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RESUMO

Para serem considerados probiéticos, os microrganismos devem apresentar diversas
caracteristicas, entre elas, resistrem a passagem pelo trato gastrointestinal
simulado, ter efeito antagonista contra patégenos e estar viaveis e estaveis durante
o armazenamento. A liofilizacdo é considerada uma das técnicas mais utilizadas e
eficientes na preservagdo de microrganismos, pois mantém alta viabilidade das
células, possibilitando uma producéo industrial em larga escala. E uma técnica de
desidratacdo e ocorre em condi¢cdes especiais de pressdao e temperatura,
possibilitando que a agua congelada passe para o estado gasoso, estabilizando o
produto. A liofilizagdo pode danificar as células bacterianas, sendo importante avaliar
a capacidade de resisténcia a esse processo de secagem. O objetivo do trabalho foi
avaliar o processo de liofilizagao sobre propriedades probidticas de estirpes isoladas
do kefir de leite e de agua e do polvilho azedo. Foram avaliadas a atividade
antagonista pelo método spot-on-the-lawn e teste de sensibilidade as condi¢des do
trato gastrointestinal simulado (pH 2,5 e bile 0,45 g/L) das estirpes Leuconostoc
mesenteroides 9U2, Lactococcus lactis 3P, Lactobacillus satsumensis 23P3,
Lactobacillus perolens 11P3, Lactobacillus perolens 17P2, Lactobacillus brevis
A5SC3 e Lactobacillus plantarum A95SC2, para as células livres e liofilizadas. Além
disso, avaliou-se a viabilidade das estirpes por 60 dias em temperatura ambiente
liofilizadas. As estirpes avaliadas apresentaram acgdo antagbnica frente aos
patdégenos testados na forma livre e liofilizada. A porcentagem de sobrevivéncia (em
log) as condigdes gastrointestinais das células livres foi de 100% para os géneros
Leuconostoc e Lactobacillus e entre 95% a 97% para Lactocococcus e Lactobacillus
enquanto que para células liofilizadas dos géneros Leuconostoc e Lactobacillus
foram de 88 a 96%. Avaliando a viabilidade durante 60 dias em temperatura
ambiente, as estirpes liofilizadas se mantiveram em concentragdes finais de 9 a 10
log1o UFC.mL-'. Todas as estirpes apresentaram agéo inibitoria frente aos patdgenos
testados e viabilidade a passagem no trato gastrointestinal simulado antes e apds o
processo de liofilizacdo. A liofilizagdo nao afetou as caracteristicas probidticas
testadas, demonstrando ser um processo de secagem seguro para obtencdo de um
produto liofilizado proveniente de bactérias acido-lacticas isoladas de kefir e polvilho
azedo. O armazenamento nao afetou de forma significativa a concentracao final das
estirpes testadas. As estirpes Leuconostoc mesenteroides 9U2, Lactobacillus
perolens 11P3 e Lactobacillus brevis A5SC3, isoladas do kefir de leite, agua e
polvilho azedo, respectivamente, sao potencialmente probidticas, desde que estudos
complementares sejam realizados para abarcar todos os critérios.

Palavras-chave: probidticos; bactérias acido-laticas; kefir; polvilho azedo.



ABSTRACT

To be considered probiotics, microorganisms must have several characteristics,
among them, they resist the passage through the simulated gastrointestinal tract,
have an antagonistic effect against pathogens and be viable and stable during
storage. Lyophilization is considered one of the most used and efficienttechniquesin
the preservation of microorganisms, as it maintains high viability of the cells, enabling
large-scale industrial production. It is a dehydration technique and occurs under
special conditions of pressure and temperature, allowing the previously frozen water
to pass to the gaseous state, stabilizing the product. Lyophilization can damage
bacterial cells, and it is important to assess the resistance to this drying process. The
objective of this work was to evaluate the lyophilization process on probiotic
properties of strains isolated from milk and water kefir and sour starch. Antagonistic
activity was evaluated using the spot-on-the-lawn method and sensitivity test to
conditions of the simulated gastrointestinal tract (pH 2.5 and 0.45 g / L bile) of
Leuconostoc mesenteroides 9U2, Lactococcus lactis 3P, Lactobacillus satsumensis
23P3 strains, Lactobacillus perolens 11P3, Lactobacillus perolens 17P2,
Lactobacillus brevis A5SC3 and Lactobacillus plantarum A95SC2, for free and
lyophilized cells. In addition, the viability of the strains was evaluated for 60 days at
lyophilized room temperature. The strains evaluated showed antagonistic action
againstthe pathogens tested in free and lyophilized form. The percentage of survival
(in log) to the gastrointestinal conditions of free cells was 100% for the genera
Leuconostoc and Lactobacillus and between 95% to 97% for Lactocococcus and
Lactobacillus whereas for lyophilized cells of the genera Leuconostoc and
Lactobacillus they were from 88 to 96 %. Evaluating the viability for 60 days at room
temperature, the lyophilized strains were maintained in final concentrations of 9 to 10
log1o UFC.mL-1. All strains showed inhibitory action against the pathogens tested and
viability to pass through the simulated gastrointestinal tract before and after the
lyophilization process. Lyophilization did not affect the probiotic characteristics
tested, demonstrating that it is a safe drying process to obtain a lyophilized product
from lactic acid bacteria isolated from kefir and sour starch. Storage did not
significantly affect the final concentration of the tested strains. Strains Leuconostoc
mesenteroides 9U2, Lactobacillus perolens 11P3 and Lactobacillus brevis A5SC3,
isolated from milk, water and sour starch kefir, respectively, are potentially probiotic,
provided that complementary studies are carried out to cover all criteria.

Keywords: probiotics; lactic acid bacteria; kefir; sour powder.
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1. INTRODUGAO

O crescente interesse dos consumidores por alimentos benéficos a saude tem
incentivado a comunidade cientifica a realizar pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de novos produtos chamados “alimentos funcionais”. Dentre estes
0s probidticos vém se destacando pelos beneficios promovidos na microbiota
intestinal (ONZE, PONS & TUR, 2012).

Sao considerados alimentos probidticos aqueles que contém microrganismos
vivos que, quando ingeridos em quantidades viaveis, promovem alteragdes e efeitos
benéficos no organismo (FAO/WHO, 2001; SAAD, 2006; ARAUJO, 2007;
WESCHENFELDER et al., 2011). Para serem considerados probioticos, os
microrganismos dentre outras caracteristicas, devem resistir a passagem no trato
gastrointestinal, sobrevivendo a secreg¢do do suco gastrico e sais biliares; produgcao
de substancias antagbnicas e apresentar viabilidade até o consumo final, com
comprovacao in vivo e in vitro (VINDEROLA & REINHEIMER 2003; WENDLING &
WESCHENFELDER, 2013).

Bactérias acido-lacticas sdo microrganismos presentes em diversos alimentos
fermentados, como leites, carnes, vegetais e polvilho (CARR, CHILL & MAIDA, 2002;
BALLUS, et al., 2010; LAMONT et al., 2017). Nos ultimos anos, as BAL vém sendo
utilizadas como probioético, atuando direta ou indiretamente no organismo, por meio
da producao de substancias com fungdes biolégicas distintas e capazes de modular
a fisiologia do organismo (WENDLING & WESCHENFELDER, 2013; BEERMANN &
HARTUNG, 2013; SHIBY & MISHRA, 2013; NURAIDA, 2015).

Kefir de leite, originario da regido do Caucaso na Asia Central é considerado
uma bebida fermentada (ALTAY et al.,, 2013; MARSH et al.,, 2014; YANG et al.,
2014; LEITE et al., 2015; DERTLI & CON, 2017). Mas, pode ser encontrado como
kefir de agua e existem relatos que o kefir de agua teve sua origem no México
trazido apds a guerra da Criméia em 1855 (MIGUEL et al., 2011; MARSH et al.,
2014; LAUREYS & VUYST, 2014; FIORDA et al., 2017). Os graos de kefir contém
uma complexa mistura de microrganismos aderidos a essa matriz, composta de
géneros bacterianos e géneros de leveduras (GARROTE, ABRAHAM & ANTONI,
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2001; HSIEH et al., 2012; SINKO, ZAMBERLIN & SAMARZIJA, 2013; ZANIRATI et
al., 2014).

A mandioca (Manihot esculenta CRANTZ) originaria da América do Sul,
pertencente ao grupo das raizes. E rica em amido, fonte de carboidrato (CARVALHO
et al., 1996; AGOSTINI, 2006; SILVA & MURRIETA, 2014). O polvilho azedo é
obtido através da fermentacdao natural do amido extraido da mandioca através de
secagem feita ao sol com presenca de bactérias acido-lacticas e leveduras
(CARVALHO et al., 1996; AVANCINI, 2007; PENIDO et al., 2018).

Para utilizacdo de culturas probidticas na tecnologia de fabricagdo de
alimentos ou para uso em humanos sao necessarias as seguintes caracteristicas:
sobrevivéncia no produto alimenticio, consumo em quantidades que confere efeito
fisiolégico no hospedeiro e estar viaveis e estaveis durante o armazenamento
(CHARTERIS et al., 1998; SAAD, 2006; GALLINA et al., 2011).

A viabilidade e estabilidade das estirpes com potencial probidtico € um
parametro importante para industria e técnicas como a liofilizagcdo vem sendo
utilizada para essa finalidade (MORGAN et al., 2006; CHAMPAGNE & FUSTIER,
2007). A liofilizagao € considerada uma das técnicas mais utilizadas e eficientes na
preservacdo de microrganismos, pois mantém alta viabilidade das células,
possibilitando uma produgéo industrial em larga escala (CHAMPAGNE & FUSTIER,
2007).

Muitas pesquisas voltadas para obtengao de probiéticos t€m como principais
fontes produtos fermentados (STANTON et al.,, 2003; SILVA, 2015). Estudos
realizados ja mostraram efeito antagonista de estirpes isoladas do kefir e de polvilho
azedo frente a bactérias patogénicas (CHARLIER et al., 2009; DIAS, 2011; PENIDO,
2013; AUAD, 2014; MORAIS, 2015; PENIDO et al., 2018), mas sao poucos 0s
estudos que avaliam a viabilidade destas estirpes em relacdo a parametros para
alegacao de funcgao probiotica apds processo de liofilizagdo (ZANIRATI et al., 2014).
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi selecionar estirpes isoladas de kefir e de
polviliho azedo que apresentaram acao inibitéria frente a microrganismos
patogénicos e resisténcia a passagem simulada no TGl e avaliando o efeito da

liofilizagao sobre essas propriedades probidticas.
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2. OBJETIVOS

2.1.GERAL

Avaliar o efeito da liofilizagado sobre a capacidade antagonista contra patdégenos
e a sensibilidade a passagem no trato gastrointestinal simulado de bactérias acido-

lacticas isoladas do kefir de leite, de agua e do polvilho azedo in vitro.

2.2. ESPECIFICOS

I.  Avaliar o efeito inibitério de bactérias acido-lacticas provenientes do kefir de
leite e de agua e do polvilho azedo frente a microrganismos patogénicos

Gram-positivos e Gram-negativos;

Il. Avaliar a sobrevivéncia das estirpes de bactérias acido-lacticas frente ao suco

gastrico e intestinal simulados;

lll.  Avaliar o efeito da liofilizagdo na viabilidade das estirpes de bactérias acido-

laticas selecionadas apds parametros avaliados anteriormente;

IV. Avaliar a viabilidade das estirpes de bactérias acido-lacticas selecionadas e

liofilizadas por 60 dias de estocagem a temperatura ambiente.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Bactérias acido-lacticas

Bactérias acido-lacticas (BAL) sao microrganismos que estdo presentes em
diversos alimentos fermentados, como leites, carnes, vegetais, mandioca, cacau, na
cavidade oral, intestino e vagina de mamiferos. Podem promover modificagdes
desejaveis na textura, sabor, aroma, cor e qualidades nutricionais dos produtos.
Possuem status GRAS (GRAS - “Generally Recognized as Safe” - geralmente
considerado seguro) (CARR, CHILL & MAIDA, 2002; CHARLIER et al., 2009;
RAMOS et al., 2013; NURAIDA, 2015; LAMONT et al., 2017).

BAL sdo bactérias fermentativas Gram-positivas, catalase e oxidase-
negativos, ndo formadores de esporos, anaerdbicos, aerotolerantes, fastidiosas,
acido tolerantes, com temperatura de crescimento variando entre 35°C e 40°C
(dependendo da espécie) (ALI, 2010; KHALID, 2011; NURAIDA, 2015; DIANAWATI,
MISHRA & SHAH, 2016). Sdo encontrados nas formas de cocos, bacilos iméveis e
coco-bacilos, com formagao de tétrades devido sua divisdo celular em dois planos.
Podem ser divididos em dois grupos devido a forma de fermentar a glicose, em
homofermentativas ou homolactica pela via glicolitica (resulta em acido lactico pela
conversao de acgucares) e heterofermentativa (producédo de acido lactico, etanol,
acetato, didéxido de carbono) pela via 6- fosfogluconato/fosfoquetolase (AXELSSON
et al., 2004; CHARLIER et al., 2009; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016).

A denominacdo bactérias acido-lacticas € devido a formagao de energia em
forma de ATP (adenosina tri-fosfato) através da fermentagéo de carboidrato (CHO)
produzindo acido lactico como principal produto (AXELSSON et al., 2004).

Séao capazes de reduzir o pH para cerca de 4,0, um valor baixo que inibe
crescimento de outras bactérias, incluindo patogenos (REDDY et al., 2008). A
eficacia e espectro de agao contra os microrganismos patogénicos também ocorrem
devido aos metabdlitos produzidos durante a fermentagdo, que incluem acidos
organicos (lactico e acético), didxido de carbono, alcodis, aldeidos, acetaldeidos,
peroxidos de hidrogénio e bacteriocinas, com agdo antioxidante nas células

bacterianas ou destruicao da estrutura dos acidos nucléicos e proteinas celulares
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(TAGG et al., 1976; ALEXANDRE et al., 2002; CARR, CHILL & MAIDA, 2002;
POFFO etal., 2011).

Efeitos benéficos causados por essas bactérias foram observados durante o
tratamento de infecgdes intestinais, incluindo a estabilizagao da barreira da mucosa
intestinal, prevencgao da diarréia e melhora da diarréia infantil e da associada ao uso
de antibidticos (LEE et al., 1999).

Iraporda e colaboradores (2017), avaliando a fragdo nao microbiana do kefir,
que sao os produtos de fermentacdo gerados pelas BAL, contra patdgenos
intestinais (E. coli, S. Enteretidis, S. Typhimurium e B. cereus) atribuiram o efeito
antaglnico a presencga de acido lactico.

Além da demanda tecnoldgica a demanda esta aumentada atualmente para
novos candidatos a probidticos de linhagens BAL (LEITE et al., 2015). Embora
produtos lacteos fermentados sejam as matrizes mais usadas para extragao de BAL
com potencial probidtico, é possivel obter estirpes probidticas de varias matrizes, o
que possibilita uma vasta gama de alimentos que ainda podem ser estudados
(RAMOS et al., 2013; NURAIDA, 2015).

Algumas estirpes de BAL foram reconhecidas como probidticas, devido a
capacidade de adesdo a mucosa intestinal animal e humana e promovendo
melhorias na saude (DIANAWATI, MISHRA & SHAH, 2016).

Os principais representantes de BAL sao do género Lactobacillus,
Bifidobacterium,  Leuconostoc,  Pediococcus,  Aerococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Carrobacterium, Vagococcus, Weissella e Streptococcus. (JAY, 2000;
CARR, CHILL & MAIDA, 2002; FRANK et al., 2002; AVANCINI, 2007; ARCHACKA
et al., 2019).

3.1.1. Género Lactobacillus

O género Lactobacillus faz parte da familia Lactobacillaceae, pertencente ao
filo Firmicutes, classe Bacilli e apresentam colbénias pequenas, apigmentadas e
arredondadas. Sao Gram-positivos, incapazes de formar esporos, desprovidos de
flagelos, apresentam forma bacilar ou cocobacilar podendo ser anaerdbio ou
aerotolerantes, com crescimento em temperaturas 6timas de 35°C-40°C e pH de 5,5-
6,0 (GOMES & MALCATA, 1999; SANTOS, BARBOSA & BARBOSA, 2011). Foi
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isolado pela primeira vez por Moro em 1900 a partir das fezes de neonatos
amamentados por leite materno, nomeando-as de Bacillus acidophilus, designagao
genérica dos Lactobacillus intestinais (GOMES & MALCATA, 1999; AXELSSON et
al., 2004; BECKER, 2009). Utilizam como nutrientes para multiplicagao carboidratos,
proteinas e respectivos produtos de degradagado, vitaminas do complexo B e
minerais (GOMES & MALCATA, 1999).

Como microrganismos heterofermentativos, produzem acido Iactico,
acetoaldeido, diéxido de carbono, acido acético, pela fermentacdo de glicose.
Reduzem o pH do meio e inibem bactérias patogénicas e deteriorantes além de
auxiliarem na producgéo de vitaminas do complexo B (GOMES & MALCATA, 1999;
CARR, CHILL & MAIDA, 2002). Todas as espécies de Lactobacillus ja possuem uma
patente arquivada, com alegacdo de producdo de bacteriocina (SALVETTI &
O'TOOLE, 2017).

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus sao frequentemente
consideradas seguras ou reconhecidamente seguras (GRAS) (OLIVEIRA et al.,
2002). Sao muito usadas em alimentos, pois, sdo mais resistentes ao pH baixo e
com adaptagdes a diferentes matrizes (FREIRE et al., 2017). Mas, nos ultimos anos
ganhou importancia maior devido as suas propriedades probiéticas encontradas em
diversas estirpes pertencentes ao género Lactobacillus (SABIR et al., 2010;
ARCHACKA etal., 2019).

Sado 36 espécies de Lactobacillus que receberam o status de Prescricao
Qualificada de Seguranca (QPS) pela Autoridade Européia para a Seguranga dos
Alimentos (EFSA) e 12 espécies receberam o titulo de GRAS (EFSA, 2016;
SALVETTI & OTOOLE, 2017), dentre essas espécies, destaca-se as estirpes

Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis usadas no presente trabalho.
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3.1.2. Género Leuconostoc

As espécies de Leuconostoc sao Gram-positiva, em forma de cocos,
pertencentes ao grupo das bactérias acido-lacticas, catalase-negativos, sem
formagao de esporos e produtora de acido lactico. Pertence ao filo Firmicutes, classe
Bacilli da familia Leuconostocaceae, apresentam-se sob forma esférica e lenticular,
ocorrem em pares ou em cadeias (CARR, CHILL & MAIDA, 2002; JAY, 2005;
EUZEBY, 2020; PARK et al., 2016).

Estudos demonstraram que as espécies do género Leuconostoc e
Lactococcus isoladas de produtos a base de carne sdo capazes de produzir
bacteriocinas contra L. monocytogenes, S. aureus, C. perfringens, E. faecalis e B.
cereus (HASTINGS, STILES & HOLY, 1994; BROMBERG et al., 2006; XIRAPHI et
al., 2008; WORAPRAYOTE et al., 2016).

Espécies de Leuconostoc sao aplicadas principalmente em produtos lacteos
fermentados, como culturas iniciais (PARK et al., 2016). Também considerado
heterofermentativa pela produgao de diversos metabdlitos (CARR, CHILL & MAIDA,
2002). Este género é composto atualmente por 22 espécies (EUZEBY, 2020).
Quatro espécies de Leuconostoc receberam o status QPS pela EFSA (EFSA, 2016),
sendo a estirpe Leuconostocc mesenteroides, uma delas, e foi usada no presente

trabalho.

3.1.3. Género Lactococcus

Sdo Gram-positivos e nao formam esporos, classificados como bactérias
homofermentativas sendo o acido-latico como principal produto. Pertence ao filo
Fimicurtes, classe Bacilli da familia Streptococcaceae, fermenta lactose, sacarose,
glicose, maltose, galactose e frutose, também produz nisina e citocinas que
influenciam no sistema imunoldgico. Estdo presentes em diversos ecossistemas
como plantas, peles de animais e alimentos (BRAVO, RODRIGUEZ & MEDINA,
2009; ELMARZUGI et al., 2010; DIANAWATI, MISHRA & SHAH, 2016).
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Alguns estudos demonstram seu potencial probidtico por meio da
sobrevivéncia as condigdes do TGl e colonizagdo a mucosa intestinal (KIMOTO et
al., 2003; SABIR et al., 2010; DIANAWATI, MISHRA & SHAH, 2016).

As aplicagbes industriais do género Lactococcus sao baseadas
principalmente em seu metabolismo energético que leva a producdo de acido-
lactico, mas também explora sua capacidade de formar produtos de fermentacao
como o lactato (fermentagdo com acido misto), etanol e produgao de polissacarideos
extracelulares que afetam a textura dos produtos fermentados (BOLOTIN et al.,
2001; MONTEAGUDO-MERA et al., 2011).

Nos ultimos anos as estirpes do género Lactococcus, especificamente
Lactococcus lactis ganhou importancia em fung¢ao de suas propriedades probioticas
e papel na fabricacdo de produtos lacteos (SABIR et al., 2010; ARCHACKA et al.,
2019). Outros estudos sobre Lactococcus lactis isoladas de leite cru de ovelhas e de
queijo lighvan apresentou acgao inibitdria contra patdgenos pela produgao de
bacteriocinas (nisina e lacticina e lactococcin) (BRAVO, RODRIGUEZ & MEDINA,
2009; ATTAR et al., 2018).

Lactococcus lactis recebeu o status QPS pela EFSA (EFSA, 2016), sendo

esta estirpe usada no presente trabalho.

3.2. Probidticos

A palavra probidtico teve sua origem mais precisa e definicdo mais clara nos
anos 90, é derivada do grego e significa “pra vida” (SANTOS, BARBOSA &
BARBOSA, 2011; WENDLING & WESCHENFELDER, 2013). O uso de
microrganismos probiéticos surgiu no Oriente Médio, onde médicos prescreviam
para terapias, alimentos como iogurte e outros fermentados com intuito de melhorar
as infecgdes do TGl e como estimulante para o apetite (CARLI, 2006; WENDLING &
WESCHENFELDER, 2013).

Historicamente, em 1910 Elie Metchnikoff foi o primeiro a lancgar a ideia do
consumo regular de leites fermentados com a finalidade de oferecer beneficios a
saude, e desenvolveu uma dieta com leite fermentado com bactérias que denominou
de “pbacilo bulgaro” (SANTOS, BARBOSA & BARBOSA, 2011; NURAIDA, 2015;
GUARNER et al., 2017; BARRETO, 2018). Mais tarde no Japao, em 1935, o Dr.
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Minoru Shirota isolou a estirpe Shirota, da espécie Lactobacillus casei, com intuito
de uso em casos de diarréia (GUARNER et al., 2017).

O termo probiodtico foi introduzido pela primeira vez por Lilly & Stillwel em
1965 para descrever microrganismos que desempenham atividades benéficas e
producao de substancias que estimulavam o crescimento de outros (GOLDIN, 1998;
OLIVEIRA et al.,, 2002; SANTOS, BARBOSA & BARBOSA, 2011). Diversas
definicbes de probidticos foram descritas ao longo dos anos. Fuller (1983) foi o
primeiro a definir o termo probidtico como “organismos vivos que ingeridos exercem
efeito benéfico no balango da flora bacteriana intestinal do hospedeiro”. Mais tarde
em 1989, Fuller definiu novamente probiodticos como “suplemento de microrganismos
vivos que beneficiam a saude do hospedeiro, através do equilibrio da microbiota
intestinal”. Em 1992, Havenaar e colaboradores completaram a definicdo descrita
por Fuller (1989) definindo assim o termo probi6tico como “cultura pura ou composta
de microrganismos vivos que, fornecidos ao homem ou aos animais, beneficiam ao
hospedeiro pelo estimulo das propriedades existentes na microbiota natural”. A
definicdo atual é que probidticos sao microrganismos vivos que quando
administrados em quantidade adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO, 2001; GUARNER et al.,, 2017), que também foi aderida pela
legislagdo brasileira vigente (RDC n° 241/2018) publicada pela ANVISA (BRASIL,
2018).

Entre os diversos géneros que fazem parte deste grupo, os principais séao
Bifidobacterium e Lactobacillus, utilizados na industria alimenticia com alegacéao de
propriedades funcionais, farmacéutica com producdo de medicamentos, e
suplementos ou novos produtos adicionados de probidticos como, por exemplo,
cremes dentais e cosméticos (SANTOS, BARBOSA & BARBOSA, 2011;
MCFARLAND, 2010; HOFFMAN et al., 2014; SALVETTI & O'TOOLE, 2017). O
desenvolvimento de novos produtos alimenticios e de produtos no mercado
contendo probidticos torna-se cada vez mais abrangente e desafiador, na tentativa
de atender as exigéncias dos consumidores por produtos saudaveis e atrativos.

De acordo com um relatério recente, o mercado global de probidticos deve
saltar de cerca de US$ 39,2 bilhes em 2017 para US$ 57,2 bilhdes em 2022, sendo
uma CAGR de 7,8% de 2017 até 2022 (BCC Research, 2018).
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A seleg¢ao de microrganismos com potencial probiético exige observagdes em
trés categorias: segurancga, caracteristicas funcionais e tecnoldgicas, que sédo em
detalhes: serem seguras para consumo humano com descricdo minuciosa da
origem; auséncia de patogenicidade; capacidade de resistir a enzimas salivares, ao
suco gastrico, aos sais biliares e enzimas digestivas; capacidade de adeséo e
colonizagdo na mucosa epitelial intestinal mesmo que temporariamente; producéao
de substancias antimicrobianas; auséncia de genes da resisténcia a antibioticos;
resisténcia a temperaturas de processamento e ter viabilidade por longos periodos
quando estocados. Caracteristicas que sao atribuidas a cada estirpe de forma
individual e ndao pode ser extrapolado inclusive para outras estirpes da mesma
espécie (LEE et al., 1999; OLIVEIRA, et al., 2002; VINDEROLA, 2003; SAAD, 2006;
GIRAFFA, CHANISHVILI & WIDYASTUTI, 2010; SABIR et al., 2010; GALLINA et al.,
2011; WENDLING & WESCHENFELDER, 2013; MIQUEL et al., 2015; BRASIL,
2018).

A secrecdo de acidos gastricos e o ftransito intestinal constituem um
mecanismo primario de defesa que os microrganismos probiéticos devem superar
(LEITE et al., 2015).

A simulacao da digestao gastrointestinal in vitro vem sendo empregada nas
areas de ciéncias alimenticias, farmacéuticas e nutricionais, como alternativa frente
a testes em humanos. Isso possibilita a criagdo de novas hipoteses, reducao de
gastos e respostas mais rapidas, levando em conta a presenga de enzimas
digestivas, valores de pH, tempo de digestao e concentragdes de sal (MINEKUS et
al., 2014).

O acido cloridrico (HCI) secretado no estdbmago apresenta pH 0,9, mas com a
presenca de alimentos esse valor aumenta para em torno de 3,0, sendo que o
alimento permanece de 2 a 4 horas no estomago. A agao do pH baixo constitui-se
uma barreira eficiente contra organismos invasores, impedindo sua colonizagao no
intestino (ALVES, 2013). Além disso, o HCI se difunde através da membrana celular
e depois no citoplasma liberando prétons interferindo no funcionamento da
membrana e levando a apoptose (COSTA et al., 2013).

O pH estomacal em geral encontra-se entre 2,5 e 3,0 em decorréncia da
liberagdo de HCI com uma jungdo de muco + pepsina (precursor pepsinogénio) +

NaCl e lipase. O pH baixo e a agao antimicrobiana da pepsina sao barreiras para a
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passagem de bactérias no TGI, onde ocorre desnaturagao e hidrolise de proteinas e
polipeptideos (HOLZAPFEL et al., 1998; HALL e GUYTON, 2011; BARRETT et al.,
2012). Ainda hoje, mesmo com avangos na pesquisa, nao existe uma regra
padronizada de forma a estabelecer um pH limite ou especifico para os testes de
resisténcia acida de estirpes probidticas sendo que diversos estudos usam pH entre
1 a 5 para analise in vitro (RAMOS, THORSEN, SCHWAN & JESPERSEN, 2013;
LEITE et al.,, 2015; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016; SANDES et al., 2017;
GUIMARAES et al., 2018) e o tempo recomendado é de 2 h a 37 °C em um
consenso cientifico (MINEKUS et al., 2014).

O efeito do estresse acido na fisiologia bacteriana nao é totalmente elucidado,
mas, sabe-se que os acidos passam por difusdo passiva através da membrana
celular entrando nas células e no citoplasma se dissociando e liberando proétons,
reduzindo o pH interno afetando processos de transporte via membrana, reducgao de
atividades enzimaticas, danos em sistemas protéicos e no DNA (VAN DE GUCHTE
et al., 2002; BEALES, 2004; ARAUJO, 2007; COSTA et al., 2013).

Seguindo o processo de digestdo no intestino delgado, o duodeno também
atua como barreira a passagem de células bacterianas devido a presenga de sais
biliares e enzimas digestivas, como a pancreatina. A bile (sais biliares) é secretada
pelo figado exercendo funcéo de emulsificagdo e solubilizagdo de gorduras para
facilitar a digestdo e absorgdo de lipideos. A pancreatina atua na digestdo de
carboidratos, lipideos e proteinas. Nesta fase da digestdo o pH é maior (pH 6-8),
neutralizando o acido gastrico pela juncdo de compostos NaH2POa4 + pancreatina
(tripsina) + sais biliares. A agdo dos sais biliares e da pancreatina afeta os
fosfolipidios e proteinas das membranas das células microbianas ocasionando
extravasamento do conteudo celular e morte (VAN DE GUCHTE et al., 2002;
BEGLEY, GAHAN & HILL, 2005; DEVLIN & MICHELACCI, 2007; BALLUS et al.,
2010; BARRETT et al., 2012).

Mesmo com varios estudos ja realizados e estudos em andamento, a
concentragao de sais biliares nao foi padronizada (ZAGO et al., 2011), sendo usadas
quantidades variadas até 2%, em um consenso cientifico o tempo de digestdo nesta
etapa também é de 2 h a 37 °C (KRASAEKOOPT & WATCHARAPOKA, 2014;
MINEKUS et al., 2014; LEITE et al., 2015; PINTO et al., 2015; HANDA & SHARMA,
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2016; SABIR et al., 2010; SILVA et al., 2013; ZANIRATI et al., 2015; SANDES et al.,
2017).

A adesdo das estirpes probidticas na superficie intestinal e colonizagao
temporaria no TGl € um importante requisito de acao benéfica. Essa capacidade de
interacédo e adeséo facilita o contato com a superficie da mucosa (muco) e aderéncia
a células epiteliais com o mesentério associado com o tecido linféide estimulando o
sistema imune e tendem a persistir por mais tempo no TGl (SAARELA et al., 2000;
BALLUS etal., 2010).

A producédo de metabdlitos durante o processo de fermentacio possibilita aos
microrganismos probidticos uma agao antagbnica a células patogénicas. Sdo varios
metabdlitos secretados, sendo acidos orgénicos (lactico e acético), perdoxido de
hidrogénio, bacteriocinas, compostos aromaticos, acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), diéxido de carbono, alcoois, aldeidos, expolissacarideos e acetaldeidos
(SAARELA, et al., 2000; ALEXANDRE et al., 2002; BALLUS et al., 2010; POFFO et
al., 2011; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016).

A modulacdo da microbiota intestinal ocorre através de um mecanismo
conhecido como “exclusao competitiva”, que consiste na competicao pelo sitio de
adesao e nutrientes, reducdo ou aumento de atividades enzimaticas e/ou por
producdo de substancias antagbnicas, e através destes mecanismos inibem a
colonizacao e proliferacao de bactérias patogénicas (LEE et al., 1999; OLIVEIRA et
al., 2002; SAAD, 2006; SANTOS, BARBOSA & BARBOSA, 2011; BASTOS, PAULO
& CHIARADIA, 2014).

A influéncia dos probidticos no organismo humano inclui mecanismos como:
exercem influéncia em reacdes bioquimicas; produzem enzimas importantes para o
funcionamento do organismo; auxiliam na digestdo de alimentos e motilidade
intestinal; estimulam o sistema imune pela sinalizagao para producao de anticorpos
como imunoglobulina A (IgA) e da atividade fagocitica contra patégenos; aumenta a
absor¢cdo de minerais; modulagcdo da absor¢cdo de calcio; producédo de vitaminas;
auxiliam na digestdo da lactose pela producdo da enzima B-D-galactosidade e
reduzem a incidéncia de diarréia e produg¢ao de AGCC. Pode-se resumir o espectro
de atividade dos probidticos em efeitos nutricionais, efeitos fisioldgicos e efeitos
antimicrobianos (LEE et al., 1999; GOMES & MALCATA, 1999; OLIVEIRA et al.,
2002; SAAD, 2006; BALLUS et al., 2010; LAZADO et al., 2011; BASTOS, PAULO &
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CHIARADIA, 2014; NURAIDA, 2015; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016;
GUARNER etal., 2017).

Diferentes formas de produgao/uso ou comercializagao do probidtico, tem se
expandido o interesse de formulagdes secas (JALALI et al., 2012). As culturas
probidticas, além da selecdo criteriosa para definicao do seu potencial probidtico,
deve apresentar capacidade de ser produzido em condi¢des industriais, mantendo
suas caracteristicas probiéticas, em concentragdes viaveis, resistir as condi¢cdes de
processamento como liofilizagdo, secagem por spray drying e encapsulagao, sem
perder sua viabilidade ao longo do tempo, mas s&o caracteristicas dependentes de
cada estirpe (SAAD, 2006; BASTOS, PAULO & CHIARADIA, 2014).

3.3. Alimentos ricos em bactérias acido-lacticas com caracteristicas

probiéticas

3.3.1. Kefir de leite

O Kefir, originario da regido do Caucaso e Anatdlia na Asia Central e,
atualmente, seu consumo esta presente em varias partes do mundo (ALTAY et al.,
2013; MARSH et al., 2014; YANG et al., 2014). O nome do kefir € derivado da
palavra turca “Keyif” que significa “Boa sensacgao” ou “Bem-estar” ou “se sentir bem”
que remete aos bons sentimentos vivenciados apds o consumo da bebida (OTLES &
CAGINDI, 2003; SABIR et al.,, 2010; SCHNEEDORF, 2012; LEITE et al., 2013,
2015). E também conhecido por Kefyr, Kephir, Kefer, Kiaphur, Knapon, Kepi e Kippi
(SARKAR, 2007).

Existem relatos que o kefir se originou com pastores nas montanhas
caucasianas (MARSH et al., 2014; YANG et al., 2014). E uma bebida fermentada
tradicional, com aspecto viscoso semelhante ao iogurte e refrescante, com um sabor
levemente acido contendo uma baixa percentagem de alcool (menor que 2% (v/v))
(MARSH etal., 2014; WALSH et al., 2016; DERTLI & CON, 2017).

De acordo com a legislagcéo brasileira vigente, o kefir € definido como leite
fermentado, por meio da adicdo de grédo de kefir no leite, produzindo uma

caracteristica de bebida viscosa com sabor ligeiramente acido. Os microrganismos
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especificos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu
prazo de validade com a contagem minima de 107 log UFC.g" de bactérias laticas
totais e de 10% log UFC.g™" de leveduras especificas e de 0,5 a 1,5 de Etanol (% v/m)
(BRASIL, 2007).

O desenvolvimento e uso de kefir no Brasil ainda € baixo, restringindo-se
apenas a algumas familias e por alguns profissionais da area de saude, que, a partir
do cultivo artesanal, tem como resultado um produto fermentado de qualidade e
caracteristicas variaveis (AUAD, 2014).

A bebida é produzida a partir de graos de kefir composto de BAL e leveduras
com funcgdes bioquimicas que sdo responsaveis pela fermentagcdo e sabor
(compostos volateis) (ZANIRATI et al., 2015; WALSH et al., 2016; DERTLI & CON,
2017). O kefir também possui uma concentragcdo de proteinas de facil digestao,
vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais (MAGALHAES etal., 2011).

Os gréos de kefir sdo compostos de proteinas (13%) e uma matriz de
polissacarideos gelatinosa chamada kefiran (24%) que é um glucogalactano
ramificado soluvel em agua e contém uma complexa mistura de microrganismos
aderidos, constituida em parte de dextrano (polimero de glicose) contendo
quantidades iguais de D-glicose e D-galactose (LA RIVIERE, KOOIMAN, &
SCHMIDT, 1967; GARROTE et al., 2001; OTLES & CAGINDI, 2003; MEDRANO,
PEREZ & ABRAHAM, 2008; SINKO et al., 2013; IRAPORDA et al., 2017). Suas
caracteristicas macroscépicas sao definidas pela aparéncia de granulos pequenos
de formato irregular com coloracdo branca a amarelada, variando de 0,3 a 35 mm ou
0,5 a 3,5 cm de didametro, semelhantes a uma couve-flor e soluveis em agua (Figura
1) (GUZEL-SEYDIM et al., 2000; ANSELMO et al., 2010; SABIR et al., 2010;
MAGALHAES etal., 2011; LEITE et al., 2012,2013; DERTLI & CON, 2017).
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Figura 1 (A) Graos de kefir brasileiro visto a olho nu. (B, C, D) — Superficie externa de grdo de kefir
brasileiro. Seta (1B) — Bactérias curtas. Seta (1B) — Bactérias longas. Seta (C) — Bactérias. Seta (D) —
leveduras

Fonte: MAGALHAES et al., 2011

Os graos de kefir podem ser cultivados usando leite de qualquer tipo, vaca,
cabra, ovelha, camelo, e extratos vegetais como leite de coco, arroz e soja, mas
geralmente é usado leite de vaca como substrato para fermentacdo (MAGALHAES
et al., 2011; MARSH et al., 2014).

3.3.2. Kefir de agua

Os graos de kefir podem ser cultivados em agua agucarada (adigao de
agucar mascavo ou sacarose), frutas secas (tipicamente figos) ou suco de frutas
com fatias de lim&o, na propor¢ao de 3-10% de gréos, consumida principalmente no
México e no Brasil (MAGALHAES et al., 2010; GULITZ et al., 2011; MIGUEL et al.,
2011; LAUREYS & VUYST, 2014). Existem relatos que sua origem veio do México
trazido apdés a guerra da Criméia em 1855, onde se formaram granulos duros
fermentado de seiva nas almofadas do cacto Opuntia, e podem ser chamados de
“Tibico” ou “Tibi” (PIDOUX, 1989; PIDOUX et al.,, 1990; GULITZ et al., 2011;
MIGUEL et al., 2011; MARSH etal., 2014; LAUREYS & VUYST, 2014).
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Os graos de kefir agucarado sdo semelhantes aos graos de kefir de leite em
relagdo a sua estrutura, microrganismos e produtos formados durante o processo de
fermentacao, variando de 5 a 9 mm de diametro (Figura 2) (PIDOUX et al., 1990;
MAGALHAES et al., 2010; MIGUEL et al., 2011).

Figura 2 (A) grdao de kefir de agua brasileiro; (B) estrutura externa; (C) estrutura interna. Seta:

leveduras
Fonte: MAGALHAES et al., 2010

No Brasil ainda ndo tem uma legislagdo que defina o kefir de agua, sendo
uma pratica relacionada a cultura. Mas em comum na Ameérica latina, os graos de
kefir de agua sao cultivados em agua com a adigao de agucar mascavo ou suco de
frutas, possibilitando um meio contendo principalmente carboidrato como substrato
de fermentacao e obtencgéo de energia, além de lipidios que também sdo usados na
fermentacdo (MAGALHAES et al., 2010; MIGUEL et al., 2011; HSIEH et al., 2012;
ZANIRATI et al., 2015).



31

3.3.3. Composi¢ao microbiana do kefir de leite e de agua

Embora as BAL serem predominantes a composicdo da microbiota pode
variar conforme a origem dos graos, condi¢des ambientais de cultura e
armazenamento, regido geografica, tempo de uso, matriz dos gréos, substrato e
fonte usado para fermentacao, tratamento térmico do leite, recipiente utilizado e
manipulagédo (WITTHUHN et al., 2004; SINKO et al., 2013; DERTLI & CON, 2017).

Varios estudos determinaram composi¢ao microbiana dos graos de kefir de
agua e de leite. Em geral estdo presentes os géneros bacterianos que incluem
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter, dentre outros. Os géneros
de leveduras incluem Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces, Torulaspora e
outros (GARROTE et al., 2001; SINKO et al., 2013; ZANIRATI et al., 2015; WALSH
et al., 2016; DERTLI & CON, 2017). De um modo geral as BAL ocorrem em maior
numero (108-10° UFC.g) do que as bactérias acéticas (10%-108 UFC.g) e leveduras
(105-10% UFC.g) (GARROQTE etal., 2001).

Estudos demonstraram que a composi¢ao microbiolégica e fisico-quimica é
dependente da cultura inicial dos graos de kefir na qual foi usada para fermentacgéao
(BESHKOVA et al., 2003; SIMOVA etal., 2002; GULITZ et al., 2011).

Em uma revisdo, Marsh e colaboradores (2014) identificaram os grupos

microbianos mais encontrados no kefir, descritos no quadro abaixo:

Quadro 1 grupos microbianos mais encontrados no kefir de leite e de agua

| Produto  Substrato Regido Microflora
Kefir de Milk (cow, Eastern Bactérias: Lactococcus,
leite various) - Europe Lactobacillus, Leuconostoc,
Leite (Caucasian Acetobacter
region) Leveduras: Naumovozyma,
Kluyveromyces, Kazachstania
Kefir de Water/sucros Mexico, Bactérias: Lactobacillus (L. casei,
agua e-Agua Worldwide L. hilgardii, L. brevis, L. plantarum),

Lactococcus. lactis, Leuconostoc
mesenteroides, Zymomonas
Leveduras: Dekkera (D. anomola,
D. bruxellensis), Hanseniaspora (H.
valbyensis, H. vineae)
Saccharomyces cerevisiae,
Lachancea fermentati,
Zygosaccharomyces (Z. lentus, Z.
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| florentina) |
Fonte: adaptado de MARSH et al., 2014.

Os graos de kefir agucarados sao semelhantes aos graos de kefir de leite. Em
sua composi¢cao encontram-se géneros bacterianos Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactococcus, Gluconobacter e Streptococcus, como também géneros bacterianos do
acido acético Acetobacter e Bacillus e leveduras Candida, Saccharomyces,
Kluyveromyces, Torulaspora, Pichia, Kazachstania, Zygosaccharomyces e Kloekera
(produzem etanol) (PIDOUX et al., 1990; GULITZ et al., 2011; LAUREYS & DE
VUYST, 2014). As BAL do kefir de agua sdo encontradas em maiores concentracdes
(57,65%) depois leveduras (30,86%) e bactérias acéticas (11,48%) (MAGALHAES et
al., 2010). Outro estudo também encontrou um numero maior de bactérias (70%)
que leveduras (30%) (MIGUEL et al., 2011).

Usando kefir de leite brasileiro, Magalhdes e colaboradores (2011)
identificaram que as BAL sdo as que estdo em maiores concentragdes (60,5%)
depois leveduras (30,6%) e bactérias acéticas (8,9%) e os géneros bacterianos
identificados foram Lactobacillus, Lactococcus e Acetobacter e géneros de leveduras
Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea e Kazachstania. Outro estudo também
identificou que as BAL sdo encontradas em maiores concentragdes (83-90%)
seguido de leveduras (10-17%) (SIMOVA et al., 2002).

O uso do kefir ja esta disponivel comercialmente, mas, em sua maioria o
consumo deste produto é mais restrito apenas a algumas pessoas que cultivam de

forma artesanal, podendo-se diferenciar em suas caracteristicas de qualidade e
composicdo (MAGALHAES et al., 2010).

3.3.4. Polvilho azedo

A mandioca (Manihot esculenta CRANTZ), planta da familia Euphorbiaceae, é
originaria da Ameérica do Sul, pertencente ao grupo das raizes, conhecida também
como aipim em alguns estados brasileiros. Desenvolve-se em regides com
temperaturas em torno de 25°C, baixas altitudes e locais com chuva ao longo do
ano, mas consegue se adaptar a condicbes mais extremas e solo com poucos
recursos (CARVALHO et al.,, 1996; AGOSTINI, 2006; SILVA & MURRIETA, 2014;
PENIDO, 2013; PEREIRA, 2016).
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Raizes e tubérculos (raizes subterraneas) referem-se a parte da planta que
armazena material comestivel. Alimentos, como batata, inhame sdo exemplos do
mesmo grupo que a mandioca, e sao ricos em diversos nutrientes e fonte energética
(CHO) a mandioca contém cerca de 85% de amido, que tornam a base alimentar de
paises em desenvolvimento pela facilidade de manuseio e plantio (UGWU, 2009;
PEREIRA, 2016; PENIDO et al., 2018).

E um alimento fonte de CHO (36,2 g em 100 g) com presenca de minerais,
principalmente, potassio (208 mg em 100 g) e fosforo (29 mg em 100 g), fibra
alimentar (1,9 g em 100 g), baixo conteudo de proteinas (1,1 g em 100 g) e algumas
vitaminas como vitamina C (16,5 mg em 100 g) (TACO, 2011). E usada
industrialmente para obteng¢do de amido (fécula), producgéo de alcool, fabricagdo de
farinhas, incorporagao em paes e usado para producgao de ragao animal (AGOSTINI,
2006; ESPM/SEBRAE, 2008; SILVA & MURRIETA, 2014).

Historicamente, no século XV, quando os europeus chegaram ao continente
americano descobriram que o consumo da mandioca pelos indios ja era uma pratica
ha pelo menos 8.000 anos, e com o passar dos anos foi disseminada nas Américas
(PIPERNO, 2011). No Brasil, o cultivo da mandioca de forma historica esta
relacionado aos camponeses (agricultores), e que ainda hoje sdo responsaveis por
grande parte da producao agricola deste produto (FREITAS, FARIAS & VILPOUX,
2011; SILVA & MURRIETA, 2014). De acordo com o portal da EMBRAPA em 2017,
as areas de plantio de mandioca na regido sudeste eram aproximadamente de
200.000 hectares, correspondendo 8,7%. Em Minas gerais a area plantada teve um
declinio desde 1990, e em 2017 correspondia a 56.851 hectares. A regido sudeste
representa a 42 regido produtora de mandioca com 10,9% da produgao nacional,
cerca de 2.000.000 toneladas (EMBRAPA - IBGE, 2017).

De acordo com a Organizagcdo das Nacgdes Unidas para Alimentacido e
Agricultura (FAO), a planta que da origem a mandioca é uma raiz tropical,
originalmente da Amazénia. Em 2012 a produgéo global estimada deste alimento foi
de 262.585.741 toneladas (FAO, 2013), e, em 2014 a estimativa da producéao
brasileira era de 23 milhdes de toneladas (IBGE, 2014), em 2016 21.084 toneladas,
correspondendo cerca de 10% da producédo mundial e em 2017, 18.876 toneladas
de mandioca (FAOSTAT, 2017).
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No mercado mundial é possivel encontrar alimentos fermentados a base de
mandioca, como exemplo, o lafun (Nigéria), gari (Oeste da Africa), agbelima (Gana,
Benin e Togo), attieke (Gana), fufu (Africa), chikwangeu (Nigéria oriental e no Zaire),
kokonte, cauim (Kawi) bebida alcodlica fermentada de mandioca ou milho de povos
indigenas brasileiros, yakupa; e outros (AVANCINI, 2007; PADONOU et al., 2009;
EDWARD et al., 2011; RAMOS et al., 2013; ANYOGU et al., 2014; FREIRE et al.,
2015; FREIRE et al., 2017; BARGHINI, 2018).

A mandioca geralmente é processada de varias formas antes do consumo, e
o objetivo da fermentacéo é torna-la mais digerivel e palatavel, reduzindo as perdas
pos-colheita. A fermentacdo pode aumentar o valor nutritivo e comercial, reduzir a
toxidade em funcdo da presenga de glicosideos cianogénicos, melhorando a
seguranga do consumo. Também confere propriedades como redug¢ao da
temperatura e pico de colagem, viscosidade, e aumento no conteudo de proteinas
(AGOSTINI, 2006; AVANCINI, 2007; PADONOU et al., 2009 e 2010; PENIDO et al.,
2019).

A fécula da mandioca e o polvilho doce sao produtos derivados da mandioca
que se diferem pelo processo de fermentacdo. A fécula nao é fermentada e o amido
extraido é seco em fornos, ja o polvilho doce é fermentado e seco ao sol por um
periodo curto (CARVALHO et al.,, 1996; LACERDA, 2006). A diferengca para o
polvilho azedo se da pelo tempo de fermentagcdo mais prolongado gerando um teor
de acidez mais alto (LACERDA, 2006; PENIDO, 2013).

De acordo com a legislagao brasileira a fécula é o produto amilaceo extraido
das partes subterrdneas comestiveis dos vegetais, como exemplo, a mandioca. O
polvilho é derivado da fécula da mandioca e é definido de acordo com seu teor de
acidez titulavel em polvilho azedo e polvilho doce (BRASIL, 1978a). Para o polvilho
azedo, a acidez titulavel deve ser de no maximo 5,0 mL NaOH 1N/100g de matéria
seca (BRASIL, 1978b). As resolugdes 12 da CNNPA (Comissdo Nacional de
Normas e Padrdes para Alimentos) (BRASIL, 1978a) e RDC 263 da ANVISA
(BRASIL, 2005) definem parametros fisico-quimicos para determinar a qualidade do
polvilho doce e azedo, que sdo umidade (14%), residuo mineral (0,50%), acidez
para o polvilho doce de 1 mL de solugao N% (p/v) no maximo e 5 mL de solugao N%

(p/v) para polvilho azedo e amido (80%).
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O polvilho azedo é um produto tipico brasileiro de grande consumido,
principalmente nos estados de Minas Gerais, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo,
sendo geralmente produzido em industrias rurais de pequeno e médio porte
(LACERDA, 2006). O polvilho azedo é um alimento fermentado tradicional, usado na
fabricacao de diversos produtos, como exemplo, biscoito de polvilho azedo, pao de
queijo, rosquinha de queijo, pao de milho, e alimentos intentos de gluten, devido a
sua capacidade de expansao, viscosidade e auséncia de gluten (PUTRI etal., 2012;
PENIDO et al., 2018).

A fermentacdo do amido extraido da mandioca para produgao de polvilho
azedo € usada em muitos locais no Brasil. A fermentagao € um importante processo
técnico da mandioca. O processo de obtencdo do polvilho azedo comecga pela
extracdo do amido, em que ocorre a lavagem e processo mecanico de descascar e
ralar a mandioca na agua formando uma pasta, liberando assim os granulos de
amido, processo que dura de 2 a 6 dias. Essa pasta €, entdo, colocada em tanques
onde ocorre a fermentagdao por uma média de 20 a 70 dias. Passado o periodo de
fermentacao nos tanques, é colocado sob a luz solar para secar e chegar ao aspecto
de farinha, com geragdo de agucares e alteragdes no teor de acidez, por 8 a 14h
dependendo das condigbes climaticas (LACERDA et al., 2005; AVANCINI, 2007;
PUTRI et al., 2012; PEREIRA, 2016; ROSA et al., 2016; PENIDO et al., 2018). O
processo de obtencdao do polvilho azedo se torna dependente do clima e
temperatura para ser realizado (AVIARA et al., 2010).

Esse processo de fermentagdo € considerado empirico, um processo misto
com fazes semi-sdlida e submersa, pois depende da cultura de cada regido em
relacdo ao tempo de fermentagdo (CARVALHO et al.,, 1996; GOMES, SILVA &
RICARDO, 2005; AVANCINI, 2007; PENIDO, 2013).
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3.3.5. Composi¢ao microbiana do polvilho azedo

Durante a fermentagao espontanea, as alteragdes que ocorrem na fécula sao
atribuidas aos microrganismos provenientes das matérias-primas da agua, dos
taques de fermentacao, utensilios utilizados e em decorréncia de uma sucessao de
microrganismos que ocorre naturalmente durante o processo de producédo do
polvilho. Que resulta em uma microbiota contendo bactérias com prevaléncia de BAL
e leveduras (CEREDA, 1973; CARVALHO et al., 1996; AVANCINI, 2007; LACERDA
et al., 2005 e 2011; PENIDO et al., 2018).

Estudos descreveram a composicao microbiana encontrada apds a
fermentacdo da mandioca. Foram relatadas a presenca de Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bifidobacteruim, e leveduras como
Saccharomyces, Brettanomyces, Pichia scutu-lata, Kazachstania exigua, Candida
humilis, Geotrichum fragrans e Candida ethanolica (CEREDA, 1973; CARVALHO et
al., 1996 e 1999; LACERDA et al., 2005 e 2011; KOSTINEK et al., 2007; PUTRI et
al., 2012; PENIDO et al., 2018). Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis, se
destacam e s&o usadas no presente trabalho.

Um estudo realizado recentemente identificou a composicdo microbiana da
mandioca extraida e processada em Minas Gerais, com predominancia de BAL,
sendo 79 isolados (5,8 a 7,9 log10 UFC.g) e 23 isolados de leveduras (1,7 a 7,8 log1o
UFC.g). Dentre BAL, Lactobacillus brevis (n=17 que corresponde a 21,5%),
Lactobacillus fermentum (n=12 que corresponde a 15,2%) e Lactobacillus plantarum
(n=11 que corresponde a 13,9%) se destacaram como sendo as principais espécies
encontradas do total pertencentes ao género Lactobacillus. As demais espécies
identificadas foram Enterococcus faecium (16,46%); Weissella cibaria (3,80%);
Lactococcus garvieae (3,80%) e Leuconostoc mesenteroides (1,27%) (PENIDO,
2013; PENIDO et al., 2018).

A presenca de BAL na fermentagdo que produzem acidos orgéanicos,
proporciona ao polvilho azedo uma caracteristica de alimentos com pH mais baixo,
em todo de 3,46 a 4,01, favorecendo o crescimento de leveduras e inibindo o
crescimento de bactérias patogénicas e deteriorantes (PENIDO et al., 2018) pela
acao antagonista mediante a producao de compostos antimicrobianos, como acido

lactico, bacteriocinas, etanol, metanol, acido acético e acido butirico (ANYOGU et
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al., 2014; ROSA et al., 2016). O principal acido resultante da fermentacao é o acido
lactico que tem um papel importante nas caracteristicas fisico-quimicas do polvilho
azedo (KOSTINEK et al., 2007; PUTRI et al., 2012; FREIRE et al., 2015).

3.4. Preservacao de bactérias acido-lacticas por liofilizacao (freeze drying)

Para a utilizagdo de culturas probidticas na tecnologia de fabricagcdo de
produtos alimenticios, culturas iniciadoras e industria farmacéutica, as mesmas
devem ser empregadas com base nas suas caracteristicas tecnoldgicas e critérios
para selecao de estirpes probidticas (SAARELA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002).

Alguns fatores interferem na viabilidade dos microrganismos probidticos,
como exemplo, a presengca de nutrientes como promotores de crescimento,
concentracdo de acgucares que esta relacionado a pressao osmotica, o teor de
oxigénio dissolvido e disponibilidade do mesmo através do uso de embalagens,
temperatura de armazenamento, numeros de células viaveis no produto final, o meio
de secagem e temperatura do processo (BALLUS etal., 2010; PINTO et al., 2015).

A liofilizacido é considerada uma das técnicas mais utilizadas e eficientes na
preservacdo de microrganismos, pois, mantém alta viabilidade das células,
possibilitando uma producéo industrial em larga escala, tornando um produto mais
competitivo comercialmente pela praticidade (MORGAN et al., 2006; CHAMPAGNE
& FUSTIER, 2007; BOLLA et al., 2010; EDWARD et al., 2011; PERDANA et al.,
2013). Além disso, as atividades enzimaticas estdo inativas, em fungéo da retirada
de agua no meio, e as reagdes quimicas de oxidagdo ocorrem em pequena
quantidade (YAMAGUCH]I et al., 2017).

A liofilizagcdo é um dos métodos preferidos para transportar e armazenar
culturas de microrganismos probioticos em longo prazo, o que viabiliza sua
estabilidade e transporte a temperatura ambiente, dispensando camaras frias,
ocupando menos espago (MORGAN et al., 2006).

E uma técnica de desidratacdo que ocorre em condigbes especiais de
pressdo e temperatura, possibilitando que a agua previamente congelada passe
diretamente para o estado gasoso, estabilizando o produto através da redugao da
atividade de agua (Aa) (GARCIA, 2009; YAMAGUCHI et al., 2017; ARCHACKA et
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al., 2019). Por ser uma técnica de desidratagao por sublimacgao, tem como vantagem
a preservacao das caracteristicas primarias comparando com processos que utilizam
calor para a retirada da agua, o que justifica o uso em BAL por serem sensiveis ao
calor (YAMAGUCHI et al., 2017).

O produto obtido apds o processo de secagem por liofilizagdo tem aspecto
seco, poroso e apresenta avidez pela agua facilitando a reidratagcédo, e pode ser
transportando sem a necessidade de refrigeragdo, desde que devidamente
armazenado em embalagem que garanta a inexisténcia de oxigénio e umidade
atmosférica (YAMAGUCHI et al., 2017).

As etapas do processo de liofilizacdo compreendem 3 fases:

1) Congelamento: o produto & previamente congelado a temperaturas
abaixo de 0°C, normalmente se utiliza nitrogénio para congelar,
chegando a aproximadamente 18°C negativos, de modo que a agua
total presente no alimento fique no estado so6lido (GONCALVEZ, 2015;
FORSSTEN, SINDELAR & OUWEHAND, 2011; YAMAGUCHI et al.,
2017). O modo de congelamento também influencia no resultado pos-
liofilizagao.

Congelamentos rapidos formam pequenos cristais e consequentemente poros
pequenos e mais numerosos, ja o congelamento lento forma cristais maiores com
poros maiores. A formacdao de grandes cristais de gelo pode causar danos na
membrana celular das bactérias e sao danos irreparaveis causando redugao do
nuamero de células sobreviventes ao processo de liofilizagdo. Portanto o
congelamento rapido com formacédo de pequenos cristais € mais favoravel neste
processo (MORGAN et al., 2006; BROECKX et al., 2016).

2) Secagem primaria (sublimacdo): dentro do equipamento agora

devidamente vedado & vacuo o processo de sublimagédo consiste em
transformar a agua congelada nao ligada em estado gasoso, devido a
queda de pressdo e aumento da temperatura (MORGAN et al., 2006;
FORSSTEN, SINDELAR & OUWEHAND, 2011; JALALI et al., 2012;
BROECKX etal., 2016; YAMAGUCHI et al., 2017).

3) Secagem secundaria (dessorgao): € a etapa secundaria da eliminagao
do restante da agua residual da etapa anterior, ou seja, retira a agua

combinada (fortemente ligada ao substrato) do produto, reduzindo os
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valores para menos de 2% do teor de umidade (MORGAN et al., 2006;
JALALI et al., 2012; BROECKX et al., 2016; YAMAGUCHI et al., 2017).

O procedimento de liofilizagdo impde estresse ambiental sobre as células
bacterianas, em fungédo do congelamento e formagéo de cristais de gelo, secagem,
exposicao prolongada a baixa Aa e reidratagdo. Alguns aspectos influenciam no
produto final liofilizado, como, a resisténcia intrinseca, concentracao inicial (UFC.g
ou mL), condi¢gdes de crescimento, meio de secagem, tipos de crioprotetores
usados, taxa de congelamento, armazenamento (tempo, temperatura, embalagem,
oxigénio, umidade) e reidratacdo, sendo que todos estes parametros sao
dependentes da estirpe (MORGAN et al., 2006; EDWARD et al., 2011; MARTIN et
al., 2015).

Todo processo tem vantagens e desvantagens. As desvantagens da
liofilizagdo sdo os custos para compra dos equipamentos e materiais, gastos de
energia, 6leos para a bomba, cadmara de resfriamento ou nitrogénio liquido e tempo.
As vantagens da liofilizagdo sobressaem as desvantagens em relagdo ao produto
final gerado é a qualidade, reducao do espago de armazenamento, a inexisténcia de
restricdo do produto a que pode passar pelo processo, e ajuda a reter as
propriedades biolégicas por mais tempo preservando a coloragcdo, odor e sabor
(FELLOEWS, 2000; BURGAIN etal., 2011; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016).

Devido os possiveis danos que o processo de liofilizacdo pode vir a causar na
membrana celular dos microrganismos, o0 uso de crioprotetores pode ser uma
alternativa para minimizar esses efeitos (FORSSTEN, SINDELAR & OUWEHAND,
2011; KANMANI et al., 2011; MARTIN et al., 2015). Os crioprotetores podem
melhorar a viabilidade das bactérias durante o processo de liofilizagao,
congelamento e armazenamento, evitando a redug¢do do numero de células viaveis e
prazo de validade do produto liofilizado (MORGAN et al., 2006; ANAL & SINGH,
2007; STRASSER et al., 2009; ASTESANA et al., 2018).

Além da agao sobre as bactérias durante os processos de secagem, 0S
crioprotetores também influenciam na condicdo de sobrevivéncia das bactérias
probidticas no TGIl, aumentando aresisténcia a acdo de enzimas acidas, bile e HCl e
alterar a capacidade de adesao a mucosa intestinal (BROECKX et al., 2016; HUANG
et al., 2017; LIAO et al., 2017; ARCHACKA et al., 2019).



40

A adicdo previamente destes crioprotetores vem sendo estudada ao longo
dos anos e diversos autores avaliaram diferentes tipos de crioprotetores de fontes
protéicas e carboidratos, como, soro de leite, glicose e sacarose, glicerol, leite em po
desnatado, extrato de levedura, maltodextrina, leite UHT e trealose (STRASSER et
al., 2009; SILVA et al., 2014; BOLLA et al., 2011; EDWARD et al., 2011; JALALI et
al., 2012; MARTIN et al., 2015; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016; ASTESANA et
al., 2018; ARCHACKA et al., 2019).

Leite em pod e soro de leite exercem efeitos de crioprotecado pela formacao de
uma camada de revestimento na superficie celular por interagdes hidrofébicas entre
as ceélulas e as proteinas do leite, estabilizando a membrana (KHEM, SMALL &
MAY, 2016; ARCHACKA et al., 2019). Muitos autores relatam o papel protetor das
proteinas do leite nas células probidticas durante a digestao in vitro simulada (DE
CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; WURTH et al., 2015). Relatam que esse feito
protetor se da pelas propriedades de “buffer’ (capacidade tamponante) que reveste
as células bacterianas e protege da desnaturacéo e hidrolise enzimatica do suco
estomacal, descobrindo a superficie bacteriana para interagdo com a mucosa
intestinal e favorece o transito de bactérias até o célon (PIMENTEL-GONZALES et
al., 2009; COOK et al., 2012; ARCHACKA et al., 2019).

Dentre os diversos tipos de crioprotetores usados em pesquisas, o leite em p6
desnatado se destaca pelas condi¢cbes favoraveis de preservagao microbiana
apresentadas apos o processo de liofilizagao e, portanto, foi 0 mesmo utilizado no
trabalho (MORGAN et al., 2006; JALALI et al., 2012; PINTO et al., 2015;
ARCHACKA etal., 2019).

A temperatura de armazenamento do material liofilizado também & um ponto
importante a ser analisado. O armazenamento em temperaturas de refrigeragéo ou
congelamento geralmente sdo economicamente desfavoraveis devido aos altos
custos de manutencgao, assim, solugdes e comprovagao da viabilidade que garantem
a estabilidade em temperatura ambiente € um campo promissor de estudo (HUANG
et al., 2017).

Numerosos estudos in vitro estdo focados na avaliagdo de propriedades
probioticas de células livres em vez de células que passam por processo para

obtencdo de um produto comercial e sdo poucos os que avaliam na forma liofilizada
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(BOLLA et al., 2011; CARASI et al., 2014; VALERIANO, PARUNGAO-BALOLONG &
KANG, 2014; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016).

Em virtude da industrializagdo e evolugado, a necessidade de estudos que
avaliam a capacidade probiotica de BAL na sua forma liofilizada é de suma
importancia. Estirpes probidticas s&o estudadas e exploradas comercialmente em
diferentes produtos ao redor do mundo, mas, sdo pouquissimos os estudos que
avaliam o processo de liofilizagdo e suas interferéncias na capacidade de manter
essas propriedades probidticas mesmo apds processo de secagem. Até onde foi
possivel encontrar, ndo se teve conhecimento de outro estudo que avaliou o
processo de liofilizacdo sobre as propriedades probidticas de estirpes isoladas

utilizadas no presente trabalho do kefir de leite e de agua e do polvilho azedo.



42

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos
(MICROAL) e Microbiologia Industrial e Biocatalise (LAMIB) do Departamento de
Alimentos da Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Este projeto é cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) -
A2FDC80.

4.1. Microrganismo

As estirpes de BAL isoladas de graos do kefir de leite Leuconostoc
mesenteroides 9U2, Lactococcus lactis 3P, Lactobacillus satsumensis 23P3, e kefir
de agua, Lactobacillus perolens 11P3 e Lactobacillus perolens 17P2, foram cedidas
pela professora Elisabeth Neumann, previamente isoladas e identificadas
molecularmente ao nivel da espécie por 16S-23S rRNA ARDRA no Departamento
de Biologia geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, como biomassa
celular concentrada em 20% de glicerol a -24 °C (Tabela 1).

As estirpes de BAL, isoladas do polvilho azedo, provenientes da fermentagao
da mandioca coletado em Formiga, Minas Gerais (MG), Brasil, das espécies:
Lactobacillus brevis A5SC3 e Lactobacillus plantarum A95SC2, foram cedidas pela
doutora Fernanda Penido previamente isoladas e identificadas molecularmente por
sequenciamento parcial da regido 16S do gene do rRNA, no Departamento de
Microbiologia do ICB/UFMG, como biomassa celular concentrada em 10% de glicerol
a -24 °C (Tabela 1).
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Tabela 1 Estirpes de BAL

Estirpes Classificagao? Caodigo
Leuconostoc mesenteroides KLDI 9u2
Lactococcus lactis KLCU 3P
Lactobacillus satsumensis KLSA 23P3
Lactobacillus perolens KASA 11P3
Lactobacillus perolens KACU 17P2
Lactobacillus brevis PA A5SC3
Lactobacillus plantarum PA A95SC2

a: KLDI: kefir de leite de Divinépolis; KLCU: kefir de leite de Curitiba; KLSA: kefir de
leite de Salvador; KASA: kefir de agua de Salvador; KACU: kefir de agua de
Curitiba; PA: Polvilho azedo de Formiga/MG.

Fonte: ICB/UFMG - Instituto de Ciéncias Biolégicas/Universidade Federal de Minas
Gerais (MG, Brasil); LAMIB/UFMG - Laboratério de Microbiologia Industrial e
Biocatalise/Universidade Federal de Minas Gerais (MG, Brasil).

4.2. Bactérias indicadoras

As bactérias patogénicas indicadoras de efeito inibitério Bacillus cereus CCCD-
B001, Escherichia coli ATCC®-25922™, Listeria monocytogenes ATCC®-19115™,
Salmonella Typhimurium CCCb-5004 e Staphylococcus aureus CCCb- 5007 foram

utilizadas para avaliagdo da atividade inibitoria (Tabela 2).

Tabela 2 Bactérias patogénicas indicadoras

Estirpes Codigo Sorotipo Fonte?
Bacillus cereus CCCD-B001 - ICB/UFMG
Escherichia coli ATCC®-25922™ - ATCC®
Listeria monocytogenes ATCC®-19115™ 4b Fiocruz
Salmonella Typhimurium CCCb-5004 - ICB/UFMG
Staphylococcus aureus CCCb- 5007 - ICB/UFMG

a: ICB/UFMG - Instituto de Ciéncias Bioldgicas/Universidade Federal de Minas Gerais
(Minas Gerais, Brasil); Fiocruz - Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil).
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4.3. Ativacao e manutencgao das culturas bacterianas

As estirpes de BAL foram inoculadas em caldo MRS (Man, Rogosa & Sharpe,
LAB™) e incubadas em aerobiose a 37 °C, por 24 h. Apoés crescimento obtido com a
primeira ativagédo, foram realizadas mais duas ativagdes nas mesmas condigoes.

Para verificagdo da pureza, da morfologia das células e da confirmacao das
colénias tipicas, as culturas obtidas da terceira ativacdo foram estriadas por
esgotamento em placas contendo MRS &gar (solidificado com 1,5% de agar) (Agar
bacterioldgico Agar-Agar, Alphatec®, Parana) incubadas em aerobiose, 37 °C, por 24
h e realizada a coloragao de Gram.

Para a manutencao das culturas puras, foram inoculadas em caldo MRS e
incubadas a 37 °C, por 24 h. Posteriormente, aliquotas de 1500y L foram
transferidas para microtubos Eppendorfs, adicionadas de 20% de glicerol e
armazenadas em freezer (Modelo GSD 32, BOSCH, BHS comercial LTDA,
Gerlingen, Alemanha), a 18 °C negativos.

As estirpes das bactérias indicadoras foram inoculadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion, Oxoid™) e incubados em aerobiose a 37 °C, por 24 h. Apods
crescimento obtido com a primeira ativacao, foram realizadas mais duas ativacoées.

Para verificagdo da pureza, da morfologia das células e da confirmagéo das
colénias tipicas, as culturas obtidas da terceira ativacdo foram estriadas por
esgotamento em placas contendo meios de cultura especificos: PALCAM (Listeria
identification agar base, Himedia®, india); BPA (Baird Parker agar, Acumedia®,
Baltimore, Maryland, EUA); RAMBACH® agar (Meio Cromogénico para Salmonella,
Merck®, Darmstadt, Alemanha); Agar MYP base (Mannitol-Egg YolkPolymyxin &gar,
Difco®, Maryland, EUA) e EMB agar (agar Levine eosina azul de metileno, Biobras®,
Montes Claros, Brasil), incubadas em aerobiose a 37 °C, por 24 h. Posteriormente foi
realizada a coloracido de Gram.

Para a manutencdo, as culturas puras foram inoculadas em caldo BHI e
incubadas a 37 °C, por 24 h. Posteriormente, aliquotas de 1500 pL foram
transferidas para microtubos Eppendorfs adicionadas de 20% glicerol e

armazenados em freezer, a 18 °C negativos.
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4.4. Teste de atividade inibitoria direta por método Spot-on-the-lawn

O teste de antagonismo in vitro foi realizado utilizando o método Spot-on-the-
lawn (TAGG et al., 1976), com algumas alteragdes.

As culturas BAL livres e liofilizadas foram inoculadas por picada, com auxilio
de palitos de madeira esterilizados em placas contendo meio MRS agar 1,5%. Os
pontos de inoculagdo foram posteriormente selados com MRS agar semi-soélido
1,3%. As placas foram incubadas em aerobiose a 37 °C por 24 h, para formacao de
botdes de crescimento. Em seguida, foi adicionada uma sobrecamada de BHI agar
semi-sélido 1,3% inoculado com as estirpes de B. cereus CCCD-B001 na proporgao
de 15 pyL em 15 ml, E. coli ATCC®-25922™, L. monocytogenes ATCC®-19115™, S.
Typhimurium CCCb-5004 e S. aureus CCCb- 5007, na proporgcédo de 75 yL em 15
mL de meio de cultura. As placas foram mantidas em geladeira (Electrolux®, modelo
DF52, Parana, Brasil) por aproximadamente 1 h para completa solidificagcdo e
posteriormente incubadas em aerobiose a 37 °C por 24 h.

Os testes foram realizados em duplicata com quatro repeticdes para as
células de BAL livres e duplicata com oito repeticbes para as BAL liofilizadas. A
atividade inibitoria das colénias de BAL nos pontos de inoculagao foi observada pela
presenca de halos de inibigdo medidos com auxilio de paquimetro digital (KingTools®
502.150BL, Minas Gerais, Brasil).

4.5. Contagem de células livres e liofilizadas

Foram realizadas diluigbes seriadas em 9 mL de BPW (Agua Peptonada
Tamponada, Micro Med, Isofar©, Rio de Janeiro, Brasil) das estirpes de BAL para
células livres (1 mL) e liofilizadas (1 g). Posteriormente, foram transferidas aliquotas
de 100 pL de cada diluicdo para placas contendo MRS &gar 1,5% pelo método
spread plate (semeadura em superficie) e incubadas em aerobiose a 37 °C por 48 h.
Foram realizadas contagens das colénias. Os resultados foram expressos em log

UFC.mL"". Os testes foram realizados em duplicata.
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4.6. Simulagao in vitro do processo de digestao gastrica e intestinal

Para avaliar a sobrevivéncia de BAL frente a condigdes fisioldgicas similares
as encontradas no estdmago e intestino humano adaptou-se a metodologia de
Annan e colaboradores (2008) e Krasaekoopt & Watcharapoka (2014).

Foi adicionado 1 mL das células livres (10 UFC.mL') ou 1 g de BAL
liofilizada (10'° a 10" UFC.g") em 10 mL da solugao gastrica (HCI 0,08 mol/L, NaCl
0,2% (p/v) e pepsina 0,3% p/v e pH ajustado para 2,5). Esta mistura foi agitada em
vortex por 10 segundos e incubada por 120 minutos a 37 °C em banho-maria, com
posterior coleta de aliquotas nos tempos 0, 60 e 120 minutos. Apds o periodo de
incubacéo, a solugao gastrica contendo a cultura de BAL foi centrifugada a 5000 rpm
por 10 minutos. O pellet foi recolhido e foi adicionado a 10 mL da solucgéao intestinal
simulada (NaH2PO4 0,05 mol/L, sais biliares 0,45 g/L e pancreatina 1 g/L e pH
ajustado para 8,0). Essa solucao intestinal permaneceu incubada nas mesmas
condicbes anteriores durante 120 minutos, com posterior coleta das aliquotas nos
tempos 60 e 120 minutos. Ambas as solucdes foram preparadas no dia do uso e
esterilizadas com membrana de poro 0,45um (MILLEX®-HV-PVDF, Irlanda). Ao final
de cada periodo de incubacgado, realizou-se a contagem das células livres ou
liofilizadas seguindo a metodologia spread plate descrita no item 4.5.

O experimento foi conduzido em dois ensaios independentes e em duplicata

para as células livres e quatro ensaios em duplicata para as células liofilizadas.

4.7. Liofilizagao

Para a liofilizacdo, das sete estirpes testadas foram selecionadas trés
estirpes, que apresentaram melhor espectro de agao pelo teste de antagonismo
direto e que apresentaram melhor taxa de sobrevivéncia a passagem no TGl
simulado, apods analisar estatisticamente ambos os testes. As estirpes selecionadas
foram: Leuconostoc mesenteroides 9U2 (kefir de leite), Lactobacillus perolens 11P3
(kefir de agua) e Lactobacillus brevis A5SC3 (polvilho azedo).

A ativacédo das BAL selecionadas previamente congeladas foi realizada em

tubos contendo 10 mL de caldo MRS, que foram incubados em aerobiose a 37 °C
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por 24 h. Em seguida foram feitos repiques sucessivos no intervalo de 24 h de
incubagcdo em 20 mL e 300 mL caldo MRS. Esses volumes foram distribuidos em
tubos de polipropileno de 50 mL e centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi adicionado de 5 mL de BPW e
centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos. Descartou-se novamente o sobrenadante e
sobre o pellet foram adicionados 3 mL de BPW.

O agente crioprotetor utilizado foi uma solugéao de leite em p6 desnatado 10%
p/p (Molico, Nestle®, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com Archacka e colaboradores
(2019). O volume adicionado foi de 20 mL de solugao crioprotetora.

Para o processo de liofilizagao, os tubos de polipropileno foram congelados
em nitrogénio liquido e as amostras colocadas em liofilizador (Liotop L101, Liobras,
Brasil) sob vacuo, a -50 °C, por 96 horas. Os tubos de polipropileno contendo as
amostras liofilizadas foram vedados e estocados em dessecador a temperatura
ambiente.

O teste foi realizado com trés repeticdes. Antes e apds o processo de
liofilizagado foram feitas contagem do numero de células viaveis de acordo com o

método descrito no item 4.5.

4.8. O efeito da liofilizagao e a viabilidade das BAL

Apos o processo de liofilizagdo a agdo antagonista e a resisténcia a
passagem no TGI simulado das estirpes selecionadas foram novamente avaliadas.
Avaliou-se também a viabilidade ao longo do tempo de armazenamento, a fim de
observar o comportamento e avaliar se o processo de liofilizacdo, se de fato,
influéncia ou nao nos parametros analisados, utilizando-se os mesmos testes
descritos em4.4 e 4 6.

Para melhor andamento dos experimentos, toda a dinamica do trabalho foi
focada somente nas estirpes Lactobacillus perolens 11P3, Lactobacillus brevis
A5SC3 e Leuconostoc mesenteroides 9U2 das matrizes kefir de agua, polvilho

azedo e kefir de leite, respectivamente.
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4.9. Efeito do armazenamento sobre a viabilidade das BAL

Em relacdo a estabilidade durante o armazenamento, foram realizadas
contagens do numero de células viaveis das estirpes liofilizadas nos tempos de 1, 7,
15, 30 e 60 dias, utilizando-se a metodologia descrita em 4.5. As contagens foram

realizadas em trés repeticdes e em duplicata.

4.10. Analise estatistica

Para analise estatistica realizou-se teste de normalidade como ponto de
partida para as demais analises. Apds, empregou-se testes de analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey-HSD (p<0,05) para o teste antagonista direto e simulagao
in vitro do TGl, célula livre e liofilizada.

Para critério de comparacdo entre os resultados obtidos antes e apds a
liofilizagdo simulando o TGl e teste de antagonismo foi feito teste ANOVA para
medidas repetidas (p<0,05) e teste T-pareado para teste de antagonismo antes e

depois da liofilizagao e viabilidade, usando o programa SPSS 15.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade Inibitoria teste de antagonismo in vitro célula livre

Todas as estirpes de BAL isoladas do kefir de leite e de agua e do polvilho
azedo apresentaram efeito antagonico frente a bactérias patogénicas Gram-positivas

e Gram-negativas, através da visualizagdo de halos ao redor das colbénias (Figura 3).

G
Figura 3 Halo de inibicdo de BAL contra bactérias indicadoras patogénicas. (A) Leuconostoc
mesenteroides 9U2 frente a S. aureus; (B) Lactobacillus plantarum A95SC2 frente a S. aureus; (C)
Lactobacillus satsumensis 23P3 frente B. cereus; (D) Lactococcus lactis 3P frente a L.
monocytogenes; (E) Lactobacillus perolens 17P2 frente a L. monocytogenes; (F) Lactobacillus brevis
A5SC3 frente a S. Typhimurium; e (G) Lactobacillus perolens 11P3 frente a E. coli

Os valores médios dos halos de inibigdo sdo apresentados na tabela 3. Foram
feitas analises estatisticas entre as estirpes de cada matriz de isolamento, entre as
matrizes de isolamento e de avaliando de forma individual cada estirpe frente as
bactérias indicadoras testadas. Ndo foram observadas diferencas significativas
(p=0,05) em nenhum dos paréametros avaliados. Esses resultados demostram que,

de igual modo, todas exercem efeito antagonico.
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Tabela 3 Médias dos halos de inibicdo (mm) do teste antagonista direto, de BAL,

isoladas do kefir de leite, agua e do polvilho azedo frente a bactérias patogénicas

indicadoras
Bactérias indicadoras
BAL
SA BC LM ST EC
Kefir de Leite
e 21,50 = 2,655 2313+ 1513 21.81+233% 1994+39124  2113=1,312
e s 2082+ 1579 20,02+ 3,123 23,27 0,609 21,08+1,38%  18,45+1502
S 1944 + 0,73 %A 19,85+ 2,83 % 21,09+ 1,313 2043+207%4  17,89+171%
Kefir de Agua
il 18,101,012 22,89 £ 2,793 22,46 =152 19,09+ 1,652  18,20=1,002
LPEIERS TRe 19,78 + 3,54 A 21,05+ 3,909 21.96+227 1971+1742%  1803=1,202
Polvilho Azedo
L. BRusHTEe 20,19+ 1,102 2157 =231 20,54 =2,112A 20112209 2027 +2,16%
A ARTRC 18,56 + 2,07 A 18,09 = 2,42 20,02 + 2,622 18,88+2,83%% 20,93+ 3643

Atividade antag6nica em termos de halo de inibicdo (mm) e desvio padrao de quatro repeticdes em
duplicata pelo método spot-on-the-lawn.

"Bactérias indicadoras SA — Staphylococcus aureus CCCb- 5007, BC — Bacillus cereus CCCD-
B001, LM — Listeria monocytogenes ATCC®-19115™, ST- Salmonella Typhimurium CCCb-5004 e
EC- Escherichia coli ATCC®-25922™.

a. b, ¢ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sdo diferentes (Tukey p<0,05).
A.B.C Médias na mesma linha seguidas por letras distintas s&o diferentes (Tukey p<0,05).

Esses resultados podem indicar que, independente da matriz de origem, as
bactérias acido-lacticas analisadas no estudo exercem de forma semelhante efeito
antagonico frente a bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas.

Um estudo avaliando as BAL do género Lactobacillus isolados de graos de
kefir de leite demonstraram efeito inibitério para S. aureus, L. monocytogenes, S.
Typhimurium e E. coli com valores de halos de inibigao de 4,7 mm, 3,9 mm, 3,6 mm
e 4,1 mm respectivamente, usando 2 uL de BAL e 200 uL de cultura indicadora
(DIAS, SILVA & TIMM, 2018). No presente estudo também foi encontrado efeito
inibitério usando estirpes do mesmo género, com valores médios dos halos de
inibicdo de 19,44 mm para S. aureus, 21,09 mm para L. monocytogenes, 20,43 mm
para S. Typhimurium e 17,89 mm para E. coli. A possivel explicacdo para a
diferenca nos valores dos halos encontrados pode ser devido a concentragdo mais
baixa (75 pL) inoculada das bactérias indicadoras para mensurag¢ao dos resultados

utilizada no presente trabalho. Ostrosky e colaboradores (2008) avaliando métodos
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que demonstram capacidade antagdnica e concentragdo minima inibitéria de plantas
medicinais relatam que as concentragcdes usadas podem ser atribuidas a varios
fatores, dentre eles, o teste antagbnico utilizado, a estirpe utilizada e a quantidade
de inoculo testado.

A diversidade de resultados encontrados na literatura e comparados com o
presente estudo é explicada pela existéncia de fatores que interferem diretamente
na capacidade antagonista de BAL como a dose do in6culo indicador, a quantidade
e o tipo de BAL utilizada, a composi¢cdo do meio, entre outros (DUARTE et al.,
2013).

Outro estudo avaliando as mesmas estirpes de BAL usadas no presente
estudo isoladas do kefir de leite e de agua (L. satsumensis 23P3, L. perolens 11P3 e
L. perolens 17P2, respectivamente) demonstrou efeito antagdnico contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Os valores de halos de inibigdo apresentados
foram superiores a 25 mm para L. monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium e E.
coli, usando 5 L das estirpes de BAL e 200uL das bactérias indicadoras, valores
proximos dos halos de inibicado apresentados pelos autores foram encontrados no
presente estudo, entre 17,89 a 22,89 mm (Tabela 3), usando concentragbes mais
baixas de BAL e bactérias indicadoras. Podemos inferir que mesmo com os valores
de halos préximos, os resultados sdo proporcionais as quantidades usadas de
inoculo (ZANIRATI et al., 2014).

Até o presente momento sdo escassos os trabalhos que avaliam o efeito
antagonista de BAL isoladas do polvilho azedo (ADEBAYO, ADERIYE & AKPOR,
2013; ANYOGU et al.,, 2014; PENIDO et al., 2019). Com os resultados obtidos no
presente trabalho é possivel demonstrar que a obtencdo de BAL com potencial
antimicrobiano pode ser feita a partir de diversas matrizes, o que abre um leque de
possibilidades para a industria farmacéutica e/ou alimenticia.

Penido e colaboradores (2019), usando as mesmas estirpes de BAL isoladas
do polvilho azedo, L. brevis A5SC3 e L. plantarum A95SC2, observou efeito
antagonico frente a bactérias patogénicas (B. cereus, E. coli e S. Typhimurium) pelo
mesmo meétodo direto spot-on-the-lawn. L. plantarum A95SC2 apresentou halos de
inibicado para B. cereus (de 3 a 10 mm); E. coli (de 23 a 33 mm); e S. Typhimurium
(de 43 a 53 mm). L. brevis A5SC3 apresentou halos para B. cereus (de 14 mm); E.

coli (de 6 a 42 mm) e S. Typhimurium (de 20 a 39 mm). Os valores de halos de



52

inibicdo obtidos por este estudo foram superiores para B. cereus, com valores de
18,99 mm e 21,57 mm (L. plantarum A95SC2 e L. brevis A5SC3, respectivamente) e
valores aproximados ou dentro da faixa acima citada para as bactérias patogénicas
E. colie S. Typhimurium.

Outro estudo investigou o efeito antagonista de BAL isoladas da mandioca,
dentre eles, L. brevis e L. plantarum, usando o método de ensaio de pogo contra
Shigella flexi, Bacillus subtilis e E. coli sendo observado atividade inibitoria contra
estes patdégenos. L. plantarum apresentou halo de inibi¢édo frente a E. coli de 7,3 mm
e L. brevis de 10 mm. Os autores atribuiram esse efeito a presenca de bacteriocinas
produzidas durante a fermentagao e por meio de competicdo (ADEBAYO, ADERIYE
& AKPOR, 2013). Anyogu et al. (2014) também avaliaram isolados de BAL obtidos
da fermentagao submersa de mandioca, usando o método de difusao em agar, para
quatro estirpes de L. plantarum frente a B. cereus, E. coli, S. Typhimurium e S.
aureus, e obtiveram resultados apresentando valores para B. cereus (2 a 4 mm); E.
coli e S. Typhimurium (0,5 a 1 mm) e S. aureus (1 a 2 mm). Para este efeito
antagbnico os autores atribuiram a presenga de acidos produzidos durante o
processo de fermentacdo. No presente estudo também foi observado acao inibitéria
das duas estirpes de BAL isoladas do polvilho azedo, com valores de halo de 20,27
mm e 20,93 mm para L. brevis ASSC3 e L. plantarum A95SC2, respectivamente,
usando meétodo antagdénico direto. No teste realizado no presente trabalho, os
valores de indculo de BAL ndo foram quantificados em fung¢ao da metodologia usada
e a concentracdo de bactérias indicadoras foram menores (75 pL e 15 pL). E
possivel inferir que o tipo de método usado nao interfere nos resultados referentes a
capacidade antagonista das estirpes de BAL isoladas do polvilho em relagdo as
bactérias patogénicas testadas, mas, pode interferir nos valores dos halos em
funcédo da quantidade de in6culo usado (OSTROSKY et al., 2008; DUARTE et al.,
2013).

Em concordancia com os resultados encontrados neste trabalho, estudos
anteriores demonstraram efeito antagonista de BAL (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis e Lactobacillus ssp) isoladas do kefir e de diferentes alimentos
fermentados como cacau, salsicha, caium, bebidas fermentadas, condimentos para
comidas e isoladas de fezes de criangas, contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, atribuindo o efeito antagonista a presenga de metabdlitos produzidos
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pelas BAL, indicando também que a matriz ndo interfere nos efeitos antagonistas
apresentados (MEDRANO, PEREZ & ABRAHAM, 2008; GOLOWCZYC et al., 2008;
ANSELMO et al.,, 2010; COSTA et al.,, 2012; RAMOS et al.,, 2013; GAUTAM,
SHARMA & AHLAWAT, 2014; HANDA & SHARMA, 2016).

5.2.Simulagao in vitro do processo de digestao gastrica e intestinal célula

livre

Todas as estirpes de BAL isoladas do kefir de leite e de agua e do polvilho

azedo foram resistentes as condi¢cdes simuladas do trato gastrointestinal (Tabela 4).

Tabela 4 Sobrevivéncia de BAL livre (logio UFC.mL-') submetidas a solugéo

simulada gastrica (SGS) e intestinal (SIS)

% de Sobrevivéncia
BAL SGS SIS em log
Omin | eomin |  120min 60min 120min

Kefir de Leite

L. mesenteroides 9U2 10,19 +0,072A 10,36 £0,032A 10,19 +0,0524 10,25 +0,112A 10,37 +0,252A 100%

Lc. lactis 3P3 10,42 +0,052A 10,24 £0,102A 10,29 +0,272~ 10,28 +0,332A 9,86 +0,4072A 95%

L. satsumensis 23P3 10,24 +0,032A 10,19 £0,07 @A 10,25 +0,4224 10,30 +0,28 2A 10,26 0,33 2~ 100%
Kefir de Agua

L. perolens 11P3 10,04 +0,572A 9,84 +0,672A 9,85 +0,742A 9,92 +1,022A 10,14 0,73 2A 100%

L. perolens 17P2 10,30 +0,16 27 10,29 +0,012A 10,02 +0,2424 9,85 +0,322A 9,91 +0,202A 96%
Polvilho Azedo

L. brevis A5SC3 10,31 =0,062 10,37 £0,102~ 10,28 0,06 2~ 10,42 0,132~ 9,97 £0,5602A 97%

L. plantarum A95SC2 10,13 £0,08 aAB 10,25+£0,082* 10,13 £0,183*B 10,33 0,14 2AB 10,34 0,08 2B 100%

Sensibilidade a passagem em condigdes gastrointestinais simuladas em Log 10 e desvio padréao
de determinagdes de duas repeticdes em duplicata.
a b, ¢ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sdo diferentes (Tukey p<0,05).
AB.C Médias na mesma linha seguidas por letras distintas sdo diferentes (Tukey p<0,05).
As estirpes de BAL do kefir e do polvilho azedo apresentaram resisténcia as
condigbes gastrointestinais simuladas, demostrando capacidade de se manterem
viaveis com concentragbes finais de 9 a 10 UFC.mL-'. Ndo houve diferenca

estatistica entre as matrizes de isolamento testadas. Estudos avaliando BAL
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isoladas de outras matrizes alimentares, usando outros métodos de analise, também
encontraram resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo em
relacdo as condigdes de passagem no TGI, e demonstram que a matriz alimentar
pode néo interferir na capacidade de sobrevivéncia (SANTOS et al.,, 2003;
GOLOWCZYC et al., 2008; ZAGO et al., 2011; COSTA et al., 2013; RAMOS et al.,
2013; HANDA & SHARMA, 2016; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016;
GUIMARAES etal., 2018).

Nos resultados apresentados, houve diferencga estatistica nos tempos 60min
da SGS e 120min da SIS para a estirpe L. plantarum A95SC2. Apesar da diferenca
estatistica a variacdo dos dados foi minima, sendo possivel observar pelo mesmo
valor do DP (x0,08) nos dois tempos que demonstra que estdo mais préximos da
média, nao refletindo a realidade do processo de sensibilidade visto que obteve
100% de sobrevivéncia ao final do teste realizado.

Algumas estirpes apresentaram 100% de sobrevivéncia nas condigdes
expostas (L. mesenteroides 9U2, L. satsumensis 23P3, L. perolens 11P3 e L.
plantarum A95SC2) (Tabela 4), o que indica que essas, apresentaram resultados
promissores e podem ser empregadas como potenciais microrganismos probioticos.
Nao houve diferenca significativa entre as matrizes de isolamento testadas,
demostrando que ndo ha influéncia da matriz alimentar de origem das estirpes sobre
aresisténcia as condi¢des simuladas do TGI.

E possivel observar que BAL do género Lactobacillus obtiveram melhores
resultados em relacdo a resistiram as condigbes simuladas do TGl no presente
estudo, demonstrando novamente, o que ja vem sendo descrito, que esse género €
normalmente o mais promissor com caracteristicas probidticas (AGALIYA &
JEEVARATNAM, 2013). Lc. lactis 3P, L. perolens 17P2 e L. brevis ASSC3 se
mantiveram na faixa de 95% a 97% de sobrevivéncia, o que demonstra que, mesmo
com uma redugdo do numero de células viaveis, chegam ao intestino em
concentragdes desejaveis (10° UFC.g ou mL).

BAL usadas no presente estudo foram isoladas de ambientes acidos devido a
fermentacédo. Apds 24h do processo fermentativo do kefir os valores de pH podem
chegar a 4,4 para kefir de leite, 4,1 para kefir de agua e para o polvilho azedo pH na
faixa de 4,0 até 3,4 (BALLUS et al., 2010; MAGALHAES et al., 2010; MAGALHAES
et al.,, 2011; PENIDO et al, 2019) o que pode explicar a capacidade de
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sobrevivéncia as condi¢gbes expostas no processo de digestdo. As BAL com
caracteristicas probiodticas sobrevivem melhor na presenca de sais biliares secretado
no TGI, comparados as BAL que nao possuem essas caracteristicas, mas podem
sofrer algum percentual de inibicdo (Vinderola e Reinheimer, 2003). Um dos
mecanismos para explicar a sobrevivéncia de BAL a presenca de sais biliares € que
as bactérias com caracteristicas probidticas apresentam enzimas do grupo das
hidrolases que catalisam a reagdo de desconjugagao do sal biliar, hidrolisando a
ligagdo amida entre o acido biliar e o aminoacido (BALLUS et al., 2010).

Um estudo avaliando BAL isoladas de queijo-de-Minas artesanal (COSTA et
al., 2013), sendo também um produto com pH baixo, mostrou que L. plantarum
possui capacidade de sobreviver a condigbes expostas pelo TGl (presencga de
elevada acidez). Os resultados encontrados no presente trabalho referentes a L.
plantarum A95SC2 corroboram as afirmacdes feitas por Vinderola e Reinheimer
(2003) e com os resultados apresentados por Costa e colaboradores (2013) em
relagcao a capacidade de sobrevivéncia a um pH simulado do TGI.

Sabir e colaboradores (2010) avaliaram o potencial probiético de BAL isoladas
do kefir turco, Lactobacillus ssp. e Lactococcus lactis frente a resisténcia a sais
biliares (0,15%, 0,30%, 0,5%) (100uL em 900uL de solucédo) e pH (1,0, 1,5, 2,0, 2,5,
3,0 e 6,2) (100uL em 10mL de solugéo). Os autores observaram uma reducéo do
numero de células viaveis na faixa de 1-5 log, com 89 a 73% de sobrevivéncia e com
relacdo aos sais biliares, obtiveram uma faixa de 94 a 60% com perda de 1-4 log.
Esses valores sao inferiores aos encontrados nesse estudo quando se compara
espécies pertencentes aos mesmos géneros, o que indica que as estirpes desse
trabalho apresentam um maior potencial para serem consideradas probidticas.

Leite e colaboradores (2015), utilizando 150 estirpes de BAL isoladas de
graos de kefir brasileiro, avaliaram a capacidade de tolerar a pH 3,0 e diferentes
concentragdes de sais biliares (0,3, 0,5, 1 e 2%). Os resultados encontrados pelos
autores, demonstraram que BAL dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc foram
capazes de crescer na presencga de até 1% a 2% de sais biliares, e 37 dos isolados
resistiram a concentragdes de pH mais baixos durante 3h de incubagdo, com
reducdo de 2 unidades logaritmicas. Espécies dos mesmos géneros também foram

testadas neste trabalho e os resultados foram semelhantes ao encontrado no estudo
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acima, mas com uma redug¢ao de 1 unidade logaritmica para teste de resisténcia ao
pH (2,5) e com capacidade de sobrevivéncia a presencga de sais biliares.

Estudos avaliando BAL isoladas de outras matrizes alimentares usando
outros métodos de analise também demonstraram resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo em relagdo as condigdes de passagem no TGI. Nao
houve diferenga estatistica entre as matrizes de isolamento observado no presente
trabalho, indicando que a matriz ndo interfere na capacidade de sobrevivéncia em
ambientes com pH mais baixos e presencga de sais biliares (SANTOS et al., 2003;
GOLOWCZYC et al., 2008; ZAGO et al., 2011; COSTA et al., 2013; RAMOS et al.,
2013; HANDA & SHARMA, 2016; ILANGO, PANDEY & ANTONY, 2016;
GUIMARAES etal., 2018).

Nao houve diferenca significativa entre as estirpes e entre as matrizes de
origem em nenhum dos parametros avaliados. As estirpes de BAL isoladas do kefir
de leite, agua e polvilho azedo avaliadas no presente trabalho, apresentaram
caracteristicas probidticas promissoras com os resultados obtidos dos testes de
capacidade antagbnica e capacidade de sobrevivéncia as condi¢gdes simuladas do

TGI, na forma livre.

5.3. O efeito da liofilizagao sobre as caracteristicas probiéticas

5.3.1. Atividade Inibitéria teste de antagonismo in vitro célula liofilizada

Foram selecionadas BAL que mediante avaliagao estatistica, que obtiveram
os melhores resultados na forma livre, frente ao teste antagonista e teste de
sensibilidade ao TGl simulado. Das sete estirpes avaliadas, as estirpes de BAL
selecionadas de cada matriz foram Leuconostoc mesenteroides 9U2 do kefir de leite,
Lactobacillus perolens 11P3 do kefir de agua e Lactobacillus brevis ASSC3 do
polvilho azedo.

As estirpes de BAL liofilizadas apresentaram efeito antagbénico frente a
bactérias patogénicas, através da visualizagdo de halos ao redor das colénias. Os

valores médios dos halos de inibigao estdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5 Médias dos halos de inibicdo (mm) de bactérias patogénicas indicadoras,

por BAL liofilizadas, isoladas do kefir de leite, agua e do polvilho azedo

Bactérias indicadoras®

BAL

SA BC LM ST EC
Kefir de Leite
L. mesenteroides 9U2 32,43+1,99°A7 30,24+5,35% 33,28+2,6624 31,34+2,532A 29,38+2,98%A
Kefir de Agua
L. perolens 11P3 26,87+3,75%8 32,10+3,832~ 31,22+4,042~ 31,67+2,75%A 27,25+2,132A
Polvilho Azedo
L. brevis AbSC3 28,02+3,1728 30,59=3,102~ 31,84+4 572~ 31,09+2,612A 29,032,534

*- Atividade antagbnica em termos de halo de inibicdo (mm) e desvio padrao de determinagcdes de
oito repeticdes em duplicata pelo método spot-on-the-lawn.

DBactérias indicadoras: SA — Staphylococcus aureus CCCb- 5007, BC — Bacillus cereus CCCD-
B001, LM — Listeria monocytogenes ATCC®-19115™, ST- Salmonella Typhimurium CCCb-5004 e
EC- Escherichia coli ATCC®-25922™.

AB.C Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas s&o diferentes (Tukey p<0,05).
a b, ¢ Médias na mesma linha seguidas por letras distintas s&o diferentes (Tukey p<0,05).

Nao houve diferenga significativa (p=0,05) entre as trés estirpes de BAL em
relacédo a inibicdo de BC, LM, ST e EC. Leuconostoc mesenteroides 9U2 apresentou
valores de halos de inibigdo superiores (p<0,05) quando comparados aos valores
das espécies pertencentes ao género Lactobacillus em relagao a S. aureus. Porém,
para os outros microrganismos indicadores esse fato n&o foi observado. Outros
autores também identificaram que a agdo antagonista de BAL pode se diferir entre
os isolados e até mesmo entre os da mesma espécie (SAAD, 2006; GOLOWCZYC
et al., 2008; SABIR et al., 2010; ZANIRATI et al., 2015).

Pereira e Gomez (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana de uma cultura
probidtica comercial liofilizada, Lactobacillus acidophilus frente a S. aureus e E. coli.
Os resultados demonstraram halos de inibicdo com valores de 11,0mm para E. coli e
10,12mm para S. aureus. Os resultados apresentados no presente estudo de
espécies diferentes, L. perolens e L. brevis foram superiores, com uma média de
27,45mm para S. aureus e 28,14mm para E. coli.

Para avaliar a influéncia da liofilizagao nas caracteristicas de inibigao feitas as
comparagdes entre os resultados apresentados para células livres e liofilizadas
(Figuras de 4 a 9).

Analisando-se as Figuras 4, 5 e 6, ndao houve diferenga significativa (p=0,05)

antes e apds o processo de liofilizagdo. Observa-se que a liofilizacdo nao alterou a
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atividade antagbnica de BAL testadas do género Lactobacillus isolados do kefir de
agua e polvilho azedo e do género Leuconostoc isolado do kefir de leite.

Em decorréncia da concentragdo celular para realizagdo do processo de
liofilizagdo, que gera um aumento na concentragdo em numeros de células de BAL,
os valores médios de halos observados em comparagcao com as células livres foram
superiores, e se mantiveram com diametros maiores de inibicdo em todas as

bactérias indicadoras.

Leuconostoc mesenteroides9U2
40,00
35,00
30,00
25,00 @Livre

B Liofilizada
20,00

média halos {mm)

15,00

10,00 —
S.A BC LM ST EC

Figura 4 Médias dos halos de inibicdo de Leuconostoc mesenteroides 9U2 isolado do kefir de Leite,
células livres e células liofilizadas. Bactérias indicadoras: S.A — Staphylococcus aureus CCCb- 5007,
BC - Bacillus cereus CCCD-B001, LM - Listeria monocytogenes ATCC®-19115™, ST- Salmonella
Typhimurium CCCb-5004 e EC- Escherichia coli ATCC®-25922™
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Lactobacillus perolens 11P3
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Figura 5 Médias dos halos de inibicdo de Lactobacillus perolens 11P3 isolado do kefir de Agua,
células livres e células liofilizadas. Bactérias indicadoras: S.A — Staphylococcus aureus CCCb- 5007,
BC - Bacillus cereus CCCD-B001, LM - Listeria monocytogenes ATCC®-19115™, ST- Salmonella
Typhimurium CCCb-5004 e EC- Escherichia coli ATCC®-25922™

Lactobacillus brevis A55C3
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Figura 6 Médias dos halos de inibigdo de Lactobacillus brevis A5SC3 isolado do Polvilho azedo,
células livres e células liofilizadas. Bactérias indicadoras: S.A — Staphylococcus aureus CCCb- 5007,
BC - Bacillus cereus CCCD-B001, LM - Listeria monocytogenes ATCC®-19115™, ST- Salmonella
Typhimurium CCCb-5004 e EC- Escherichia coli ATCC®-25922™
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5.3.2. Simulagao in vitro do processo de digestao gastrica e intestinal

célula liofilizada

Tabela 6 Sobrevivéncia de BAL selecionadas (Logio UFC.mL") liofilizadas

submetidas a solugéo simulada gastrica (SGS) e intestinal (SIS)

™ TR
SGS SIS % Sobrevivéncia
BAL em log
Omin 60min 120min 60min 120min
Kefir de leite
L. mesenteroides 9U2 10,57+0,64 2~ 10,76=0,56 24 10,28+0,522A 10,260,212~ 10,20+0,812A 96%
Kefir de agua
L. perolens 11P3 11,19+0,19 24 10,510,334 10,61+0,38 24 10,51+0,07 @A 9,30+0,96 #* 88%
Polvilho Azedo
10,66+0,49 aA 10,75=0,392~ 10,02+1,162A 10,19=0,82 2~ 9,98+0,852* 94%

L. brevis A5SC3

Sensibilidade a passagem em condi¢gées gastrointestinais simuladas em Log 10 e desvio padréo de
determinagdes de quatro repeticdes em duplicata

AB.C Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sdo diferentes (Tukey p<0,05).

a b, ¢ Médias na mesma linha seguidas por letras distintas s&o diferentes (Tukey p<0,05).

As estirpes de BAL selecionadas e liofilizadas apresentaram resisténcia a
passagem nas condi¢gdes gastrointestinais simuladas apos liofilizagao (tabela 6),
com concentragdes finais de 9 a 10 log UFC.mL"".

Nao foi observada diferenga significativa (p=20,05) entre as estirpes
independentes de serem de origem do kefir de leite ou de agua e do polvilho azedo
e entre as estirpes. Outros autores demostraram que € possivel obter estirpes
probidticas de varias outras matrizes (MOLINA et al., 2012; BIANCHI et al., 2014;
SANTOS et al., 2014; FREIRE et al., 2015; PRADO et al.,, 2015; FREIRE et al.,
2017).

Comparando os resultados referentes a capacidade de sobrevivéncia em
condi¢des simulados do TGl de células livres e células liofilizadas, foi possivel

observar que sao semelhantes (Figura7,8 e 9).
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Figura 7 Resisténcia as condi¢bes simuladas do trato gastrointestinal de Leuconostoc

mesenteroides 9U2, isolado do kefir de Leite, células livres e células liofilizadas
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Figura 8 Resisténcia as condi¢gbes simuladas do trato gastrointestinal de Lactobacillus

perolens 11P3, isolado do kefir de agua, células livres e células liofilizadas
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Lactobacillus brevis A55C3
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Figura 9 Resisténcia as condi¢gdes simuladas do trato gastrointestinal de Lactobacillus brevis

A5SC3, isolado do polvilho azedo, células livres e células liofilizadas

Nao houve diferenca significativa (p=0,05) na sobrevivéncia das BAL a
passagem no TGl antes e depois da liofilizagdo, o que demonstra que o processo de
liofilizagdo nao interfere de forma significativa na capacidade de sobrevivéncia as
condicdes simuladas do TGI.

5.4.Efeito do armazenamento sobre a viabilidade das BAL liofilizadas

A viabilidade das estirpes de BAL liofilizadas durante o tempo de

armazenamento a temperatura ambiente esta apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7 Viabilidade de BAL (Logio UFC.mL™") liofilizadas durante 60 dias de

armazenamento a temperatura ambiente

BAL 1° DIA 7° DIA 15° DIA 30°DIA 60° DIA
Kefir de Leite
L. mesenteroides 9U2 11,33+0,342 10,950,512 10,89+0,572 10,80+0,392 9,91+0,852
Kefir de Agua
L. perolens 11P3 11,470,082 11,49+0,242 10,810,362 10,70+0,852 10,26=1,42=
Polvilho Azedo
L. brevis A5SC3 11,44+0,102 10,65+0,212 10,80+0,432 10,36=0,60 10,17+0,742

Viabilidade durante armazenamento a temperatura ambiente e desvio padrdo de determinagdes de
trés repeticbes em duplicata

AB.C Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas s&o diferentes (Teste T-pareado p<0,05).
a,b. ¢ Médias na mesma linha seguidas por letras distintas s&o diferentes (Teste T-pareado p<0,05).

Nao houve diferenca (p=0,05) para os resultados encontrados referentes ao
armazenamento das BAL liofilizadas em temperatura ambiente por 60 dias, como
também entre os grupos de matrizes de isolamento utilizadas. A capacidade de as
células permanecerem viaveis e ativas durante o armazenamento € um importante
parametro de estirpes com potencial probiético (SANDERS & KLAENHAMMER,
2001).

A sobrevivéncia apds o processo de liofilizacdo e armazenamento pode ser
dependente da estirpe (EDWARD et al.,, 2011). Numericamente as espécies
pertencentes ao género Lactobacillus apresentaram menores redugdes decimais
quando comparado a espécie pertencente ao género Leuconostoc em estudo ao
final do teste.

O armazenamento das culturas bacterianas liofilizadas em temperatura
ambiente possibilita uma redugao nos custos de manutencgéao, e tem se tornado um
dos campos promissores de estudo (SAVINI et al., 2010; DIANAWATI, MISHRA &
SHAH, 2016).

Os resultados descritos na tabela 7 demonstram que as estirpes isoladas do
kefir de leite (L. mesenteroides 9U2), kefir de agua (L. perolens 11P3) e polvilho
azedo (L. bevis ASSC3) se mantiveram em concentracdes desejaveis até 60 dias.

Os trabalhos que avaliam as condi¢gdes de armazenamento em sua maioria

apresentam os resultados na forma microencapsulada, em congelamento ou
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resfriamento, em embalagens de polietileno e usando crioprotetores diferentes do
utilizado no presente trabalho (SAVINI et al., 2010; YING et al., 2010; DIANAWATI,
MISHRA & SHAH, 2016; ARCHACKA et al., 2019) o que dificulta a discussao dos

resultados aqui apresentados.
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6. CONCLUSAO

Todas as estirpes de BAL utilizadas neste estudo isoladas de kefir e polvilho
azedo apresentaram agao antagbnica frente a bactérias patogénicas veiculadas por
alimentos. A matriz de isolamento das estirpes de BAL nao interfere na inibicdo dos
patdbgenos. Portanto, essas estirpes podem ser usadas em alimentos como
conservantes naturais potenciais.

As estirpes de BAL usadas no presente estudo foram capazes de resistir a
concentracdes baixas de pH e presenca de sais biliares simulando as condi¢cdes
fisiolégicas do TGl humano. Novamente, foi possivel observar que a matriz de
isolamento nao interferiu nos resultados. Portanto, mediante os resultados
apresentados, essas estirpes de bactérias acido-lacticas demonstram que possuem
uma das caracteristicas estabelecidas pela FAO/OMS como desejaveis para
potenciais probioticos.

A liofilizagdo nao afetou as caracteristicas testadas, demonstrando ser um
processo de secagem seguro para obtencdo de um produto liofilizado proveniente
de bactérias acido-lacticas isoladas de kefir e polvilho azedo.

O armazenamento nao afetou de forma significativa a concentragao final das
estirpes de BAL liofilizadas testadas. A possibilidade de armazenamento em
condi¢des de baixo custo é promissora, portanto, este trabalho demonstra que foi
possivel armazenar estas estirpes liofilizadas por 60 dias em temperatura ambiente.

As estirpes Leuconostoc mesenteroides 9U2, Lactobacillus perolens 11P3 e
Lactobacillus brevis A5SC3, isoladas do kefir de leite, agua e polvilho azedo,
respectivamente, sao potencialmente probidticas, desde que estudos
complementares sejam realizados para abarcar todos os critérios propostos pela
FAO/WHO.
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