

de forma negativa as suas caracteristicas sensoriais, além do mais, alguns
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componentes presentes nos sucos, podem prejudicar o desenvolvimento desses micro-
organismos, tais como oxigénio, pH acido, corantes e conservantes (PIMENTEL al.,
2019b).

Diferentemente dos produtos lacteos, os sucos nao dispdem de agentes
alergénicos como lactose e caseina em seu meio. Outra caracteristica importante a ser
considerada é que sua matriz ndo possui culturas starter em seu meio, o que previne
competigdo por nutrientes entre os micro-organismos. Por ultimo, sua digestao tende a
ser rapida, reduzindo o tempo dos probidticos em ambientes desfavoraveis como no
acido estomacal (PIMENTEL et al., 2019b).

Na panificagdo, ha um desafio de incorporar as cepas probidticas devido a
sensibilidade dos micro-organismos frente as altas temperaturas que esses produtos
sdo expostos (ZHANG; LOU; SCHUTYSER, 2018). Como solugdo para essa
problematica, tem-se utilizado bactérias esporuladas, especialmente na crosta do péo.
Estudos estdo sendo realizados para avaliar a possibilidade de impressédo 3D na
fabricagdo de estruturas alimentares probioticas a base de cereais. Para isso,
estratégias tecnologicas precisam ser empregadas em conjunto, como o
encapsulamento das bactérias probidticas para diminuir sua sensibilidade térmica
(ZHANG; LOU; SCHUTYSER, 2018).

Sob outra perspectiva, o uso de probidticos na pecuaria tem demonstrado
resultados positivos. Na produgao de suinos, sua utilizagdo auxilia na modulacédo do
sistema imune e, consequentemente, na saude dos animais, tornando-se alternativas
naturais ao uso de antimicrobianos, reduzindo poluentes ambientais (BARBA-VIDAL;
MARTIN-ORUE; CASTILLEJOS, 2019).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento experimental

O presente estudo foi desenvolvido por meio dos ensaios in vitro descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Delineamento experimental de identificagdo e de caracterizagao dos
isolados.
Variaveis Independentes Variaveis Dependentes

Morfologia (Gram)
Producgao de catalase
Fatores de viruléncia
Atividade antimicrobiana
Fermentacgao de glicose
Isolados (n=8) Capacidade antioxidante
Autoagregacéo, coagregacéo e hidrofobicidade
Tolerancia as condi¢des acidas
Tolerancia aos sais biliares
Tolerancia ao trato gastrointestinal simulado
Citotoxicidade
Analise estatistica

5.2 Amostras

Sete (n=7) isolados de kefir utilizados no estudo foram obtidos da Colecdo
Conservada em Estoque do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Programa de
Po6s-Graduagao em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos, da Faculdade de Agronomia,
Eliseu Maciel, da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), Campus Capé&o do Leéo,
localizado na cidade de Capé&o do Ledo-RS. Um (n=1) isolado de kombucha fori obtido
da Colegdo Conservada em Estoque do Laboratério de Nutrigenbmica, da Faculdade
de Nutrigdo, da UFPEL, Campus Anglo, localizado na cidade de Pelotas-RS.

5.3 Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas de L. fermentum ATCC 9338, S. aureus ATCC 25923, L.
monocytogenes, ATCC 7644, como controles positivos e La. plantarum ATCC 8014, E.
coli ATCC 43895, Lactobacillus sakei subsp. sakei ATCC 15521 e Salmonella Enteritidis
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ATCC 13076, como controles negativos ou indicadoras, nas diversas analises do
estudo.

5.4 Caracterizagao dos isolados
Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia e Laboratorio de
Nutrigendmica da UFPEL, localizado na cidade de Pelotas-RS Brasil. Todos os micro-

organismos em estudo foram submetidos a testes de coloragdo de Gram e catalase.

5.5 Aspectos de seguranca

A atividade da gelatinase foi determinada em meio de cultura preparado com 1%
de extrato de levedura, 1,5% de triptona e 12% de gelatina. Os isolados ativados em
caldo MRS por 24 h a 37 °C, foram transferidos para o meio contendo gelatina. Os
tubos foram incubados a 30 °C por sete dias e, apos este periodo, os mesmos foram
mantidos sob refrigeragcéo (8 °C) por 30 minutos. Os resultados foram observados a
partir do estado fisico do meio de cultivo; a transformagao do estado sdlido para liquido
do meio significaria um resultado positivo para atividade da enzima. Como controles
positivo e negativo foram utilizados S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 8739,
respectivamente (PEREIRA et al., 2009).

A producdo da enzima DNase foi determinada a partir da inoculagdo dos
isolados, previamente ativados em caldo MRS por 24 h a 37 °C para o agar DNase
(Acumedia, EUA). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e para leitura dos
resultados foi utilizado solucdo de acido cloridrico na concentragdo de 1 N. O
aparecimento de halos transparentes no entorno dos isolados denota resultado positivo
para producdo da enzima de acordo com CLSI (2020). Como controles positivo e
negativo foram utilizados S. aureus ATCC 25923 e L. sakei sub.esp. sakei ATCC
15521, respectivamente (KATEETE et al., 2010).

Os isolados foram testados quanto a atividade hemolitica segundo Foulquié
Moreno et al. (2003), utilizando agar Sangue (7% v/v de sangue de cavalo) e incubagao
a 37 °C por 48 h. A interpretacdo dos resultados foi realizada da seguinte forma: a-
hemdlise - isolados que produziram zonas verdes em torno das coldnias; y-hemdlise -

nao produziram qualquer efeito sobre as placas de agar Sangue (foram consideradas
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nao hemoliticas). Isolados, que apresentaram zonas de lise de sangue ao redor das
colénias foram classificadas como hemoliticas (B-hemalise). Como controle positivo foi
utilizado L. monocytogenes ATCC 19114.

5.5.1 Avaliagao da suscetibilidade a antimicrobianos de uso clinico

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avaliada pelo teste de difusdo em agar
Muller-Hinton (MH, Oxo0id®), realizado de acordo com as normas do documento M100-
S22 do Clinical and Laboratory Stardards Institute (CLSI, 2020). Apos o cultivo em
caldo MRS a 37 °C por 24 h, foram preparadas suspensdes das culturas, diluidas em
solugédo salina 0,85% utilizando a escala de 0,5 de MacFarland até a obtencédo de
aproximadamente 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Col6nia (UFC.mL™"). Em seguida,
com o auxilio de swab, as culturas foram semeadas em agar MH e adicionados os
discos impregnados com diferentes tipos de antimicrobianos (vancomicina-30 ug
(VAN), penicilina-10 pg (PEN), Meropem-10 pg (MER), Eritromicina-15 pug (ERI) e
cloranfenicol-30 pg (CLO)). Apds, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e os
didmetros dos halos de inibigdo foram medidos utilizando paquimetro Digimess® e

expressos em milimetros (mm).

5.6 Atividade antimicrobiana

5.6.1 Teste de difusdao em pogos

A atividade bacteriocinogénica dos isolados de BAL foi avaliada por meio do
método de difusdo em pocgos, utilizando-se o sobrenadante bruto, conforme descrito
anteriormente. O método foi empregado de acordo com Lewus e Montville, (1991), com
modificagdes. A atividade antimicrobiana foi testada frente aos seguintes micro-
organismos indicadores: E. coli ATCC 8739, L. monocytogenes ATCC 19114, S. aureus
ATCC 25923 e S. Enteritidis ATCC 13076.

Aliquotas de 20 pyL do sobrenadante bruto foram adicionadas sobre placas de
Petri contendo Agar BHI com aproximadamente 10° UFC.mL"' de cada micro-
organismo. Apos a completa absorgdo da aliquota pelo meio de cultura, as placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h. A capacidade antimicrobiana dos isolados foi
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considerada a partir da presenga de halo de inibigdo no meio (= 5 mm). O experimento

foi realizado em duplicata em dois experimentos independentes.

5.7 Fermentagao de glicose

A capacidade de fermentar glicose com produg¢ao de gas (CO.) foi determinada
de acordo com Lima et al. (2009), a partir do cultivo de 24 h a 37 °C em caldo MRS. Os
micro-organismos isolados foram re-inoculados (1% v/v) em caldo MRS suplementado
com 3% de glicose (Synth®), em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan e
incubados a 37 °C por 48 h. L. fermentum ATCC 9338 e L. plantarum ATCC 8014 foram
utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. Nos tubos em que foi
observada turbidez do meio e produgdo de gas, os isolados foram classificados como
heterofermentativos, enquanto aqueles que apresentaram somente turvacido do meio

foram classificados como homofermentativos.

5.8 Capacidade antioxidante

5.8.1 Preparacgao do sobrenadante bruto

Os isolados foram inoculados em 10 mL em caldo MRS e incubados a 37 °C por
24 h. Apos este periodo, as células foram centrifugadas a 14000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante resultante foi neutralizado (pH 7,0) com hidroxido de s6dio (NaOH) 1 M e
aquecido a 75 °C por 10 minutos.

5.8.2 Determinagao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico

(TBARS)

A reagdo ao acido tiobarbiturico foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Ohkawa et al. (1979). Primeiramente, foram incubados em banho maria a
80 °C, tubos de ensaio contendo agua Mili Q e Azeite de Oliva Extra Virgem, e os tubos
foram submetidos a oxidacdo por 100 pM de sulfato ferroso, por 10 min.
Posteriormente, foram adicionados em cada tubo a amostra do sobrenadante bruto
(relatado no item 5.8.1) de cada micro-organismo, Lauril Sulfato de Sodio (SDS) 8,1%
sendo a aliquota de 200 pL; Tampdo de Acido Acético pH 3,44 (500 pL) e Acido
Tiobarbiturico (TBA) 0,6% sendo 500 pL. Em seguida, os tubos foram incubados
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novamente em banho maria a temperatura de 100 °C por 1 h. Os produtos da reacao
foram determinados por medida de absorbancia em 532 nm em espectrofotdmetro. A
concentracdo de TBARS foi calculada por meio de uma curva padrdo, utilizando
concentragcdes conhecidas de 1,1,3,3- tetrametoxipropano. A curva padrao foi composta
por concentragbes de agua destilada, malonaldeido (MDA) 0,03 mM, SDS 8,1% (200
uL), Tampéo de acido acético pH 3,44 (500 pL) e TBA 0,6% (500 pL), e incubados em
banho maria a 100 °C, por 1 h. Os dados foram expressos em nmol de MDA.mL".

5.8.3 Capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-DIFENIL-1-
PICRILHIDRAZIL)

O método DPPH utilizado foi realizado de acordo com Brand-Williams et al.
(1995) baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. O DPPH sera
preparado na concentragdo de 60 pymol.L!, dissolvido em alcool metilico (CH30OH),
sendo, posteriormente, a solugdo homogeneizada e transferida para um frasco de vidro
ambar, devidamente etiquetado. A solucdo preparada foi usada apenas no dia da
anadlise. Em um ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL do
sobrenadante bruto (relatado no item 5.8.1) de cada micro-organismo para tubos de
ensaio contendo 3,9 mL da solugdo dissolvida do radical DPPH (60 umol.L ') e
homogeneizada em vortex. A solugdo controle foi realizada utilizado 0,1 mL da solugéo
controle (composta por 40 mL alcool metilico 50%, 40 mL acetona 70% e 20 mL de
agua destilada) com 3,9 mL do radical DPPH (60umol.L-") e, apds homogeneizagao, foi
armazenado no escuro por 1 h,2h, 3h,4 h,6h,8h, 12 h e 24 h, sendo que para a
analise do sequestro de radicais livres foram utilizados o primeiro (1 h) e ultimo periodo
(24 h). Como branco utilizou-se o alcool metilico. A curva padréo foi realizada com
concentragdes entre 0-60 umol.L"' de DPPH. Os resultados foram expressos em ECso
(ug.mL") que é definida como a concentragdo minima do antioxidante necessaria para
reduzir 50% da concentragdo do DPPH inicial a partir do momento que o extrato atinge

a estabilidade.
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5.9 Capacidade de autoagregagao, coagregacao e hidrofobicidade

As propriedades in vitro de autoagregacdo e coagregacdo foram realizadas
conforme descrito por Collado et al. (2008) e a hidrofobicidade foi realizada como
descrito por Vinderola e Reinhemer (2003), ambas com modificagdes. Suspensdes
celulares das culturas crescidas em caldo MRS a 37 °C por 24 h a uma absorbancia de
0,25 + 0,02 a 600nm, foram preparadas para os testes. A autoagregagao foi
determinada a 37 °C nos tempos de 2 h, 20 h e 24 h. A absorbancia foi medida a
600nm e os resultados foram expressos em percentual, conforme [1 — (A600nm da
suspensao inicial/ A60Onm da suspenséo final) x 100]. Para determinar a capacidade
de coagregacédo do isolado ao patdgeno L. monocytogenes, volumes iguais (2 mL de L.
monocytogenes e 2 mL do micro-organismo avaliado) das suspensdes celulares
bacterianas foram misturados e incubados a 37 °C. A absorbéancia foi monitorada em 2
h, 4 h e 24 h. Os resultados foram expressos em percentual, conforme [(Apat + Aisol)/2
— (Amix )/( Apat + Aisol)/2] x 100, onde Apat e Aisol representam a absorbancia das
suspensdes bacterianas em separado em tubos controle e Amix representa a
absorbancia das suspensbdes celulares misturadas nos diferentes tempos (0 h e 24 h).
Para avaliar a adesdo bacteriana ao hidrocarboneto, reagente tolueno (®Synth) foi
empregado a suspensao celular (3 mL) foi agitada em vértex por 60 segundos com 400
ML de octano. Depois de 2 h a 37 °C, a fase aquosa foi cuidadosamente removida e a
absorbancia a 600nm foi medida no espectrofotometro. A hidrofobicidade foi
determinada como o percentual de adesado, conforme [(AO-A)/ A] x 100, onde A0 e A
sdo as absorbancias antes e depois da extragdo com tolueno, respectivamente. O

experimento foi realizado em duplicata.

5.10 Tolerancia a condi¢des acidas

A resisténcia dos isolados sob diversas condi¢cdes acidas foi realizada de acordo
com Erkkila e Petaja (2000), com algumas modificagbes. Bactérias acido-laticas foram
inoculadas em caldo MRS a 37 °C por 24 h. A resisténcia dos isolados sob diferentes
condigdes acidas foi avaliada em caldo MRS (pH 7,0) ajustado a pH 2,0; 3,0 e 4,0 com
acido cloridrico (HCL) concentrado, sendo que o pH 7,0 foi usado como controle. Um

mililitro (1 mL) da cultura foi adicionado aos tubos contendo 10 mL de caldo MRS
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acidificado. Apds a exposicao as condigdes acidas por 0 h, 2 h, e 4 h, diluicbes seriadas
de cada tempo foram inoculadas em placas contendo agar MRS e incubadas a 37 °C
por 24 h. Os dados foram expressos como valores de log.UFC.mL"'. A viabilidade
celular foi calculada com a seguinte equacdo: % de sobrevivéncia: contagem final
(UFC.mL") / controle (UFC.mL"") x 100.

5.11 Resisténcia aos sais biliares

Apoés a incubagdo em caldo MRS a 37 °C por 24 h, as células dos micro-
organismos isolados foram coletadas por centrifugacdo (10000 x g por 15 minutos a 4
°C) e a avaliagdo da resisténcia bacteriana aos sais biliares foi realizada utilizando 10
mL de caldo MRS esterilizado, suplementado com uma mistura de colato de sédio e
desoxicolato de sédio (®Sigma) na proporgédo de 1:1, obtendo uma concentracdo final
de 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1% (m/v). A contagem de células viaveis foi determinada,
guando expostas aos sais biliares por 0 h, 2 h, e 4 h de incubagao, em placas contendo
agar MRS. Em cada periodo foram realizadas diluicbes seriadas das amostras e
incubadas a 37 °C por 24 h. Os dados foram expressos como valores de log.UFC.mL"
(PERELMUTER et al., 2008).

5.12 Tolerancia ao trato gastrointestinal de forma simulada

A avaliacéo de tolerancia ao trato gastrointestinal foi avaliada de forma simulada
conforme Huang e Adams (2004). Apss 24 h de incubagéo a 37 °C foram separadas por
centrifugacéo (1200 x g por 5 minutos) as células dos micro-organismos isolados, foram
lavadas duas vezes com tampdo fosfato salina (0,85%) (PBS, ®Laborclin), e
ressuspendidas em solucédo salina a 0,5%. Uma aliquota de 200 puL da suspensao
celular foi ministrada a 0,3 mL de solu¢do salina e 1 mL de suco gastrico ou intestinal
simulado e incubados a 37 °C. A contagem de células viaveis foi realizada no tempo 0
h, 2 h e 4 h para a tolerancia gastrica e para a determinagéo da tolerancia ao trato no
intestino delgado. O suco gastrico simulado consistiu em pepsina (3 mg.mL™") e pH 2
com ou sem a adi¢&o de leite integral; enquanto o suco intestinal simulado foi composto
por pancreatina (1 mg.mL™"), pH 8,0 com ou sem adi¢gdo de 0,5% de sais biliares. O

efeito da presenga de um alimento na sobrevivéncia durante o trato gastrico em pH 2,0
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foi avaliado da mesma forma, porém, substituindo a solugéo salina (0,85%) por 0,3 mL
de leite integral reconstituido a 10% (m/v). A contagem do numero de células viaveis
durante a simulag&o pelo trato gastrico e pelo trato intestinal foi realizada nos tempos
de 0 h, 2 h e 4 h em placas de Petri contendo agar MRS. Os dados foram expressos
como valores de log.UFC.mL"".

5.13 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

O ensaio de MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] foi realizado de
acordo com o método de Mosmann (1983). Em resumo, culturas de células VERO (3,0
x 105 células. mL") foram preparadas em placas de 96 pogos; em seguida, foram
adicionados 200 mL de diluigbes em série (0,02 a 2,5 mg.mL') de suspensio
bacteriana do isolado A2, ou 20 mg. mL' SDS (controle positivo). E-MEM fresco foi
usado como controle negativo. As placas foram incubadas por 24 h a 37 ° C em
atmosfera umidificada com 5% de CO.. Posteriormente, o meio foi retirado de todos os
pogos por sucgéo e adicionado a cada pogo 50 mL de solugdo MTT 1 mg. mL™" (USB
Corporation) preparada em meio E-MEM. As placas foram incubadas durante 4 h a 37 °
C. A solugédo de MTT foi removida cuidadosamente, e 100 mL de Dimetilsulféxido
(DMSO) foram adicionados a cada pogo, para dissolver os cristais de formazano. As
placas foram agitadas suavemente durante 5 minutos, e os cristais foram
completamente dissolvidos. Posteriormente, a absorbéncia foi lida em um leitor de

microplaca 680 (Bio-Rad Laboratories) a 540nm.

5.14 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando a analise de variancia Two-Way (ANOVA)
com auxilio do programa GraphPad Prism 7.0 e o teste de comparagdo de médias
(teste Tukey), tomando como base os niveis de significancia maiores que 95% (p<
0,05).



35

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao dos isolados de BAL

No presente estudo foram selecionados oito (n=8) isolados os quais foram
caracterizados como Gram-positivos e catalase negativa e destes, cinco (n=5) com
morfologia de cocos (A1, A3, A4, A5, A6), provenientes de kefir e trés (n=3) de bacilos
(A2, A7, KAC), proveniente de kombucha artersanal.

6.2 Aspectos de seguranca

Todos os isolados apresentaram resultados negativos para presenga das
enzimas gelatinase, DNAse e B-hemolisina. No teste de gelatinase, enzima responsavel
por degradar proteinas como colageno, hemoglobina, dentre outros peptideos bioativos,
todos os isolados apresentaram resultado negativo. Dias (2015) ao avaliar as
propriedades funcionais de BAL isoladas de leite cru de ovelha, ndo observou a
presenca da enzima em nenhum de seus isolados.

Ao avaliar a presenca da enzima DNAse, responsavel por degradar acidos
nucleicos, todos os isolados apresentaram resultados negativos. Nossos resultados
corroboram com Luiz et al. (2015), os quais isolaram 50 BAL oriundas de leite caprino, e
verificaram que nenhum dos isolados apresentou atividade da enzima.

Todos os isolados do presente estudo, apresentaram resultado negativo para a
atividade hemolitica (a-hemdlise), ou seja, as bactérias analisadas, ndo apresentaram
nenhuma alteracéo de coloragdo ao redor das colénias em agar Sangue. Este resultado
€ de suma importancia visto que a enzima [(B-hemolisina possui capacidade de lisar
eritrécitos humanos e animais (BARBOSA et al., 2010). Corroborando com o presente
estudo, Uecker (2018), ao avaliar BAL de diferentes produtos lacteos, ndo encontrou a

presenca desta enzima em nenhum de seus isolados.

6.2.5 Suscetibilidade a Antimicrobianos
De acordo com a Tabela 3, pode ser observado os resultados de suscetibilidade
dos isolados de kefir e de kombucha frente aos antimicrobianos de uso clinico.
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Tabela 3. Resultados da suscetibilidade dos isolados a analise antimicrobiana. Os

valores foram expressos em média * desvio padréo.

Isolados *VAN PEN MER ERI CLO

Classificagao ..o 1y 6217 Rs14-8215 Rs150-8221 Rs13-5223  Rs12--5218
CLSI (mm)

***A1 17,0+0,01 23,0£0,02 250+0,01 36,0+x0,03 32,0%0,02
A2 19,0+ 0,01 25,0+£0,01 250+0,02 39,0+£0,02 35,0+0,03
A3 18,0+ 0,03 25,0+£0,02 250+0,02 38,0+0,02 39,0+0,02
A4 17,0£0,01 240+£0,03 24,0+0,03 150+0,01 29,0%£0,04
A5 18,0+ 0,02 23,0£0,04 250+0,02 150+0,02 34,0%£0,02
A6 18,0+ 0,03 24,0+£0,02 24,0+£0,01 20,0x0,03 24,0%0,01
A7 17,0+0,02 240+£0,02 250+0,02 21,0x0,02 23,0%0,02
****KAC 18,0+ 0,02 24,0+£0,02 250+0,01 26,0+0,02 23,0%0,02

*Antimicrobianos: VAN: vancomicina; PEN: penicilina; MER: meropenem; ERI: eritromicina; CLO:
cloranfenicol

**Classificagao segundo CLSI: R: resistente; I: intermediario; S: sensivel

***A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7: isolados de kefir de leite

****KAC: isolado de kombucha

Verificou-se que todos os isolados apresentaram suscetibilidade a vancomicina,
penicilina, meropenem e cloranfenicol. Quando analisada a susceptibilidade dos
isolados ao antimicrobiano eritromicina, os isolados A4, A5, A6 e A7 demonstraram
sensibilidade intermediaria por apresentar halo de inibicdo superior a 13 mm e inferior a
23 mm. Ja os demais isolados (A1, A2, A3 e KAC) demonstraram sensibilidade a este
antimicrobiano.

Essa avaliagdo € importante e necessaria para garantir a seguranga apds a
ingestdo das cepas probidticas, embora as BAL sejam previamente consideradas
seguras para o consumo (FAO/WHO,2002). Para aplicagdo alimenticia é de suma
importancia que os isolados apresentaram suscetibilidade aos antibidticos (DIAS,
2015), visto que sua resisténcia é passivel de transmissdo para os demais micro-
organismos residentes na microbiota humana (CLSI, 2015). Desta forma, o assunto
tornou-se uma grande preocupagao para saude publica, despertando a atengdo dos
pesquisadores e dos profissionais da saude do mundo todo (SHARMA et al., 2014).
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Lima (2018), ao analisar BAL resultantes da fermentagdo de gréos de kefir em
leite ovino, encontrou suscetibilidade em todos os isolados, incluindo penicilina e
clindamicina. Da mesma forma que Lima (2017), ao utilizar 10 antimicrobianos em 10
amostras de Staphylococcus isolados de queijo tipo minas artesanal, constatou
suscetibilidade para oito (n=8) antimicrobianos, incluindo a vancomicina.

Faria (2017), ao investigar o potencial probiético de micro-organismos veiculados
em leites fermentados comerciais, certificou que todos os isolados apresentaram
suscetibilidade a cloranfenicol e a penicilina. No entanto, as amostras apresentaram
resisténcia a vancomicina, contrapondo os resultados da presente pesquisa. Porém,
alguns géneros de BAL podem apresentar resisténcia intrinseca a vancomicina, nao
sendo desta forma, um dado desfavoravel, pois neste caso, a transmissao dos genes
de resisténcia é contida (TEUBER et al., 1999).

Santos (2015), demonstrou em seu estudo que dos 10 antimicrobianos testados,
incluindo eritromicina cloranfenicol, penicilina e vancomicina, também utilizados no
presente estudo, demonstraram efeito de inibicdo sobre o crescimento de 13 isolados
de BAL.

Omura (2014) realizou sua pesquisa com o objetivo de verificar a sensibilidade
antimicrobiana de 11 isolados de BAL provenientes de leite humano, por meio do
método de difusdo de discos. Destas amostras analisadas, nenhuma apresentou
resisténcia ao meropenem, o que corroborou com os resultados encontrados, onde nao
houve resisténcia dos isolados a este antimicrobiano.

Nesse aspecto, observou-se que o isolado A2 nao possui perfil de resisténcia a
nenhum dos antimicrobianos utilizados, da mesma forma que todos os isolados
apresentaram suscetibilidade a vancomicina, penicilina, meropenem e cloranfenicol,
nao demonstrando risco a saude do consumidor. Resultado promissor, uma vez que a
capacidade de uma bactéria resistir aos antimicrobianos pode representar uma ameaca
a saude humana, por estar diretamente ligado a seguranga alimentar (JERONYMO-
CENEVIVA et al., 2014; FAO/WHOO, 2006).
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6.3 Avaliagao das Propriedades Tecnoldgicas
6.3.1 Atividade Antimicrobiana
Na avaliagdo da atividade antimicrobiana, dos oito (n=8) isolados, cinco (n=5)
apresentaram potencial inibitério de crescimento (62,5%) contra as quatro culturas
utilizadas como indicadoras (Tabela 4). Deve-se destacar que o isolado KAC,

proveniente de kombucha, apresentou atividade antagonista contra todos os patégenos
alimentares testados.

Tabela 4. Analise da atividade antimicrobiana de bactérias acido-laticas isoladas de

kefir e de kombucha. Os resultados foram expressos em milimetros (mm) + desvio

padrao.
Salmonella  Staphylococcus  Escherichia Listeria

Isolado Enteritidis aureus coli monocytogenes
ATCC 13076  ATCC 25923  ATCC 43895 ATCC 7644
*A1 26,0 £ 0,02 33,0 £ 0,01 19,0 £ 0,03 25,0 £ 0,01
A2 39,0 £ 0,01 26,0 £ 0,02 20,0 £ 0,04 16,0 £ 0,02
A3 25,0 £ 0,01 29,0 £ 0,04 21,0+ 0,02 17,0 £ 0,02
A4 18,0 £ 0,02 00,0 £ 0,00 19,0 + 0,01 19,0 £ 0,03
A5 16,0 £ 0,03 13,0 £ 0,02 00,0 £ 0,00 00,0 £ 0,00
A6 00,0 £ 0,00 00,0 £ 0,00 19,0 £ 0,02 16,0 £ 0,02
A7 16,0 £ 0,02 15,0 £ 0,01 18,0 £ 0,02 20,0 £ 0,02
**KAC 15,0 £ 0,01 16,0 + 0,02 19,0 + 0,01 15,0 + 0,02

* A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7: isolados de kefir de leite
** KAC: isolado de kombucha artesanal

Ao analisar o efeito inibitorio dos isolados A1, A2, A3, A7 e KAC, observou-se a
atividade antimicrobiana por meio da formagao de halos inibitorios, indicando a inibicao
do crescimento de bactérias patogénicas, comuns em alimentos. Esta capacidade
inibitéria de BAL esta diretamente ligada a produgéo de acido por meio do metabolismo
de carboidratos. Ademais, algumas espécies possuem a capacidade de produzir
peptideos, conhecidos como bacteriocinas e peroxido de hidrogénio que inibem o
crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes (DE SOUZA BARBOSA
et al., 2015; DIAS et al., 2018). Por isso, ha um interesse crescente por aplicacado de
BAL produtoras de substancias antimicrobianas em matrizes alimentares
(CASTELLANO et al., 2017; YAZGAN et al., 2021).
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Contrariamente, quando analisado o isolado A4 n&o foi observada atividade
antimicrobiana frente ao micro-organismo indicador S. aureus (Gram-positivo), da
mesma forma que, quando analisado a acédo do isolado A5 n&o foi observada inibicao
frente a E. coli (Gram-negativo) e L. monocytogenes (Gram-positivo), e 0 mesmo foi
observado quando analisado o isolado A6 frente a inibicdo de S. Enteritidis (Gram-
negativo) e S. aureus (Gram-positivo).

A parede bacteriana consiste em uma das mais importantes estruturas da
bactéria, € esta que fornece a resisténcia fisica as diferentes osmolaridades dos meios
intra e extracelular, além de manter a forma da célula, serve como suporte para
estruturas de locomog&o do micro-organismo. A parede celular das espécies Gram-
positivas possui uma camada de peptideoglicano espessa enquanto que as Gram-
negativas possuem uma parede mais complexa, além de possuir uma camada de
peptideoglicano, possui uma membrana externa composta de lipopolissacarideo, o que
torna a bactéria mais resistente a agressores externos e a ambientes acidos
(MOREIRA et al., 2015). No entanto, no presente estudo n&o foi observada variagéo no
modo de agdo entre os micro-organismos indicadores Gram-positivos ou Gram-
negativos.

Analise semelhante realizada por Ribeiro (2019), demonstrou que das 154
amostras de BAL isoladas da microbiota de leite de bufala, 148 (96,1%) apresentaram
atividade antagonista em pelo menos um dos micro-organismos testados, e 58 (37%)
demonstraram capacidade antagonista frente a todos os micro-organismos alvo
utilizados (L. monocytogenes, S. aureus e S. Enteritidis).

Apos a constatacdo dos resultados, o presente estudo analisa futura aplicacao
dos isolados de grdo de kefir e de kombucha em matrizes alimentares, por entender
que estes isolados apresentam fungdo antagbnica perante a presengca de micro-
organismos potencialmente patogénicos.

E preciso salientar que, mesmo ap6és a comprovacao das atividades terapéuticas
que um probiotico pode apresentar apos sua ingestdo, sua aplicagdo em individuos
imunossuprimidos como doengas malignas, pos transplante de o6rgdos e bebés sob
cuidados neonatais, deve ser realizado com muita precaugéo (KIM e KOUSHIK, 2020).

O uso desses micro-organismos pode causar translocagao bacteriana, desenvolvendo
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infeccbes oportunistas e, como resultado, desenvolvendo quadros graves de
pneumonia, endocardite e sepse (ZAWISTOWSKA-ROJEK e TYSKI, 2018).

6.3.2 Fermentagao de glicose

Os isolados foram analisados quanto a produgédo de fermentagcdo de glicose,
teste importante para verificagado da aplicabilidade dos micro-organismos nos alimentos.
Quanto aos resultados, cinco (n=5) isolados (A1, A4, A6, A7 e KAC) foram
considerados como homofermentativos, apresentando apenas turvagdo do meio, e trés
(n=3) isolados (A2, A3, A5) foram considerados heterofermentativos, produzindo gas
em seu meio.

As bactérias homofermentativas, produzem o acido latico como o principal
produto resultante da fermentacdo de glicose, ja as heterofermentativas, podem
produzir diéxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetileno, além do acido
latico (HERMANS, 2013). Portanto, as BAL heterofermentativas, assim como os
isolados A2, A3 e A5 deste estudo, além de conferir melhor sabor e textura aos
alimentos, contribuem para o aroma do produto, devido a capacidade de produzirem
compostos flavorizantes (PEREIRA et al., 2020). Os micro-organismos pertencentes a
esse grupo, costumam fazer parte da fermentagdo secundaria, favorecendo também a
cura de queijos. No entanto, em produtos como iogurte, onde a produgédo de gas é
indesejavel, bactérias homofermentativas (A1, A4, A6, A7 E KAC) tornam-se a melhor
opc¢ao, evitando desta forma, problemas com flavor, causados pela formagao do acido
acético (KOSTINEK et al., 2007).

Silva (2019), ao avaliar o potencial tecnologico de BAL isoladas de leite caprino,
observou que nenhum dos isolados apresentou a capacidade de produc&o de gas a
partir da fermentacdo de glicose, concluindo que todos os isolados apresentam
metabolismo homofermentativo. Ja de Almeida Junior et al. (2015), ao avaliar BAL
oriundas de leite caprino, observou que dos 58 isolados, nove apresentaram produg¢ao
de gas, caracteristicas também apresentadas neste estudo.
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6.4 Atividade Antioxidante

6.4.1 Capacidade antioxidante pelo método DPPH

Com o método empregado foi possivel demonstrar capacidade antioxidante de
todos os isolados (Figura 1), que por meio da redugcdo do radical estavel DPPH,
promoveu mudanga de sua coloragao violeta escuro para violeta claro ou amarelo
(SOUSA et al., 2007).
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Figura 1 — Capacidade de sequestro do radical DPPH por bactérias acido-laticas
isoladas de kefir de leite e de kombucha, apés 1 h e 24 h. Os resultados foram
expressos em EC50 yg mL™".

Letras mindsculas iguais na mesma coluna indicam que nao ocorreram diferengas significativas (p<0,05)
com o passar do tempo em um isolado.

Letras mailsculas iguais na mesma linha indicam que nao ocorreram diferengas significativas (p<0,05)
entre os isolados.

A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 — Isolados de kefir de leite.

KAC - Isolado de Kombucha artesanal.

Quando realizada a comparacgao dos isolados no periodo de 1 h e 24 h, apenas o
isolado A1 apresentou diferenga significativa, demonstrando que a concentragéo
minima para reduzir 50% do DPPH inicial, reduziu com o tempo de inibicdo, resultado
favoravel, ja que a capacidade antioxidante do isolado é diretamente proporcional a

concentragéo celular minima capaz de reduzir o radical. Para os demais isolados, néo
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foram observadas diferengas significativas, mostrando que a capacidade antioxidante
permaneceu a mesma ao longo de 24 h.

Ao comparar os isolados em um mesmo tempo (1 h ou 24 h), apurou-se que as
amostras de A2, A6 e KAC apresentaram maior inibicdo do radical, indicando assim, um
maior potencial antioxidante que os demais isolados analisados.

Em um estudo semelhante realizado por Nascimento (2017), o qual avaliou a
capacidade antioxidante de duas amostras de leites fermentados por BAL
suplementado com E. faecium, utilizando o método DPPH, foi observado que ambas
amostras apresentaram capacidade de sequestro do radical DPPH, apresentando uma
variagdo de 0,92 + 0,34% a 18,23 + 0,89% e de 1,19 + 0,10% a 18,97 + 1,58% em
ambas amostras de leite fermentado.

De maneira geral, os antioxidantes s&o substéncias formadas a partir de
vitaminas, de minerais, de enzimas e de coenzimas, que em baixas concentragdes,
possuem a capacidade de inibir a oxidagdo de substratos de maneira eficiente,
atenuando os maleficios causados pela producdo exacerbada de radicais livres. Ao
entrarem em contato com um atomo desestabilizado, sua principal funcido € doar um
elétron, para assim, evitar o processo oxidativo e amenizar os danos causados as
células (ROCHA; SARTORI; NAVARRO, 2016).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas inorganicas ou organicas que
possuem um ou mais elétrons ndo pareados em sua ultima camada eletronica. Essas
moléculas reagem com qualquer composto localizado préximo a sua Orbita externa,
podendo assim, receber um elétron, conhecido como oxidagdo ou doar um elétron,
chamado de reducdo (VALKO, 2007). Derivados de subprodutos do metabolismo
aerobio, estas substancias quando produzidas de forma adequada, ao entrarem em
contato com as células, possibilitam uma protecdo antioxidante eficaz do meio, capaz
de inativa-las (KASOTE, 2015), contudo, em altas concentragbes, ou com um
organismo deficiente em atividade antioxidante, sua presenga pode causar estresse
oxidativo, danificando as células (BARBOSA et al., 2013). Com a ingestao de alimentos
naturais ricos em antioxidantes, as consequéncias das reacdes oxidativas podem ser
diminuidas (ROLIM; PEREIRA; ESKELSEN, 2013). De acordo com os resultados



43

encontrados, todos os isolados demonstraram caracteristicas antioxidantes desejaveis

a futuras aplicagdes em alimentos.

6.4.2 Inibicao da peroxidacgao lipidica pelo método de TBARS

Para estimar a peroxidacéo lipidica das amostras foi empregado o método de
TBARS. Para isso, utilizou-se sulfato ferroso como pré-oxidante, e como substrato,
utilizou-se azeite de oliva (acido graxo monoinsaturado) (SOUZA et al., 2017).

Ao analisar o extrato de sobrenadante bruto dos isolados em estudo com o
azeite de oliva, foi observada reducédo do processo oxidativo (Figura 2), indicando que
todos os isolados apresentaram inibi¢cao significativa da peroxidagéo lipidica, sugerindo
potencial acdo antioxidante.
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Figura 2 — Atividade antioxidante de bactérias acido-laticas isoladas de kefir de leite e
de kombucha, analisada pelo método de TBARS apdés 1 h. Os resultados foram
expressos em nmol de MDA mL™".

Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que nao ocorreram diferengas significativas (p<0,05)
entre os isolados.

A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 — Isolados de kefir de leite.
KAC- Isolado de kombucha artesanal.

Souza (2019) ao avaliar a capacidade oxidativa de iogurtes a base de leite
caprino, utilizando o método de TBARS, observou que todas as amostras apresentaram
oxidacao lipidica apds o sétimo dia de armazenamento. Tal achado pode contribuir para
alteracao das caracteristicas sensoriais do produto, pois a permanéncia desse processo

implica em danos durante seu armazenamento, por estar diretamente relacionado aos
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sabores rangosos indesejaveis (ESTRADA et al.,, 2011). A partir deste estudo,
observou-se que a reagao de oxi-reducdo dos produtos lacteos corresponde a sua
composicao lipidica e que, portanto, quanto maior a concentragcéo de acido graxo, maior
sera sua oxidacao (TIMMONS et al., 2001).

A partir dos resultados encontrados, sugere-se que a aplicagao dos isolados em
estudo em uma matriz alimentar composta de acido graxo, poderia apresentar maior
durabilidade durante o periodo de armazenamento, visto que as bactérias adicionadas
evitariam a oxidagao lipidica do alimento.

6.5 Caracteristicas probiéticas

A autoagregacao parece ser necessaria para a adesao de linhagens probioticas
as ceélulas epiteliais e, aliada a habilidade de co-agregagao, podem formar uma barreira
para prevenir a colonizagdo por patogenos (COLLADO et al., 2008). Collado et al.
(2007) fazem algumas consideragbes importantes sobre a inibicdo da adesdo de
patogenos pelos probidticos ao afirmar que esta habilidade parece depender tanto do
probiotico como do patégeno, indicando alta especificidade.

Na Figura 3 podem ser observados os resultados obtidos na avaliagdo da
capacidade de autoagregagao dos micro-organismos isolados em estudo. Por meio dos
resultados, pode-se observar que os maiores percentuais de autoagregagdo foram
observados nos isolados A2 (77,46%) e KAC (70,98%). Os valores de autoagregacao
aumentaram com o tempo de incubacao, sendo melhor evidenciada a partir de 4 h até
o periodo final de incubagéo (24 h). A maioria dos isolados apresentou mais de 50% de
agregagdo apos 24 h, o que pode sugerir capacidade de ligagdo no trato
gastrointestinal.
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Figura 3 — Capacidade de autoagregagao para os micro-organismos isolados para os

tempos de 0, 2,4 € 24 h.
Letras mindsculas iguais em um mesmo isolado indicam que ndo houveram diferengas significativas com

o decorrer do tempo de analise.
Letras maiusculas iguais em um mesmo tempo indicam que ndo ocorreram diferengas significativas entre

os isolados.
A2- Isolado de kefir de leite.
KAC- Isolado de kombucha artesanal.

A capacidade de autoagregacgao e coagregacao entre bactérias exerce um papel
fundamental na prevengéo de colonizagdo de micro-organismos patogénicos invasores
(GARCIA-CAYUELA et al., 2014). A agregacdo é um fendtipo que representa a
capacidade de aderéncia da célula (KOS et al.,, 2003). As oscilagbes de pH na
superficie da membrana celular e suas propriedades especificas podem influenciar a
comunicagdo das bactérias com a mucosa do trato gastrointestinal, induzindo sua
localizagdo no intestino e sua funcionalidade (WASKO et al., 2014; HADDAJI et al.,
2015), bem como, algumas proteinas associadas com a camada S da célula, que
podem atuar como fatores de aderéncia, contribuindo diretamente com a capacidade
de autoagregacdo e coagregacdo de uma bactéria (DEEPIKA e
CHARALAMPOPOULOS, 2010).
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A Figura 4 mostra a capacidade de coagregagdo de cada isolado frente ao

patdgeno L. monocytogenes.
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Figura 4 — Capacidade de coagregagao para os micro-organismos isolados para os

tempos de 0, 2,4 e 24 h.
Letras mindsculas iguais em um mesmo isolado indicam que ndo houveram diferengas significativas com

o decorrer do tempo de analise.
Letras mailsculas iguais em um mesmo tempo indicam que ndo ocorreram diferengas significativas

entre os isolados.
A2- Isolado de kefir de leite.
KAC- Isolado de kombucha artesanal.

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, os isolados de A2
(76,77%), KAC (70,65%) e A4 (63,71%), apresentaram maiores percentuais de
coagregacao com o isolado de L. monocytogenes, obtidos em 24 h de analise.

A coagregacao, capacidade das células de formar agrupamentos entre bactérias
geneticamente distintas com agentes patogénicos, € essencial e desejavel para que
ocorra uma exclusdo competitiva de micro-organismos indesejaveis na microbiota
intestinal. Desta forma, ao excretar substancias inibidoras, as cepas coagregantes
controlam o ambiente e evitam que agentes patogénicos aja no local (COLLADO;
MERILUOTO; SALMINEN, 2007; KAEWNOPPARAT et al., 2013).
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Bao et al. (2010) em seu estudo, ao avaliar a capacidade de coagregacao de
especies bacterianas de Lactobacillus frente a micro-organismos patogénicos (L.
monocytogenes, S. aureus, Shigella flexneri, S. typhimurium, E. coli O157), concluiu
que a BAL impediu a agcdo de agentes potencialmente patogénicos ao intestino
humano. Portanto, os isolados potencialmente probidticos precisam apresentar a
capacidade de coagregar com estirpes patogénicas e sabe-se que os probidticos
comerciais apresentam geralmente essa habilidade apés 20 h de exposigédo, a
depender das condi¢des de incubagao das amostras (COLLADO et al., 2007).

Paix&o (2016) ao analisar a capacidade de coagregacdo de BAL frente a duas
espécies de bactérias patogénicas (S. Typhi (ATCC 6539) e L. monocytogenes (ATCC
7644)), constatou que os resultados mais promissores foram obtidos no decorrer das 5
h, contudo, o autor sugere que o tempo de incubagdo pode ter influenciado,
necessitando um tempo experimental maior. O autor ainda observou que a maior
porcentagem meédia da atividade foi encontrada a partir da interagdo com L.
monocytogenes, correspondente a 5,8%, o que foi considerado baixo. Em geral, as
BAL pertencentes a espécie de Lactobacillus possuem uma maior capacidade de
coagregacao com isolados de L. monocytogenes (DIAS et al., 2013).

Ressalta-se ainda que, essa caracteristica pode ser desejavel se a outra cepa
for probiodtica, nesse sentido, a coagregagao precisa ser analisada, pois havendo
producdo de bacteriocinas pelos probidticos a coagregacdo pode desempenhar uma
funcdo importante na prevencdo de biofilmes, facilitando a eliminagdo dos agentes
patogénicos na flora intestinal (TODOROQV et al., 2011; TODOROQV et al., 2012).

Resultados semelhantes foram obtidos por Nascimento (2017), que ao avaliar a
capacidade de coagregacao de novas linhagens de BAL probidticas, obteve as maiores
concentracdes apos 24 h de incubagao, com valores entre 67% e 72%. O autor ressalta
que apesar dos isolados ndo produzirem compostos antimicrobianos, a producdo de
acidos organicos pela bactéria, responsavel pela alteragdo do pH do meio, pode
representar uma certa desvantagem perante aos demais agentes patogénicos no meio.

Na Figura 5 podem-se observar os resultados obtidos na avaliagdo da
capacidade hidrofobicidade dos micro-organismos isolados. A capacidade de

hidrofobicidade dos micro-organismos aumentou no decorrer do tempo avaliado, dentre
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os isolados com maior capacidade de hidrofobicidade, destacam-se os isolados A2
com 40,79%, seguidos dos isolados KAC com 39,32% e A4 com 37,67 %.
A capacidade de autoagregacdo juntamente com a hidrofobicidade pode ser

usada para selecionar bactérias potencialmente probioticas (COLLADO et al., 2008).
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Figura 5 — Capacidade de hidrofobicidade dos micro-organismos no tempo de 2 h.

Letras minusculas iguais em um mesmo isolado indicam que ndo houveram diferengas significativas com

o decorrer do tempo de analise.
Letras maiusculas iguais em um mesmo tempo indicam que ndo ocorreram diferengas significativas entre

os isolados.
A2- Isolado de kefir de leite.
KAC- Isolado de kombucha artesanal.

Os resultados obtidos no presente estudo, sdo semelhantes ao encontrado por
Araujo et al. (2016) que ao avaliar a capacidade de hidrofobicidade de BAL obtidas de
queijo coalho, observou que a maioria dos isolados obtiverem valores médios de 20% a
30% de adesao e apenas um isolado apresentou indice a cima de 70%. Da mesma
forma que Hermanns (2013), ao realizar o mesmo experimento, observou que dos
cinco (n=5) isolados analisados, quatro (n=4) apresentaram percentual de
hidrofobicidade maior que 70%, classificando-as como potencialmente hidrofobicas.

Han et al. (2017), constatou em seu estudo que a maioria das BAL que
apontaram alta capacidade de hidrofobicidade, também demonstraram alto indice de

adesao as células Caco-2.
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Para que uma bactéria possa aderir-se a mucosa intestinal e, assim coloniza-la,
€ necessario que haja interacdo entre adesinas, compostos da parede celular e
receptores da mucosa intestinal. E a partir da relagdo desses elementos que a bactéria
consegue aderir-se a mucosa, proporcionando maior seguranga na presenga do
peristaltismo intestinal e pela passagem de fluidos que provocam eliminagdo dos micro-
organimos para o exterior do organismo (GARCIA-CAYUELA et al., 2014).

Com base nos resultados expostos até o momento, foram selecionados dois
isolados para a continuidade do estudo. Assim, A2 e KAC foram analisados quanto a
tolerancia as condigdes acidas, aos sais biliares e ao trato gastrointestinal. Ainda, apos
estas analises, foi realizada a analise de citotoxicidade do isolado A2 por meio do
ensaio de MTT.

6.5.1 Tolerancia as condic¢oes acidas

A tolerancia as condigdes acidas esta apresentada na Figura 6. De acordo com
os resultados obtidos foi possivel comparar o comportamento dos isolados frente aos
diferentes pHs testados e, conforme o esperado, quanto mais acido o meio, menor a
concentracdo celular, apontando maior sensibilidade dos isolados em ambientes
acidos. Porém, observa-se que o aumento do pH n&o extingue a presenga dos isolados,
sugerindo sua tolerancia as condigdes acidas. Assim, os resultados do presente estudo
demonstram que ambos os isolados, possuem capacidade de resistir a ambientes
acidos, semelhantes aos encontrados no trato gastrointestinal.

Araujo (2017) ao analisar a resisténcia de cinco (n=5) isolados de BAL
provenientes de queijo coalho sob condi¢des acidas, verificou que estes apresentaram
melhor viabilidade ao pH 3,0, sugerindo que o pH mais acido influencia em seu
desenvolvimento. O autor verificou ainda que a contagem de colénias submetidas ao
pH 2,5, apés 3 h de exposicdo, apresentou reducdo da sobrevivéncia das células,

contudo, os valores permaneceram viaveis.
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Figura 3 — Analise de resisténcia dos micro-organismos A2 e KAC as condigbes acidas
(pH).

Letras minusculas iguais na mesma coluna e em um mesmo isolado indicam que ndo ocorreram
diferengas significativas (p<0,05) com o decorrer do tempo.

Letras mindsculas iguais na mesma coluna e em um mesmo tempo indicam que ndo ocorreram
diferengas significativas (p<0,05) entre os isolados.

Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que nao ocorreram diferengas significativas (p<0,05)
entre os pHs em um mesmo tempo.

A2- Isolado de kefir de leite.

KAC- Isolado de kombucha artesanal.

Apds a ingestdo alimentar, o suco gastrico, o qual possui pH de
aproximadamente 2,5, € secretado pelo organismo, com o objetivo de promover a
digestéo, auxiliando na degradac&o dos alimentos consumidos (KIMOTO et al., 2000).
Por isso, a sobrevivéncia de cepas probidticas na presenca do suco gastrico durante a
digestdo, € uma importante caracteristica a ser considerada para a sua selegéo
(AVAIYARASI et al., 2016). Comparando isolados de diferentes ambientes, os isolados
de origem animal, comumente apresentam maior caracteristica probiotica, devido a
exposic&o similar ao ambiente originalmente encontrado (SAARELA et al., 2000).

Lima (2018) ao avaliar a taxa de sobrevivéncia de BAL isoladas de leite ovino
fermentado por grédos de kefir em pH acido, observou que todos os isolados
apresentaram maior tolerancia ao pH 5,0, porém ao serem expostos ao pH 2,0 e 3,0
apresentaram reducdo da viabilidade celular. O autor sugere que os isolados

analisados nao resistiram ao meio acido devido ao longo tempo de amostragem (4 h).
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Demais autores, sugerem que esse contato pode ter duragcdo maxima de 3 h (REN et
al.,, 2014; ARCHER e HALAMI, 2015). Apo6s verificar que os mesmos isolados
sobreviveram a simulagc&o de digestéo in vitro adicionado de leite, Lima (2018) conclui
que pode existir viabilidade microbiana quando adicionados e consumidos junto a
matriz alimentar, como o leite.

Ao realizar o teste de resisténcia ao trato gastrointestinal de forma simulada em
BAL isoladas de kombucha, Garcia (2017) verificou que de forma geral, nas primeiras 3
h, todos os isolados apresentaram declinio da concentragao, tanto em meio acido,
quanto em pH neutro. Para o mesmo periodo, foi observado que no pH 3,0, as
bactérias apresentaram menor resisténcia quando comparado aos pH 5,0 e 7,2.

Assim, apesar de alguns autores terem encontrado resultados insatisfatérios ao
avaliar a resisténcia bacteriana ao pH acido estomacal, o leite pode apresentar efeito
protetor sobre os micro-organismos fermentadores, podendo desta forma, facilitar a
sobrevivéncia de micro-organismos probidticos em ambientes acidos como do
estdbmago (TUO et al., 2013).

6.5.2 Tolerancia aos sais biliares

A tolerancia dos isolados submetidos a diferentes concentragdes de sais biliares
esta apresentada na Figura 7. Foi possivel observar que, os dois isolados (A2 e KAC)
apresentaram viabilidade celular em todos os tempos analisados, permanecendo

estavel em todas as concentragdes analisadas.
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Figura 4 — Tolerancia dos isolados A2 e KAC em diferentes concentragées de sais

biliares.

Letras minusculas iguais na mesma coluna dentro de um mesmo isolado indicam que ndo ocorreram
diferengas significativas (p<0,05) com o decorrer do tempo de analise.

Letras minusculas iguais na mesma coluna e em um mesmo tempo indicam que ndo ocorreram
diferengas significativas (p<0,05) entre os isolados.

Letras mailsculas iguais na mesma linha indicam que n&o ocorreram diferengas significativas (p<0,05)
entre as concentragdes de sais biliares.

A2- Isolado de kefir de leite.

KAC- Isolado de Kombucha artesanal.

Os sais biliares apresentam um papel importante na eliminagdo de micro-
organismos patogénicos invasores. Essas substancias quando em contato com agentes
patogénicos, solubilizam a membrana plasmatica por meio de sua agdo detergente.
Contudo, sua agdo age em qualquer micro-organismo ingerido. Para atuarem
beneficamente sobre a saude humana, os probidticos precisam sobreviver a presenca
de sais biliares e se aderirem a mucosa intestinal do hospedeiro (PINO et al., 2019;
SANDERS et al., 2019).

Rotta et al. (2020) encontraram resultados semelhantes aos do presente estudo.
Ao avaliarem a resisténcia de BAL provenientes de leite, observaram que dois (n=2)
dos trés (n=3) isolados apresentaram viabilidade estavel ao longo do experimento. Ja
no estudo conduzido por Malveira (2017), ao avaliar BAL isoladas de bezerros recém-
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nascidos, observaram que todos os isolados apresentaram resisténcia as
concentracdes 0,3 e 0,5% de sais biliares e mais de 90% resistiram a concentragéo de
1%.

A sobrevivéncia e a viabilidade de BAL em ambientes adversos do trato
gastrointestinal sdo propriedades importantes e fundamentais para que uma linhagem
seja considerada probidtica. Quanto maior a resisténcia in vitro, maior a chance de a
bactéria sobreviver a passagem pelo estdmago e intestino in vivo (WENDLING e
WESCHENFELDER, 2013). Dessa forma, os isolados utilizados no presente estudo,
demonstram grande capacidade probidtica quando relacionada a toleréncia aos sais
biliares.

6.5.3 Tolerancia ao trato gastrointestinal

O intestino humano serve de abrigo para bilhdes de micro-organismos que
formam a microbiota humana. Nele ocorrem interacbes e atividades metabdlicas
importantes para a fisiologia humana que contribuem para o sistema imunologico
(LOZUPONE et al., 2012). Suas regides, podem ser acometidas por diversos micro-
organismos invasores, causadores de doencas infecciosas (SANDERS, 2011). No
entanto, sabe-se que as condi¢cdes acidas do intestino, facilitam a competitividade de
BAL por apresentarem maior tolerancia ao baixo pH extra e intracelular, combatendo
micro-organismos patogénicos (PATEL, 2012; SCHNEIDER, 2016).

Com o objetivo de encontrar BAL que resistam as condi¢gdes do meio intestinal,
foi realizado o teste de tolerancia ao trato gastrointestinal de forma simulada e os
resultados estdo demonstrados na Figura 8. Por meio dos resultados obtidos observou-
se que, ambos isolados demonstraram maior tolerancia quando expostos a enzima
pepsina/ pepsina + leite e pancreatina/ pancreatina + sais biliares. Porém, observou-se
maior viabilidade quando analisada pancreatina e pancreatina + sais biliares.
Importante destacar também, que neste experimento quando aplicada pepsina + matriz
alimentar (leite) observou-se viabilidade semelhante ao experimento somente com

pepsina.



54

TGl
10 -
9 [ PAcA PACA bD¢D bD¢p bDbE bDbE
8 r bBb,B b,Bb,B aE aE
aA aA 0 D, ,BD, c aD aD A A
7 L aBEl  asF acbCa’  achCh
Yy 6
-
g st
2
& 4r
3 L
2 L
1 L
0
A2 KAC A2 KAC A2 KAC A2 KAC A2 KAC
Controle Pepsina Pepsina + Leite Pancreatina Pancreatina + Sais
Biliares

HO0h m2h m4h

Figura 8 — Tolerancia ao trato gastrointestinal de forma simulada de bactérias acido-

laticas isoladas de kefir de leite (A2) e de kombucha artesanal (KAC).

Letras minusculas iguais na mesma coluna e em um mesmo isolado indicam que ndo ocorreram
diferengas significativas (p<0,05) com o decorrer do tempo de analise.

Letras mindsculas iguais na mesma coluna e em diferentes isolados, quando comparados ao mesmo
tempo, indicam que nao ocorreram diferencgas significativas (p>0,05) entre os isolados.

Letras mailsculas iguais na mesma linha indicam que n&o ocorreram diferengas significativas (p<0,05)
entre os tratamentos.

A2 — Isolado de kefir de leite.

KAC- Isolado de kombucha artesanal.

Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Hermanns (2013), onde a
BAL isolada de queijo artesanal, apresentou um declinio do crescimento com o uso de
pepsina no tempo 0 e um aumento da viabilidade apds 1 h de tratamento.

Da mesma forma que André (2020), ao realizar o teste de tolerancia ao suco
gastrico, observou que todos os isolados apresentaram viabilidade semelhante ao
controle. O mesmo autor, verificou que quando simulado o suco intestinal com o uso de
pancreatina + sais biliares, todas as bactérias apresentaram viabilidade em todos os
tempos analisados e, assim como no presente estudo, apos 4 h de exposigao, a
viabilidade aumentou para ambos isolados.

Com a grande diversidade e inumeras op¢des de aplicagbes de BAL nas areas

de clinica e industria alimenticia, houve a necessidade de correlacionar as duas areas,
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empregando a biotecnologia como instrumento de promogéo a saude animal e humana
(ORTEGA et al., 2016).

Assim como realizado nesta pesquisa, a prospecgao de BAL com potencial
probiotico e biotecnoldgico torna-se um potente estudo de forma a contribuir
positivamente para a industria nutracéutica e alimenticia, utilizando micro-organismos
seguros e eficazes que agreguem produtos funcionais a serem aplicados em novas
terapias (LIMA et al., 2017).

6.6 Ensaio de citotoxicidade (MTT) de linhagens de células VERO

Para a realizagdo do teste de citotoxicidade, foi selecionado o isolado A2, por
apresentar resultados satisfatorios nos ensaios ja empregados e por demonstrar
melhor capacidade tecnoldgica, por meio da analise dos resultados de atividade
antimicrobiana.

A viabilidade das células VERO apdés 1 h de interagcdo com a suspensao
bacteriana do isolado A2, estd demonstrada na Figura 9. O isolado A2 apresentou
maior citotoxicidade as células na concentracdo de 0,010 pg/mL, sendo possivel
observar reducdo significativa da viabilidade de células VERO nesta amostragem. A
concentracéo de 0,001 e 0,100 pg/mL, apresentaram a menor toxicidade observada em

relagéo ao controle, ndo indicando diferenga significativa entre os tratamentos.

Absorbancia (540 nm)

Control 0.001 0.010 0.100
Concentracao (pg/mlL)

Figura 9 — Resultados do ensaio de citotoxicidade (MTT) para células VERO expostas

a 0,001; 0,010 e 0,100 pyg/mL da suspenséao bacteriana do isolado A2.

*Letras iguais nao apresentam diferenga significativa entre os tratamentos.
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Sabe-se que, para um micro-organismo ser utilizado como probi6tico e exerca
seus efeitos positivos a saude do hospedeiro, além de ser capaz de resistir a passagem
pelo trato gastrointestinal e coloniza-lo, € necessario aderir-se ao epitélio intestinal. O
método MTT, empregado para avaliar a conservagao epitelial, baseia-se em aferir a
viabilidade celular de acordo com a atividade metabdlica das enzimas mitocondriais das
células vivas. A leitura é realizada a partir da redugéo do sal soluvel (de coloragéo
amarela) pelas células epiteliais, em cristais (de coloragdo azul/violeta). Com a
intensidade da coloragao, é possivel observar a contagem celular viavel, e constatar a
citotoxicidade pela leitura de medida de absorbancia em espectrofotdmetro (1ISSO, 2009
e FRESHNEY, 2010).

Sendo assim, devido as dificuldades envolvidas em analisar a adesao bacteriana
in vivo, principalmente em humanos, o presente estudo, avaliou a citotoxicidade
bacteriana em modelo in vitro, utilizando o método MTT, com o objetivo de prosperar
isolados potencialmente aderentes sem causar danos ao epitélio intestinal. Outros
autores demonstraram citotoxicidade em niveis semelhantes utilizados neste estudo.
Souza (2019) que ao utilizar concentragdes de 0,010 pyg/mL de L. plantarum em células
HT-29, encontrou maior toxicidade em sua amostra. Fochesato et al. (2020), utilizando
células VERO, avaliaram o potencial citotoxico de Saccharomyces cerevisiae RC016 e
Lactobacillus rhamnosus RCO007, e observaram que a viabilidade celular foi menor
quando utilizado a cepa de L. rhamnosus. Os mesmos autores, constataram que a
monocamada do tecido utilizado nao foi afetada, detectando somente uma alteragao de
pH do meio.

Autores sugerem que a diminui¢ao significativa de viabilidade celular encontrada
em ensaios de citotoxicidade, ocorre devido a acidificagcdo do meio causado pela
prépria bactéria durante a fermentacdo de glicogénio e producdo de acido latico
(PESSOA et al., 2017; FOCHESATO et al., 2020). Com os resultados obtidos, sugere-
se que o isolado A2 ndo apresentou citotoxicidade as células intestinais utilizadas,
tampouco alterou o pH do meio capaz de agredir o tecido celular.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados analisados, constatou-se que dos oito (n=8), sete (n=7)
isolados provenientes de kefir de leite e um (n=1) isolado de kombucha artesanal
podem ser caracterizados como pertencentes ao grupo de BAL, apresentam seguranca
microbioldgica, atividade antimicrobiana contra patégenos, capacidade antioxidante e
dois isolados (A2 e KAC) apresentaram tolerancia a condi¢gbes do trato gastrointestinal
in vitro, visando uma possivel aplicagdo futura em matriz alimentar. Assim, por se
tratarem de propriedades benéficas e desejaveis, evidencia-se a importancia do estudo
e de pesquisas de novos probidticos para futuras aplicagdes e implementagcdes em

matrizes alimentares.

8. CONSIDERAGOES FINAIS

Diante deste fato, torna-se imprescindiveis a realizacdo de testes
complementares para caracterizagcao do potencial probidtico, sequenciamento do DNA
gendémico dos isolados em estudo por meio do 16S rRNA; aplicagdo em matrizes
alimentares diversas (lacteas ou nao lacteas) e avaliagdo sensorial dos produtos
alimenticios suplementados.

Por fim, futuros estudos in vivo poderédo ser desenvolvidos para confirmarem os

possiveis beneficios que estes isolados proporcionam a saude do hospedeiro.
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