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Resumo

OLIVEIRA, Í. A. C. L. Avaliação da interação entre leveduras isoladas de kombucha e
bactérias probióticas. 2022. 94f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas,
Universidade de São Paulo, 2022.

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de produtos probióticos é entender como
os microrganismos interagem entre si e com o hospedeiro. Quando falamos em alimentos fermen-
tados tradicionais, este obstáculo aumenta porque a matriz alimentar já possui um microbioma
intrínseco. No entanto, também é conhecido que muitos microrganismos podem interagir e
cooperar para sobreviver quando condições de estresse são encontradas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi isolar leveduras de quatro diferentes kombuchas em distintos momentos fermentati-
vos e verificar a influência que leveduras isoladas de kombucha têm na manutenção da viabilidade
da bactéria probiótica Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 em condições de aerobiose.
Meyerozyma guilliermondii, Candida albicans, Rhodotorula mucilaginosa e Pichia membrani-

faciens foram leveduras encontradas nas kombuchas, das quais as duas últimas favoreceram a
manutenção da alta viabilidade de HN019 em cocultura por 14 dias. Observou-se a viabilidade
da bactéria acima de 9 log ao longo de todo o experimento, o que não foi observado em mono-
cultura. Ademais, utilizou-se de análise de autoagregação, hidrofobicidade, atividade enzimática
de proteases e fosfolipases das leveuras para analisar seu potencial patogênico. Observou-se
que R. mucilaginosa demonstrou características semelhantes à Saccharomyces cerevisiae subsp.
boulardii, e sua interação benéfica com HN019 reforça a possibilidade de que esta levedura seja
uma chave para a inserção da bactéria em uma kombucha probiótica. Análises metabólicas foram
realizadas e encontrou-se uma vasta diversidade de dipeptídeos, principalmente os compostos de
prolina, durante a cocultura da bactéria com as leveduras. Tais dipeptídeos apresentam impor-
tantes mecanismos de ação no controle biológico e quorum sensing de bactérias e leveduras, e
supostamente regulam a manutenção das relações mutualísticas entre ambos microrganismos.

Palavras-chave: microbioma, microbiota, Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019,
Rhodotorula, alimentos fermentados, dipeptídeos



Abstract

OLIVEIRA, Í. A. C. L. Evaluation of the interaction between isolated kombucha
yeasts and probiotic bacteria. 2022. 94f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Ciências
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, 2022.

One of the biggest challenges in the development of probiotic products is to understand
how microorganisms interact with each other and with the host. When we talk about traditional
fermented foods, this obstacle increases because the food matrix already has an intrinsic micro-
biome. However, it is also known that many microorganisms can interact and cooperate to survive
when stressful situations are encountered. Thus, the objective of this work was to isolate yeasts
from four different kombuchas at different fermentation times and to verify the influence that
yeasts isolated from kombucha have on maintaining the viability of the probiotic bacterium Bifi-

dobacterium animalis subsp. lactis HN019 under aerobic conditions. Meyerozyma guilliermondii,

Candida albicans, Rhodotorula mucilaginosa and Pichia membranifaciens were yeasts found in
kombuchas, of which the last two favored the maintenance of HN019 high viability in co-culture
for 14 days. Bacteria viability above 9 log was observed throughout the experiment, which was
not observed in monoculture. In addition, analysis of autoaggregation, hydrophobicity, enzyme
activity of proteases and phospholipases of yeasts was used to analyze their pathogenic potential.
It was observed that R. mucilaginosa demonstrated characteristics similar to Saccharomyces

cerevisiae subsp. boulardii, and its beneficial interaction with HN019 reinforces the possibility
that this yeast is a key to the insertion of the bacterium in a probiotic kombucha. Metabolic
analysis were performed and a wide diversity of dipeptides, mainly proline-based, was found
during the co-culture of the bacteria with the yeasts. Such dipeptides have important mechanisms
of action in the biological control and quorum sensing of bacteria and yeast, and supposedly
regulate the maintenance of mutualistic relationships between both microorganisms.

Keywords: microbiome, microbiota, Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019,
Rhodotorula, fermented foods, dipeptides
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1 Introdução

Pouco se sabe sobre interações ecológicas em ecossistemas microscópicos, dadas as
limitações tecnológicas que dificultam ou inviabilizam a compreensão sobre os fenômenos de
interação que ocorrem em tais ecossistemas [1]. A atenção sobre a complexidade das interações
em comunidades microbianas tem ganhado forte visibilidade na comunidade científica, uma vez
que temáticas como microbiota e microbioma têm se tornado importantes pontos a se considerar
entre os fatores do desenvolvimento de patologias e manutenção da homeostase [2–4]. Dentre
os potenciais biotecnológicos destes estudos, ressalta-se a utilização de probióticos para gerar
alterações consideráveis em diversos aspectos fisiológicos, neurológicos e imunológicos de um
organismo [5].

Convencionalmente, probiótico é definido como, um “organismo vivo que quando ad-
ministrado em quantidades adequadas, confere um benefício ao hospedeiro” [6]. Dessarte, a
utilização de linhagens isoladas ou formulações multicepas têm demonstrado forte impacto sobre
diversas patologias e alterações fisiológicas como diabetes, obesidade, síndrome metabólica,
doença de Crohn, entre outras [7–10]. Contudo, a maior parte das formulações utilizadas atu-
almente, consistem em produtos de cepa única que não refletem minimamente a real condição
em um microambiente estável e favorável ao hospedeiro [5, 11]. Usualmente, estudos que re-
tomam a utilização de formulações multicepa não visam compreender as interações entre os
diferentes microrganismos e como estas interações contribuem nos mecanismos de ação dos
probióticos. Ademais, estudos demonstram que a utilização de formulações multicepa onde
existem interações simbióticas entre os microrganismos utilizados, apresentam maior eficácia de
utilização [12], e este fato pode ser justificado por diversos fatores.

Comunidades biológicas estáveis são formadas quando os microrganismos em conjunto
suprem as janelas metabólicas da rede, formando interações complexas de competição, mutua-
lismo e simbiose [13]. Estas redes de interação possibilitam que os microrganismos subjuguem
adversidades variegadas como estresse oxidativo ou ação de sais biliares [14], bem como podem
possibilitar um aprimoramento nas capacidades probióticas de linhagens conhecidas [15, 16].
Dessarte, leveduras oriundas de kombucha encerram um alto potencial biotecnológico no de-
senvolvimento de probióticos mais eficazes e seguros, possibilitando sua utilização como um
adjuvante no desenvolvimento de novos alimentos e formulações probióticas, tal como em
alimentos que apresentam uma grande variedade de microrganismos, tanto quanto os alimentos
fermentados tradicionais.
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2 Revisão da Literatura

Estudos dispondo sobre a utilização de microrganismos com potencial uso terapêutico
retomam o início do século XX [17]. Muito foi acrescentado ao pool de conhecimento disposto
sobre probióticos, e atualmente, diversos efeitos e produtos com alegação probiótica são re-
portados [5]. Dentre os efeitos mais alegados sobre probióticos, ressalta-se aqueles voltados
à manutenção do trânsito intestinal e recuperação da microbiota, mas diversos outros efeitos
podem ser observados, desde a repercussão na modulação imune, metabolismo energético a
atividade neurofisiológica [5, 12, 18]. Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos de ação dos
mesmos ou como eles interagem com outros microrganismos, o que diminui a credibilidade
sobre sua utilização e gera muitos vieses sobre suas condições de uso [11]. Os principais desa-
fios no estudo sobre probióticos encontram-se no esclarecimento sobre suas interações com a
microbiota do hospedeiro, uma vez que cada microbioma é teoricamente único, característico
de cada indivíduo [13]. Este fator funciona como fulcro sobre as disposições onde os efeitos
observados dos probióticos são contraditórios ou pouco elucidados, e justifica ensaios sobre
redes de interação microbiana.

2.1 Leveduras

Leveduras são microrganismos eucariotos unicelulares pertencentes ao reino Fungi,
apresentam um formato circular a oval e podem medir cerca de 4 μm a 10 μm de diâmetro.
Sua reprodução ocorre sexuadamente ou assexuadamente por brotamento, no qual a célula filha
cresce a partir de um ponto da parede celular da célula mãe, podendo ser liberada após finalizado
seu crescimento, ou mantendo sua associação com a célula parental, o que pode resultar na
formação de pseudo-hifas ou grumos [19]. Ainda, apresentam parede celular com cerca de
250 nm de espessura, sendo composta basicamente por quitina (β-(1,4) N-acetilglucosamina),
mananas, manoproteínas e glucanas (β-(1,3) e/ou β-(1,6)) [19,20]. Algumas leveduras apresentam
a capacidade de formação de micélio verdadeiro, comportando-se como um fungo filamentoso,
assim como Candida albicans [21]. De fato, a capacidade de dimorfismo de algumas leveduras,
reflete a presença de mecanismos evolutivos e conservados de adaptação ao meio em que
se encontram, permitindo que diversas espécies possam sobreviver em diferentes condições
ambientais [22].

Os mecanismos adaptativos presentes em leveduras abrangem diversas manobras molecu-
lares e metabólicas que possibilitaram que estes microrganismos participassem intrinsecamente
do desenvolvimento da humanidade como civilização. Profusas espécies de leveduras apresen-
tam Respostas Ambientais Centrais (RAC) ou Resposta ao Estresse Ambiental (REA), que
consistem na modulação e ativação de genes responsáveis por mecanismos de tolerância ao
estresse [23]. Por consequência, pode-se observar a indução de poliploidia, multiplicação de
grandes fragmentos em cromossomos, variação de loci em retrotransposons, como das famílias



Capítulo 2. Revisão da Literatura 19

Ty(1-5), entre outros [24–26]. Tais mecanismos possibilitam grande versatilidade metabólica,
permitindo que leveduras possam ser encontradas em ambientes de condições extremas (extre-
mófilas e extremotolerantes), sendo tal característica enfatizada quando comparadas a outras
células eucariotas [27].

2.1.1 Alimentos fermentados e a domesticação das leveduras

O processo de fermentação foi de grande importância para o início da civilização. Fer-
mentar é uma das formas mais antigas de preservação de alimentos, e acredita-se que esta foi
de suma importância no processo de mudança do comportamento nômade, caçador/coletor,
de hominídios pré-históricos, possibilitando seu assentamento e subsequente surgimento da
agricultura na então denominada revolução neolítica [28, 29]. Admite-se que provavelmente o
consumo de bebidas alcoólicas tenha impulsionado o desenvolvimento da agricultura e contri-
buído para o aprimoramento de técnicas de fermentação rudimentares [29]. De fato, observa-se
que o consumo tradicional de alimentos e bebidas fermentadas ocorre em praticamente todo o
mundo, e tais práticas milenares foram responsáveis por moldarem diferentes culturas. Assim,
acredita-se que a fermentação participou intrinsecamente do desenvolvimento social, cultural
e tecnológico da humanidade, influenciando diretamente nas interações fisiológicas que temos
com microrganismos bem como no desenvolvimento e maturação de órgãos, tecidos, sentidos e
mecanismos fisiológicos e bioquímicos em nossa constituição [30, 31].

Deveras, alimentos e bebidas fermentadas podem ser encontradas em quase todo o mundo
e tais práticas estão relacionadas com os recursos locais. A Ásia, África e Europa são regiões
onde se encontra a maior pluralidade destes produtos. O processo de conservação de alimentos
através da fermentação se dá pela produção de ácidos orgânicos, principalmente ácido lático ou
acético [32, 33]. Bactérias láticas são especialmente importantes para produção e preservação de
diversos alimentos e bebidas fermentadas. Os metabólitos produzidos por tais microrganismos,
como o ácido lático e bacteriocinas, além de conferir propriedades sensoriais desejáveis, também
reduzem o pH e atuam conferindo maior estabilidade microbiológica à matriz alimentar, podendo
esta ser matriz láctea, grãos ou cárneos [32, 34]. Bactérias láticas podem ser encontradas em
alimentos a base de arroz como Idli (Índia) e puto (Filipinas), bem como alimentos a base
de peixe e cereais como sikhae (Coreia) e burong isda (Filipinas), que são fermentados por
Leuconostoc spp. [34]. Microrganismos produtores de ácido acético, como bactérias acéticas e
algumas leveduras, também são de suma importância na produção de alimentos como vinagres,
kombucha, cervejas lambic, kefir e conservas vegetais [35]. Entretanto, a produção de álcool
na confecção de bebidas alcoólicas, restringe-se quase em sua totalidade às leveduras, e estas
acompanham a humanidade de maneira tão intrínseca que se acredita que estas estão entre os
primeiros organismos domesticados (figura 1) [36, 37].
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Figura 1 – Processo de domesticação de leveduras (por exemplo, Saccharomyces cerevisiae) de acordo com a
intensidade dos processos de backslopping e principais efeitos observados relacionados à

sobrevivência, reprodução, consumo de açúcares e metabólitos formados.

Fonte: Oliveira & Freire, 2019.

Um fato que advém dos mecanismos de adaptação das leveduras é o processo de do-
mesticação destas, principalmente quando relacionadas à alimentos e bebidas fermentadas. No
decorrer das relações humanas com as leveduras fermentadoras, copiosas características puderam
ser constatadas no desdobramento de populações domesticadas. Leveduras selvagens geralmente
são diplóides, entretanto, cepas encontradas em alimentos e bebidas fermentadas e linhagens
comerciais, usualmente apresentam poliploidia parcial ou aneuploidia, aproximando-se da tetra-
ploidia, mas raramente observando-se a totalidade tetraploide ou diploide [37]. Este fenômeno
se dá, pois, a poliploidização acelera os processos adaptativos por vias diretas e indiretas, au-
mentando a expressão de genes de resistência, não obstante, gerando instabilidade genômica,
ou aumentando a propagação de genes valorizados em uma dada população [25]. A domesti-
cação de leveduras é um fenômeno conhecido e refere-se aos processos de seleção artificial
de linhagens selvagens visando a obtenção de produtos com caracteres almejados. O sistema
de domesticação das leveduras em alimentos e bebidas fermentadas se dá basicamente por um
processo denominado backslopping, que consiste na utilização de um produto fermentado como
inóculo para uma fermentação seguinte [38]. Este método gera efeitos gargalo nas populações
microbianas, favorecendo a seleção de linhagens resistentes ou melhores adaptadas ao processo
de fabricação do produto em questão [38].
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2.2 Kombucha

Alimentos e bebidas fermentadas tradicionais são um grupo importante de fermentados
que fazem parte intrínseca de uma sociedade e remontam à cultura, dieta e estilo de vida de uma
população [39]. A kombucha caracteriza-se como uma bebida fermentada tradicional, produzida
através da fermentação de infusão de Camellia sinensis adoçada, com adição de um biofilme
celulósico denominado SCOBY (Cultura Simbiótica de Bactérias e Leveduras). O produto da
fermentação consiste em uma bebida de flavor levemente acético podendo ou não ser carbonatada
e saborizada com frutas, extratos, condimentos, entre outros [40]. A produção e consumo da
bebida vem aumentando consideravelmente e muitas alegações terapêuticas são observadas,
ainda que não comprovadas, como atividade antioxidante, antidiabetogênica, anti-inflamatória,
antimicrobiana e diversos efeitos imunomoduladores [41, 42]. Pouco se sabe sobre os factu-
ais efeitos do consumo da kombucha, entretanto, estudos recentes demonstram que a matriz
fermentativa desta bebida possa ser uma importante aliada no estudo de comunidades microbia-
nas, uma vez que esta apresenta uma comunidade diversificada, porém, estável à longo prazo,
com capacidade de regenerar sua biodiversidade original de forma semelhante ao encontrado
em microbiotas humanas [43]. A literatura demonstra que kombuchas de diferentes origens
apresentam uma grande variedade de microrganismos, contudo, dos gêneros de bactérias mais
comumente encontrados, ressalta-se Acetobacter, Bacterium, Gluconobacter, Gluconacetobacter

e Komagataeibacter entre as bactérias acéticas e Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus,

Enterobacter, Collinsella e Weissella como demais gêneros. Ademais, os gêneros de leveduras
são ainda mais variados, apresentando indivíduos com perfis metabólicos bastante distintos e va-
riegados, como Saccharomycodes, Candida, Pichia, Torulopsis, Kluyveromyces, Eremothecium,

Starmera, Hanseniaspora, Merimbla, Sporopachydermia Saccharomyces, Schizosaccharomyces,

Zygosaccharomyces e Brettanomyces/Dekkera [40, 41, 44–46].
A origem da kombucha ainda é questionável, mas acredita-se que seu consumo tenha

iniciado na China por volta de 200 a.C., onde era denominado como “chá da imortalidade”,
popularizando-se por outras partes do mundo através de rotas comerciais [47]. Apesar de se tratar
de um consórcio multi-espécie, a kombucha foi classificada inicialmente pela nomenclatura
botânica em 1913 como Medusomyces gisevii Lindau, dada a presença do biofilme celulósico
(SCOBY) que se forma na interfase líquido/ar durante a fermentação, sobre o qual acreditava-se
tratar de um organismo único [48]. A fermentação inicia-se pela adição do SCOBY no chá
adoçado. Utiliza-se em média 50 g/L a 100 g/L de açúcar, em chá verde, preto ou ambos em
diferentes proporções, ainda sendo aceito chá oolong, e no Brasil a instrução normativa N° 41, de
17 de setembro de 2019, permite o uso de erva mate (Ilex paraguariensis) em sua composição [49].
O tempo e a temperatura de fermentação também é variável consoante as características sensoriais
desejadas. Ademais, adiciona-se uma fração (5% a 20%) de uma fermentação concluída ao
mosto virgem, visando acelerar a acidificação e aumentar a concentração de microrganismos
presentes para assegurar sucessões ecológicas adequadas [50, 51]. Entende-se como sucessão
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ecológica, o processo de maturação de um determinado ecossistema, no qual diferentes espécies
passam a dominar e a transformar o meio até que um distúrbio altere a conformação das
populações envolvidas [52]. Tratando-se de alimentos fermentados tradicionais, este processo
possui suma importância em seu desenvolvimento, influindo diretamente na qualidade sensorial
do produto [53]. Variáveis, como tipo de chá, concentração de açúcar, pH, tempo e temperatura
de fermentação e a origem do SCOBY, podem influenciar nas características do produto final [54].
A variação de temperatura pode influenciar diretamente na produção de ácidos orgânicos, dos
quais o ácido acético torna-se o mais perceptível, contudo, ácido glucônico, glucurônico e lático
também se fazem presentes [51]. As variações de temperatura ao longo do processo fermentativo
são capazes de favorecer diferentes espécies no decorrer do processo de sucessão microbiana,
fator que gera variação na produção de ácidos orgânicos secundários como ácido glucônico
e glucurônico [55]. Ainda, discorre-se que kombuchas apresentam perfil de tamponamento
durante a produção, o que é demonstrado ser um fator característico do processo de fermentação
desta bebida [56]. Este evento pode ser relacionado à alguns fatores, como o acúmulo de ácido
carbônico resultante do aumento de dióxido de carbono dissolvido no meio, ou perfil adaptativo
dos microrganismos presentes no líquido e no biofilme celulósico [41,45]. Além disso, a formação
da película de celulose na intersecção de contato ar-líquido pode gerar o aprisionamento de gases
e compostos voláteis na fase líquida da kombucha, contudo, este fenômeno requer mais estudos.

A relação de simbiose entre as leveduras e as bactérias da kombucha é sutilmente
orquestrada pela capacidade das leveduras em quebrar sacarose do meio e produzir álcool.
Inicialmente, as leveduras secretam invertases, possibilitando a quebra de sacarose em glicose
e frutose, as quais serão utilizadas por estas e por outros microrganismos presentes, como as
bactérias acéticas. No que lhe concerne, estas participarão do processo de oxidação do etanol
para produção de ácido acético, bem como transformarão parte da glicose e frutose consumida
em celulose, para a formação de um novo SCOBY [43]. Destarte, o processo de fermentação
da kombucha se dá em diferentes segmentos cronológicos, que remontam diferentes condições
ecológicas. Inicialmente, observa-se a prevalência de microrganismos osmotolerantes, uma vez
que o meio pode atingir mais que 10° Brix. Ao passo que os açúcares são consumidos, observa-
se um leve aumento gradual da concentração de etanol, concomitante ao aumento de ácidos
orgânicos. Os microrganismos presentes e seus metabólitos podem contribuir para a ativação de
fatores genéticos ou não genéticos nos demais microrganismos presentes, sendo um destes, o mais
relevante em alimentos e bebidas fermentadas, a produção de ácidos orgânicos [57]. Inicialmente,
o meio de fermentação rico em sacarose, apresenta quantidade considerável de oxigênio que
diminui conforme o tempo de fermentação [58]. A baixa de oxigênio no meio, assim como o
aumento na concentração de ácido carbônico, pode balizar a atividade das bactérias acéticas,
cingindo-as ao nicho da superfície de contato líquido-ar, ainda que algumas bactérias acéticas
possam apresentar motilidade no meio líquido [58]. Conforme a continuidade do processo,
em um último momento, observa-se redução da concentração alcoólica, uma vez que o etanol
passa a ser oxidado para síntese de ácido acético. Nesta conformação, o microecossistema
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é dominado por microrganismos tolerantes à acidez e ao baixo pH, que pode atingir valores
menores que 3,0 [43, 51]. Dessarte, outros mecanismos de interação mais complexos podem ser
observados, e resultam na produção de diversas moléculas como compostos fenólicos derivados
de tearrubiginas, catequinas, vitaminas, compostos fenólicos derivados de isoflavonas, quercetina,
verbascósidos, diversos peptídeos, bacteriocinas, entre outros [59, 60].

2.3 Interações entre microrganismos

Naturalmente, sob circunstâncias ambientais silvestres, microrganismos de diferentes
espécies interagem e transformam o meio através de ações químicas e enzimáticas. A ação dos
microrganismos é de suma importância para o desenvolvimento ecológico e para a biodiversidade
de um determinado ambiente, realizando a tranformação de nutrientes no processo de sucessão
ecológica [61]. Um melhor entendimento sobre a rede de interações microbianas de um micro-
bioma complexo é essencial para o estudo de probióticos, bem como para o entendimento das
dinâmicas microbianas na produção de alimentos fermentados tradicionais, uma vez que as redes
de interação são responsáveis pela manutenção da versatilidade e robustez das populações envol-
vidas, onde todos os microrganismos contribuem para a suplementação das janelas metabólicas
de seus propínquos [62]. Contudo, quando se estuda tais redes de interactômas, metabolômas
ou demais ciências ômicas em comunidades microbiológicas, acaba-se por cair no dilema de
cobertura versus precisão de análise [1]. Dessarte, alimentos fermentados tradicionais podem ser
um importante modelo de estudo em comunidades microbianas, singularmente a kombucha [43].
É sabido que, a interação entre diferentes espécies pode gerar condicionamentos benéficos
para o desenvolvimento de ambas, e em sistemas microbianos complexos, como alimentos
fermentados tradicionais, o consórcio microbiano coopera aumentando a versatilidade e robustez
das populações envolvidas. Os microrganismos comunicam-se através de sinais bioquímicos
diversos e cada indivíduo retorque de maneira adequada. Dessarte, um importante fator que
pode ser determinante na qualidade final de um produto fermentado é a homogeneidade do
inóculo, que no caso de um sistema em backslopping, consiste em uma fração de um produto com
fermentação previamente concluída. Essa propriedade é de suma importância para assegurar os
eventos de sucessão biológica adequados, uma vez que o fenômeno do efeito de prioridade pode
ser observado [62, 63]. O efeito de prioridade refere-se às mudanças, orquestradas e ordenadas,
causadas por organismos em um determinado ambiente, que influenciam negativamente ou
positivamente a sobrevivência dos organismos que apresentam-se em subsequência no processo
de sucessão biológica [62, 64].

Estudos sobre a interação entre bactérias e leveduras demonstram que estes micror-
ganismos podem beneficiar-se em relações simbióticas ou mutualísticas, uma vez que estes
apresentam perfis metabólicos consideravelmente distintos, sendo procariotos e eucariotos, res-
pectivamente [14,65]. Estas interações são comuns e encontradas em diversos alimentos além da
kombucha, como kefir, chucrute, chocolate (fermentação do cacau) e vinho, sendo essenciais
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para a manutenção do ecossistema microbiano e podem ser exploradas para beneficiar linhagens
probióticas de interesse [32,66]. Dentre os trabalhos que demonstram a importância da utilização
de leveduras sobre o potencial probiótico de bactérias bem como sua manutenção em condições
hostis, ressalta-se Vorob’eva e colaboradores, que explana sobre a resistência promovida por
leveduras às bactérias contra ação de sais biliares [14]. Zoumpourtikoudi e colaboradores, que
aferem o aprimoramento de linhagens probióticas promovido por leveduras [16]. Ainda Yeo e
colaboradores demonstra que a levedura Williopsis saturnus subsp. saturnus NCYC22 possui a
capacidade e aprimorar a manutenção da viabilidade de bactérias probióticas do gênero Bifido-

bacterium, incluindo a HN019 [67]. Alguns fatores são importantes na determinação do potencial
probiótico de determinada linhagem de microrganismo, como a autoagregação, hidrofobicidade,
capacidade de formação de biofilme e segurança quanto a sua utilização [68]. Além disso, os
microrganismos devem ser capazes de atingir seu local de ação no trato gastrointestinal, vivos
e metabolicamente ativos, contudo, a grande variação de pH e liberação de substâncias com
propriedades detergentes e enzimáticas são um grande desafio para estes microrganismos [14].

Dessarte, estudos que buscam elucidar as possíveis interações entre microrganismos são
de suma importância para a compreensão dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e
funcionamento de probióticos. Além disso, o estudo de interação entre probióticos e outros mi-
crorganismos abre espaço para o desenvolvimento de novos produtos com potencial terapêutico,
uma vez que é possível explorar estas interações para fixar linhagens de interesse em produtos fer-
mentados tradicionais, como a kombucha, ou utilizar este conhecimento para o desenvolvimento
de modelos de estudo que reproduzem uma microbiota dinâmica, porém, estável.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Verificar a Influência de leveduras oriundas de kombucha sobre a manutenção da concen-
tração, viabilidade celular e potencial biotecnológico na interação com a bactéria Bifidobacterium

animalis subsp lactis HN019.

3.2 Objetivos específicos

• Isolar leveduras de diferentes culturas de kombucha;

• Avaliar parâmetros de segurança de uso das leveduras isoladas;

• Avaliar parâmetros de potencial probiótico das leveduras isoladas;

• Avaliar a manutenção da concentração e viabilidade celular das bactérias Bifidobacterium

animalis subsp. lactis HN019 em co-cultura com leveduras isoladas de kombucha;

• Definir quais leveduras isoladas podem beneficiar o crescimento de B. animalis subsp.
lactis HN019;

• Identificar possíveis compostos que sejam importantes para a interação bactéria x leve-
dura.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Aquisição e manutenção da kombucha

SCOBYs de 4 diferentes kombuchas foram adquiridos por doação, sendo elas, 2 kombu-
chas de produção caseira (advindas do Canadá e da Paraíba, Brasil) e 2 de produção comercial
(Marin Kombucha - Califórnia, Estados Unidos da América; Cia dos Fermentados - São Paulo,
Brasil). A manutenção dos SCOBYS foi realizada pelo processo de fermentação comum da
kombucha, como demonstrado em Silva e colaboradores [69] com modificações. Sucintamente,
preparou-se uma infusão com um blend de chá verde e chá preto (Camellia sinensis) nas pro-
porções de 5 g/L de chá verde e 10 g/L de chá preto, realizando infusão de 5 minutos à 87°C
e 7 minutos à 93°C. Após esta etapa, adicionou-se açúcar na proporção de 50 g/L, agitando o
líquido até total dissolução. Após atingir temperatura ambiente, o chá adoçado foi distribuído
em diferentes recipientes e a estes foram adicionados 20 g/L de um dos SCOBYs, adicionado de
10% do volume total de kombucha previamente fermentada. Dessarte, cada SCOBY foi mantido
em recipiente separado e sua fermentação ocorreu à temperatura de 23°C, durante 5 a 10 dias até
a próxima substituição do substrato.

Figura 2 – Chá adoçado (seta azul) e um SCOBY (seta vermelha) (A); Kombuchas em fermentação com
SCOBYS (seta vermelha) (B).

Fonte: do autor

4.2 Isolamento das leveduras e identificação

O isolamento das leveduras ocorreu ao longo do processo de fermentação, visando
capturar leveduras mais adaptadas ao alto potencial osmótico do líquido no início do processo,
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outras mais adaptadas ao baixo pH no fim da fermentação e seus interpostos. O protocolo se
deu segundo Castillo-Castillo e colaboradores [70] com modificações. Amostras do kombucha
foram retiradas e espalhadas em meio sólido MRS (De Man, Rogosa & Sharpe), previamente
autoclavado, em placas de Petri. Durante o processo de distribuição do meio nas placas de Petri,
foi adicionado cloranfenicol para concentração final de 200 μg/mL visando evitar o crescimento
de colônias de bactérias susceptíveis. As amostras foram coletadas nos dias 0, 2, 4, 6, 14 e 20 de
fermentação com auxílio de alça de platina e inoculadas nos meios sólidos distribuídos em placas
de Petri, com movimentos em “z”. As placas foram vedadas e deixadas em incubação a 23°C
por 2 a 5 dias, até que as colônias de leveduras pudessem ser diferenciadas morfologicamente.

Figura 3 – Variedade de fungos em uma das placas onde as amostras de kombucha foram inoculadas. É
possível observar colônias de diferentes cores e aspectos macroscópicos.

Fonte: do autor

Após o período de incubação, amostras de colônias foram isoladas e transferidas para
outras placas de Petri com meio MRS sem cloranfenicol. Foram selecionadas colônias que apre-
sentavam aspectos macroscópicos distintos quanto à cor, forma, tamanho, textura, uniformidade
do bordo, brilho e uniformidade das superfícies adaxial e abaxial. As colônias isoladas foram
rotuladas e incubadas a 23°C para crescimento, e subsequentemente, armazenadas a 4°C para
posterior utilização.
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Figura 4 – Alguns dos isolados de leveduras separados por semelhança morfológica das colônias.
Microrganismos isolados em diferentes tempos de fermentação de uma das kombuchas

comerciais. Observam-se colônias de diferentes cores.

Fonte: do autor

Isolados de leveduras foram enviados ao Laboratório de Análises Fleury Medicina e
Saúde, com o qual temos parceria por parte do professor Dr. Jorge Luiz Mello Sampaio da
Universidade de São Paulo, para identificação das espécies por técnica de MALDI-TOF.

4.3 Interação preliminar entre leveduras e Bifidobacterium animalis subsplactis HN019

Os testes preliminares de interação foram realizados considerando condições não ide-
ais para o crescimento das bactérias e das leveduras, visando identificar a presença de bene-
ficiamento entre as duas espécies. Inicialmente, 10 isolados de leveduras foram inoculados
separadamente em meio líquido RCM (Reinforced Clostridial Medium). As linhagens foram
escolhidas baseando-se em aspectos morfológicos macroscópicos das colônias e microscópicos
das células. Foram excluídas colônias com aspecto de fungo filamentoso e/ou que formassem
colônias rígidas. Ademais, foram excluídos todos os isolados que não apresentassem aspecto
microscópico de levedura, que apresentassem formação de pseudo-hifas ou hifas verdadeiras,
vistas sob microscópio. As leveduras foram incubadas no meio RCM por 5 dias à 37°C em
estufa BOD (Demanda Biológica de Oxigênio). Ao final do período de incubação as células
foram contadas em microscópio utilizando azul de metileno como corante de viabilidade. Após
verificação da concentração celular do inóculo, foram realizadas diluições e suas concentrações
foram ajustadas para 1 x 106 células/mL em tubos de ensaio de 20 mL contendo 10 mL de meio
RCM [71].
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Figura 5 – Variedade de leveduras isoladas de kombucha vistas em microscópio (400x). Observam-se
leveduras de diferentes morfologias, (A e D) arredondadas, (C) ovaladas e (B) células mais

alongadas. Observam-se vacúolos no interior das células, identificadas como pontos mais claros e
brilhantes no interior das células.

Fonte: do autor

A contagem de células ocorreu em Câmara de Neubauer com as células previamente
coradas com azul de metileno. Foram consideradas mortas as células coradas em azul e vivas
as células não coradas ou apenas levemente coradas, sendo contados 5 campos escolhidos
aleatoriamente do setor central da câmara. A fórmula para determinar a concentração celular foi:

X = nCel ×5×Fd ×104

Onde, nCel é o número total de células contadas e Fd sendo o fator de diluição.

Para determinação da viabilidade celular, foi utilizada a seguinte fórmula:

X = nCel−nMorte
nCel ×100

Onde, nCel é o número total de células contadas e nMorte é o número de células mortas.
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Figura 6 – Leveduras vistas em microscópio óptico (400x) e coradas com azul de metileno. As células
observadas em coloração azul são consideradas mortas.

Fonte: do autor

Concomitante à etapa anterior, foi adicionado ao meio RCM, 1 x 109 UFC/mL da bactéria
probiótica Bifidobacterium animallis subsp. lactis. HN019. Por conseguinte, os tubos foram
mantidos em incubação a 37°C durante 14 dias em BOD. Ao final do período de incubação, foi
realizada a contagem de unidades formadoras de colônia da bactéria, em meio RCA (Reinforced
Clostridial Agar) adicionado de cicloheximida a 200 μg/mL para evitar o crescimento de leve-
duras [72]. A contagem foi realizada nas diluições de 10−6, 10−7 e 10−8. Foi utilizado, como
controle, um tubo com a bactéria cultivada isoladamente.

Ademais, após o experimento de interação, os tubos contendo as bactérias e leveduras
foram centrifugados a 2.600 rpm e amostras de 6 mL do sobrenadante de cada tubo foi isolado
e liofilizado para realização dos experimentos de metabolômica utilizando técnica de Q-TOF
(Espectometria de Massas Quadrupolo - Tempo de Voo), em parceria com o professor Dr.
Eduardo Jorge Pilau da Universidade Estadual de Maringá, Paraná, Brasil.

4.4 Análise metabólica (Q-TOF)

Em parceria com o professor Eduardo Jorge Pilau da Universidade Estadual de Maringá,
foi possível identificar alguns compostos resultantes da interação entres a bactéria e as leveduras.
Os ensaios foram realizados a partir do sobrenadante dos experimentos preliminares de interação
e no tempo final de 14 dias de co-cultura. Foi utilizada a técnica de Q-TOF utilizando meio
RCM como branco, os espetros resultantes foram analisados com software DataAnalysis 5.3
(Bruker Compass DataAnalysis). A rede de interação molecular foi criada utilizando workflow do
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GNPS (http://gnps.ucsd.edu) através do software WinSCP 5.17.10, a data filtrada com precursor

ion mass e fragment ion mass de 0,02 Da, limite mínimo de semelhança de 0,65 com pelo
menos 4 correspondentes. A biblioteca foi ajustada de forma semelhante, com threshold de
0,65 e pelo menos 4 picos correspondentes. A montagem da rede de interação foi realizada
em software CytoScape 3.8.2, com ajuste de borda redonda e diferenciação de cores entre os
ensaios analisados. Os compostos identificados no branco foram então retirados, sobrando apenas
os compostos identificados na monocultura de B. lactis HN019 e nas co-culturas com Pichia

membranifaciens, Rodothorula mucilaginosa e com o isolado i3. Destarte, os grupamentos foram
identificados através das cores laranja/G4 (monocultura de HN019), vermelho/G1 (co-cultura
HN019 + P. membranifaciens), azul/G2 (co-cultura HN019 + R. mucilaginosa) e verde/G3
(co-cultura HN019 + isolado i3).

4.5 Manutenção das viabilidades e concentrações celulares ao longo das interações

Após observação dos dados de interação preliminares, elegeu-se as 3 leveduras que
possibilitaram a maior manutenção da viabilidade das bactérias após co-cultura para continuidade
dos experimentos. Tais isolados (Rhodotorula mucilaginosa, Pichia membranifaciens e isolado
i3) foram utilizados para um novo teste de interação, utilizando a mesma metodologia do ensaio
preliminar, com modificações.

Incubou-se as leveduras isoladamente em meio RCM por 3 dias a 37ºC em etufa BOD.
Após esse período, redistribuiu-se as leveduras em tubos, acomodando 1 x 106 células/mL em
cada tubo, totalizando 7 tubos para cada isolado de levedura em triplicata. Cada tubo foi utilizado
posteriormente para contagem de células no experimento de interação, em que as contagens
foram realizadas nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14. Em seguida, a cada tubo foi adicionado 1 x
109 UFC/mL da bactéria probiótica Bifidobacterium animallis subsp. lactis. HN019 e o volume
ajustado para 10mL de meio RCM. As co-culturas foram então incubadas em estufa BOD a 37ºC
por 14 dias, retirando-se amostras nos dias referidos para análise de concentração e viabilidade
das bactérias e leveduras seguindo os mesmos protocolos dos testes preliminares. Como controle,
foi utilizado um tubo contendo a bactéria cultivada em monocultura.

4.6 Teste de hidrofobicidade e autoagregação

Os experimentos de hidrofobicidade relativa de superfície e autoagregação celular foram
realizados segundo Gut e colaboradores [73], com modificações.

4.6.1 Teste de hidrofobicidade relativa de superfície

Leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24 horas a 37°C. Após este tempo, tubos
com 3 mL da cultura foram centrifugados (4.000 x g por 15 minutos), ressuspendidas e lavadas
em 3 mL de água peptonada 0,1% por dois ciclos. A densidade óptica das suspensões foram
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verificadas a 560 nm para ajuste de concentração de 1 x 106 células/mL para ajuste final de 4
mL. Foi adicionado 1 mL de xileno em 3 mL de suspensão de leveduras e a densidade óptica da
fase aquosa verificada. As células foram vigorosamente agitadas por 2 minutos com auxílio de
vórtex e deixadas em incubação por 2 horas a 37°C. Após o período de incubação, a densidade
óptica da fase aquosa foi novamente verificada a 560 nm. O percentual de hidrofobicidade das
leveduras foi calculado pela seguinte fórmula:

Hr = 1− (H f
Hi )×100

Onde Hr é o percentual de hidrofobicidade relativa das leveduras, Hf a densidade óptica
final e Hi a densidade óptica inicial. Como controle, foi utilizada a linhagem de Saccharomyces

cerevisiae subsp. boulardii CNCM I-745.

4.6.2 Teste de autoagregação

Leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24 horas a 37°C. Após este tempo, tubos
com 3 mL da cultura foram centrifugados a 4.000 x g por 15 minutos e lavadas em 3 mL de
água peptonada 0,1% por 2 ciclos. Após esta fase, as células foram ressuspendidas em 3 mL
de água peptonada 0,1%, onde a densidade óptica da suspensão foi verificada com o auxílio de
um espectrofotômetro a 560 nm e a concentração ajustada para 1 x 106 células/mL. As células
passaram por 2 horas de incubação a 37°C e após esse tempo, uma nova leitura de densidade
óptica foi tomada. O percentual de autoagregação das leveduras foi calculado pela seguinte
fórmula:

Ag = 1− (A f
Ai )×100

Onde Ag é o percentual de autoagregação das leveduras, Af o valor da densidade óptica
final e Ai o valor da densidade óptica inicial. Como controle, foi utilizada a linhagem de
Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii CNCM I-745.

4.7 Teste de atividade de proteases e fosfolipases

Os experimentos para verificação de atividade enzimática de proteases e fosfolipases
foram realizados segundo Bhukya e colaboradores [74], com modificações. O parâmetro para
avaliação da atividade enzimática de proteases (Prz) e atividade enzimática de fosfolipases (Pz)
foi determinado segundo Lívia e colaboradores [75], sendo expresso na tabela 1, a seguir:
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Tabela 1 – Valores de referência para análise do potencial Pz e Prz dos experimentos de atividade enzimática.

Valor Prz/Pz

1 Sem atividade enzimática

0,999 ∼ 0,700 Atividade enzimática baixa

0,699 ∼ 0,400 Atividade enzimática moderada

0,399 ∼0,100 Atividade enzimática alta

Por sua vez, o crescimento das colônias analisadas foi expresso como a tabela 2, a seguir,
para análise comparativa entre as amostras:

Tabela 2 – Valores de referência para análise do crescimento das colônias durante os testes de atividade
enzimática.

Crescimento
- Não apresentou crescimento da colônia

+ A colônia restringiu-se à área inicial do inóculo

++ A colônia extrapolou a área inicial do inóculo

4.7.1 Teste de atividade enzimática de proteases

As leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24h à 37ºC e em seguida sua concentra-
ção ajustada para 1 x 106 células/mL. Cem microlitros da suspensão foram inoculados em meio
Potato Dextrose Agar suplementado com 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 10
g/L de gelatina, pH final de 7,3. Por conseguinte, leveduras foram incubadas a 23°C e 37°C por
até 7 dias e a atividade de proteases foi identificada pela capacidade de crescimento das colônias
e pela formação de halos em torno destas. A atividade proteolítica é expressa pela razão entre o
diâmetro das colônias e o diâmetro somado à zona do halo formado ao redor destas, expresso na
forma de Prz (Proteinase zone).

Prz = Cd
Cd+2Ċh

Onde Prz é o valor de atividade enzimática de protease, Cd é o diâmetro da colônia e Ch

é comprimento do halo a partir da borda da colônia. O diâmetro foi verificado com auxílio de
paquímetro. Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii CNCM I-745 foi utilizada como controle
experimental.

4.7.2 Teste de atividade enzimática de fosfolipases

As leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24h a 37ºC e em seguida sua concentra-
ção ajustada para 1 x 106 células/mL. Cem microlitros da suspensão foram inoculados em meio
MYP (Mannitol Egg Yolk Polimixin Agar) suplementado com 1M de cloreto de sódio, 0,005M
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de cloreto de cálcio e 2% de gema de ovo. Por conseguinte, as leveduras foram incubadas a 23°C
e 37°C por até 7 dias e a atividade de fostolipases foi identificada pela capacidade de crescimento
das colônias e pela formação de halos em torno destas. A atividade de fosfolipase é expressa
pela razão entre o diâmetro das colônias e o diâmetro somado à zona do halo formado ao redor
destas, expresso na forma de Pz (Phospholipase zone) (figuras 13 e 14).

Pz = Cd
Cd+2Ċh

Onde Pz é o valor de atividade enzimática de fosfolipase, Cd é o diâmetro da colônia e
Ch é comprimento do halo a partir da borda da colônia. O diâmetro foi verificado com auxílio de
paquímetro. Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii CNCM I-745 foi utilizada como controle
experimental.

4.8 Análises estatísticas

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio de software GraphPad Prism 6. A
análise dos ensaios de autoagregação e hidrofobicidade foi realizada em teste 2-way Anova de
análises agrupadas para os dados da variação de temperatura intraespécie e 1-way Anova para
análises entre as espécies de leveduras. Os dados amostrais estão expressos como média com
desvio padrão e os resultados foram considerados significantes quando p ≤ 0,05.
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5 Resultados e Discussão

Para este trabalho, foram adquiridos por doação, 4 diferentes kombuchas. Destes, 2
kombuchas são de origem comercial (k1 e k2) e 2 de origem caseira (k3 e k4). Ainda, k3 é
uma kombucha de origem canadense, enquanto k4 vem do nordeste brasileiro, do estado da
Paraíba. O grupo k1 possui sua origem em São Paulo e o k2 vem da Califórnia, nos Estados
Unidos, gerando grupos de origem bastante diversificada. Dessarte, as kombuchas utilizadas
neste trabalho são tanto caseiras quanto comerciais com origens no Brasil e na América do Norte.
Durante o processo de fermentação e manutenção das kombuchas, observou-se que os 4 grupos
apresentam diferentes características no processo fermentativo. Tais fenômenos são evidenciados
na literatura, uma vez que cada kombucha apresenta um grupo distinto de microrganismos [40].

5.1 Isolamento e identificação das leveduras

Previamente aos procedimentos de isolamento das leveduras, todos os parâmetros iniciais
de fermentação foram padronizados, desde volume de chá, concentração de açúcar, peso dos
SCOBYs, volume de líquido starter e formato do fermentador. Observou-se que, apesar da
padronização do processo fermentativo, o pH inicial de cada kombucha variou. Este fato pode
ser correlacionado com os diferentes perfis de ácidos orgânicos presentes em cada SCOBY e
líquido starter. No que lhe concerne, observou-se que as amostras de origem comercial (k1 e k2),
iniciaram sua fermentação já em pH mais baixo, quando comparadas com as amostras de origem
caseira (k3 e k4) Este fenômeno pode ser gerado por maior número de ciclos de backslopping

em processos de fabricação mais padronizados, o que sugere um direcionamento nas populações
microbianas às conformações mais estáveis e adaptadas ao processo de produção comercial desta
bebida [58].

Tabela 3 – Amostras de kombucha e seus respectivos valores de pH nos dia 0 e 10 de fermentação

Amostras pHinicial pHfinal

k1 (comercial) 3,80 3,67

k2 (comercial) 3,78 3,54

k3 (caseiro) 4,24 3,74

k4 (caseiro) 4,14 3,63

Fonte: própria

Apesar das diferenças nos processos fermentativos das kombuchas de diferentes origens,
observou-se algumas semelhanças entre os grupos de microrganismos identificados. Predomi-
nantemente, no processo de isolamento, observou-se colônias esbranquiçadas, brilhosas, de
bordo liso e arredondado com pouca entrada da colônia no substrato. Em todos os kombu-
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chas, identificou-se colônias de coloração rosácea que foram identificadas posteriormente como
Rhodotorula mucilaginosa, previamente encontrada na literatura em kombuchas [45]. Esta es-
pécie foi encontrada também em todos os tempos de fermentação, contudo, números maiores
de colônias foram observados nos primeiros dias, sugerindo que esta é uma levedura que se
beneficia da alta concentração de carboidratos e maior pH. Além desta, outra espécie encontrada
em todas as kombuchas foi Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii), que também
já foi reportada em outros trabalhos da literatura [44]. Ademais, k3 foi a única a apresentar
Pichia membranifaciens, sendo encontrada tardiamente no processo fermentativo. Esta levedura
também já é reportada em kombuchas, inclusive em culturas de origem comercial [46]. No
que lhe concerne, reportou-se a presença de Candida albicans em k1, o que possivelmente
denota contaminação durante manuseio ou a inserção desta espécie no ecossistema do biofilme.
Candida albicans já foi encontrada na literatura em kombuchas de origem doméstica, mas não
em kombuchas de origem comercial até o momento [76]. Demais espécies estão em processo de
identificação.

Tabela 4 – Espécies de leveduras isoladas e identificadas em cada kombucha.

Levedura K1 K2 K3 K4

Rhodotorula mucilaginosa x x x x

Meyerozyma guilliermondii x x x x

Pichia membranifaciens x

Candida albicans x

Figura 7 – Isolados de leveduras: Rhodotorula mucilaginosa (A) e Pichia membranifaciens (B).

Fonte: do autor

5.2 Teste de interação entre leveduras e bactérias

Foi realizado teste preliminar de co-cultura entre os isolados de leveduras das kombuchas
e a bactéria Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019, linhagem autorizada e reconhecida
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no Brasil como probiótica, pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Apesar de
ser uma linhagem que resiste pouco à presença de oxigênio, optou-se por realizar a co-cultura
em aerobiose, uma vez que as leveduras podem favorecer que o micro ecossistema mantenha
a viabilidade das bactérias, como demonstrado por Yeo e colaboradores [67], ressaltando que
HN019 pode se beneficiar na presença da levedura Williopsis saturnus subsp. saturnus em leite
fermentado, mantendo-se viável mesmo em aerobiose. Dessarte, evidenciar este fenômeno entre
leveduras da kombucha e a bactéria de interesse é uma etapa importante para compreendermos o
processo de introdução de uma cepa probiótica em um alimento fermentado tradicional como
a kombucha. Evidenciar relações mutualísticas ou simbióticas que possam ser agregadas à
kombucha apresenta suma importância, pois, produtos probióticos de nova geração tendem
a apresentar novos tipos de microrganismos para além das bactérias láticas e bifidobactérias,
especialmente se apresentarem dinâmicas simbióticas de ocorrência natural [18, 77]. Contudo,
a dificuldade de inserir novos microrganismos aos alimentos fermentados tradicionais está na
baixa estabilidade microbiológica destes, em particular àqueles que são produzidos através de
backslopping, uma vez que este evento resulta em maior adaptação/interdependência mútua entre
os microrganismos envolvidos à proporção que se aumenta o número de ciclos de fermentação
[58, 77]. Esta alta estabilidade microbiológica é importante para evitar a contaminação do
alimento por microrganismos potencialmente patogênicos ou deteriorantes. Contudo, esta mesma
característica dificulta a entrada de microrganismos benéficos à nossa saúde que não façam parte
originalmente da rede, vindo a se tornar uma grande barreira tecnológica.

Dos 10 isolados selecionados para o teste preliminar, apenas 3 demonstraram serem capa-
zes de manter a bactéria probiótica viável sob condições de aerobiose nas diluições estudadas. Os
demais isolados não possibilitaram a manutenção das bactérias, não sendo possível a visualização
de unidades formadoras de colônia nas diluições investigadas. Como observado na figura 8, a
interação da bactéria probiótica com Rhodotorula mucilaginosa (A) e Pichia membranifaciens

(B) possibilitou a observação de colônias de bactérias até nas diluições de 10−8, o isolado i3 (C)
ainda não foi identificado, porém, possibilitou a visualização de colônias até a diluição de 10−7.
Entretanto, o controle (D) onde a bactéria foi cultivada isoladamente, foi possível a observação
de apenas 1 colônia na diluição de 10−6. Diversos eventos podem ser citados para explicar estes
fenômenos. Bactérias do gênero Bifidobacterium geralmente produzem H2O2 em aerobiose,
como uma forma de regenerar NAD+ para seu metabolismo energético, entretanto, a produção de
peróxido de hidrogênio é tóxica para a célula e está diretamente relacionada ao estresse oxidativo
celular, sendo inclusive observado em Bifidobacterium animalis subsp. lactis [78]. Dessarte,
algumas leveduras possuem a capacidade de sintetizar catalases, responsáveis pelo metabolismo
de peróxido de hidrogênio e sua subsequente decomposição em água e oxigênio, este último
podendo ser utilizado pelas leveduras, uma vez que são preferencialmente aeróbicas [79].
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Figura 8 – Colônias de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 crescendo em meio RCA após interação
com as leveduras Rhodotorula mucilaginosa (A), Pichia membranifaciens (B), levedura isolada i3

(C) e sem a interação com leveduras (D).

Fonte: do autor

5.2.1 Efeito das leveduras na sobrevida da cepa probiótica.

Em seguimento, repetiu-se o experimento de interação de forma mais minuciosa, utili-
zando apenas os 3 isolados de leveduras selecionados na etapa preliminar. Desta forma visou-se
analisar a variação na concentração e viabiliade das bactérias e das leveduras ao longo do tempo
de co-cultura. Surpreendentemente, observou-se que tanto as bactérias quanto as leveduras
mantiveram-se com a concentração bastante elevada durante todo o experimento em condição de
co-cultura. Os valores corroboram com os experimentos preliminares. No 14º dia de co-cultura,
as bifidobactérias apresentaram concentração de 7,31 x 109 UFC/mL e 3,88 x 109 UFC/mL
em interação com R. mucilaginosa e P. membranifaciens, respectivamente. Conjuntamente, a
interação com o isolado i3 favoreceu a manutenção da concentração em 3,13 x 108UFC/mL. As
bactérias crescendo em monocultura apresentaram decaimento acentuado na sua viabilidade,
mantendo a concentração acima de 109 até o 6º dia (1,74 x 109 UFC/mL). Todavia, a partir
deste dia a concentração diminuiu drasticamente, reduzindo-se para 4,9 x 103UFC/mL no último
ponto avaliado. Associadamente, observa-se um aumento na variação da concentração entre as
replicatas a medida que observa-se maior número de morte celular. Este fato é observado a partir
do dia 12 de análise, como demonstrado na figura 9.
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Figura 9 – Concentração celular de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 ao longo do experimento de
interação com as leveduras. A bactéria em monocultura foi utilizada como controle experimental.

Fonte própria

Concomitantemente, a concentração celular das leveduras manteve-se elevada ao longo
de todo o experimento. Entretanto, R. mucilaginosa apresentou a menor taxa de crescimento,
variando menos que 1 log da concentração inicial (figura 10) e corrobora com o dado de que
este isolado não apresentou crescimento em 37ºC durante os testes de atividade enzimática
de proteases e fosfolipases (tabelas 6 e 5). Não obstante, P. membranifaciens e o isolado i3,
aumentaram sua concentração celular em 2 log e mantiveram-se com a concentração elevada
ao longo de todo o experimento (figura 10). Este dado também corrobora com o experimento
de atividade enzimática de fosfolipases, em que ambos isolados apresentaram crescimento
considerável em 37ºC (tabela 5).
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Figura 10 – Concentração celular em células por mililitro das leveduras ao longo do experimento de
interação com a cepa probiótica B. animalis subsp. lactis HN019.

Fonte própria

Os dados de interação aqui apresentados são bastante promissores. Até o momento
da escrita deste trabalho, tenho conhecimento de apenas 2 artigos que verificam a influência
da interação entre leveduras e bifidobactérias. Em ambos os trabalhos o leite foi utilizado
como meio de cultura. Toh & Liu demonstraram que a interação de Bifidobacterium animalis

subsp. lactis HN019 com algumas espécies de leveduras, favoreceu um aumento na taxa de
replicação celular da bactéria nas primeiras 20 horas de fermentação. Eles avaliaram a co-cultura
com Saccharomyces cerevisiae, Williopsis saturnus, Pichia kluyveri, Torulaspora delbrueckii,

Metschnikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces

hansenii, Yarrowia lipolytica e Geotrichum candidum, onde o efeito de aumento da taxa de
crescimento foi identificado apenas na co-cultura com S. cerevisiae, P. kluyveri e K. lactis. Eles
também avaliaram se a co-cultura era capaz de promover aumento na sobrevida das bactérias
durante 8 semanas de armazenamento em temperatura de 10ºC, o que não foi possível identificar
uma vez que a bactéria em monocultura manteve-se em alta concentração e viabilidade, não
apresentando diferença das amostras em co-cultura [79]. Assim como identificado nos testes
preliminares, Tho & Liu também identificaram co-culturas não benéficas às bactérias, como
D. hansenii, que promoveu uma redução de 4 log da concentração inicial das bactérias já após
24h de co-cultura, com inóculo inicial da bactéria de 1 x 107 UFC/mL. Este fato reforça que o
benefício da interação é espécie-específico, e pode variar fortemente de acordo com as espécies
de leveduras e bactérias que se deseja utilizar [79]. Por sua vez, Yeo e colaboradores avaliaram
a influência de W. saturnus subsp. saturnus NCYC 22 na sobrevida de 3 espécies de B. lactis.
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Eles observaram que a co-cultura manteve a viabilidade bacteriana no leite em concentrações
acima de 6 log mesmo após 6 semanas de co-cultura com HN019 e BB-12, e 5,7 log para B94,
com inóculo inicial de 7 log UFC/mL [67]. Nos experimentos descritos por Yeo e colaboradores,
as bactérias em monocultura apresentaram rápida redução na concentração celular, onde B94
apresentou morte total na 2ª semana de monocultura e BB-12 e HN019 nas 3ª e 4ª semana,
respectivamente [67]. Estes dados corroboram com os aqui encontrados nos testes de interação,
uma vez que as bifidobactérias mantiveram-se em concentrações elevadas em co-cultura durante
as 2 semanas de experimento, e a mesma bifidobactéria em monocultura apresentou queda
significativa na viabilidade celular entre o 12º e 14º dia. Vale ressaltar aqui, que nos experimentos
de Yeo e colaboradores, as culturas foram realizadas em 30ºC e inóculo incial de 7 log UFC/mL,
mas que na monocultura, a concentração de HN019 em específico, manteve-se entre 3 log e 4
log UFC/mL na segunda semana de experimento, corroborando com 4,9 x 103UFC/mL como
demonstrado na figura 9 [67].

Ademais, Yeo e colaboradores testaram se apenas o sobrenadante das leveduras ou a
co-cultura com as leveduras inativadas termicamente ou quimicamente era suficiente para manter
o efeito da manutenção da viabilidade das B. lactis, e constataram que não era possível observar
este fenômeno. Dessa forma, eles constaram que o metabolismo ativo da levedura é necessário
para promover a manutenção da alta viabilidade das bactérias [67]. Dessarte, isto reforça que o
fator necessário para gerar o efeito não consiste de um metabólito primário liberado pela levedura,
e muito provavelmente faz parte do metabolismo secundário da mesma, no qual exige contato
célula-célula ou comunicação quorum sensing, e que o fenômeno da manutenção da viabilidade
pode estar atrelado a um mecanismo de proteção ao estresse celular. Em contrapartida, Vorob’eva
e colaboradores, identificaram que leveduras podem liberar fatores extracelulares que promovem
a proteção de bactérias láticas contra a ação dos sais biliares, e nesse caso, o efeito não aparentou
ser espécie específico e não demonstrou a necessidade de contato das bactérias com as leveduras,
uma vez que até mesmo o sobrenadante da cultura das leveduras foi suficiente para gerar o
efeito protetor [14]. Dessarte, o efeito da manutenção da viabilidade de B. animalis HN019 por
ação de R. mucilaginosa, P. membranifaciens e o isolado i3 demandam futuras análises sobre a
necessidade de contato direto ou comunicação por quorum sensing, o que sugeriria modificação
do metabolismo secundário da levedura, ou se o efeito é promovido pela liberação de fatores
moleculares intrínsecos do metabolismo primário destas. Fungos de modo geral apresentam um
intrínseco mecanismo de regulação gênica de seu metabolismo secundário, e este caracteriza-se
por grupamentos de genes biosintéticos (BGC). Os BGCs são grupamentos de genes vizinhos que
regulam e promovem a expressão gênica de metabólitos de importância para o fungo, sendo estes
grupamentos geralmente responsáveis pela síntese de policetídeos como a lovastatina, derivados
da via do mevalonato, terpenos como fumagilina, peptídeos ribossomais e não ribossomais como
penicilina e ciclosporina, isocianídeos como xantocilinas e derivados de triptofano [80]. Por sua
vez, diferente dos metabólitos primários, a expressão do metabolismo secundário dos fungos
demanda que condições específicas sejam apresentadas, como a incidência de luz no estímulo da
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síntese de carotenoides (β-caroteno, γ-caroteno, toruleno torularodina) por Rhodotorula spp., ou
o contato/comunicação com outros microrganismos como estímulo para enaciloxina [81, 82].

5.3 Potencial probiótico e patogênico das leveduras

5.3.1 Autoagegação e Hidrofobicidade

Sem pormenorizar, as capacidades que um determinado microrganismo possui em aderir-
se ao trato gastrointestinal, colonizar e conviver com outros microrganismos da microbiota estão
relacionadas com complexas propriedades e características celulares atribuídas às ligações não
específicas (interações iônicas, forças de Van de Waals, interações hidrofóbicas, entre outras)
e ligações específicas (receptores de membrana e parede celular, adesinas, invasinas, entre
outros) [83]. Autoagregação e hidrofobicidade são ditas como propriedades importantes para
avaliar o potencial patogênico ou probiótico de um determinado microrganismo, uma vez que
sugerem dados relevantes de como esses microrganismos comportam-se quanto à sua capacidade
de adesão. Autoagregação refere-se à capacidade que um determinado microrganismo possui
de formar aglomerados celulares da mesma espécie e hidrofobicidade refere-se à capacidade
que tal microrganismo possui em aderir-se à hidrocarbonetos [83, 84]. Desta forma, observou-se
as características de autoagregação e hidrofobicidade relativa de superfície das leveduras que
apresentaram os melhores resultados de interação com a bactéria B. animalis subsp. lactis HN019,
visando a possibilidade de que essas leveduras possam ser utilizadas como facilitadoras para que
estas bactérias sejam inseridas em diferentes kombuchas. Em ambas as análises observou-se
que tais características variam em diferentes temperaturas para algumas leveduras, o que indica
que as vias metabólicas envolvidas na autoagregação e hidrofobicidade resultam de mecanismos
celulares de adaptação, e provavelmente, mecanismos adaptativos ao estresse. Para parâmetros
comparativos, foi considerado que valores menores que 30% indicam baixa autoagregação e
hidrofobicidade, valores entre 30% e 60% foram indicativos de atividade intermediária e valores
acima de 60% como sendo alta autoagregação e hidrofobicidade, como sugerido por Menezes e
colaboradores [85].

Analisando a autoagregação celular entre as leveduras, observou-se que apenas P. membra-

nifacies demonstrou uma autoagregação considerada elevada em temperatura de 23ºC. Contudo,
apesar da redução aparente da autoagregação em temperatura de 37ºC, não observou-se diferença
estatística em relação à temperatura ambiente, dado o amplo desvio padrão apresentado nesta
análise (figura 11). Isto sugere que os mecanismos adaptativos atrelados à característica de
autoagregação desta espécie podem apresentar impacto de diversas vias metabólicas divergentes,
o que causa uma variação ampla na resposta, ou ainda, que a variação na autoagregação é um
resultado secundário e/ou indireto de vias adaptativas mais importantes. Em contrapartida, o
isolado i3 e S. boulardii apresentaram autoagregação no intermédio da escala baixo/médio, sem
diferenças estatísticas intraespécie. Observou-se ainda que, apesar de não apresentar diferença
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estatística, em ambos os casos houve um leve aumento na média da autoagregação em 37ºC
em relação à temperatura ambiente, de 25% para 33,3% e 29,8% para 31,25, para isolado i3 e
S. boulardii respectivamente. Rhodotorula mucilaginosa apresentou baixa autoagregação em
ambas as temperaturas analisadas, indicando que os mecanismos adaptativos celulares não
resultam em variação na capacidade agregadora desta linhagem. Por fim, a autoagregação de
P. membranifaciens em 23ºC foi a única que apresentou diferença estatística com o controle S.

boulardii, o que indica que a autoagregação destas leveduras em 37ºC não apresenta variação
significativa com a levedura probiótica controle (Figura 11).

Figura 11 – Autoagregação relativa das leveduras estudadas em 23ºC e 37ºC. S. boulardii foi utilizada como
controle para este experimento. (*) Diferença estatística significativa entre as temperaturas; (#)

diferença estatística significativa entre as espécies.

A hidrofobicidade relativa de superfície celular, por sua vez, é avaliada através da
capacidade que os microrganismos possuem em aderir-se à hidrocarbonetos (MATH), que
informa o potencial hidrofóbico ou hidrofílico das células analisadas e seu potencial em ligar-se
às células do hospedeiro e à estrutura da camada mucosa do intestino [83]. Tal capacidade de
aderir-se aos tecidos do hospedeiro conferem uma importante vantagem competitiva contra
potenciais patógenos (no caso de cepas probióticas ou comensais), mas é indesejado no caso de
microrganismos patogênicos [86]. Para análise de hidrofobicidade, pode-se utilizar diferentes
tipos de hidrocarbonetos, como xileno, clorofórmio e acetato de etila [87]. Para este experimento,
optou-se por utilizar o xileno.

Em contrapartida aos resultados de autoagregação, os dados de hidrofobicidade revelam
maior variação com diferenças estatísticas significativas entre as espécies e entre as tempe-
raturas analisadas. Observa-se que S. boulardii, R. mucilaginosa e o isolado i3 apresentaram
diferença estatística significativa intraespécie nas suas hidrofobicidades quando analisadas em
23ºC e 37ºC. Saccharomyces boulardii que apresentou hidrofobicidade elevada em temperatura
ambiente, passou a apresentar baixa hidrofobicidade em temperatura de 37ºC. Em contrapar-
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tida, R. mucilaginosa e o isolado i3 apresentaram um aumento significativo na hidrofobicidade
quando cultivadas em 37ºC. A baixa autoagregação e hidrofobicidade de S. boulardii em 37ºC
corrobora com o rápido clearance desta espécie após interrupção do consumo, com meia vida
de aproximadamente 6 horas e clearance total em aproximadamente 3 a 4 dias [88]. Todavia,
o aumento na hidrofobicidade de R. mucilaginosa, para valores intermediários na escala de
referência, também corrobora com o perfil comensal desta levedura [89]. Um fator curioso à se
observar nestas análises, tanto de autoagregação quanto de hidrofobicidade é que as análises de
S. boulardii apresentaram os menores intervalos de desvio, o que pode ser explicado pelo maior
processo de domesticação pelo qual estas leveduras passaram, em relação às leveduras selvagens
ou semi-domesticadas encontradas em kombucha.

Ainda, observou-se diferença significativa entre a hidrofobicidade de S. boulardii em re-
lação à R. mucilaginosa e o isolado i3 em temperatura de 23ºC, bem como diferença significativa
entre S. boulardii e o isolado i3 em temperatura de 37ºC, como observado na figura 12. A origem
deste aumento pode estar atrelada à mecanismos metabólicos de adaptação, corroborando com
um dado que será melhor explorado nos tópicos subsequentes, uma vez que observou-se um
aumento na taxa de crescimento do isolado i3 em 37ºC nos testes de atividade enzimática de
fosfolipase (Tabela 5). Por sua vez, P. membranifaciens não apresentou diferença significativa
do controle S. boulardii e não apresentou diferença significativa entre as temperaturas de 23ºC
e 37ºC, contudo, assim como o controle, apresentou leve redução na média do percentual de
hidrofobicidade, acompanhando o comportamento da linhagem controle (Figura 12).

Figura 12 – Hidrofobicidade relativa de superfície das leveduras estudadas em 23ºC e 37ºC. S. boulardii foi
utilizada como controle para este experimento. (*) Diferença estatística significativa entre as

temperaturas; (#) diferença estatística significativa entre as espécies.
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A variação da hidrofobicidade e autoagregação das leveduras está relacionada a muitos
fatores. Hossain e colaboradores (2020) analisaram o potencial probiótico de uma nova linhagem
de S. boulardii isolada de pasta de soja e identificaram que apresenta maior hidrofobicidade com
clorofórmio (40,31%) quando comparado com n-hexadecano (23,11%) [90], este último apresen-
tando valores muito semelhantes à hidrofobicidade com hexano identificado nos experimentos
aqui relatados.

5.3.2 Atividade de proteases e fosfolipases

Um dos fatores mais relevantes sobre o potencial de patogenicidade de leveduras, são
a produção de proteases e fosfolipases extracelulares. O papel destas enzimas é amplamente
discutido no desenvolvimento de infecções provocadas pela levedura oportunista Candida

albicans [75, 91, 92]. Proteases e fosfolipases no contexto de infecção fúngica possuem um
papel significativo na capacidade que estes microrganismos possuem para invadir os tecidos do
hospedeiro, uma vez que proteínas e fosfolipídeos são constituintes principais das membranas
celulares, servindo como fonte de nutrientes para os fungos além de facilitar sua capacidade
infectiva [75]. As proteases são capazes de quebrar as barreiras epiteliais e de mucosa do
hospedeiro, como queratina e colágeno, ou até mesmo degradar anticorpos, componentes do
sistema complemento e citocinas, possibilitando a fuga do sistema imune por parte destes
microrganismos [93]. Em C. albicans, a produção de proteases aspárticas (Saps) é um dos fatores
de virulência mais importantes a se considerar no contexto de patogenicidade [75]. Por sua
vez, as fosfolipases secretadas pela forma infectante da C. albicans favorece a disrupção da
membrana plasmáticas da célula do hospedeiro e permite que as hifas do fungo penetrem o
citoplasma [94]. Dessarte, uma das formas como podemos avaliar a capacidade que as leveduras
possuem em liberar proteases e fosfolipases extracelulares é avaliar seu crescimento em meios
específicos, e posteriormente, observar a capacidade de invasão das colônias no meio, que pode
ser observada pela formação de um halo abaixo da superfície do mesmo (Figuras 13 e 14).

Optou-se por analisar a nível comparativo a capacidade de atividade enzimática nas
temperaturas de 23ºC e 37ºC, uma vez que a modificação na expressão destas enzimas, assim
como a hidrofobicidade relativa de superfície e a autoagregação, podem estar relacionadas ou
sofrer interferência de mecanismos adaptativos de tolerância ao estresse. Como controle, optou-se
por usar a S. bourladii CNMC I-745, comercialmente veiculada como Floratil, uma vez que esta
levedura apresenta ampla utilização como probiótico, segura e eficiente no tratamento de algumas
disbioses causadas por uso de antibióticos [10]. Destarte, observou-se que a levedura controle
não apresentou atividade de fosfolipase ou protease (Pz/Prz = 1) em nenhuma das temperaturas
analisadas (figura 15). Ainda, apresentou crescimento da colônia apenas na temperatura de 23ºC
no meio para análise de protease, o que indica que esta levedura apresenta alguma atividade
proteolítica em temperatura de 23ºC, ainda que muito baixa, mas que se torna inviável em
temperaturas de 37ºC (figura 15). Fernández-Pacheco e colaboradores (2021) demonstraram que
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algumas linhagens de S. boulardii selvagens encontradas em alimentos apresentam atividade
enzimática de protease em meio com soro bovino fetal em temperatura de 30ºC, e até atividade
de fosfolipases em menor frequência [95]. A ausência de atividade proteolítica e de fosfolipase,
assim como a baixa hidrofobicidade relativa de superfície e autoagregação em 37ºC diz muito
sobre a capacidade de coloniação desta linhagem, e corrobora com o curto tempo de meia-vida e
wash-out desta levedura no trato gastrointestinal [10, 88].

Figura 13 – Fotografias da atividade enzimática de fosfolipases de Candida ssp.. Observe em A, atividade de
fosfolipase evidente, com a formação de halo de invasão no substrato (Pz = 0,470) e em B a

colônia sem a presença de halo, não evidenciando a atividade enzimática de fosfolipase por este
isolado (Pz = 1).

Kantarcioglu & Yücel, 2002 (modificada)

Figura 14 – Fotografias das P. membranifaciens (A) e R. mucilaginosa (B) durante experimento atividade
enzimática de fosfolipases em 23ºC. Observa-se o halo de precipitação formado por P.
membranifaciens demonstrando uma atividade moderada (Pz = 0,640), enquanto R.

mucilaginosa não apresenta o halo de precipitação (Pz = 1).

Fonte: do autor
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Figura 15 – Fotografias das placas de cultura dos testes de atividade enzimática de protease (A) e atividade
enzimática de fosfolipase (B) da levedura Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii. CNCM

I-745 utilizada como controle.

do autor

Pichia membranifaciens apresentou as maiores atividades enzimáticas dentre os isolados
estudados, apresentando Pz de 0,640 e Prz de 0,714 em 23ºC, e alta capacidade de crescimento nos
meios. Todavia, em 37ºC observou-se que esta levedura não cresce no meio para teste de protease,
e apesar de permanecer com alta capacidade de crescimento no meio de teste de fosfolipase,
apresentou uma redução na atividade enzimática de fosfolipases (Pz = 0,873) (tabelas 5 e 6).
Este último fenômeno pode indicar que os mecanismos de adaptação ao estresse influenciam na
capacidade desta levedura em coletar nutrientes, um fenômeno que é observado em S. cerevisiae.
Contudo, esta última apresenta um aumento na liberação de proteases com o aumento da
temperatura, assim como diminuição na produção de ácidos e captação de oxigênio [96]. Por sua
vez, a diminuição na capacidade de produzir proteases e fosfolipases de P. membranifaciens pode
estar relacionada com a temperatura ótima de crescimento desta levedura, que deixa de apresentar
crescimento após temperaturas de 40ºC [97]. Ainda, pode-se supor que, o meio utilizado para
o teste de atividade de fosfolipase, apresente fatores nutricionais que favoreçam a resistência
de P. membranifaciens ao estresse térmico, sendo este fenômeno justificado pela manutenção
do crescimento ótimo em extrapolar a zona inicial do inóculo (++) em ambas as temperaturas,
apesar da diminuição considerável na atividade enzimática de fosfolipases na temperatura de
37ºC (tabela 5).

Por sua vez, o isolado i3 não apresentou formação visível de colônias que possibilitassem
a determinação de sua atividade enzimática de protease. Por ainda não ser identificada, apresenta-
se uma dificuldade em compreender o comportamento desta levedura sob as condições estudadas.
Dessarte, conclui-se que esta não apresentou atividade enzimática de proteases consistentes com
o modelo do experimento. Contudo, no que tange a atividade de fosfolipase, observa-se que esta
levedura apresenta atividade de fosfolipases em ambas temperaturas avaliadas, apresentando
uma leve redução no valor Pz na temperatura de 37ºC, que consiste de um aumento da atividade
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enzimática e consistentemente corrobora com o aumento na sua taxa de crescimento no meio,
onde passou a extrapolar a zona inicial do inóculo. Em consoante com seu aumento significativo
na hidrofobicidade relativa de superfície, deve-se levar em consideração que esta levedura possa
apresentar um caráter patogênico importante, e deve ser investigada com afinco em análises
futuras. Entretanto, a presença de microrganismos potencialmente patogênicos em alimentos
fermentados tradicionais não significa necessariamente que estes alimentos apresentem riscos
à saúde, e este fenômeno é explicitado pela presença de um microbioma vasto e complexo,
que possibilita uma diversificada rede de interações [98]. Dessarte, diversos estudos apontam
a importância do quorum sensing e outros tipos de interação em microbiomas complexos e
diversificados. Candida albicans é um perfeito exemplo sobre esta questão, sendo uma levedura
dimórfica que pode apresentar-se na forma de broto ou na forma de fungo filamentoso, sendo este
último a sua forma patogênica [21]. Os mecanismos envolvidos na modificação morfológica de C.

albicans resultam de complexos fatores contextuais nos quais estas células estão inseridas, bem
como os microrganismos presentes no meio e nos biofilmes dos quais esta levedura faz parte [99].
A presença de farnesol e triptofol produzidas por microrganismos, possuem a capacidade de
inibir a mudança de morfotipo celular de C. albicans de broto para fungo filamentoso. Este
fenômeno ocorre no trato gastrointestinal em harmonia com fatores imunes e modificações
bioquímicas que favorecem que esta levedura seja um microrganismo comensal comum à muitas
espécies [100–102].

Tabela 5 – Atividade enzimática de fosfolipases das leveduras estudadas.

Atividade de Fosfolipase

23ºC 37ºC

Levedura Pz Atividade Crescimento Pz Atividade Crescimento

S. boulardii 1 - - 1 - -

P. membranifaciens 0,640 Moderada ++ 0,873 baixa ++

R. mucilaginosa 1 - + 1 - -

i3 0,888 baixa + 0,761 baixa ++
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Tabela 6 – Atividade enzimática de proteases das leveduras estudadas.

Atividade de Protease

23ºC 37ºC

Levedura Prz Atividade Crescimento Pz Atividade Crescimento

S. boulardii 1 - + 1 - -

P. membranifacies 0,714 baixa ++ 1 - -

R. mucilaginosa 1 - + 1 - -

i3 1 - - 1 - -

Dentre as leveduras analisadas, R. mucilaginosa apresentou as atividades enzimáticas
mais próximas do controle S. boulardii, não apresentando atividade enzimática de protease
ou fosfolipase em 23ºC ou 37ºC, assim como o controle. A diferença entre esta levedura e S.

boulardii manifestou-se no crescimento, uma vez que R. mucilaginosa apresentou formação
de colônia na temperatura de 23ºC, mantendo-se na zona inicial do inóculo em ambos os
desafios enzimáticos, o que pode ser observado na figura 14. Em contrapartida esta levedura
não apresentou formação de colônia na temperatura de 37ºC, indicando que por menor que
fosse sua atividade de protease e fosfolipase em 23ºC, estas capacidades reduziram-se a ponto
de não permitir o crescimento celular na temperatura mais elevadas. Este fenômeno corrobora
com o perfil comensal de R. mucilaginosa, que apresenta, de modo geral, baixa a nenhuma
patogenicidade entre suas linhagens. Destarte, registros de fungemia causada por R. mucilaginosa

manifestam-se como um patógeno oportunista, quando o indivíduo apresenta alguma fragilidade.
Herbert Hof [103] indica que infecções por Rhodotorula spp. podem ocorrer em situações de
comprometimento da parede intestinal, tal qual cirurgia abdominal, pacientes em estado grave de
câncer após passar por terapia citostática e pacientes em caso crônico de AIDS, cirrose hepática
ou doenças inflamatórias intestinais. Ainda, esta espécie pode causar patologias associadas ao
uso de catéteres, uma vez que possuem excelente capacidade de formação de biofilme, inclusive
em materiais hospitalares e implantes [103].

5.4 Análise metabólica das interações

Metabolômica é um campo que tem se tornado de suma importância para a área de
ciência dos alimentos e nutrição. A identificação de moléculas produzidas por microrganismos
oriundos ou presentes em alimentos é uma ferramenta potente que abre novas possibilidades
de investigação. A análise de metabólitos presentes em condição de co-cultura pode indicar
que tipos de interações beneficiaram a bactéria para manutenção de sua viabilidade por lon-
gos períodos. Especialmente quando sabe-se muito pouco sobre os metabólitos envolvidos
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em interações microbianas [104]. Verificando o mapa da rede molecular, observam-se 132 no-
dos identificados entre os 4 grupos analisados, totalizando 92 conjuntos (figura 16). Algumas
moléculas identificadas foram encontradas apenas em co-cultura, como fructosil-lisina, ácido
1,2,3,4-tetrahidroharmane-3-carboxílico, L-carnosina e tirosina-prolina. Entretanto, 91 dos no-
dos também foram identificados nas amostras onde a B. lactis foi cultivada em monocultura,
como N-fructosil isoleucina, ácido lático e L-triptofano. Este último ponto pode indicar que
estas moléculas não necessariamente favorecem as interações, mas podem sugerir indícios de
interações indiretas em que há beneficiamento por parte dos microrganismos presentes.

Figura 16 – Rede de interação molecular dos microrganismos estudados. As esferas indicam possíveis
compostos encontrados por Q-TOF. As cores indicam em que grupos foram identificados tais
compostos , sendo vermelho (HN019 + P. membranifaciens), verde (HN019 + R. mucilaginosa),

azul (HN019 + i3) e laranja (HN019). Os números referem-se ao peso molecular de cada aduto.

Fonte: do autor

Os compostos encontrados após os testes de interação estão listados na tabela 7. A
tabela informa a massa do aduto encontrada por Q-TOF e a massa molecular sem o aduto, além
da fórmula química e quais as amostras que tais compostos foram encontrados. As estruturas
moleculares dos compostos estão presentes na figura 17. As amostras foram classificadas nos
grupos G1 (HN019 + P. membranifaciens), G2 (HN019 + R. mucilaginosa), G3 (HN019 + i3) e
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G4 (HN019). Os compostos encontrados no grupo G4 são aqueles produzidos pelas B. animalis

subsp. lactis HN019 em monocultura, e observando tais compostos, podemos observar alguns
tipos de correlação. A maculosina, por exemplo, é uma toxina versátil produzida por fungos
e bactérias que possui ação fitotóxica e bactericida e seus derivados também podem ter ação
antifúngica [105–107]. Foi observado que este composto foi produzido pela HN019 e não foi
alterado por ação de P. membranifaciens ou R. mucilaginosa, porém, a ausência deste composto
no grupo G3 indica que possivelmente o isolado i3 inibe sua produção ou possui a capacidade
de hidrolisar esta molécula. Ela é naturalmente utilizada por fungos fitopatogênicos e alguns
fungos marinhos como mecanismo de defesa biológica, inibindo a ação da planta hospedeira ou
de fitobactérias concorrentes [105, 107]. Contudo, algumas bactérias como Lysobacter capsici

possuem a capacidade de produzir maculosina também como forma de proteção biológica [106].
Ainda, tirosina foi um composto encontrado em G4 que não foi encontrado em G1 e G2, indicando
que estas leveduras podem ter consumido a tirosina secretada. É sabido que alguns fungos
utilizados em alimentos fermentados, como Aspergillus oryzae e Yarrowia lipolytica possuem a
capacidade de produzir L-dopamina a partir de tirosina [108]. A suplementação de tirosina em
Rhosotorula spp. apresenta influência na síntese de carotenoides, como o β-caroteno [109]. Ainda,
Qian e colaboradores demonstraram que a tirosina participa de vias metabólicas importantes
na atividade antioxidante de R. mucilaginosa, como álcool desidrogenases. Esse grupo de
enzimas participa da interconverção de álcoois em aldeídos e cetonas, estando diretamente
relacionado com respostas de defesa contra etresse oxidativo e contra ação de micotoxinas como
patulina [110].

Figura 17 – Estrutura molecular de compostos encontrados por análise da rede de interação molecular.
Compostos listados na Tabela 7.

Fonte: do autor
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Tabela 7 – Compostos encontrados através de QTOF, após dinâmica de interação entre a bactéria e as
leveduras. G1 (HN019 + P. membranifaciens), G2 (HN019 + R. mucilaginosa), G3 (HN019 + i3) e

G4 (HN019).

Número Composto Massa aduto Massa
molecular

Fórmula
química Grupos

1 Maculosina 261,109 (+H) 260,29 C14H16N2O3 G1, G2, G4

2 Ciclo (L-Fenilalanina-4-
hidroxi-Prolina) 261,109 (+H) 260,288 C14H16N2O3 G1,G2,G3,G4

3 Ciclo (L-Leucina-4-
hidroxi-Prolina) 227,126(+H) 226,27 C11H18N2O3

G1, G2, G3,
G4

4 Tirosina 182,071(+H) 181,19 C9H11NO3 G3, G4

5 Tirosina-Prolina 279,119 (+H) 278,30 C14H18N2O4 G2

6 L-Triptofano 205,086 (+H) 204,23 C11H12N2O2
G1, G2, G3,

G4

7 Histidil-Prolina 235,106
(+H-H2O) 252,270 C11H16N4O3 G1,G2,G4

8 Ácido 3-indol-lático 188,06
(+H-H2O) 205,21 C11H11NO3 G1,G2,G3,G4

9 Ciclo (Prolina-Valina) 197,117 (+H) 196,25 C10H16N2O2 G1,G2,G3,G4

10
H-Prolina-Fenilalanina-

OH
245,115

(+H-H2O) 262,30 C14H18N2O3 G1,G2,G3,G4

11 Ciclo
(L-Leucina-L-Prolina) 211,133 (+H) 210,273 C11H18N2O2 G1,G2,G3,G4

12 N-Fructosil-Isoleucina 294,138 (+H) 293,316 C12H23NO7 G1,G2,G3,G4

13 L-Carnosina 227,101 (+H) 226,23 C9H14N4O3 G1,G3

14 Fructosil-lisina 309,148 (+H) 308,331 C12H24N2O7 G2

15
Ácido 1,2,3,4-

Tetrahidroharmane-3-
Carboxílico

231,101 (+H) 230,26
C13H14N2O2 G2
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Dipeptídeos cíclicos são comumente produzidos e secretados por fungos e bactérias
como mecanismo de defesa e como parte do quorum sensing. Este último mecanismo é es-
sencialmente importante em alimentos fermentados e comunidades microbianas complexas
pois estão atrelados a mecanismos de redução de fatores de virulência [111]. Estes mecanis-
mos atrelados aos dipeptídeos cíclios são especialmente relatados em dipeptídeos contendo
prolina como um de seus monômeros, o que inclui ciclo (L-tirosina-L-prolina), encontrada no
grupo G2, ciclo (L-prolina-L-valina), ciclo (L-fenilalanina-4-hidroxi-prolina), ciclo (L-leucina-
4-hidroxi-prolina) e ciclo (L-leucina-L-prolina) encontrados em todos os grupos, que possuem
ação anti-bacteriana [111]. Estes dipeptídeos com prolina são encontrados em kimchi, no qual
também são reportados como ferramentas microbianas importantes para defesa e quorum sen-

sing de algumas bactérias como Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp [112]. Por sua vez, a
presença de ácido 1,2,3,4-tetrahidroharmane-3-carboxílico no grupo G2 pode ter beneficiado a
HN019, sendo um alcaloide de alto poder antioxidante, principalmente contra ação de H2O2,
como demonstrado por Lamchouri e colaboradores (2022) [113]. Esta ação pode ser de extrema
importância para Bifidobacterium spp., pois na presença de oxigênio, estas produzem grande
quantidade de H2O2 [78].
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Figura 18 – Espectros de fragmentação de tirosina e isoleucina-glutamato.

Fonte: do autor



Capítulo 5. Resultados e Discussão 55

Figura 19 – Espetros de fragmentação de histidina-prolina e fructosil-lisina.

Fonte: do autor
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Figura 20 – Espectro de fragmentação de ácido 1,2,3,4-tetrahidroharmane-3-carboxílico.

Fonte: do autor

5.5 Potencial biotecnológico

Os mecanismos de interação microbiana têm ganhado cada vez mais evidência acadê-
mica e atualmente compreendemos o porquê. Com o aumento do interesse global por estudos
sobre microbiota e microbioma, observou-se que a interrelação entre microrganismos é um
fator chave para a compreensão de diversos mecanismos regulatórios em sistemas biológicos
complexos [16, 114]. Os mecanismos de interação entre leveduras e bactérias podem ocorrer
por competição, mutualismo, amensalismo, comensalismo, parasitismo e simbiose, contudo,
estendem-se entre fenômenos como antibiose, cross-feeding, endosimbiose facultativa, micofagia,
transferência horizontal de genes, comunicação semioquímica, entre outros [114]. Consequências
dessas interações são o aumento da versatilidade, por maior complexidade e variedade genética do
microbioma, e aumento na robustez microbiana com o aprimoramento de mecanismos de tolerân-
cia ao estresse [62]. Espécies de Rhodotorulla são reportadas em diversos tipos de ecossistemas,
são leveduras mesofílicas, mas podem também ser encontradas em regiões antárticas e toleram
bem uma gama de condições ambientais [115]. Também é uma levedura amplamente reportada
em néctar de flores, demonstrando ser uma levedura com importante capacidade osmotolerante,
o que explica sua maior frequência nos primeiros momentos da fermentação [114]. Espécies
deste gênero não realizam fermentação, e a presença desta em todas as amostras de kombucha
analisadas neste trabalho, bem como outras amostras reportadas na literatura, sugerem que esta
levedura possui um papel importante na manutenção do microbioma da bebida, mas, também
abre possibilidade de que este microrganismo seja oportunista em algumas condições [45,89]. Na
kombucha, o fenômeno mais provável, é que esta levedura colabore com a dinâmica microbiana
ao longo do processo de fermentação, destarte que o sistema simbiótico da kombucha é capaz
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de inibir ou combater o crescimento de microrganismos que não colaboram para o equilíbrio
do mesmo [43]. Ademais, o beneficiamento da bactéria probiótica Bifidobacterium animalis

subsp. lactis HN019 pode ser um indicativo de que esta levedura é capaz de apresentar inte-
rações vantajosas com diversos tipos de microrganismos e isso pode ser um fator importante
considerando que Rhodotorula spp. são frequentemente encontradas em água, solo, plantas e
animais e não é comumente associada com fungemias humanas, apesar de haverem ocorrências
clínicas [89]. No ramo de alimentos, Rhodotorula é considerada um microrganismo deteriorante,
associada principalmente com alimentos lácteos, cárneos, sucos e alguns vegetais. Ela é capaz
de crescer em ambientes ácidos com pH próximo de 2,2, permitindo assim seu crescimento na
kombucha. Nada obstante, espécies de Rhodotorula ainda podem ser utilizadas como ferramenta
biotecnológica de controle biológico de outros fungos deteriorantes de alimentos e bebidas, como
Botrytis cinerea e Penicillium expansum, sendo este um fenômeno observado também em R.

mucilaginosa, nesses casos considerado um fungicida não sintético [89], e seu papel no processo
fermentivo da kombucha pode estar associado à inibição de outros microrganismos deteriorantes.
Ainda, R. mucilaginosa pode apresentar potencialmente diversos efeitos benéficos à saúde, uma
vez que produzem lipídeos, carotenoides, folato, proteínas e enzimas importantes [103].

De fato, leveduras comensais como R. mucilaginosa e C. albicans também colaboram
para a dinâmica microbiana intestinal, e as interações que estes microrganismos realizam são de
suma importância para a manutenção da homeostase. Linhagens de Staphylococcus aureus pos-
suem a capacidade de aderir-se à forma de hifa da C. albicans, mas não à sua forma de levedura.
Esta interação de coagregação inter-reino está relacionada com a expressão da adesina/invasina
Als3, expressa pelo fungo apenas em sua forma filamentosa. Destarte, a bactéria aproveita-se
deste mecanismo secretando fatores de crescimento que estimulam a conversão morfotípica
do fungo, promovendo a formação de biofilmes, estimulando uma maior resistência de ambos
microrganismos [116]. Als3 é uma adesina/invasina de amplo espectro que atua na interação
fúngica com células epiteliais orais, película salivar, fibronectina, fibrinogênio, colágeno do tipo
IV, células endoteliais e laminina [117]. Canabarro e colaboradores [118] reportaram associação
de Rhodotorula spp. com C. albicans em pacientes com periodontite subgengival crônica grave,
bem como outras espécies de leveduras, como C. parapsilosis, C. tropicalis e C. dubliniensis.
A capacidade de associação entre tais leveduras na formação de biofilme sugere uma partici-
pação direta de Als3. Todavia, na maior parte dos casos, é evolutivamente mais vantajoso para
as leveduras manterem sua posição como microrganismo comensal. Tendo isso em visto, C.

albicans pode prevenir sua mudança morfotípica de broto para filamento através da secreção de
farnesol, um componente importante no quorum sensing fúngico, que consequentemente atua
como agente antibacteriano, inibindo a fixação de S. aureus [116]. Dessarte, ambas as formas
de broto e filamento de C. albicans podem ser identificadas no trato gastrointestinal, e não
apenas as interações entre os microrganismos são responsáveis por este fenômeno. O sistema
imune do hospedeiro também é responsável pela manutenção da condição de comensalismo das
leveduras, uma vez que imunoglobulinas IgA anti-C. albicans apresentam maior afinidade e
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força de ligação à forma filamentosa do fungo, apresentando Als3 como principal alvo [101,102].
Por sua vez, um fenômeno semelhante deve ocorrer na manutenção de R. mucilaginosa como
microrganismo comensal na micobiota humana. A não expressão de proteases e fosfolipases de
maneira significativa em temperatura de 37ºC, pode ser um fator importante para não engatilhar
uma resposta imune do hospedeiro. Sabe-se ainda que Rhodotorula spp. não apresentam 1-3-β-
glucanas em sua parede celular, resultando na não ativação do receptor de dectina-1 (CL7C7A)
por macrófagos [103]. Este receptor ocorre principalmente em células do sistema imune inato
e atua no reconhecimento de padrões moleculares (PRR), como receptores do tipo Toll, sendo
responsáveis principalmente pelas respostas imunes antifúngicas. Ainda, é sabido que a ausência
ou ineficácia deste receptor resulta no aumento da susceptibilidade às infecções fúngicas bem
como uma piora no prognóstico de fungemias [119]. Por fim, de fato R. mucilaginosa, como
microrganismo comensal, apresenta um papel fundamental na homeostase do organismo. É
reportado que a depleção de R. mucilaginosa, assim como outros fungos comensais, estão relaci-
onados com o aumento da gravidade de casos de COVID-19. Curiosamente, observou-se uma
correlação inversa significativa entre a quantidade de R. mucilaginosa no trato gastrointestinal e
a expressão da enzima conversora de angiotensina (ECA) no sangue, o principal alvo da proteína
SPIKE do vírus SARS-COV-2 para entrada nas células hospedeiras [101].

A kombucha apresenta uma variedade considerável de microrganismos, especialmente
no que se diz respeito à biodiversidade de leveduras, dentre as leveduras mais comumente en-
contradas, reportam-se os gêneros Saccharomycodes, Schizosaccharomyces e Zygosaccharomy-

ces [40, 41, 44–46]. Entretanto, tais gêneros assim como Pichia, são importantes deteriorantes de
vinhos, não sendo diferente do caso de Pichia membranifaciens [120]. Esta espécie foi detectada
na kombucha k3, e apresentou uma excelente manutenção da viabilidade de Bifidobacterium

animalis subsp. lactis HN019 após co-cultura. Pichia membranifaciens é uma levedura capaz
de formar películas na superfície de contato líquido-ar durante a produção do vinho e outras
bebidas, assim como espécies de Brettanomyces/Dekkera [120, 121]. Na kombucha, é esperado
que estas participem, em parte, do processo de formação do SCOBY. Esta característica pode
ser importante para o desenvolvimento de microrganismos anaeróbios ou pouco tolerantes a
aerobiose como a HN019, uma vez que pode ocorrer redução das trocas gasosas na superfície
ar-líquido, contudo, tal proposição deve ser investigada. Ademais, outros alimentos fermentados
tradicionais como kefir, kimchi e chucrute podem ser utilizados como fonte de microrganismos
para novos usos biotecnológicos, entretanto, seu potencial patogênico ainda deve ser ponderado,
pois mesmo que estes microrganismos possam ser seguros se consumidos na matriz alimentar
fermentada, estes podem apresentar riscos se mal utilizados. Gut e colaboradores (2019) encon-
traram leveduras Saccharomyces spp. e Kluyveromyces spp. em kefir, das quais, apresentaram
atividade proteolítica moderada e baixa respectivamente. Ainda, o mesmo trabalho ressaltou que
a hidrofobicidade relativa de superfície explicitou grande variação entre as leveduras isoladas,
de 15,58% a 88,75%. De modo contrário, a autoagregação apresentou uma variação mais sutil,
de 30,59% a 42,86% [73]. Os dados de hidrofobicidade e autoagregação apresentam uma certa
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semelhança com os dados encontrados nas leveduras de kombucha, onde a variação na hidrofobi-
cidade foi significativamente maior entre espécies e até mesmo intraespécie quando analisadas
em diferentes temperaturas, por sua vez, não foi observada grande variação na autoagregação
das leveduras, com exceção de P. membranifaciens. Esta ocorrência pode indicar também que a
hidrofobicidade apresenta um papel importante na sobrevida de leveduras oriundas de alimentos.
Quando comparamos com Candida spp., observa-se uma variação menor na hidrofobicidade,
apesar deste grupo ser parafilético. Dabiri e colaboradores (2018) observaram que a hidrofo-
bicidade entre as espécies de Candida analisadas variou de 10,24% ± 3,46% para Candida

guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii), espécie encontrada geralmente em alimentos e em
ambiente natural, e 42,97% ± 16,10% para Candida parapsilosis, espécie usualmente patogênica.
Corroborando, o mesmo estudo identificou a não atividade enzimática de proteases e fosfolipases
para C. guilliermondii e atividade enzimática baixa para C. parapsilosis para ambas as enzimas.
Contudo, vale ressaltar que todas as linhagens analisadas no trabalho de Dabiri e colaboradores
foram isoladas em contexto clínico de suspeitas de candidíases [92].

Uma forma inusitada e pouco estudada de interação entre leveduras e bactérias, que
também pode explicar a sobrevivência da B. animalis subsp. lactis HN019 em aerobiose, é a evi-
dência de endossimbiose facultativa. Evidências científicas demonstram que bactérias evoluíram
concomitantemente às células eucariotas para que se fosse possível o estabelecimento de relações
endossimbióticas temporárias e facultativas, ou seja, bactérias podem ser acomodadas no interior
de leveduras, mais precisamente em seus vacúolos, como demonstrado por Heydari e colabora-
dores (2020) [122]. Esta categoria de interação entre procariotos e eucariotos é conhecida, sendo
seu exemplo mais famoso e discutido, a origem de organelas como mitocôndrias e plastídeos.
Ademais, a maneira como essa relação é estabelecida, pode resultar em interações de mutualismo,
amensalismo ou parasitismo [122, 123]. O vacúolo das leveduras é uma organela especializada
que pode ocupar a maior parte do compartimento citoplasmático celular, podendo ser facilmente
observada por microscopia óptica. Este apresenta diversas funções como armazenamento de
nutrientes e outros compostos, bem como faz parte do aparelho celular de digestão e autofagia
para recuperação de componentes intracelulares [124]. Leveduras podem sequestrar bactérias em
situações de estresse, aumentando a sobrevida das bactérias e suprindo-as com nutrientes até que
as condições extracelulares sejam favoráveis para o crescimento de ambas [125]. Este fenômeno
ainda possibilita que as leveduras filhas também propaguem bactérias em seus vacúolos mesmo
após brotamento da célula mãe e sugere também que este mecanismo seja um importante sistema
de entrega de bactérias, advindas de alimentos fermentados e probióticos, no intestino [122,125].
A endossimbiose facultativa pode ser induzida pelo fungo, o qual pode armazenar a bactéria até
que haja necessidade de sua liberação no meio, para que a bactéria possa suprir uma desvantagem
metabólica de seu hospedeiro, sendo esse sistema denominado de “bacterial farming“ [126]. Por
outro lado, a endossimbiose facultativa pode ser induzida pela bactéria, dependendo de síntese
de glucanases que possibilitem sua entrada através da parede celular da levedura [122].

Dada a complexidade ecológica em alimentos fermentados tradicionais, é esperado que
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o fenômeno de endossimbiose facultativa ocorra. Algumas colônias de leveduras isoladas de
kombucha no decorrer deste trabalho, passaram a apresentar pequenas colônias de características
morfológicas distintas dentro da região da colônia original após muito tempo de cultura em
23ºC, colônias estas geralmente esquecidas para descarte. Estas colônias menores usualmente
surgiam em regiões onde as colônias iniciais eram mais velhas. Além disso, esse fenômeno foi
observado em uma das placas dos testes preliminares de atividade enzimática de protease, para a
levedura R. mucilaginosa, que não apresentou crescimento em 37ºC, mas que a partir do 4º dia de
cultura, apresentou 2 colônias sem coloração rosa ou laranja (característica de Rhodotorula spp.)
(figura 21), e que não apresentavam aspecto de levedura sob microscópio. Dessarte, supõe-se
que estas colônias sejam bactérias que estavam armazenadas em algumas células de levedura
e conseguiram crescer no meio, uma vez que as leveduras passaram por situação de estresse
celular. Entretanto, não foi possível identificar qual o microrganismo. Dessarte, estes fenômenos
à princípio foram considerados como contaminação das culturas até que foi encontrada na
literatura científica a possibilidade da endossimbiose facultativa estar ocorrendo, e que alguns
grupos de pesquisa depararam-se com fenômenos semelhantes. Assim, diversas técnicas foram
utilizadas até que as leveduras pudessem ser cultivadas de maneira axênica, quando não mais foi
possível identificar o surgimento das culturas morfologicamente distintas nas placas de cultura
das leveduras. Algumas Bifidobacterium spp., como B. longum, B. infantis e B. adolescencentis

apresentam exoglucanases, sendo um indicativo da capacidade destas bactérias em induzir
endossimbiose com leveduras, apesar deste fenômeno ainda não ter sido reportado na literatura
até o momento da escrita desta dissertação [127,128]. Ainda, ampla gama de registros científicos
demonstram que β-glucanas possuem efeito prebiótico em diferentes espécies de Bifidobacterium

spp., aumentando sua resistência à estresse celular, também sendo aprovadas pela Autoridade
Europeia para a Segurança Alimentar (EFSA) como um componente alimentar [127–130]. Fator
este que também pode contribuir para a manutenção destas bactérias em co-cultura com a
leveduras. Ademais, outros fatores podem ser responsáveis pela manutenção da sobrevida das
bactérias, como a liberação de fatores de sobrevivência, liberação de aminoácidos e outros
compostos nitrogenados no meio e quebra de substâncias tóxicas para as células [15, 16, 65].
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Figura 21 – Fotografia de colônias de microrganismos que surgiram no local do inóculo de R. mucilaginosa
após esta não crescer no teste de atividade enzimática de protease. A área marcada refere-se à

zona do inóculo de R. mucilaginosa no meio.

Fonte: do autor
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6 Conclusões

Observa-se que as kombuchas, apesar de diversificadas em origem, possuem alguns
microrganismos em comum, contudo, a variação de microrganismos dificulta a padronização do
processo fermentativo. Ademais, a predominância de diferentes microrganismos ao longo do
tempo de fermentação resulta em diferenças cruciais no processo. A presença de Rhodotorula

mucilaginosa em todos os kombuchas estudados e sua excelente interação com a bactéria
probiótica Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 nas condições de ensaio, demonstra que
essa levedura possui um potencial importante para possibilitar e consolidar a permanência desta
bactéria em uma kombucha, potencialmente resultando em uma bebida fermentada probiótica.
Ainda, outras leveduras como Pichia membranifaciens podem ser alvo de estudos sobre sua
potencial utilização na construção e manutenção de um kombucha probiótico ou sobre seu uso
como adjuvante em formulações probióticas com a linhagem HN019. A levedura R. mucilaginosa

demonstrou características de autoagregação, hidrofobicidade relativa de superfície, atividade
enzimática de proteases e fosfolipases sempre próximas do controle S. boulardii. Ainda, sua
baixa patogenicidade registrada na literatura científica demonstra que esta levedura apresenta
um importante potencial biotecnológico para dispor de microrganismos probióticos, dado sua
característica cosmopolita, seu comportamento comensal e sua vasta capacidade de adaptação às
diferentes condições ambientais que estes microrganismos são encontrados. Ainda, através de
análise metabólica, observou-se um papel importante de dipeptídeos, principalmente compostos
de prolina. Tal achado sugere que as interações entre Bifidobacterium e leveduras estão associadas
à principalmente controle biológico e quorum sensing.

Assim, dois pontos se fazem de suma importância na continuidade deste trabalho. Pri-
meiramente, deve-se focar na viabilização da inserção de Bifidobacterium animalis subsp. lactis

HN019, seja durante ou pós-fermentação, em uma kombucha e monitorar a viabilidade desta
espécie ao longo do tempo de fermentação e armazenamento. A presença de Rhodotorula mu-

cilaginosa se faz importante nesse momento. Segundamente, deve-se monitorar as relações
microbianas entre HN019 e outros microrganismos presentes na rede. O enfoque em dipeptí-
deos pode ser uma estratégia importante, uma vez que estes compostos foram encontrados na
monocultura de HN019 e pode dar indícios de que a regulação da manutenção da viabilidade
da bactéria probiótica possa também se regulada por ela mesma, influenciando o metabolismo
secundário das leveduras.
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ANEXO A – Atividades Complementares

Figura 22 – Trabalho apresentado no “13º Simpósio Latino Americano de Ciência dos Alimentos” -
“Homemade and Commercial Kombucha Fermentation: Diferences and Similarities“.
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Figura 23 – Palestra do Núcleo de Estudos em Fermentações da Universidade Federal de Lavras -
“Kombucha: da cozinha para Indústria”.
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Figura 24 – Palestra do Núcleo de Estudos em Fermentações da Universidade Federal de Lavras -
“Kombucha: definição legal e registro de estabelecimento”.
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Figura 25 – Palestra do Núcleo de Estudos em Fermentações da Universidade Federal de Lavras -
“Desenvolvimento de novas bebidas probióticas”.
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Figura 26 – Artigo publicado na revista Fermentation (IF: 3,975)



ANEXO A. Atividades Complementares 81

Figura 27 – Artigo publicado na revista Current Geriatrics Reports (IF: 1,17)
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Figura 28 – Participação como Revisor Técnido do livro “Fermentação à Brasileira”. Editora:
Melhoramentos, 2020.
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Figura 29 – Participação do Webinar “Fermented Foods and Health: Dows Today’s Science Support
Yersterday’s Tradition?“.
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Figura 30 – Participação do “International Workshop on Advances of Probiotics and Prebiotics“.

Figura 31 – Apresentação de trabalho na “XXIV Semana Farmacêutica de Ciência e Tecnologia”.
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Figura 32 – Participação no “International Symposium - Fungi: From The Environment To The Host“.
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ANEXO B – Histórico Escolar

Figura 33 – Histórico escolar do mestrado - parte 1 de 2.
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Figura 34 – Histórico escolar do mestrado - parte 2 de 2.
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ANEXO C – Currículo Lattes

Figura 35 – Currículo Lattes - parte 1 de 6.
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Figura 36 – Currículo Lattes - parte 2 de 6.
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Figura 37 – Currículo Lattes - parte 3 de 6.
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Figura 38 – Currículo Lattes - parte 4 de 6.
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Figura 39 – Currículo Lattes - parte 5 de 6.
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Figura 40 – Currículo Lattes - parte 6 de 6.


