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RESUMO

FERNANDES, J. C. Desenvolvimento e caracterizacdo de uma formulagdo
probidtica contendo Veillonella atypica, 2023. 97p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
— Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2023.

A procura por alimentos funcionais tem sustentado a descoberta de novas cepas
microbianas que apresentem propriedades probidticas, destacando-se Veillonella atypica
ATCC 17744 como cepa promissora. Desta forma, este trabalho, a principio, teve como
objetivo o desenvolvimento e caracterizacdo de uma formulacdo probidtica contendo a
referida cepa, direcionada para atletas. Porém a avaliacdo sensorial da formulagdo objeto
deste estudo néo foi aprovada pelo Comité de Etica, devido a escassez de comprovagoes
cientificas que garantissem 0 Sseu consumo seguro, o gque resultou na reprogramacao das
atividades. Desta forma, procedeu-se a caracterizacdo in vitro da referida cepa com vistas
a estudar caracteristicas relativas a seguranca, bem como propriedades funcionais, como
tolerancia ao estresse (pH, sais biliares e simulacdo do trato gastrointestinal), capacidade
de adesdo (hidrofobicidade, auto-agregacdo e formacdo de biofilme), atividade
antipatogénica, atividade antioxidante, resisténcia a antibioticos, sintese de gelatinase,
lipase, catalase, e atividade hemolitica. Os resultados de tolerancia ao estresse
evidenciaram que a cepa em estudo € sensivel ao pH em valores inferiores a 4,00, porém
ndo se observou reducdo da viabilidade celular em pH 3,00 na presenca de pepsina bem
como na presenca de 0,3 e 0,6% de sais biliares. Quanto ao teste de hidrofobicidade, esta
cepa apresentou média tolerancia ao tolueno e baixa ao xileno. No tocante a sintese de
biofilme observou-se a formacdo de um biofilme fraco apds 48 horas de incubacéo.
Verificou-se também que esta cepa ndo apresentou propriedade antipatogénica contra
Streptococcus aureus e Escherichia coli, assim como apresentou baixa atividade
antioxidante pelo método DPPH. Em relacdo aos testes de seguranca, a referida cepa
apresentou sensibilidade aos antibioticos testados e em relagdo a sintese de enzimas,
demonstrou ser incapaz de sintetizar gelatinase, lipase, beta-hemdlise e catalase. Conclui-
se que os resultados do presente trabalho sdo satisfatorios e que novos estudos sdo

necessarios para garantir a utilizacao segura desta formulacéo.

Palavras-chave: Veillonella atypica ATCC 17744. Probidticos. Caracterizacao in vitro.

Alimentos funcionais






ABSTRACT

FERNANDES, J. C. Development and characterization of a probiotic formulation
containing Veillonella atypica, 2023. 97p. Dissertation (Master of Science) — Escola de

Engenharia de Lorena, Universidade de Séo Paulo, Lorena, 2023.

The search for functional foods has supported the discovery of new microbial strains that
have probiotic properties, highlighting Veillonella atypica ATCC 17744 as a promising
strain. Therefore, this work, at first, had as objective the development and characterization
of a probiotic formulation containing the mentioned strain, directed to athletes. However,
the sensory evaluation of the formulation object of this study was not approved by the
Ethics Committee, due to the lack of scientific evidence that would guarantee its safe
consumption, which resulted in the reprogramming of activities. Thus, the in vitro
characterization of said strain should be carried out with a view to studying safety
characteristics, as well as functional properties, such as stress tolerance (pH, bile salts and
simulation of the gastrointestinal tract), adhesion capacity (hydrophobicity, auto -
aggregation and biofilm formation), antipathogenic activity, antioxidant activity,
antibiotic resistance, synthesis of gelatinase, lipase, catalase, and hemolytic activity. The
stress tolerance results showed that the strain under study is sensitive to pH at values
lower than 4.00, but no reduction in cell viability was observed at pH 3.00 in the presence
of pepsin as well as in the presence of 0.3 and 0.6% bile salts. As for the hydrophobicity
test, this strain showed medium tolerance to toluene and low tolerance to xylene. With
regard to biofilm synthesis, the formation of a weak biofilm was observed after 48 hours
of incubation. It was also verified that this strain did not show antipathogenic properties
against Streptococcus aureus and Escherichia coli, as well as showing low antioxidant
activity by the DPPH method. Regarding the safety tests, the referred strain showed
sensitivity to the antibiotics tested and regarding the synthesis of enzymes, it proved to
be incapable of synthesizing gelatinase, lipase, beta-hemolysis and catalase. It is
concluded that the results of this work are satisfactory and that new studies are needed to

guarantee the safe use of this formulation.

Keywords: Veillonella atypica ATCC 17744. Probiotics. In vitro characterization.

Functional foods.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade tem se observado que as pessoas se preocupam com a qualidade de
vida e bem-estar, adotando um estilo de vida que consiste da préatica de exercicios fisicos
e de cuidados com a alimentacdo. Desta forma, a procura por alimentos que conferem
beneficios a salde tem aumentado e com isso o interesse por alimentos funcionais

contendo microrganismos probidticos e compostos prebidticos vem se destacando.

Neste contexto, é relevante destacar que estudos tém revelado que ap6s a préatica
de exercicios fisicos, a microbiota do trato gastrointestinal (TGI) dos atletas é alterada.
Assim, em estudos realizados com atletas de alto desempenho, pré e pds maratona, foi
demonstrado o predominio de espécies de bactérias como Veillonella atypica na
microbiota do TGI de atletas voluntérios, com destaque para aqueles que apresentaram
melhor performance. Em experimentos, onde avaliou-se a incluséo de Veillonella atypica
na dieta de ratos, observou-se que estes animais apresentaram desempenho superior,
equivalente a 13% na execucdo de exercicios, em relacdo ao grupo controle.
Considerando a escassez de estudos no tocante ao desenvolvimento e avaliacdo de
preparacOes probidticas contendo a referida espécie, o presente trabalho considera como
hipétese que “Veillonella atypica ATCC 17744 apresenta propriedades probidticas
relevantes que justificam sua incorporacdo em formulacdes de alimentos
funcionais”. Desta forma, a principio, esta pesquisa teve como objetivo o
desenvolvimento e caracterizacdo, de um alimento probidtico contendo Veillonella
atypica ATCC 17744 associada a outras espécies de microrganismos probioticos, bem
como com compostos prebidticos. Como parte deste desenvolvimento destaca-se a
avaliacdo sensorial do alimento proposto, cujo procedimento foi submetido a apreciagédo
de um Comité de Etica devidamente constituido. Assim, tendo em vista a escassez de
estudos relativos ao desenvolvimento de formulagdes de alimentos funcionais contendo
Veillonella atypica ATCC 17744, o referido Comité de Etica ndo encontrou argumentos
que pudessem sustentar a aprovacao do procedimento submetido, devido a escassez de
comprovac0es cientificas que garantam o consumo seguro de preparagdes probidticas
contendo a referida espécie. Neste contexto, vale destacar que, até o momento da
submissdo do projeto para apreciacdo do comité de ética, uma série de experimentos foi

desenvolvida, cujos resultados encontram-se apresentados no Apéndice A. Assim,
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tornou-se necessario reprogramar as atividades com vistas a contribuir para viabilizar a
utilizacdo de Veillonella atypica ATCC 17744 em formulagdes de alimentos funcionais.
Desta forma, optou-se pela realizacdo de uma série de testes in vitro visando comprovar
as propriedades probidticas desta espécie. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
geral contribuir para o desenvolvimento de alimentos funcionais direcionados para
atletas, principalmente aqueles de alto desempenho. Especificamente, uma série de testes
in vitro foi realizada visando demonstrar as propriedades probidticas de Veillonella
atypica ATCC 17744 para que esta possa ser devidamente veiculada em formulacdes de

alimentos funcionais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

MICROBIOTA HUMANA

O sistema gastrointestinal é o segundo maior sistema do corpo humano depois do
aparelho respiratorio e constitui indispensavel protecdo ao organismo contra 0 meio
externo (Bengmark, 1998), com énfase para o reconhecimento, selecdo, regulacéo e
absorcdo dos nutrientes. Alem destas funcGes essenciais, glandulas tubulares, presentes
ao longo do trato gastrointestinal (TGI), sdo responsaveis pela secrecdo de alguns
compostos, que associados aos linfocitos intraepiteliais, participam do sistema imune do
organismo humano. Estas secre¢des do TGI, que incluem saliva, muco, suco gastrico e
enzimas digestivas, ndo s6 promovem a digestdo, mas também defendem o organismo
contra espécies de microrganismos indesejaveis presentes nos alimentos (Denipote et al.,
2010)

De acordo com Damido et al. (2009) ao conjunto de bactérias que habitam o
sistema gastrointestinal atribui-se a denominacéo de microbiota intestinal. Do estbmago
ao cOllon, a concentracdo de microrganismos aumenta, formando uma microbiota
complexa de aproximadamente 100 trilhdes de bactérias, das quais cerca de 500 espécies

diferentes colonizam o intestino grosso.

Bedani e Rossi (2009) relatam que as coldnias que habitam este sistema séo
compostas por espécies autdctones, as quais sdo membros permanentes, e aléctones, que

por sua vez sdo membros transitorios adquiridos do meio externo .

Segundo Bourlioux (2003), o intestino pode ser considerado um ecossistema
complexo composto de 3 componentes principais, 0S quais estdo permanentemente em
contato e se interagem uns com o0s outros: sendo celulas hospedeiras, nutrientes e
microbiota. O termo microbiota intestinal refere-se a populacdo de microrganismos, como
bactérias, virus e fungos, que habita todo o trato gastrointestinal, e que tem como func¢Ges
manter a integridade da mucosa e controlar a proliferacdo de bactérias patogénicas no
TGI (Toimil, 2019).

De acordo com Machado (2008) as diferentes espécies microbianas presentes na
microbiota do TGI humano estdo intimamente relacionadas entre si, com destaque para o

mutualismo, comensalismo e oportunismo. O mutualismo acontece quando o hospedeiro
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é protegido contra invasores e este produz nutrientes essenciais no desenvolvimento do
sistema imunologico; o comensalismo se d& quando ndo ha beneficio ou maleficio ao
hospedeiro; e o oportunismo acontece quando doencas sao causadas gerando prejuizos ao
ser humano. Segundo este autor, embora a maioria dos componentes da microbiota
normal ser inofensiva a individuos sadios e constituir um dos mecanismos de defesa do
sistema imunologico, esta consiste ainda de um reservatorio de bactérias potencialmente

patogénicas ao hospedeiro.

A titulo de exemplo o autor ressalta que em condi¢des normais, estas populacdes
encontram-se em equilibrio, porém, em condicGes adversas, como individuos
imunocomprometidos, terapias com antibidticos e imunossupressora de transplantados,
como radioterapia, quimioterapia ou perfuragdes das mucosas, pode se observar um
desequilibrio da microbiota resultando no desenvolvimento de espécies oportunistas

tendo como consequéncia a ocorréncia de anormalidades na salde do hospedeiro.

Stlrmer et al. (2012) reportam que mais de 500 espécies de bactérias estdo
abrigadas no sistema digestorio com distribuicdo heterogénea ao longo de sua extensao.
Logo apés o nascimento de um individuo, tem inicio a colonizagdo do trato
gastrointestinal do lactente, sendo diversos os fatores que interferem nesse processo, tais
como tipo de parto (normal ou cesariana), microbiota intestinal materna, condicdes de
higiene e o tipo de nutricdo oferecida ao lactante. O autor ressalta ainda que a microbiota
do ser humano torna-se devidamente instalada dos 18 aos 24 meses de idade e tende a ser
estavel durante toda a vida, contendo de 400 a 1.000 espécies de bactérias, das quais 30
a 40 séo as predominantes. Duarte (2007) salienta também que cerca de 3% das espécies
sdo anaerdbias facultativas e 97% sdo anaerdbias, e numa microbiota saudavel predomina

em especies de Lactobacillus e Bifidobacterium.

De acordo com Mascarenhas et al. (2021) , além dos fatores mencionados, a
exposicao a antibioticos e fatores relacionados ao estilo de vida, com énfase para a dieta

alimentar, sdo fatores que interferem na modulacdo da microbiota intestinal do individuo.

Stlrmer et al. (2012) destacam que espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus
sdo consideradas benéficas, pois realizam atividades biologicas importantes para a
manutencdo da saude humana. Alteracbes podem ser observadas no equilibrio da
microbiota gastrintestinal em condigBes patologicas, como pelo uso de antimicrobianos e

tratamento com imunossupressor ou por ocasido de infecgdes intestinais. Estudos tém
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demonstrado que a selecdo bacteriana inicial dentro do trato gastrintestinal seja em parte
determinada geneticamente. Os autores exemplificam tal afirmacdo apresentando uma
pesquisa realizada com gémeos adultos monozigbticos, que moravam em lugares
diferentes, mas que, no entanto, encontrou-se semelhanca maior na composicdo da
microbiota destes do que entre individuos que ndo eram irmaos gémeos. Segundo uma
hipotese apresentada pelos autores, o gen6tipo determina o padréo de colonizacao, através
dos sitios de adesdo na mucosa intestinal. O padrdo desses locais de adesdo €
geneticamente determinado, o que explicaria a semelhanca da microbiota observada entre

irmaos monozigoticos.

Mascarenhas et al. (2021) relatam ainda que o microbioma intestinal esta
intimamente relacionado a salde e as doencas. Outro fator relevante consiste no eixo
microbiota-intestino-cérebro que ¢ destacado por Grosicki et al. (2020), cujos estudos
tém demonstrado uma correlacdo entre o microbioma intestinal e padrdes de
comportamento alterados, autismo, e outras doencas de ordem psiquica. Estas descobertas
vém ao longo dos anos mostrando a importancia de estudos relacionados a microbiota

intestinal.

2.1 FATORES QUE INFLUENCIAM A FORMACAO E EQUILIBRIO DA
MICROBIOTA DO TGl

Lima Maia (2018) relata que a microbiota intestinal pode ter sua composicéo
alterada por diversos fatores. Neste contexto, o autor destaca mudangas na temperatura
corporal do hospedeiro, no pH do TGI, tempo de retencdo do contetdo intestinal em
determinado segmento do sistema digestivo, além do sistema imunoldgico do individuo.
O autor enfatiza que diversas condic¢des influenciam na microbiota do TGI, com destaque
para fluxo alimentar que, se for rapido, observa-se no intestino delgado proximal, uma
reducdo no numero de bactérias, tendo em vista que algumas espécies sdo eliminadas
junto com o bolo fecal. No tocante ao pH, o autor reporta que se este estiver proximo de
7,00 e a retencdo de conteudo se prolongar, como por exemplo, no intestino grosso,
observa-se o favorecimento do desenvolvimento de comunidades microbianas complexas

e distintas.



22

Machado (2008) cita que outros fatores, como espaco (area de contato do 6rgéo
do TGI) e nutrientes, também podem interferir na composi¢do da microbiota intestinal.
Quando estes fatores ndo estdo limitados, as espécies que apresentam maiores taxas de
crescimento predominam, porém, em condi¢Ges de aumento da populacdo associado a
reducdo da oferta de nutrientes, observa-se que o trato gastrointestinal torna-se ocupado

por espécies mais especializadas, resultando em uma microbiota mais complexa

De acordo com Damiéo et al. (2009), o desequilibrio da microbiota do TGI pode
resultar a predominancia de espécies patogénicas e oportunistas, sendo portanto,
importante a manutencdo do equilibrio desta microbiota para evitar as consequéncias da

dishiose.

Segundo os autores Bedani e Rossi (2009), para manter o equilibrio da microbiota
do TGl alguns fatores sdo importantes, como a exclusédo competitiva dos microrganismos
ali presentes em constante competi¢cdo por nutrientes e sitios de adesdo, bem como a
inibicdo de um grupo de microrganismos por metabolitos produzidos por outras espécies,

além de predacdo e parasitismo bacteriano.

Estes autores relatam ainda que este equilibrio € mantido devido a convivéncia
dindmica dos seres humanos com 0s microrganismos. Esta relacdo é reforcada
constantemente através de mecanismos como a exclusdo imunoldgica, a eliminacdo de
carater imune e a regulacdo imune. A exclusdo imunoldgica seria a supressao do numero
de células viaveis por meio da producdo de compostos com atividade antimicrobiana, a
competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de adesdo. A eliminacao de carater
imune seria a alteracdo do metabolismo microbiano, por meio do aumento ou da
diminuicdo da atividade enzimatica. A regulagcdo imune seria o estimulo da imunidade do
hospedeiro pelo aumento dos niveis de anticorpos e aumento da atividade dos

macrofagos.

De acordo com Maia et al., (2018), a interacdo entre as espéecies de
microrganismos e 0 hospedeiro é capaz de influenciar de forma benéfica a saide humana,
uma vez que as bactérias componentes da microbiota intestinal exercem funcgdes

antibacterianas, imunomoduladoras e metabdlicas.

Ramos (2006) reporta que a principal funcdo da microbiota consiste na resisténcia
a colonizacdo ou efeito de barreira imunoldgica, a qual pode ser entendida como a

capacidade de impedir ou reduzir a colonizacdo e multiplicacdo de microrganismos
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exogenos patogénicos que adentrem o ecossistema digestivo. Lima Maia et al. (2018)
ressaltam que entre outros fatores, este impedimento ocorre porque as espécies
denominadas autdctones (bactérias permanentes) sdo capazes de desenvolver essa
protecdo ocupando os sitios de adesdo na mucosa do intestino, impedindo assim que as
bactérias aloctones (bactérias transitdrias adquiridas do meio externo) tenham onde se

aderir.

De acordo com Lima Maia et al. (2018), o desiquilibrio da microbiota pode trazer
sérios prejuizos, como a multiplicacdo de microrganismos patogénicos. Estas
perturbacdes podem ser prevenidas com a ingestdo de probidticos, que sdo capazes de
interferir das espécies indesejaveis ao hospedeiro. Desta forma, as espécies de bactérias
residentes no intestino necessitam se manter em equilibrio para funcionarem como

barreira efetiva contra organismos patogénicos e oportunistas.

2.2.1 Barreira intestinal

Um dos mecanismos de defesa do corpo humano é conhecido como barreira
intestinal. Oliveira e Hammes (2016) consideram que o intestino estd em constante
exposi¢do a microrganismos potencialmente patogénicos. Porem, de acordo com Abbas
etal. (2011) e com Yu (2012) da mesma forma que o sistema imune do intestino é eficaz
em sua funcdo de protecdo, combatendo os invasores, também € tolerante aos

microrganismos autdctones.

Segundo Ramiro-Puig et al. (2008) o epitélio intestinal funciona como uma barreira
fisica que restringe a entrada de moléculas antigénicas, a0 mesmo tempo em que se
encontra em equilibrio com uma quantidade enorme de macronutrientes e
microrganismos. Segundo Cresci e Bawden (2015) e Natividad e Verdu (2013), a barreira
intestinal pode ser alterada por diversos fatores como doengas, medicamentos,

horménios, citocinas e toxinas exdgenas.

Oliveira e Hammes (2016) reportam que o grau de perturbagdo causado na barreira
intestinal é variavel e sua duracdo dependente do tipo e da presenga do estimulo agressor.
Relatam também que o sistema de defesa intestinal € composto por células que
apresentam como caracteristica uma alta taxa de renovacdo epitelial, conforme

caracterizado na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicéo e funcao das células que compdem a barreira intestinal (Oliveira
e Hammes, 2016)

Células Fungdo

Representam 80% de todas as células epiteliais no intestino. Possuem jun¢ées apertadas
bastantes eficientes, o que auxilia a separacao entre contelddo luminais e o interior do epitélio.

Enterdcitos Podem atuar como células apresentadoras de antigenos, expressando moléculas MHC (major
histocompatibility coplex) classe |l e recepetores do tipo Toll

Responsaveis pela producdo de mucina intraluminal. Mucinas, eletrdlitos e proteoglicanos
formam o muco que reveste a superficie das vilosidades intestinais e mantém os vdrios

Células calciformes componentes patogénicos separados do epitélio. O muco também é capaz de aprisionar
antigenos e bactérias, os quais podem ser hidrolisados - tornando-se menos alergénicos - ou ser
excretados com auxilio dos movimentos peristalticos intestinais.

Células

L. Responsaveis pela secre¢do de hormdnios intestinais.
Enteroenddcrinas

Responsaveis pela producdo de proteinas antimicrobianas que auxiliam na defesa do hospedeiro
contra a entrada de microrganismos invasores. A atuacdo dessas células estabelece uma barreira
fisica contra o contato com a superficie das células epiteliais subjacentes, criando assim a
primeira linha de defesa contra a invasdao microbiana.

Células de Paneth

Oliveira e Hammes (2016) descrevem a barreira imunolodgica intestinal como sendo
composta pelo tecido linfoide associado ao intestino e por imunoglobulinas. O tecido
linféide abriga cerca de 30% dos linfdcitos do corpo, onde séo encontradas as placas de
Peyer, que de acordo com Abbas et al.(2011) e Acheson e Luccioli (2004), sdo recobertas
pelas chamadas células M, que capturam antigenos no lumen para que as células
dendriticas apresentem o antigeno.

De acordo com Oliveira e Hammes (2016) os lipopolissacarideos (LPS) séo
componentes da parede celular de bactérias gram-negativas que tem a capacidade de
induzir a resposta inflamatoria e danificar a barreira intestinal do hospedeiro. Desta
forma, os LPS sdo reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro e sdo capazes de
induzir resposta inflamatéria de ataque assim que sdo identificados. Os LPS sdo
considerados endotoxinas, uma vez que podem induzir inflamacdo crénica mesmo que
em baixas concentracfes. Assim, as etapas que integram o0 mecanismo de regulacdo da

barreira funcional intestinal encontram-se ilustradas na Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de regulagéo da barreira funcional intestinal (Rodrigues et
al. 2016)

De acordo com Abbas et al. (2011) e Ramiro-Puig et al. (2008), as imunoglobulinas
luminais também sdo responsaveis por captar antigenos ou microrganismos e podem
impedir que esses se liguem com os receptores das células do hospedeiro, reduzindo assim
a resposta inflamatdria. Oliveira e Hammes (2016) citam que a imunoglobulina A (IgA)
secretdria é a principal representante da imunidade humoral, na qual atuam os anticorpos
encontrados no plasma sanguineo do intestino, sendo que sua producdo pode ser
influenciada pela microbiota comensal, que é constituida pelas espécies de bactérias

permanentes do hospedeiro.

De acordo com Oliveira e Hammes (2016), os componentes microbianos presentes
no intestino podem induzir uma resposta inflamatéria no hospedeiro, reconhecendo
padrdes moleculares associados aos patdgenos como sendo agentes invasores. Esse
reconhecimento promove uma sinalizacéo de alerta ao organismo e desta forma, os TLR
(toll-like receptor) como sdo chamados esses receptores, tém como funcdo essencial

sinalizar a presenca de patdgenos ao organismo.
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2.2 PROBIOTICOS

De acordo com Fuller (1989) probioticos sdo definidos como suplementos
alimentares & base de microrganismos vivos, que beneficiam o hospedeiro, promovendo

0 balanco de sua microbiota intestinal.

Diversas outras defini¢des de probidticos tem sido publicadas ao longo dos anos
(Saad, 2006), entretanto, atualmente a definigdo internacional preconizada pela FAO e
WHO (2001) € a mais aceita e reporta que probidticos sdo microrganismos Vvivos que,
qguando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro. Neste contexto, Franca et al. (2021), descrevem que os probidticos tém como
fungBes manter a integridade e o equilibrio do trato gastrointestinal assim como
apresentar acao antibiotica, impedindo a propagacdo e invasdo de bactérias patogénicas

ao hospedeiro.

Segundo Fernandez (2015), o interesse por alimentos probidticos tem sido
observado pela comunidade cientifica, bem como por individuos que primam pela
qualidade de vida, tendo em vista os inimeros beneficios conferidos por esses
microrganismos para a saude do hospedeiro. O autor ressalta ainda que para se verificar
esses beneficios ha a necessidade do consumo de uma quantidade minima diaria de
células de microrganismos probidticos, sendo a dose minima recomendada entre 108-10°
UFC, correspondente a 100g de produto que contenha de 10° -10” UFC/g. Desta forma,
esses microrganismos devem ser mantidos viaveis durante a vida de prateleira do produto,

conforme afirma Moroti et al. (2009).

Pauli (2020) reporta que os efeitos benéficos dos probidticos sobre a microbiota
intestinal humana inclui fatores como efeitos antagbnicos e efeitos imunoldgicos,
resultando um aumento da resisténcia imunoldgica do hospedeiro contra patogenos. De
acordo com Saad (2006), a suplementacdo da dieta com espécies probioticas estimula o
desenvolvimento das espécies benéficas, em detrimento & proliferacdo de espécies

potencialmente prejudiciais, reforgando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro

Segundo Gibson et al. (2004), as caracteristicas desejaveis de espécies probioticas
consistem na sua sobrevivéncia as condigdes adversas do trato gastrointestinal; ndo
apresentar propriedades toxicas ou patogénicas ao hospedeiro; ser estavel e permanecer

viavel durante sua estocagem; apresentar capacidade antagonica as espécies indesejaveis
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do trato gastrointestinal; e apresentar propriedades comprovadas de beneficios ao
hospedeiro. Freitas (2011) relata que a eficicia de um produto probiotico é estritamente
dependente da quantidade e caracteristicas das cepas de microrganismos utilizadas na sua

elaboracao.

Duarte (2007) descreve que as espécies de bactérias consideradas probioticas séo
gram positivas, se apresentam na forma de cocos ou bacilo, ndo esporogénicas e
fermentadoras de acUcares produzindo principalmente acido lactico, além de outros
compostos, como por exemplo, acido acético, etanol e CO2. Brito et al. (2013) salientam
ainda que estas espécies sdo anaerdbias, anaerdbias facultativas ou microaerofilas e que
pertencem as espécies dos géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus

faecium e Bacillus.

Como mecanismos de acgdo, Copolla e Turnes (2004) destacam a excluséo
competitiva, em que as espécies probidticas competiriam com os patdgenos/oportunistas
por sitios de fixacdo e por nutrientes, impedindo sua acdo transitoriamente. Assim, a
exclusdo competitiva explicaria a necessidade da administracdo continuada em elevadas
doses dos microrganismos probidticos, para observar seus efeitos. Os autores relatam
ainda que os microrganismos probioticos podem também interferir no desenvolvimento
de espécies patogénicas por meio da acdo de bacteriocinas, além de &cidos organicos e
perdxido de hidrogénio. Rosa e Teodoro (2022) citam varios mecanismos para elucidar
os efeitos anticarcinogénicos provocados por espécies probidticas, destacando o estimulo
da resposta imune do hospedeiro, como por exemplo aumentando a atividade fagocitaria,
alteracdes na atividade metabdlica da microbiota intestinal, diminui¢cdo do pH, entre

outros.

Coppola e Turnes (2004) reportam ainda que estes efeitos anticarcinogénicos dos
microrganismos probidticos podem ser atribuidos & inibi¢éo da atividade de enzimas pro-
carcinogénicas ou pela estimulacdo do sistema imune do hospedeiro. Relatam que, a
administracdo de Lactobacillus casei foi relacionada com a inducdo de uma resposta
antitumoral mediada por células T e a ativacdo de macrofagos assim como a supressao da

formacéo de tumores de colon em camundongos e a inibicdo de metéstases pulmonares.

Duarte (2007) reporta que o0s principais mecanismos de acdo estudados
demonstram a capacidade das células probi6ticas em aderir ao epitélio intestinal, sua
agregacdo aos microrganismos patogénicos, o efeito hipocolesterolémico, a
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imunomodulacado, o efeito anti-carcinogénico e a exclusdao competitiva. A maioria dos
probidticos pode interagir com a membrana intestinal, formando uma barreira que evita

a aderéncia dos microrganismos indesejaveis.

2.3.1 Veillonella atypica

De acordo com Han et al. (2020), Veillonella atypica pertence a familia
Veillonellaceae e ao género Veillonella, € uma bactéria Gram-negativa e cocos anaerdbio.
As espécies deste género, incluindo a V. atypica, sdo bem conhecidas por sua habilidade
de fermentar o lactato, produzindo propionato e acetato, por meio da via metilmalonil-
CoA, conforme mostrado na Figura 2. A V. atypica pode ser encontrada no intestino e na
mucosa oral de mamiferos e desempenha diversas funcdes em diferentes nichos.
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Figura 2. Via Metilmalonil-CoA, adaptado de Scheiman et al (2019)
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De acordo com Mashima e Nakazawa (2015) na area de odontologia, sabe-se que
a Veillonella spp. oral, incluindo V. atypica, juntamente com Streptococcus spp., séo
conhecidos como colonizadores precoces e responsaveis pela formagdo de biofilme e

auxiliam o desenvolvimento de placas dentérias.

De acordo com Nancharaiah e Lensa (2015) o ciclo bioquimico do selénio esta
recebendo maior atencdo por parte da comunidade cientifica, uma vez que este é um
elemento essencial tanto na natureza quanto para o corpo humano. No corpo humano,
este elemento tem funcgéo antioxidante, prevenindo o envelhecimento precoce, doengas

cardiovasculares e certos tipos de cancer. Na natureza esse ciclo desempenha um papel
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importante na mineralizacdo de carbono e nitrogénio por meio da respiracdo anaerobica
bacteriana e a poluicdo por ele, pode causar danos ecoldgicos significativos. Assim, 0s
autores comprovaram que V. atypica, é capaz de reduzir metais, com transformar selenito

biogénico em selénio, desempenhando assim um papel importante no ciclo do selénio.

Recentemente, Scheiman et al. (2019) reportaram que a abundancia relativa de
Veillonella intestinal em atletas esta significativamente associada ao desempenho destes
em corrida de maratona e realizaram um estudo com camundongos alimentados por
gavagem com Veillonella atypica, sendo constatado que os ratos do grupo experimental

apresentaram melhora do tempo de corrida em esteira.

2.3 PROBIOTICOS E O DESEMPENHO DE ATLETAS

De acordo com Souza e Bueno (2013), as praticas alimentares que promovam a
boa salde e o desempenho ideal sdo de interesse dos atletas, técnicos, médicos e
nutricionistas, tendo em vista que atletas de alto nivel, principalmente aqueles nao
profissionais, podem apresentar a microbiota do TGl alterada. Estes autores relatam ainda
que a pratica de exercicios fisicos exige bastante do organismo em termos de nutrientes,
sendo que, se o atleta tiver uma alteracdo da microbiota do TGI, pode resultar o aumento
das espécies patogénicas/oportunistas e consequentemente pode ser observada uma
reducdo na concentracdo de vitaminas, inativacdo de enzimas, producdo de toxinas
cancerigenas e destruicdo da mucosa intestinal, levando a uma menor sintese e absor¢do
de nutrientes. Esta situacéo pode ser regularizada com o uso de alimentos probi6ticos que
promovem um equilibrio da microbiota intestinal, garantindo assim uma melhor absor¢éo

dos nutrientes e consequentemente, melhoria da performance fisica do atleta.

Exercicios extenuantes podem inclusive inibir a imunidade inata pela reducéo da
protecdo da mucosa do trato gastrointestinal, mas estudos tém demonstrado que a
administracdo de probidticos incrementa o sistema imune da mucosa em atletas de elite

submetidos a treino exaustivos (Souza e Bueno, 2013).

Pumpa et al. (2019) estudaram a eficacia de probidticos sobre a incidéncia e
gravidade de infeccOes respiratorias e gastrointestinais em atletas de elite jogadores de

rugby da Australia em uma temporada de competi¢des internacionais. Este estudo foi
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sustentado em uma pesquisa, desenvolvida por médicos especializados em medicina
esportiva, que revelou que doengas gastrointestinais sdo comuns em atletas de elite apos
recuperacdo de uma lesdo. Neste contexto, os autores reportaram que nos Jogos
Olimpicos de Inverno em 2018 na Korea do Sul, foi relatada a incidéncia de 5,4%
manifestacdes de doencas em atletas, sendo 47% relacionadas ao sistema respiratorio e
21% ao sistema gastrointestinal. Assim, uma das abordagens consideradas na medicina
do esporte é o potencial de bactérias e leveduras probidticas na redugdo da incidéncia de

doencas do trato respiratorio superior e do trato gastrointestinal.

Neste trabalho os autores avaliaram os efeitos dos probidticos na incidéncia e
gravidade de infecgOes gastrointestinais em jogadores de rugby durante uma temporada
de competicdo internacional, considerando como parametros de avaliacdo associacfes
entre biomarcadores salivares de estresse (cortisol, alfa-amilase) e imunidade da mucosa
(s-1gA). Dos 19 atletas avaliados, 9 receberam um suplemento probiético (Ultrabiétic®
60 - uma mistura encapsulada de bactérias probidticas contendo 60 bilhdes de bactérias
viaveis de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus fermentum, Bifiodbacterium lactis,
Bifidobacterium bifidum e Streptococcus thermophilus) e SB Floractiv® 250 mg
composto de Saccharomyces boulardi .Outros 10 atletas receberam um placebo
(controle), consumidos juntamente com alimentos duas vezes ao dia. Os resultados
revelaram que 5 infec¢bes foram observadas nos atletas, das quais 3 deles do grupo

controle.

Os resultados revelaram que os probidticos podem minimizar a incidéncia de
infeccdes relacionadas ao sistema respiratdrio e gastrointestinal de atletas, por meio do
aumento da imunidade da mucosa. Assim, verificaram que o probidtico avaliado
promoveu aumento do nivel de alfa-amilase salivar, a qual desempenha papel relevante

no sistema de defesa do hospedeiro.

A literatura € escassa no tocante aos estudos relativos ao papel da microbiota do
TGI em atletas de alto desempenho. Desta forma, Petersen et al. (2017) realizaram
sequenciamento metagendmico completo do genoma e metatranscriptdmico para estudar
a composicdo da microbiota do TGI de ciclistas que competem em niveis profissional e
amador. Os resultados revelaram a existéncia de uma microbiota intestinal comum em

individuos que tém uma rotina rica em exercicios fisicos. Assim, concluiram que a
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atividade fisica interfere positivamente na composicdo da microbiota do TGl embora os

respectivos efeitos dessa microbiota nestes atletas permane¢am ainda desconhecidos.

De acordo com Scheiman et al. (2019) na microbiota do TGI de atletas séo
encontradas espécies do género Veillonellaceae, Bacteroides, Prevotella,
Methanobrevibacter e Akkermansia. A fim de estudar o efeito destas espécies no
desempenho atlético e no estado de recuperacdo muscular dos atletas, os autores
recrutaram 15 atletas corredores de maratona e 10 individuos sedentarios, como controle.
Assim, procedeu-se ao sequenciamento de DNA ribossémico 16S (rDNA) desses atletas
em amostras de fezes coletadas diariamente no periodo de uma semana antes e uma

semana apdés o dia da maratona.

Os resultados deste trabalho revelaram que a predominéncia de espécies do género
Veillonella é uma caracteristica da microbiota destes atletas em relacdo ao grupo controle.
Observaram também que o predominio desta espécie € influenciado pelas atividades pré
e pos-exercicio, o que levantou a necessidade de se avaliar a influéncia desta espécie no

desempenho dos atletas.

Neste contexto, Scheiman et al. (2019) avaliaram a influéncia de Veillonella
atypica, isolada do TGI de maratonistas, no desempenho fisico de 32 camundongos. Os
animais foram entdo submetidos a exercicio fisico em esteiras até a exaustdo, 5 horas ap6s
o0 recebimento das suspensdes de células. Aos animais do grupo controle, por 2 semanas,
foram administrados por gavagem uma suspensdo de Lactobacillus bulgaricus; e, do
grupo tratamento, uma suspensdo de Veillonella atypica. Lactobacillus bulgaricus foi
escolhido como controle devido a sua incapacidade de catabolizar o lactato, mimetizando
assim a carga bacteriana, sem afetar o metabolismo do lactato. A cepa Veillonella atypica,
foi isolada diretamente de amostras fecais de corredores de maratona. Os resultados
mostraram que os camundongos que receberam V. atypica permaneceram na esteira em
tempos de execucdo maximos significativamente maiores que os camundongos tratados
com L. bulgaricus. Scheiman et al (2019) demonstraram ainda que os ratos tratados com
V. atypica apresentaram desempenho, em média, 13% superiores em relacdo ao grupo

controle.

Os resultados obtidos por Scheiman et al. (2019) revelaram que nao s6 o género
Veillonella predomina na microbiota de atletas ap0s o exercicio, mas as vias que essas

espécies utilizam para metaboliza
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o lactato é também importante, tendo em vista que o lactato sistémico resultante
da atividade muscular durante o exercicio fisico entra no limen do trato gastrointestinal

e é metabolizado pela Veillonella, conforme ilustrado na Figura 3.

Muscle

Improved
performance

| Microbiome

Figura 3. Metabolismo de lactato conforme modelo proposto da interagdo microbioma-

exercicio fisico (Scheiman et al. 2019)

As setas vermelhas representam as etapas propostas pelos autores, onde
primeiramente, o lactato produzido no musculo entra no limen intestinal através da
circulagdo sanguinea e no intestino serd metabolizado como fonte de carbono por

microrganismos especificos, como espécies de Veillonella.

Scheiman et al. (2019) concluiram que a microbiota pode ser um importante
componente do desempenho fisico de atletas. Os resultados obtidos mostraram que no
sistema gastro intestinal de atletas corredores de maratona ocorre predominancia de

especies do género Veillonella ap6s o término das provas.

Estes resultados revelam a necessidade de pesquisas visando o desenvolvimento
de preparagdes probioticas contendo Veillonella atypica, as quais teriam os seus efeitos

avaliados no desempenho de atletas amadores.

2.4 PROPRIEDADES PROBIOTICAS in vitro

De acordo com De Oliveira Coelho et al. (2019) a sele¢do de microrganismos que
apresentam propriedades probidticas requer uma abordagem sistematica usando

estratégias com vistas a selecionar cepas seguras e que apresentem propriedades
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probidticas devidamente avaliadas e comprovadas. Estes autores reportam ainda que, as
referidas estratégias consistem de uma sequéncia de procedimentos com vistas a
selecionar cepas que apresentam propriedades funcionais desejaveis, bem como auséncia
de caracteristicas indesejaveis. Neste contexto, no presente trabalho o procedimento
adotado consistiu na avaliacdo de V. atypica ATCC 17744 no tocante as caracteristicas,
descritas abaixo, as quais sdo consideradas relevantes para que esta cepa possa ser

utilizada na formulacéo de alimentos funcionais.

2.5.1 Tolerancia ao Estresse

Segundo De Oliveira Coelho et al. (2019), apds a ingestdo, as células probioticas
sdo submetidas a situacBes adversas no trato gastrointestinal (TGI), tais como pH baixo,
presenca de suco gastrico e pepsina no estdbmago, creatina e sais biliares no intestino,
além de choque térmico leve causado pela temperatura interna do corpo em comparagao
com temperatura do alimento probidtico se encontrava anteriormente a sua ingestao.
Desta forma, uma cepa probiotica deve apresentar mecanismos de tolerancia para

sobrepor estas situacdes desfavoraveis as quais sdo submetidas.

Omura (2014) reporta que o estbmago apresenta baixo pH, em torno de 2,50 a
3,50 e a pepsina ali presente apresenta acdo antimicrobiana, sendo que a combinagédo
destes fatores permite a formacdo de uma barreira eficaz frente a entrada de bactérias
potencialmente patogénicas no trato intestinal. Neste contexto, o autor relata que, no
tocante a resisténcia ao suco gastrico, a selecdo de cepas probidticas, in vitro, é realizada
considerando uma faixa de valores de pH entre 1,00 e 5,00. Além disso, o tempo de
transito do alimento pelo estdmago dura em média 90 minutos, mas pode atingir até 4 h,

dependendo da sua natureza.

Apds passarem pelo estresse do pH acido do estbmago, as bactérias se deparam
com os sais biliares presentes no intestino (mais especificamente no duodeno). Estes sais
constituem a maior parte dos componente da bile e tratam-se de uma estrutura anelar de
colesterol ligada a aminodcidos (glicina ou taurina) por ligacdes amida. A natureza
anfifilica destes sais faz deles emulsificantes, solubilizando a gordura ingerida, bem como
vitaminas lipossoluveis, facilitando sua digestdo e absorcédo, além de agir nos lipideos da

membrana celular das bactérias, destruindo-a (Begley et al., 2005). Alguns
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microrganismos no TGl, tais como enterococos, bacteroides, bifidobactérias e outros, sdo
capazes de hidrolisar as ligagdes amida destes sais pela atividade enzimética da hidrolase
de sais biliares, criando sais biliares desconjugados pela separac¢do da glicina e taurina,
reduzindo os efeitos toxicos dos sais biliares conjugados (Aries et al., 1969 e Du Toit et
al., 1998). No entanto, Kurdi et al. (2006) relata que sais biliares desconjugados ainda

podem ser capazes de danificar a membrana celular da bactéria, causando sua morte.

Sousa (2013) avaliando cepas de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
animalis quanto a resisténcia as condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro, observou
uma taxa de sobrevivéncia acima de 90%, concluindo-se que o sorvete desenvolvido pode
chegar em nimero de células viaveis suficientes ao sistema gastrointestinal do hospedeiro
para ser considerado probidtico. Com o mesmo propdsito Oliveira (2013) estudou a
sobrevivéncia de cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei e
Bifidobacterium lactis, incorporadas em queijo de cabra, e observou por testes trato
intestinais in vitro, que todas as cepas sobreviveram em contagens superiores a 5,5 log

UFC/g, caracterizando o produto como probidtico.

Campos et al. (2021) realizaram quatro testes in vitro com amostras de
lactobacilos de seis leites fermentados comerciais comumente encontrados em mercados.
As amostras testadas apresentaram boa resisténcia ao meio gastrico in vitro assim como
resisténcia ao desafio in vitro com sais biliares, apresentando média de 40% de inibicdo.
O teste gastrointestinal simulado ndo reduziu mais de um Logl0 da populagédo
microbiana, o que é esperado para cepas apresentarem efeitos probidticos ao hospedeiro.

2.5.2 Capacidade de Adeséo

Algumas caracteristicas precisam ser consideradas para a classificacdo de um
microrganismo como probidtico, entre elas pode-se destacar a adesdo a mucosa intestinal,
que pode ser considerada uma colonizagdo transitoria (Wang et al., 2015) e a formagéo
de agregados com outros microrganismos. Adeséo € um processo complexo que envolve
mecanismos ndo especificos (hidrofobicidade) e especificos de receptores e ligantes.
Aderéncia de células é usualmente relatada com caracteristica de superficie celular

(Collado et al., 2008). Assim, a habilidade “preditiva” de adesdao das células ¢ mais
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facilmente detectada quando se reconhece as propriedades como hidrofobicidade e de

auto-agregacéo das cepas (Lima et al., 2016).

A habilidade de formar agregados celulares, desde que esses agregados possam
aumentar a aderéncia microbiana no intestino, promovem vantagens na colonizacgdo do
trato gastrointestinal (Garcia-Cayuela et al., 2014). Células de leveduras por serem
maiores e mais pesadas que as bactérias, podem ser capazes de formar mais rapidamente

precipitados em alta proporcéo (Gil-Rodriguez et al., 2015).

De Oliveira Coelho et al. (2019) afirmam que a adesao de células microbianas as
células epiteliais do TGI € um processo complexo envolvendo as membranas das
respectivas células (microbianas e humanas) que depende da estrutura quimica e fisico-
quimica da superficie celular da cepa probidtica. Esse processo depende do equilibrio das
interacOes eletrostaticas e de Van der Waals na superficie alvo, que, segundo Boonaert e

Rouxhet (2000) e Duary et al. (2011), envolve constituintes extracelulares bacterianos.

De acordo com De Oliveira Coelho et al. (2019), a adesdo de células microbianas
as células epiteliais do TGI depende da capacidade de autoagregacdo das mesmas, bem
como das propriedades hidrofobicas da superficie celular. Estes autores relatam ainda que
a capacidade de autoagregacdo das células microbianas permite que as células probidticas
atinjam uma elevada densidade celular no intestino, contribuindo assim com o0 mecanismo
de adesdo, enquanto a hidrofobicidade da superficie celular permite uma melhor interacéo

entre a célula microbiana as células epiteliais humanas.

Segundo Salas-Jara et al. (2016) as bactérias podem ser encontradas na natureza
sob as formas de bactérias plancténicas flutuantes livremente, bem como na forma de
colbnias imdveis de células formando biofilmes. Biofilme é definido por Donlan e
Costerton (2002) como “uma comunidade imdvel microbiana caracterizada por células
que estdo irreversivelmente ligadas a um substrato, superficie ou entre si, sendo
incorporados em uma matriz constituida de substancias poliméricas extracelulares que
estas produzem e exibem um fenotipo alterado em relagdo a taxa de crescimento e

transcri¢do génica”.

A formacéo e desenvolvimento de biofilmes séo afetados por multiplos fatores,
incluindo a cepa, as propriedades da superficie celular e parametros ambientais, como
pH, concentracgdo de nutrientes e temperatura (Donlan e Costerton, 2002). Segundo Terraf

et al. (2012) a formacdo de biofilme por bactérias probidticas, pode ser considerada uma
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caracteristica desejavel, pois podem favorecer a colonizacdo, bem como a permanéncia
das células aderidas na mucosa do hospedeiro, evitando assim a colonizagao por espécies

patogénicas.

Segundo De Oliveira Coelho et al. (2019), a caracteristica de hidrofobicidade
contribui para uma maior interagdo entre a célula microbiana e as células epiteliais do
hospedeiro e a capacidade de auto-agregacéo celular permite que a cepa probidtica atinja

uma alta densidade celular no intestino.

De Oliveira Coelho et al. (2019), avaliaram as caracteristicas probidticas de
Lactobacillus satsumensis, Leuconostoc mesenteroides e Saccharomyes cerevisiae,
isoladas de kefir enriquecido com mel, cujos resultados revelaram que as caracteristicas
de auto-agregacdo e hidrofobicidade mantiveram-se estaveis atingindo niveis de
agregacao superiores a 80% apo6s 24 h. De acordo com Saulnier et al, (2009) esses
valores de autoagregacao indicam que as referidas cepas probidticas podem atingir uma
alta densidade celular no intestino e afirmam também que cepas que apresentam afinidade
com o tolueno (nos testes de hidrofobicidade) séo fortes doadoras de elétrons, o que revela
que estas apresentam boa capacidade de colonizac¢do do intestino. Assim, De Oliveira
Coelho et al. (2019) demonstraram que a cepa Leuconostoc mesenteroides nao apresentou
caracteristica de hidrofobicidade (0%), ao passo que S. cerevisiae aumentou sua
hidrofobicidade com o tempo de exposicéo, atingindo 70% apds 90 min de experimento
em ambos os solventes, ao passo que L. satsumensis apds neste periodo atingiu 44% em

xileno e 81% em tolueno.

Propriedades probioticas apresentadas por cepas de Lactobacillus casei e
Lactobacillus fermentum foram estudadas por Souza (2018) para sustentar o
desenvolvimento de formulagGes de alimentos funcionais. Os resultados revelaram que a
maioria das cepas avaliadas apresentou elevada capacidade de autoagregacéo, variando
de 60,97 a 96,18%, tendo como consequéncia uma significativa capacidade de aderir a
superficie da mucosa intestinal. Esta caracteristica contribui para coloniza¢do adequada
do TGl e portanto para os efeitos benéficos resultantes da acdo destas cepas, tais como,
estimulo do sistema imunoldgico, bem como a competicdo com cepas patogénicas no
TGI. No tocante a caracteristica de hidrofobicidade, Souza (2018), reportou valores
médios de hidrofobicidade em torno de 60%, sendo que para as cepas de Lactobacillus
casei estes valores variaram entre 9,66 a 69,36 %, e para Lactobacillus fermentum valores
entre 0,30 a 68,81%. Segundo Ubbink e Schéar-Zammaretti (2003) a caracteristica de
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hidrofobicidade esta relacionada ao acesso das bactérias probidticas a mucosa, no entanto,
este ndo é um preé-requisito forte para caracterizar a forca de adesdo as células epiteliais
do hospedeiro.

Terraf et al. (2012) avaliaram a capacidade de formacdo de biofilmes em
diferentes condigdes de cultivo por espécies de Lactobacillus vaginais e demonstraram
que esta propriedade foi significativamente influenciada pela cepa, pelo meio de cultura,
concentracdo do indculo e natureza quimica do suporte utilizado (laminulas de vidro e
microplacas de poliestireno). Assim, demonstraram que a formacgéo de biofilme € uma
propriedade benéfica apresentada por algumas cepas, tendo em vista que esta propriedade
era atribuida as espécies patogénicas, bem como a dificuldade de eliminacdo frente a

resisténcia dos biofilmes.

2.5.3 Atividade Antipatogénica

Em relacdo a atividade antimicrobiana, apresentada por cepas probioticas, De
Oliveira Coelho et al. (2019), relataram que quando estas estdo aderidas ao TGl
sintetizam compostos extracelulares que apresentam atividades antimicrobianas, os quais
sdo resultantes do metabolismo de carboidratos, proteinas e outros compostos menores,
tais como &cidos organicos , enzimas, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e peptideos.
Outros mecanismos de antagonismo microbiano incluem a exclusdo competitiva que
consiste na competicdo por nutrientes e sitios de adesdo, bem como, coagregacao com
células patogénicas e estimulagdo do sistema imunoldgico (Lebeer et al., 2008). Essas
atividades variam de acordo com a cepa microbiana (Vera-Pingitore et al., 2016; Verén
etal., 2017).

Neste contexto, Costa et al. (2012) avaliaram duas cepas de Lactobacillus e uma
de Bifidobacterium, isoladas do intestino humano, no tocante a capacidade de exercer
acdo antimicrobiana sobre S. aureus, B. cereus, E. coli e S. Enteritidis e metabdlitos
produzidos em caldo de cultivo estatico e em agitagdo para simular condicdes de
anaerobiose a aerobiose. Os resultados demonstraram que as cepas avaliadas
apresentaram efeito de inibicdo sobre o crescimento das cepas patogénicas estudadas.
Além disso, foi possivel observar o efeito do oxigénio sobre a producdo de substancias

toxicas aos microrganismos indicadores, evidenciando que Lactobacillus cultivados em
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aerobiose, parece produzir metabolitos com maior efeito inibitdrio, enquanto que, para a

linhagem de Bifidobacterium, o efeito foi oposto.

Pehrson (2013) avaliou cepas de Lactobacillus, incluindo L. acidophilus, L. casei,
L. fermentum e L. plantarum com relacdo a capacidade de sintetizar substancias que
apresentam efeito antimicrobiano sobre espécies patogénicas, intestinais gram-negativas,
como Escherichia coli (3 cepas distintas), Shigella sonnei, Shigella dysenteriae e
Salmonella Enteritidis, avaliando a atividade inibitoria de substancias presentes no
sobrenadante livre de células de cada cepa. A caracterizacdo presuntiva das substancias
responsaveis pela inibicdo do crescimento microbiano foi realizada submetendo os
respectivos sobrenadantes a diferentes tratamentos (catalase, enzimas proteoliticas,
tratamento térmico e neutralizacdo do pH). A estratégia pelo autor consistiu na avaliacao
do crescimento, determinado por turbidimetria, das cepas patogénicas na presenca do
sobrenadante in natura e tratado. Os resultados mostraram que L. acidophilus, L. casei e
L. plantarum foram capazes de inibir 5 das 6 cepas patogénicas avaliadas, em niveis de
inibicdo variando de 23% a 53%, sendo que a cepa S. dysenteriae ndo teve seu
crescimento inibido pelas cepas de Lactobacillus avaliadas. O autor demonstrou também
que apenas de L. fermentum apresentou atividade inibitéria sobre esta cepa, cujo
percentual de inibigéo variou entre 20% e 35% e entre 36% e 65% para as demais cepas

patogénicas.

Andrade et al. (2014) avaliaram, in vitro, o potencial probidtico de cepas de
Lactobacillus spp. isolados de queijos minas artesanal da Serra da Canastra e constataram
que as cepas avaliadas apresentaram atividade antagonista sobre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica var. Typhimurium
e Enterococcus faecalis. Recentemente, Silva et al. (2021) estudaram o potencial
probidtico de trés cepas bacterianas empregadas na formulagédo de alimentos funcionais,
sendo estas Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei e Lactococcus lactis. Os
autores observaram gque nenhuma das cepas estudadas foi capaz de inibir o crescimento
de espécies patogénicas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogene. Os autores ressaltaram ainda sobre a importancia de se levar em consideracao
que testes in vitro nem sempre expressam as condic¢des in vivo, uma vez que diversos
fatores relacionados ao hospedeiro, bem como ao alimento funcional, interferem no

mecanismo de resposta e atuacdo das espécies probioticas.
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2.5.4 Caracteristicas funcionais

Segundo De Oliveira Coelho et al., (2019) os microrganismos que apresentam
propriedades probidticas contém em sua constituicdo componentes celulares, bem como
sintetizam moléculas que contribuem para sua acdo funcional, incluindo antioxidantes,
enzimas, acidos organicos de cadeia curta, peptideos, vitaminas essenciais e minerais, que
conferem beneficios a salde do hospedeiro. Os compostos com acdo antioxidante
produzidos pelas espécies probioticas incluem superdxido dismutase, glutationa
dismutase, acido ascorbico , melatonina e glutationa, que protegem o corpo humano
contra altos niveis de radicais de oxigénio que causam danos aos lipidios, proteinas e
DNA (Schieber e Chandel, 2014). De acordo com Ferreira (2021) os antioxidantes
podem atuar nos organismos na protecao de células contra radicais livres, impedindo que
0s mesmos sejam formados e reparando os danos ja causados. O autor classifica estes
compostos como antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo que 0s enzimaticos
blogueiam a iniciacdo de reacdes de oxidacdo onde as enzimas sdo responsaveis pela
remocao das espécies reativas ao 0xigénio e 0s ndo enzimaticos interagem com os radicais

consumindo-os durante a reacao.

Durante o processo de fermentacdo as bactérias sintetizam, além de acidos
organicos, diversos compostos bioativos com atividade antioxidante (Almeida et al.,
2011).). As propriedades antioxidantes demonstradas em leites fermentados de bovinos
e de camelo sugerem que, além do seu valor nutricional, estes também sdo considerados
alimentos funcionais que podem ser empregados na formulacdo de novos alimentos que

contribuem para a saude do consumidor (Ferreira, 2021).

Para a determinag&o do potencial antioxidante dos alimentos funcionais utiliza-se
do método de radicais livres que consiste em medir a perda de cor de uma solucgéo
composta por radicais estaveis DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) que apresenta cor
violeta quando na presenca de substancias que podem ceder um &tomo de hidrogénio,
baseando-se portanto na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para uma

molécula (Brand-Williams et al., 1995; Huang et al., 2005). Duarte-Almeida et al.
(2006) complementam mencionando que os resultados da

atividade antioxidante sao obtidos pelo decaimento da
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absorbancia da amostra em estudo em relacao ao controle, sendo
o resultado expresso em porcentagem de sequestro de radicais
livres (%) que pode ser expressa através da equacao: Atividade %

= (Acontrole—Aamostra)/Acontrole

Neste contexto De Oliveira Coelho et al. (2019), avaliaram, utilizando o método
DPPH, a capacidade antioxidante de trés cepas probidticas: Lactobacillus satsumensis,
Leuconostoc mesenteroides e Saccharomyes cerevisiae, as quais foram isoladas de kefir
enriquecido com mel. Desta maneira, as cepas analisadas foram tratadas de duas formas
distintas, onde para avaliar a atividade antioxidante intracelular, foi necessario obter-se o
conteddo intracelular por homogeneizador ultrassénico. Os resultados revelaram que as
cepas avaliadas apresentaram a capacidade de produzir compostos antioxidantes intra e
extracelulares, em valores variando entre 22 e 27%, sendo que o L. satsumensis e S.
cerevisiae apresentaram a maior atividade intracelular e extracelular, respectivamente
Assim, os autores concluiram que a ingestao desse alimento funcional poderia aumentar
a quantidade de antioxidantes no organismo por secrecdo extracelular ou por lise de
células microbianas (componentes intracelulares) no TGI, uma vez que apresentaram

atividade antioxidante em ambos os componentes (intra e extracelulares).

Com o objetivo formular uma bebida fermentada probiotica a base de extrato
hidrossoltvel de améndoas enriquecido com o6leos de acai e pequi, com adicdo de
farinha de linhaca, Guimardes et al. (2020) avaliaram a atividade antioxidante das
formulacGes desenvolvidas, pelo método DPPH. Neste trabalho os autores formularam o
que foi denominado de bebida base, consistida em fermento lactico probidtico contendo
culturas  superconcentradas de Lactobacillus acidophilus, Bifidocacterium e
Streptococcus thermophilus, com calda de morango, sucralose e farinha de linhaga. Esta
bebida base foi entdo enriquecida com 6leo de acai e com 6leo de pequi. Os valores de
DPPH reportados pelos autores foi 42,4% para a bebida de base, com o 6leo de acai de
43,6% e com o 6leo de pequi 50,9%. Os resultados demonstram a qualidade nutricional
expressas na  riqueza do potencial antioxidante dessas formulagdes com alta
funcionalidade a prevengdo de agravos patoldgicos, caracterizando o produto

desenvolvido como alimento de base funcional.
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2.5.5 Avaliacdo de Seguranca

De acordo com Culligan et al. (2009) o risco de provocar infeccdo por meio do
consumo de alimentos que contenham microrganismos vivos deve ser avaliado. Desta
forma, as cepas probidticas devem ser seguras para 0 consumo e, portanto consideradas
GRAS (Generally Recognized As Safe) (Culligan et al., 2009). Neste sentido, algumas
iniciativas adotadas pela comunidade europeia (The European Union Novel Food
Regulation, QPS e PROSAFE), Estados Unidos (FDA e OMS) e Canadéa (Health Canada:
NHPR) tém sido direcionado paro o estabelecimento de critérios para a avaliacdo de
seguranca de microrganismos probioticos para uso humano e animais domésticos. Assim,
segundo De Oliveira Coelho et al. (2019), as recomendagfes comuns incluem registros
de historico de isolamento, identificacdo taxondmica e auséncia de genes de viruléncia,

infectividade, toxicidade e resisténcia a antibidticos transferiveis.

2.5.5.1 Resisténcia a antibioticos

Segundo Omura (2014) antibidticos sdo substancias quimicas que possuem
atividade bactericida ou bacteriostatica sobre microrganismos, podendo ser sintetizados
por bactéria e, fungos e apresentam diferentes mecanismos de acao. Neste contexto Grillo
et al. (2013) alertam para o risco da utilizacdo de antibi6ticos, uma vez que estes foram
desenvolvidos para o tratamento de doencas microbianas. Assim, seu uso tem se tornando
cada vez mais desafiador, pois além de perturbar a eubiose intestinal, 0 emprego empirico
e indiscriminado destas drogas pode levar ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana
e, consequentemente, desencadear o surgimento de infecgcbes causadas por
microrganismos multirresistentes. Desta forma, é imprescindivel o conhecimento do
perfil de sensibilidade aos antibioticos das bactérias que estdo diretamente associadas a

infeccbes, bem como 0 mecanismo de disseminacao desta resisténcia.

De acordo com Omura (2014), e os mecanismos de resisténcia a antibidticos estéo
sustentadas em quatro estratégias: i) inativacdo da droga; ii) prevencdo da chegada da
droga ao seu alvo; iii) reducdo da suscetibilidade ao alvo; ou iv) aquisi¢do de genes de
resisténcia que conferem diferentes mecanismos de resisténcia. Klein (2011) relata que
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as cepas probidticas apresentam variada resisténcia aos antimicrobianos, devido as suas
caracteristicas intrinsecas ou por aquisicdo de genes que conferem mecanismos de
resisténcia. Este autor explica que a resisténcia intrinseca est4 baseada nas caracteristicas
naturais do microrganismo, como fisiologia e peculiaridades estruturais da cepa
(caracteristicas da parede celular ou perda da funcdo ativa do antibiotico). Ja a resisténcia
adquirida pode ser transferida horizontalmente entre bactérias e resulta da mutagdo no
genoma bacteriano ou aquisicdo de genes de resisténcia por meio de processos de
conjugacéo (requer transferéncia pelo contato célula-célula), transducédo (transferéncia
genética por intermédio de bacteri6fagos) e transformacéo (absorcdo de DNA soluvel a

partir do meio por células doadoras) (Mathur e Singh, 2005).

De acordo com Omura (2014) transposons - que sdo elementos de DNA que
codificam uma enzima chamada tranposase, responsavel pela mobilizacdo desse elemento
no genoma, através de um mecanismo de "corte e cola" - podem também contribuir para
transferéncia de genes, onde segmentos podem saltar ou transferirem entre eles a partir
de uma molécula de DNA (plasmideo, cromossomo) para outra (plasmideo, cromossomo,
fago) dentro de uma unica célula. Klare et al., (2007) relata que cepas bacterianas que
carreiam genes de resisténcia adquirida a antibioticos, ndo devem ser utilizadas em
alimentos, a menos que haja comprovacao de que tal fen6tipo seja resultante de mutacéao

cromossémica.

Luciano (2016) avaliou o potencial probidtico de cepas de Lactobacillus spp.
isoladas de subprodutos do processamento de frutas e sua sensibilidade a antimicrobianos.
Os resultados revelaram que a maioria das cepas testadas exibiram resisténcia aos
antimicrobianos, em especial a kanamicina, eritromicina e tetraciclina e o autor salientou
a necessidade de novos estudos para garantir a sua segurancga para que estas cepas possam
ser veiculadas em alimentos funcionais. Neste contexto, Silva (2018) avaliou o potencial
probidtico de bactérias laticas isoladas de leite de cabra, sendo estas Weissella cibaria
(LS1), Lactococcus lactis subsp. lactis (LS2, LS3 e DF04Mi) e Lactobacillus plantarum.
Os resultados mostraram que os isolados avaliados foram sensiveis aos antibioticos
ampicilina, gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina e clindamicina, permitindo considerar

os isolados como possiveis candidatos a cepas probidticos.

Barbosa et al., (2021) isolaram do Kombucha uma espécie de bactéria do acido
lactica e identificada como Pediococcus acidilactici, que foi submetida aos testes de

segurancga com énfase para os testes de resisténcia a antibioticos. Os resultados revelaram
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que a referida cepa apresentou sensibilidade a ampicilina, cefalotina, gentamicina,
eritromicina e tetraciclina, sendo resistente apenas a ciprofloxacino. Assim, 0s autores

concluiram que este alimento funcional é seguro para o consumo.

2.5.5.2 Enzimas relacionadas a patogenicidade: Gelatinase, Lipase, Beta-hemolise e
Catalase

De acordo com Omura, (2014), os fatores de patogenicidade, também conhecidos
como fatores de viruléncia, referem-se a mecanismos comuns observados entre varias
espécies patogénicas e estdo relacionados a atividades de enzimas especificas, tais como
gelatinase, lipase, catalase e atividade hemolitica ndo sdo desejadas nas bactérias que

serdo utilizadas como probioticas.

No tocante a sintese de hemolisina, Husain (2008) reporta que esta ocorre devido
ao requerimento de ions de ferro, micronutriente fundamental, que é utilizado como
cofator enzimatico no desenvolvimento de microrganismos patogénicos. Vesterlund et al.
(2007) relatam que este teste tem por objetivo investigar a capacidade das cepas em
ocasionar anemia e edema no individuo hospedeiro, visto que a producédo de hemolisina
é um fator de viruléncia por conta do consumo do ferro pelas bactérias patogénicas que a
possuem. Omura (2014) classifica os resultados desta analise como alfa-hemolitica
(grande capacidade de consumir ferro), beta-hemolitica (baixa capacidade de consumir

ferro) e gama hemolitica (incapacidade de consumir ferro).

Em relagéo a atividade da enzima gelatinase, Omura (2014) reporta que se trata
de uma enzima proteolitica capaz de hidrolisar gelatina, colageno, caseina, hemoglobina
e outros peptideos bioativos e que esta associada a inflamacéo e viruléncias em humanos
e animais. Desta forma, torna-se relevante caracterizar cepas probidticas no tocante a
capacidade de sintetizacdo de tal enzima. De acordo com Fisher e Phillips (2009) a
principal funcdo da gelatinase na patogenicidade das cepas que a possuem é a obtencgdo

de nutrientes a partir da degradagéo do tecido hospedeiro.

No tocante a caracterizacdo relativa a atividade lipolitica, Brito (2021) reporta que
esta tem como objetivo investigar a capacidade das cepas em degradar lipidios de cadeia

longa. Segundo Xie et al. (2012) essa caracteristica € considerada como fator de
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viruléncia presente em cepas patogénicas, uma vez que provoca acimulo dessa enzima

no sangue do hospedeiro.

Em relacdo a catalase, concentra¢es Martin e Suérez (2010) reportaram que esta
é uma enzima intracelular sintetizada por algumas espécies de microrganismos que tem a
funcéo de decompor o perdxido de hidrogénio, que apresenta acdo antagonista a bactérias
patogénicas. Os autores enfatizam ainda que este constitui um mecanismo de defesa
microbiano ndo-especifico eficaz mesmo em baixas concentracdes de perdxido de
hidrogénio presente. Neste contexto, Alvim (2015) relata que perdxido de hidrogénio é
oxidado pelas enzimas peroxidases gerando halogénios e isocianetos, que atuam como
agentes antibacterianos sobre espécies patogénicas, por meio da ruptura da membrana

celular e interrupc¢éo da sintese proteica.

Paula et al. (2011) relatam que as bactérias do acido latico sdo boas produtoras de
perdxido de hidrogénio. Como estas espécies ndo sintetizam a catalase, o peroxido de
hidrogénio é acumulado, contribuindo para o efeito inibitorio sobre os patégenos que nao
sintetizam catalase. De acordo com Alvim (2015), a maioria das cepas probioticas €
representada por bactérias do acido latico que sdo catalase-negativo.

Barbosa et al., (2021) como visto anteriormente, estudaram os aspectos de
seguranca e funcionalidade do Pediococcus acidilactici que foi isolado de Kombucha.
Além dos testes com antibidticos j& comentados, os autores também testaram a cepa com
relacdo a atividade hemolitica e gelatinase, sendo estes negativos, 0 que possibilitou

concluir que o isolado de Kombucha é candidato a seguranca para consumo humano.

Brito (2021) avaliou 97 cepas de bactérias &cido-laticas isoladas da fermentacéo
espontanea do fruto amazénico bacupari (Rheedia gardneriana), considerando as
caracteristicas de viruléncia como atividade de gelatinase, sintese de lipase e atividade
hemolitica. Como resultado, duas cepas isoladas, apresentaram resultados negativos
quanto a atividade de gelatinase e lipolitica, e apenas uma delas apresentou resultado
gama-hemolitica (incapacidade de consumir ferro). Uma vez que de todas as cepas
isoladas, apenas esta apresentou potencial probiotico baseado nas analises de seguranga

realizadas, o autor entdo a identificou como sendo Weissella jogaejeotgali.

Machado (2021) avaliou, in vitro, cepas de bactérias do acido lactico, isoladas de
kefir e kombucha, considerando aspectos de seguranca em relacdo as atividades de

gelatinase e hemolisina, reportando resultados negativos para ambos os testes.
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2.6 PREBIOTICOS

Prebioticos sdo definidos por Raizel et al. (2011) como sendo ingredientes
alimentares utilizados como substratos para crescimento dos microrganismos dos
intestinos, ndo digeridos no intestino delgado ao atingirem o intestino grosso, séo
metabolizados seletivamente por um numero limitado de bactérias benéficas. Sendo
assim, estes compostos interferem na composi¢do da microbiota do c6lon auxiliando o
crescimento e a proliferacdo das bactérias benéficas, principalmente espécies de
lactobacilos e bifidobactérias, induzindo assim efeitos fisioldgicos importantes para a

salde do hospedeiro.

Os compostos prebidticos sdo constituidos essencialmente por carboidratos de
tamanhos diferentes, tais como mono, dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos,
0s quais sdo encontrados na cebola, chicoria, alho, alcachofra, cereais, aspargos, raizes
de almeirdo, beterraba, banana, trigo e tomate, sendo também encontrado no mel, actcar

mascavo e em tubérculos (Raizel et al., 2011).

De acordo com Ghosh et al. (2021), para que os oligossacarideos possam ser
considerados prebidticos estes devem ser resistentes ao pH do trato gastro intestinal e as
enzimas digestivas, para que consigam atinjir o colon e ser metabolizado pelas bactérias
benéficas do TGI.

Gupta et al. (2022), reportam que a microbiota intestinal benéfica, presente no
coélon do hospedeiro seletivamente metaboliza os prebidticos como substrato gerando
acidos organicos de cadeia curta, os quais, de acordo com Oniszczuk et al. (2021),
apresentam propriedades imunomoduladoras e interferem positivamente na integridade

da barreira imunologica intestinal

De acordo com Pier et al. (2020) dentre os prebidticos comumente utilizados
destacam-se a inulina, frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS),
lactulose, polidextrose, isomaltooligossacarideos, xilooligossacarideos (XOS) e lactitol,

dentre outros.
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2.6.1 Inulina

A inulina é um polissacarideo composto por unidades de B-D-frutofuranosil, com
grau de polimerizacdo entre 2 a 60 unidades e apresenta uma unidade de sacarose na sua
extremidade (Figura 3). Por ndo ser hidrolisada por enzimas digestivas, a inulina é

fermentada no célon, o que Ihe confere caracteristicas prebidticas (Zamarchi et al., 2020).

W OH

Figura 4. Estrutura quimica de inulina (Silva, 2010)

Pesquisas sobre os efeitos positivos do consumo de inulina como um agente
prebidtico ndo sdo recentes. Neste contexto, Salminen et al. (1998) destacaram o papel
da inulina na manutencdo da salde do col6n intestinal, melhorando as funcdes
fisiolégicas e imunoldgicas do organismo contribuindo assim para menor incidéncia de

infeccOes agudas, diarreia, constipacdo intestinal e doencas inflamatorias intestinais.

De acordo com Rebequi et al. (2016) a inulina é considerada como carboidrato de
reserva, sendo geralmente extraida das raizes de plantas como chicoria, alho, cebola e
banana. A inulina apresenta relevantes propriedades nutricionais, como por exemplo
baixo teor de agucar, baixo valor caldrico e baixo indice glicémico, podendo contribuir
para a reducédo do risco de doengas cronicas ndo transmissiveis. Os autores ressaltam que
0 seu consumo deve estar associado a uma alimentagdo equilibrada e habitos de vida

saudaveis.

De acordo com Rebequi et al. (2016) e Zamarchi et al. (2020), no Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgao que regulamenta o uso de

inulina em alimentos como massa de pizza, cereais matinais extrusados, bolos
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industrializados (muffins), produtos lacteos, de panificacdo, carneos e doces em geral,

dentre outros.

De acordo com Lemos et al. (2019) a inulina apresenta diversas caracteristicas
funcionais, nutricionais e tecnoldgicas relevantes, permitindo assim combinagdes
adequadas para a melhoria de atributos como sabor e textura de alimentos funcionais.
Segundo Macedo et al. (2020), a boa solubilidade da inulina permite que esta seja
utilizada em produtos lacteos, contribuindo para melhoria da agéo das culturas probidticas

nos alimentos simbioticos.

Feitosa (2020) avaliaram iogurtes adicionados de diferentes concentracGes de mel
e de inulina. A inulina foi adicionada a fim de se obter uma formulacao funcional ao
iogurte, devido suas caracteristicas prebidticas. Os autores concluiram que a inulina
melhorou a estabilidade do iogurte ao longo do tempo de armazenamento devido as suas
propriedades como umectante e higroscépico, além de uma melhora na textura do

produto.

Peres et al. (2020) relatam que a utilizagéo da inulina, como agente funcional, faz
com que a resisténcia de sorvetes a altas temperaturas aumente significativamente.
Zamarchi et al. (2020) reportam que a inulina confere aumento na viscosidade dos
produtos, formando uma espécie de gel, e que, em temperaturas mais baixas, como no
caso de sorvetes, este gel é formado mais rapidamente, resultando em um derretimento

mais lento.

Silva et al. (2019) estudaram a influéncia de frutooligossacarideo e inulina sobre
o perfil cardiometabdlico de ratos Wistar. Para tanto, avaliaram os parametros de peso do
ceco, ganho de peso, glicemia, triglicerideos, tecidos adiposo subcutaneo e epididimal,

observando efeitos sistémicos benéficos desses compostos.

Lima Maia et al. (2018) reportaram efeito benéfico relativo ao consumo diario de
prebidticos como a inulina. A fermentacéo que ocorre no colon do hospedeiro € capaz de
produzir acidos organicos de cadeia curta (propionato, butirato, acetato), que sao
importantes para o intestino, pois atuam diminuindo o pH do cdélon, além de estimular o

crescimento de bactérias benéficas no trato intestinal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMO

Veillonella atypica ATCC 17744, caracterizada no presente trabalho, foi adquirida
da American Type Culture Collection, a qual foi devidamente ativada em tubo falcon de
15 ml contendo meio BHI (Brain Heart Infusion), constituido de infuso cérebro-coragéo
(17 gL), peptona (10 g/L), dextrose (2 g/L), cloreto de sodio (5 g/L), fosfato dissodico
(2,5 g/L) e agua destilada (1L), adicionado de 10% de lactato (Pantec®, 60% de pureza)
(BHIL), conforme proposto por Scheiman et al. (2019). Uma vez preparado, este meio
foi esterilizado (121°C/15 min) em autoclave, ap0s a inoculacao (5%v/v) da referida cepa
e incubado em estufa bacterioldgica a 37°C por 48 horas. Em seguida, preparou-se tubos
de culturas estoque, as quais foram mantidas sob congelamento (- 6°) em meio BHI (70%)

suplementado com glicerol (30%).

3.2 MEIO E CONDICOES DE CULTIVO

Veillonella atypica ATCC 17744, obtida da cultura estoque, foi devidamente
ativada em tubos tipo Falcon 15 ml contendo meio BHI, os quais foram inoculados (5%
v/v) e incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas em condicGes de
anaerobiose. Para garantir esta condi¢éo os referidos tubos foram mergulhados em banho
de gelo imediatamente apos a etapa de esterilizacdo para induzir a formacéo de vacuo,
conforme preconizado por Silva et al. (2013). Para se certificar da condicdo de
anaerobiose, 0 mesmo procedimento foi utilizado em um tubo tipo Falcon de 15 ml
contendo meio tioglicolato, constituido de (g/L) triptona 15,0; extrato de levedura = 5,0;
dextrose = 5,5; cloreto de sodio = 2,5; L-cistina = 0,5; tioglicolato de sédio = 0,5 e
resazurina sédica = 0,001 pH 7,10+ 0,2 a 25°C. Este meio apresenta coloracdo amarela

em anaerobiose e vermelha em contato com oxigénio.
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3.3 DESEMPENHO DE Veillonella atypica ATCC 17744 EM MEIO BHIL

Para tracar a curva de crescimento, Veillonella atypica ATCC 17744 foi ativada
em tubo tipo Falcon de 15 mL contendo 9,5 ml de meio BHIL devidamente inoculado
com 0,5 ml do ino6culo, obtido da cultura estoque, seguido de incubacdo em estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Em seguida, 15 tubos tipo Falcon de 15 ml contendo
9,5 mL de meio BHIL, devidamente esterilizados, foram inoculados com 0,5 ml da cultura
previamente ativada seguido de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C. Amostras,
correspondendo a 2 tubos, foram coletadas a cada 12 horas por um periodo de 48 h, e a
partir de entdo a cada 24 h até a estabilizacdo do pH. Entdo, cada amostra foi
homogeneizada em vortex por 20 segundos e 1 ml da mesma foi adicionada em 9 ml de
solucéo salina (NaCl 9g/L) e realizada a diluicio seriada até a 10° UFC/ml. Feito isso, foi
realizado a técnica de pour-plate com meio BHIL suplementado com 15 g/L &gar e as
placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 48 horas para entdo realizar a
contagem das coldnias. Apos a retirada da aliquota de 1 ml para contagem de viabilidade
celular, foi realizada a medicéo de pH (PG1800 GEHAKA®) no tubo de ensaio contendo

o restante do meio fermentado. Este ensaio foi realizado em 2 repeticGes.

3.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES PROBIOTICAS DE Veillonella atypica
ATCC 17744 in vitro

Tendo em vista a necessidade de se conhecer as propriedades probioticas de
Veillonella atypica ATCC 17744, visando o desenvolvimento de formulacbes de
alimentos funcionais, uma série de testes, in vitro, foi conduzida com o objetivo de
caracterizar esta cepa no tocante as seguintes propriedades: tolerancia ao estresse (pH,
tolerancia aos sais biliares, sobrevivéncia ao trato gastrointestinal), capacidade de adesédo
(hidrofobicidade, auto-agregacdo e formacdo de biofilme), atividade antipatogénica,
atividade antioxidante e avaliagdo de seguranca (atividade hemolitica, gelatinase, lipase,

resisténcia a antibioticos, catalase), conforme detalhado a seguir.
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3.4.1 Tolerancia ao estresse

3.4.1.1pH

A avaliacéo de tolerancia a estresse por parte de Veillonella atypica ATCC 17744,
no tocante a resisténcia ao pH, foi realizada de acordo com metodologia descrita por De
Oliveira Coelho et al., (2019) adaptada. Para tanto, cultivou-se Veillonella atypica ATCC
17744 em meio BHIL, cujo pH foi ajustado para 2,00; 3,00; 4,00 e 7,00, com solucdes de
HCI 0,1M e NaOH 0,1M. Os ensaios foram realizados, em duplicata e com repeti¢éo, em
tubos tipo Falcon de 15 mL contendo 9,5 mL dos respectivos meios, 0s quais foram
inoculados com 0,5 mL de inéculo devidamente ativado, seguido de incubagdo em estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 h. Amostras foram coletadas no tempo inicial e ap6s 1, 2,
3 e 4 horas de incubacdo, sendo entdo submetidas a diluicdes em série e cultivadas por
pour-plate em Agar BHIL a 37°C por 48 horas para contagem das Unidades Formadoras

de Coldnia (UFC) gue foram utilizadas para tragcar uma curva de crescimento.

3.4.1.2 Sais biliares

A tolerancia aos sais biliares, por Veillonella atypica ATCC 17744, foi avaliada
de acordo como metodologia descrita por De Oliveira Coelho et al., (2019) com
modificagdes. Para tanto, em duplicata e com repeticdo, 2 tubos tipo Falcon de 15 ml
contendo 9,0 ml de meio BHIL contendo 0,3 e 0,6 % (m/v) de bile bovina (Signa
Aldrich®) devidamente esterilizados, foram inoculados com 1,8 ml de in6culo
previamente ativado, seguido de incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C. Amostras
foram coletadas no tempo inicial e apos 1, 2, 3 e 4 horas, as quais foram submetidas a
diluicdes seriadas e cultivadas por puor-plate em Agar BHI a 37°C por 48 horas para
contagem das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC).

3.4.1.3 Tolerancia as condicdes do Trato Gastrointestinal

A sobrevivéncia de Veillonella atypica ATCC 17744 as condicdes do trato

gastrointestinal foi determinada de acordo com metodologia descrita por De Oliveira
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Coelho et al., (2019) com modificagdes. Assim, em duplicata e com repeticdo, utilizou-
se tubos tipo Falcon de 15 ml contendo 10 ml de suco géstrico (0,03g de pepsina, 10 ml
de NaCl 0,5% com pH ajustado para 3,00 com HCI 0,1M) e tubos contendo 10 ml de suco
pancreatico gastrico (0,01g de pancreatina, 10 ml de NaCl 0,5%, cujo pH foi ajustado
para 8,00 com NaOH 0,1M). Estas solugdes foram devidamente filtradas através de
membranas 0,22 mm (Merk®), em capela de fluxo laminar, ap6s o que 0,8 mL de cada
solugéo foram transferidas para cinco tubos Eppendorf cada, os quais foram inoculados
com 0,2 mL de in6culo de Veillonella atypica ATCC 17744 devidamente ativado,
seguido de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C. Amostras foram coletadas no
tempo inicial e ap6s 1, 2, 3 e 4 horas, as quais foram submetidas a diluicdes seriadas e
cultivadas por puor-plate em Agar BHI a 37°C por 48 horas para contagem das Unidades
Formadoras de Colénia (UFC). A tolerancia foi verificada comparando a viabilidade
celular inicial do indculo utilizado e final ap6s a exposicao as enzimas e pH de cada meio

testado.

3.4.2 Capacidade de Adeséo

3.4.2.1 Hidrofobicidade

No tocante a avaliagdo da capacidade de adesdo apresentada por Veillonella
atypica ATCC 17744 , com énfase para hidrofobicidade, testes foram realizados em
conformidade com as metodologias descritas por De Oliveira Coelho et al., (2019) e
Vitola (2017) com modificacOes. Para tanto, em duplicata e com repetigdo, tubos tipo
Falcon de 50 ml contendo 40 ml de meio BHIL foram devidamente inoculados com 2 mL
de uma suspensdo de células de Veillonella atypica ATCC 17744 devidamente ativada,
seguido de incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Em seguida a
suspensdo de celulas obtida foi centrifugada a 1500 x g por 5 min (NT820 NOVA
TECNICA®), lavada trés vezes com Solucdo tampdo PBS (0,234 g/L de NaH2POs e
0,4330 g/L de NaoHPOsem pH 7,2) e suspendida na mesma solugdo para leitura da
densidade Otica a 600 nm, sendo a densidade Otica ajustada, com a suspensao diluida, em
PBS, para a obtencdo absorbancia entre 0,6 e 0,8 (600 nm), sendo esta considerada a
absorbancia inicial (A0). Em paralelo, 3 tubos de ensaio contendo 1 ml de xileno PA

(Synth) e outros 3 tubos de ensaio com 1 mL de tolueno PA (Synth) foram inoculados
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com 5 mL de uma suspenséo de células de Veillonella atypica ATCC 17744 devidamente
ativadas e submetidos a agitacdo em vortex por 1 min., seguido de incubacdo em estufa
bacterioldgica a 37°C. Amostras foram coletadas ap6s 30, 60 e 90 min. de incubac&o e
submetidas a leitura da densidade Gtica para obtencdo dos valores de At para cada
solvente. A hidrofobidade, expressa em %, foi determinada de acordo com a relagédo

proposta por Vitola (2017):

% Hidrofobicidade = [(A0-At)/ At] x 100

3.4.2.2 Auto-agregacgao

Para se avaliar a propriedade de auto-agregacdo apresentada por Veillonella
atypica ATCC 17744 utilizou-se da metodologia proposta por Redondo (2008), com
modificacdes. Os experimentos foram conduzidos em duplicada e com repeticdo, que
consistiu na centrifugacdo, a 1500 x g por 5 minutos (NT820 NOVA TECNICA®), de
uma suspensdo de células da referida espécie devidamente ativada em meio BHIL a 37°C
por 24 h. Em seguida, o pellet obtido foi lavado por 4 vezes com solu¢cdo tampdo PBS
(pH 7,20), ap6s o que o mesmo foi suspendido em 4,0 mL da mesma solucédo e submetido
a agitacdo em vortex por 10 segundos para posterior leitura da absorbancia (A0) a 600
nm. Na sequéncia, esta suspensdo foi incubada em estufa bacterioldgica a 37°C e
amostras de 0,1 mL foram coletadas no tempo inicial e apos 2, 5 e 24 horas e transferidas
para tubos de ensaio contendo 3,9 mL de solucdo PBS para a devida leitura da absorbancia

a 600 nm (At). A % de auto-agregacdo foi obtida por meio da seguinte formula:

% Auto-agregacédo = 1-(A0/At) x 100

3.4.2.3 Formagao de Biofilme

A propriedade de formar biofilmes por Veillonella atypica ATCC 17744 foi
avaliada em conformidade com a metodologia descrita por Hooshdar et al., (2020) com
adaptacOes. Para tanto, em cada repeticdo, utilizou-se de 2 microplacas de poliestireno
contendo 96 pogos, sendo que nas microplacas adicionou-se 200 pL do indculo
previamente ativado em 15 pogos e 200uL de meio BHIL esterilizado em outros 3 pogos

(branco), apds o que as mesmas foram incubadas sob condicdes de anaerobiose (jarra +
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kit de anaerobiose Probac do Brasil ®) a 37°C por 24 e 48 h. Em seguida, 0s respectivos
pocos foram esvaziados e lavados 3 vezes com solucdo tampédo PBS e colocadas para
secar em capela de fluxo laminar. Na sequéncia, adicionou-se em cada um dos pogos
utilizados com 200 pL de uma solucgéo de cristal violeta 1% por um tempo de 10 min.,
apos o que foram lavados 3 vezes com agua esterilizada. Em seguida, foram adicionados
em cada po¢o 200uL de uma solucdo de &cido acético glacial 33% e submetidos a leitura
da absorbéancia a 492 nm. Assim, os valores de densidade 6tica correspondentes aos pogos
contendo o in6culo de Veillonella atypica ATCC17744 (DO) foram comparados aos
valores obtidos com o branco (DODb), sendo a capacidade de formar biofilme obtida de

acordo com a seguinte relagéo:

DO < DOb = Sem capacidade de formar biofilme
DO < 2 vezes DOb = Capacidade fraca de formar biofilme

2 vezes DOb < DO =< 4 vezes DOb = Capacidade média de formar

biofilme

DO 2 4 vezes o valor de DOb = Capacidade forte de formar biofilme

3.4.3 Atividade Antipatogénica

Tendo em vista a auséncia de infraestrutura adequada para se trabalhar como
microrganismos patogénicos no DEBIQ, optou-se por avaliar a atividade antipatogénica
apresentada por Veillonella atypica ATCC 17744 nos Laboratérios de Microbiologia da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP de acordo com a metodologia
descrita por Tagg e McGiven, (1971). Para tanto, enviou-se em caixa de isopor
devidamente refrigerada para o referido laboratério um tubo tipo Falcon de 15 mL
contendo uma suspensao de células de Veillonella atypica ATCC 17744 devidamente
ativada em meio BHIL em estufa bacterioldgica a 37°C por 24h. Esta suspensao foi
centrifugada 3500 x g por 5 min a 4°C. Os ensaios foram realizados em triplicata sendo
os indculos de Streptococcus aureus e Escherichia coli padronizados para 10° UFC/g na
escala de Mcfarland. A atividade antipatogénica foi avaliada por meio da inoculagdo, em
profundidade, de 1 mL dos respectivos indculo dos patogénicos e 3 gotas do sobrenadante
e do pellet de Veillonella atypica ATCC 17744, em meio TSA (15 g/L de digestdo
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pancreatica de caseina, 5g/L de enzima digestiva de soja, 5 g/L de cloreto de sodio, agar
15 g/L), seguido de incubagdo em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. O efeito da

inibicdo foi avaliado por meio da medigdo do halo formado em torno das col6nias.

3.4.4 Caracteristicas funcionais — Atividade Antioxidante

Dentre as caracteristicas funcionais apresentadas por cepas probidticas destaca-se
a atividade antioxidante, a qual foi avaliada nos laboratérios da Faculdade de Engenharia
de Alimentos da UNICAMP em conformidade com a metodologia descrita por Costa et
al. (2020) e Bian et al., (2013). Para tanto enviou-se em caixa de isopor devidamente
refrigerada, para o referido laboratdrio, um tubo tipo Falcon de 15 ml contendo 10 ml de
uma suspensao da referida cepa previamente ativada em meio BHIL a 37°C por 24 horas.
De acordo com a metodologia utilizada, adicionou-se a uma aliquota de 1 ml da referida
suspensdo de células 10 ul de uma solugdo de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH 0,1
mM) em etanol absoluto, seguido de incubagéo a temperatura ambiente e no escuro por
30 min. O ensaio controle foi realizado com 4gua em substituicdo a amostra. Na sequéncia
procedeu-se a leitura da Absorbéancia a 517 nm tendo etanol como branco. Os resultados
foram expressos como Atividade Equivalente ao Trolox (Equivalente Trolox pM) de

acordo com a curva padrdo mostrada na Figura 5 e equacao abaixo:
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Figura 5. Curva de calibracdo em relacéo a atividade antioxidante do radical DPPH ao

Trolox (uUM).
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A Atividade Antioxidante foi calculada conforme descrito abaixo:

Atividade Antioxidante (% ) = (Abs controle*—Abs amostra)/Abs

controlex*

Onde Abs controle* é equivalente a absorbancia da solu¢do 0.1 mM de DPPH em agua

3.4.5 Avaliacdo de Seguranga

3.4.5.1 Resisténcia a Antibi6ticos

Para avaliagdo da resisténcia a antibioticos por Veillonella atypica ATCC17744,
foi enviado em méos, em caixa de isopor com gelo, para o Laboratério de Microbiologia
da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, um tubo tipo Falcon de 15 ml
contendo 10 ml da referida cepa ativada em meio BHIL por 24 horas. A metodologia
empregada foi baseada no antibiograma sobre interpretacdo das zonas de inibicao e
concentracdo inibitéria minima (CLSI, 2021), realizada em triplicada. O método
consistiu em ressuspender a referida cepa em 5ml de solucdo salina 0,85%, a fim de se

obter uma turvacdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland.

Apobs a homogeneizagdo do indculo, foi introduzido um swab estéril dentro do
tubo, e em seguida este foi comprimido contra a parede do tubo para a remog¢ao do excesso
de liquido. A inoculacdo foi feita em forma de estrias na superficie do agar Milluer Hinton
em trés direcdes, girando a placa em angulo de 60° apds cada estria. Antes da aplicacdo
dos discos, as placas semeadas foram deixadas em fluxo laminar por aproximadamente
cinco minutos, para permitir que o excesso de umidade da superficie do agar fosse
absorvido. Os discos foram ent&o retirados da geladeira antes de sua aplicacdo e deixados
em temperatura ambiente. A aplicacdo destes foi feita com auxilio de uma pinca estéril
para evitar contaminacédo. Todos os discos foram pressionados suavemente para o contato

total com a superficie do agar.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 18 a 24 horas,
apos o que verificou-se a existéncia de crescimento uniforme, bem como a presenca de
contaminantes e o respectivo didmetro do halo de inibigdo. Os halos foram medidos com
auxilio de um paquimetro utilizando uma fonte de luz refletida para iluminar a placa

invertida sobre um fundo preto e opaco.
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3.4.5.2 Sintese de Gelatinase

A capacidade de sintese da enzima gelatinase por V. atypica ATCC 17744 foi
avaliada de acordo com a metodologia descrita por Brito (2021) com adaptacfes. Os
experimentos foram conduzidos em duplicada e com repeti¢do, nos quais preparou-se um
meio de cultura contendo 3,7 g de BHI, 12 g de gelatina em p6 (sem sabor e incolor, Dr
Oetker), 1 ml de lactato de sodio 60% e 100 ml de agua. Uma vez autoclavado, 4 ml deste
meio foram distribuidos em tubos de ensaio de 20 ml com tampa, apds o que foram
inoculados com 200 pL do in6culo previamente ativado em meio BHIL a 37°C por 24 h,
sendo que o tubo controle ndo foi inoculado. Na sequéncia estes tubos foram incubados
em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas em condi¢Ges de anaerobiose (jarra) e
aerobiose, apds o que os mesmos foram mergulhados em banho de gelo por 30 min. para
observacdo do endurecimento do meio contendo gelatina, caracterizando assim a

incapacidade da cepa de sintetizar gelatinase.

3.4.5.3 Sintese de Lipase

A capacidade de sintetizar lipase por Veillonella atypica ATCC 17744 foi avaliada
de acordo com a metodologia descrita por Brito (2021) com adaptac6es. Os experimentos
foram conduzidos em duplicada e com repeticdo, nos quais preparou-se um meio de
cultura constituido de 3,7 g de BHI, 0,2 g de CaCl, 1 ml de lactato de sodio 60%, 1 mi
de tween 80, 1,5 g de agar e 100 ml de a4gua, devidamente autoclavado e distribuido em
placas de Petri. Apos solidificacdo as placas foram inoculadas com 10 pL de uma
suspensdo da referida cepa, devidamente ativada, em 4 pontos distintos da superficie do
meio, sendo que uma das placas nao foi inoculada (controle), seguido de incubagéo em
estufa bacterioldgica a 37°C por 24 e 48 horas. Os resultados foram observados por meio

da formacdo ou néo de halos ao redor do inéculo.
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3.4.5.4 Sintese de Catalase

A sintese de catalase por Veillonella atypica ATCC 17744 foi verificada por meio
da metodologia descrita por Machado Castro, et al. (2020) com adaptacdes. Assim,
realizou-se os ensaios em duplicata e com repeticdo, onde em uma lamina de vidro,
esterilizada com alcool 70% e seca sob luz UV por 20 min, com o auxilio de uma alca de
platina espalhou-se uma aliquota de uma suspensao da referida cepa devidamente ativada.
Em seguida, sobre o esfregaco da suspensdo de células adicionou-se 2 gotas de perdxido
de hidrogénio 3% sendo entdo observada a formagéo ou ndo de bolhas de ar resultante da
acdo da catalase sobre o peroxido de hidrogénio.

3.4.5.5 Atividade hemolitica

Para avaliacdo da atividade hemolitica apresentada por Veillonella atypica ATCC
17744 encaminhou-se sob refrigeracdo em caixa de isopor para o Laboratdrio Analytical
Science em Campinas SP, um tudo tipo Falcon de 15 ml contendo 10 ml de uma
suspensdo de células da referida cepa devidamente ativada em meio BHIL a 37°C por 24
h. A metodologia empregada foi descrita por De Oliveira Coelho et al., (2019) com
adaptac0es, que consistiu da inoculacdo de uma algada de 10 pl da referida suspensdo em
placas de Petri contendo meio Agar Sangue (Biocen) seguido de incubacdo em jarra de
anaerobiose a 37°C por 48 horas. Os resultados foram obtidos por meio da avaliacdo da
coloracdo das coldnias formadas, bem como pela medicéo do halo formado ao redor das
mesmas. Quando ha formacéo de halo com coloracdo verde a cepa é classificada como
alfa-hemolitica, ao passo que a formagéo de halo com zona de lise é considerada como
beta-hemolitica e quando ndo h& formacgéo de halo de inibicdo a cepa € caracterizada
como como gama-hemolitica. Desta forma, as cepas alfa-hemolitica sdo classificadas
como parcialmente hemoliticas, ou seja, hemolisam parte das hemacias do hospedeiro.
As cepas caracterizadas como beta-hemoliticas sdo consideradas hemoliticas, o que
significa que tem alta capacidade de lisar as hemacias do hospedeiro. Enquanto que as
cepas caracterizadas como gama-hemoliticas ndo sdo consideradas hemoliticas, ou seja,
sdo seguras para consumo tendo em vista a sua incapacidade de lisar as hemacias do

hospedeiro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, encontram-se apresentados os resultados relativos aos testes, in vitro, de
caracterizacdo de Veillonella atypica ATCC 17744 tendo como objetivo demonstrar as
suas propriedades probidticas para sustentar o desenvolvimento de formulacGes de
alimentos funcionais. Para tanto, a referida cepa foi devidamente ativada em meio BHIL
e as células submetidas a diferentes testes, e os resultados aqui demonstrados, sdo as

médias das duplicatas realizadas em cada um dos experimentos.

4.1 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE Veillonella atypica ATCC 17744 EM MEIO
BHIL

O desempenho de Veillonella atypica ATCC 17744 em meio BHIL a 37°C
encontra-se demonstrado na Figura 6. Observa-se uma fase de adaptacdo nas primeiras
12 horas de crescimento, seguida de uma fase exponencial até o tempo de 24 horas
atingindo uma populacio de 6x108 UFC/mL ap6s o que se verifica fases estacionaria e de
morte bem definidas. Tendo em vista que, de acordo com a Food and Agriculture
Organization, (2002), uma preparagdo probidtica deve conter >10% UFC/ml para atingir
os efeitos funcionais desejados considera-se que V. atypica ATCC 17744, nas condicdes
estudadas, apresentou desempenho satisfatorio o que sustenta a sua incorporagdo em

formulacdes de alimentos funcionais.
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Figura 6. Desempenho de Veillonella atypica ATCC 17744 em meio BHIL (UFC/ml).

Em relacdo a variacdo do pH durante o crescimento, observa-se na Figura 7 uma
ligeira queda de 7,40 no tempo inicial para 6,32 ap6s 12 horas de cultivo. Este
comportamento revela que a referida cepa é sensivel ao pH do meio, quando comparado
com outras espécies de bactérias do &cido lactico, como Lactobacillus plantarum, que em
meio MRS atinge valores de pH em torno de 3,72 ap06s 24 horas de cultivo, conforme
reportado por Feltrin et al., (2000). Neste contexto, destaca-se ainda que Souza et al.,
(2022) avaliaram as caracteristicas fisico quimica de iogurte (Lactobacillus delbrueckii
subs. bulgaricuse e Streptococcus salivarius subs. thermophilus), cujas células se
encontravam imobilizadas em suporte de alginato. Os autores, mostraram que o pH do
meio decresceu de 6,81 para 4,69 ap6s 5 horas de fermentacdo, sendo este pH
correspondente ao ponto isoelétrico da caseina cuja coagulacdo interfere nas

caracteristicas fisico quimicas do iogurte.
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Figura 7. Avaliacdo do pH durante o crescimento de Veillonella atypica ATCC 17744

em meio BHIL



60

4.2 AVALIAQAO DAS PROPRIEDADES PROBIOTICAS DE Veillonella atypica
ATCC 17744 in vitro

4.2.1 Tolerancia ao estresse:

Ap0s a ingestdo pelo hospedeiro, as células probidticas devem resistir a condigdes
adversas que compreendem uma serie de fatores incluindo baixo pH, suco géstrico e
pepsina no estbmago, bem como a presenca de pancreatina e sais biliares no intestino.
Neste contexto, a cepa de V. atypica ATCC 17744 foi devidamente caracterizada quanto
a sua resisténcia aos referidos fatores, cujos resultados encontram-se representados nas
Figuras 8,9e 10

Em relacdo ao desempenho da referida cepa em meio BHIL em diferentes valores
de pH verifica-se que ndo houve crescimento celular nos meios a pH 2,00 e em 3,00
observou-se um decréscimo acentuado na viabilidade celular nas primeiras 3 horas de
cultivo. Por outro lado, em meio BHIL a pH 4,00 e 7,00 a populacédo celular se manteve
constante ao longo do experimento, sendo que em meio a pH 4,00 observou-se uma queda

equivalente a 1 log apés 3 horas de cultivo.
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Figura 8. Viabilidade celular de Veillonella atypica ATCC 17744 em meio BHIL em

diferentes valores de pH.



61

No que se refere a tolerancia de V. atypica ATCC 17744 aos sais biliares avaliou-
se 0 desempenho desta cepa em meio BHIL na presenca de sais biliares nas concentragoes
de 0,3 e 0,6 %, cujos resultados encontram-se representados na Figura 9.
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Figura 9. Viabilidade celular de Veillonella atypica ATCC 17744 em meio BHIL
contendo diferentes concentragdes de sais biliares

Os sais biliares sdo acidos organicos sintetizados no figado a partir do colesterol
e excretados pelos hepatdcitos para ser armazenado na vesicula biliar, sendo uma parte
destes expelido nas fezes enquanto outra é reabsorvida no ileo, sendo portanto, novamente
excretado no figado, em processo entero-hepatico (Abreu, 2015). Sua funcdo no
organismo e solubilizar a gordura ingerida, bem como vitaminas lipossoluveis, facilitando
a digestdo e absorc¢do, alem de degradar os lipideos da membrana celular das bactérias
(Begley et al., 2005). Portanto uma das caracteristicas das cepas probioticas consiste na
sua capacidade de sobreviver na presenca destes sais com vistas a atingir o intestino do
hospedeiro. Desta forma, observa-se que a cepa avaliada no presente trabalho apresentou
desempenho satisfatorio em ambas as condic¢des avaliadas, mantendo uma populacgdo de

células viaveis superior a 108 UFC/ml.

No tocante a capacidade de transitar pelo TGI, avaliou-se o desempenho de V.
atypica ATCC 17744 cultivada em meio BHIL contendo pepsina a pH 3,00 para simular
as condi¢bes do estbmago e na presenca de pancreatina para simular as condi¢bes do
intestino. Os resultados, reportados na Figura 10, demonstram que ndo houve

interferéncia destas substancias na viabilidade da referida cepa, nas condicGes estudadas.
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Observa-se que a populacdo de células se manteve em niveis de 108 UFC/mL e 10’
UFC/mL na presenca de pepsina e pancreatina, respectivamente, o que demonstra sua
tolerancia as condic¢des do TGI do hospedeiro.
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Figura 10. Viabilidade celular de Veillonella atypica ATCC 17744 em meio BHIL

contendo pepsina e pancreatina

No tocante as simulagdes das condi¢des do trato gastrointestinal, observa-se que
em condicBes de pH 3,00 com a presenca de pepsina, a cepa avaliada apresentou
viabilidade celular superior a 1068 UFC/ml. Segundo Meira (2011) a pepsina confere
protecdo as células em condicbes de pH baixo, uma vez que esta diminui a
hiperpolarizacdo da membrana celular, ou seja, impede que ions H+ sejam secretados
para 0 meio, acarretando na diminui¢cdo do pH interno das células. Este mecanismo é

conhecido como atividade H+-ATPase (Miwa et al., 1997).

Redondo (2008), demonstrou a tolerancia ao caracterizar uma cepa de
Lactobacillus helveticus, que se desenvolveu satisfatoriamente nos meios a diferentes
valores de pH (1,50, 2,00, 3,00, 4,00), bem como na presenca de sais biliares (0,1, 0,2,

0,3, 0,5%), demonstrando assim tolerancia as condi¢es do TGI do hospedeiro.

Sousa (2013), avaliou a resisténcia as condi¢fes gastrointestinais simuladas in
vitro, por uma cepa de Lactobacillus acidophilus em um sorvete de graviola com
concentrado de proteina de soro de leite (WPC), como substituto parcial da gordura do
leite. Os resultados demonstraram que esta cepa apresentou uma reducao na viabilidade
celular equivalente a 5,05 log UFC/ml em sorvete a pH 2,50 e aumento correspondente
a 7,2 UFC/ml, nas mesmas condi¢des, na presenca de sais biliares. O autor conclui que
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a utilizacdo de WPC pode ser vantajosa, uma vez que a presenca deste ingrediente
desempenhou um papel importante na protecéo da cepa probidtica contra os efeitos dos
fluidos gastrointestinais. Resultados semelhantes foram reportados por Ding e Shah
(2010) que avaliaram a sobrevivéncia de diferentes cepas probioticas na forma livre e
encapsuladas, com destaque para uma cepa de Lactobacillus acidophilus. Os autores
relataram que, na forma livre, a referida cepa apresentou, no que se refere a viabilidade
celular, uma reducgdo de até 6,01 log, em MRS a pH 2,00 por 2 horas de cultivo.
Reportaram ainda uma reducdo no crescimento celular de até 4 log, apos 4 horas de
cultivo, nas mesmas condic¢des, na presenca de 3% de bile com a cepa encapsulada. Estas
observacgdes permitiram ao autor afirmar que os alimentos probi6ticos devem ser feitos
juntamente com um alimento ou leite, para que favoreca uma maior sobrevivéncia destes

ao TGl in vivo.

Em atencdo as caracteristicas de tolerancia as condi¢des do TGl Campos et al.
(2021), relataram que dentre as vérias espécies de Lactobacillus estudadas todas foram
capazes de sobreviver em meio MRS contendo suco gastrico artificial (pH 2.00).
Resultados semelhantes foram encontrados por Hoque et al., (2010) onde todas as cepas
de Lactobacillus spp isoladas de dois iogurtes de Bangladesh, foram avaliadas e
sobreviveram em leite desnatado esterilizado em pH 2,20. Costa et al. (2013) também
avaliaram o potencial probidtico in vitro de 12 amostras de bactérias acido-laticas (11
Lactobacillus spp. e uma Weissella paramesenteroides, isoladas de queijo-de-minas
artesanal da Serra da Canastra. Os testes de sensibilidade ao pH gastrico e sais biliares,
demonstraram que todas as cepas avaliadas foram resistentes ao pH gastrico (2.0). No
tocante aos testes de sais biliares, as cepas tiveram resultados distintos, onde alguns
microrganismos mostraram pouca inibicdo do crescimento enquanto outros foram
moderadamente ou altamente inibidos. Os autores concluiram que as cepas L. rhamnosus
B4, W. paramesenteroides C10 e L.rhamnosus D1 apresentaram o melhor potencial

probiédtico de acordo com os testes in vitro realizados.

Desta maneira, a cepa em estudo apresentou resultados satisfatorios no que se
refere a tolerancia ao estresse, uma vez que ap0s exposicao aos sais biliares e a simulacao
do sistema gastro intestinal, ndo houve reducio da viabilidade celular abaixo de 10°
UFC/ml.
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4.2.2 Capacidade de Adeséo

De acordo com De Oliveira Coelho et al. (2019), a caracteristica de
hidrofobicidade contribui para uma maior interacdo entre a célula microbiana e as células
epiteliais do hospedeiro e a capacidade de auto-agregacgdo celular permite que a cepa
probidtica atinja uma alta densidade celular no intestino.

Abreu (2015) afirma que a hidrofobicidade da superficie da célula microbiana é
uma caracteristica que indica seu potencial de adesdo as mucosas intestinais do
hospedeiro. A hidrofobicidade é medida através da habilidade de aderir a
hidrocarbonetos, sendo que elevados valores indicam maior habilidade de adesdo. No
entanto, o autor ressalta que outros estudos (Mathara et al., 2008; Vinderola and
Reinhemer, 2003) defendem que os valores de hidrofobicidade n&o estdo correlacionados

diretamente as propriedades de adesao.

A hidrofobicidade da superficie celular bacteriana foi avaliada por Pelletier et. al,
(1997) através da medida do MATS (microbial adhesion to solvents). Este teste consiste
em avaliar a capacidade de uma cepa microbiana em aderir a solventes, como por exemplo
tolueno e xileno, uma vez que estes apresentam a caracteristica de doar elétrons, assim
como ocorre no intestino, simulando desta forma a capacidade de colonizar TGI do
hospedeiro por parte de uma cepa microbiana (Todorov et al., 2010). Nader-Macias et al.
(2008) classificam as espécies microbianas, em relacdo a capacidade de colonizar o TGI
como alta (66,67 a 100%), média (33,37 a 66,66%) e baixa hidrofobicidade (0 a 33,33%).
Desta forma, a cepa de Veillonella atypica ATCC 17744 , avaliada no presente trabalho,

apresenta média hidrofobicidade.

Neste contexto, a propriedade de hidrofobicidade apresentada por Veillonella
atypica ATCC 17744 foi devidamente avaliada, cujos resultados encontram-se
apresentados na Figura 11. Observa-se que a referida cepa apresenta uma afinidade
crescente pelos solventes utilizados, correspondendo a valores de hidrofobicidade
crescentes variando de 37,2 a 55,6 % e de 22,7 a 36,7% para tolueno e xileno,
respectivamente, ap6s 90 minutos de contato. Os resultados mostram que a cepa de
Veillonella atypica ATCC 17744 apresentou hidrofobicidade crescente na presenca de

ambos solventes, sendo que em contato com tolueno o valor méximo observado foi
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equivalente a 55,6% ao passo que na presenca de xileno o valor maximo correspondeu a
36,7%.
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Figura 11. Caracterizacdo da hidrofobicidade de Veillonella atypica ATCC 17744 ap06s

diferentes tempos de contato com xileno e tolueno.

De Oliveira Coelho et al. (2019) relataram resultados semelhantes quando uma
cepa de Lactobacillus satsumensis foi caracterizada quanto a hidrofobicidade, reportando
valores correspondentes a 77% a 73% em tolueno e 42% a 58% em Xxileno, os quais foram
considerados como alta e média hidrofobicidade, respectivamente. Vitola (2017),
caracterizou 3 cepas aleatdrias isoladas de silagem de colostro bovino quanto a sua
propriedade de hidrofobicidade, cujos resultados mostraram que nenhuma das cepas
avaliadas apresentaram uma alta capacidade de adesdo ao hidrocarboneto, com resultados
entre 12 e 14%, apenas. Abushelaibi et al., (2017) também avaliaram a caracteristica de
hidrofobicidade de espécies de bactérias do acido lactico isoladas de leite de camela,
reportando valores de hidrofobicidade entre 2,2% e 57,8%, dentre os 9 isolados

caracterizados.

Porém o estudo de Todorov et al., (2010) que teve por objetivo avaliar as
propriedades probidticas de cepas isoladas de salmdo, demonstraram que os isolados que
haviam apresentado alta capacidade de hidrofobicidade nos testes in vitro, ndo aderiram
em altas concentragdes as células epiteliais quando foram submetidos aos testes in vivo,
concluindo a partir destes dados que a capacidade de adesdo ao hidrocarboneto pode
auxiliar na adesdo, porém ndo € uma garantia para que esta realmente ocorra nas células

epiteliais.
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A caracteristica de auto-agregacdo apresentada por Veillonella atypica ATCC
17744 foi avaliada em conformidade com a metodologia proposta por Redondo, (2008) e
os resultados, expressos em %, encontram-se apresentados na Figura 12. Observa-se um
efeito crescente de auto-agregacéo variando de 14,3% para 68,7% nos tempos de 2 e 24

horas, respectivamente.
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Figura 12. Caracterizacdo da Auto-Agregacao de Veillonella atypica ATCC 17744 ap06s
24 horas em PBS.

De acordo com Newaj-Fyzul et al. (2014), a auto-agregado representa a
capacidade que a cepa tem para aderir as células epiteliais da mucosa gastrointestinal,
sendo considerado por Santos (2020) como uma caracteristica desejavel para espécies
probidticas. Desta forma, a capacidade de auto agregar as células epiteliais contribuem
para o efeito de exclusdo competitiva que consiste na competi¢do por sitios de adeséo,

bem como por nutrientes, com as espécies oportunistas (Rodrigues, 2022).

Costa et al. (2015), reportam que 0 sucesso no processo de adesdo de cepas
probidticos no trato gastrointestinal depende de diversos fatores. Assim, destacam a
capacidade de se manter vivas no transito intestinal resistindo a acdo enzimaética,
habilidade de colonizar o TGI por meio da adeséo as células epiteliais do intestino;
apresentar taxa de crescimento superior a sua eliminacdo pelo peristaltismo intestinal e

produzir fatores antimicrobianos que resultam na inibicdo de espécies oportunistas.
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Cypriano (2013) avaliando mecanismos pelos quais Lactobacillus spp. se
estabelecem no intestino e interagem com linhagens de Candida albicans, potencialmente
patogénicas, reportou que a capacidade de auto-agregacdo das cepas avaliadas esta

relacionada a existéncia de componentes na superficie celular das bactérias.

De acordo com Santos (2020) a capacidade de autoagregacéo pode ser classificada
como (-) < 60%; (+) 60% a 80% e (++) > 80%. Desta forma € possivel verificar que a

cepa em estudo apresenta, in vitro, uma boa propriedade de auto agregacédo apos 24 horas.

Resultados semelhantes foram reportados por De Oliveira Coelho et al., (2019)
que observaram gue uma cepa de Lactobacillus satsumensis apresentou um percentual de
agregacdo menor que 60% em tempo inferior a 24 horas. Por outro lado, uma cepa de
Lactobacillus helveticus apresentou elevada capacidade de autoagregacdo apés 5 horas,
conforme relatado por Redondo (2008), o que demonstra que esta caracteristica é espécie

dependente.

Tendo como objetivo desenvolver uma formulacéo de bebida funcional contendo
uma cepa Lactobacillus sp. H7, isolada de kefir, e Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 e amora-preta, Rodrigues (2022) avaliou a capacidade de auto agregacdo da
referida cepa de lactobacilos e reportou que, ap6s 24 horas, esta cepa apresentou
capacidade de agregacdo correspondente a 68%, sendo considerado pelo autor como uma

boa capacidade de autoagregacao.

A propriedade de adesdo de uma cepa probiotica pode também ser avaliada por
meio da determinacdo da sua capacidade de formar biofilmes, tendo em vista que, de
acordo com Terraf et al. (2012), esta é uma propriedade que permite avaliar a capacidade
de colonizagdo da mucosa do intestino, 0 que contribui para a ocorréncia do efeito de
exclusdo competitiva promovida pela da espécie em estudo. Neste contexto, Hooshdar et
al. (2020) classificam a capacidade de formacao de biofilmes, bem como sua forga, por
espécies microbianas como forte, média ou fraca. Desta forma, os autores definem a
formacéo de um biofilme fraco como aquele que apresenta uma densidade 6tica menor
que 2 vezes em relacdo ao controle, como médio quando esta relagdo esté entre 2 e 4

vezes, e como biofilme forte quando esta relagdo é maior que 4.
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Referente a caracterizacdo de Veillonella atypica ATCC 17744, em relacdo a
formacéo de biofilmes, observou-se que as médias das leituras de absorbancia dos po¢os
controle (branco) em 24 horas foi de 0,0793 enquanto que estas leituras referentes as
amostras correspondeu a 0,0791, resultando em um coeficiente de aproximadamente 1,
caracterizando como incapacidade de formar biofilme. Apds 48 horas de incubacgéo
verificou-se que a média da absorbancia referente aos pocos das amostras 0,1117, cujo
coeficiente corresponde a 1,41, caracterizando como formacdo de biofilme fraco
(Apendice B).

Neste contexto, Terraf et al. (2012) avaliaram quinze cepas de Lactobacillus, das
quais Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus. delbrueckii
demonstraram a média e alta capacidade de formar biofilmes e afirmaram que esta
caracteristica é significativamente dependente da cepa microbiana, meio de cultura, nivel
de in6culo, crescimento microbiano e natureza do suporte utilizado para o ensaio

(laminulas de vidro e microplacas de poliestireno).

4.2.3 Atividade Antipatogénica

De acordo com Costa et al. (2012) a maioria das espécies de bactérias do &cido
lactico apresenta capacidade de interferir no desenvolvimento de espécies patogénicas. A
capacidade de exclusdo ou reducdo de patégenos demonstrada por muitas linhagens de
bactérias acido laticas e bifidobactérias € uma das caracteristicas mais importantes
atribuidas a estes microrganismos, uma vez que esta diretamente relacionada a capacidade
de produzir e tolerar elevadas concentracdes de metabolitos, favorecendo a competicdo

com outros microrganismos num dado ecossistema.

Desta forma, no presente trabalho caracterizou-se a atividade antipatogénica de
Veillonella atypica ATCC 17744 sobre Streptococcus aureus ATCC 6538 e Escherichia
coli ATCC 11229, em meio TSA em conformidade com a metodologia descrita por Tagg
e McGiven, (1971). Os resultados obtidos demonstraram a auséncia de halos de inibicéo
tanto na presenca das células (pellet) quanto na presenca do sobrenadante da suspensao
de células da cepa em andlise (Anexo A). Estes resultados demonstram a auséncia do
efeito de inibicdo da cepa de Veilonella atypica ATCC 17744 sobre as referidas espécies

patogénicas, nas condicdes estudadas.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2021) ao avaliar o efeito
inibitorio de cepas de Lactobacillus spp. sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Streptococcus pyogenes. Em sua conclusdo, os autores ressaltam um fator importante:
0s testes in vitro, apesar de serem ferramentas importantes no entendimento dos
mecanismos e caracteristicas intrinsecas das cepas probidticas, nem sempre expressam as
condigdes reais in vivo, uma vez que diversos fatores relacionados ao hospedeiro e ao
alimento utilizado como veiculo irdo interferir no mecanismo de resposta e atuacao das

bactérias.

Diversos estudos tém sido realizados demonstrando o efeito de inibi¢do de cepas
potencialmente probidticas sobre espécies patogénicas. Costa et al. (2012), avaliaram o
efeito de inibicdo de duas de espécies de Lactobacillus (L. acidophilus e L. plantarum) e
uma Bifidobacterium lactis, sobre B. cereus, E. coli e S. Enteritidis reportando que as
cepas avaliadas demonstraram efeito de inibicdo (média de 24 mm) sobre as referidas
espécies patogénicas. Pehrson (2013) avaliou o efeito de inibicdo de cepas de
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. fermentum e L. plantarum) sobre Escherichia
coli, Shiguella sonnei, Shiguella dysitenriae e Salmonella enteritidis. Os resultados
mostraram que L. acidophilus, L. casei e L. plantarum foram capazes de inibir 5 das 6
cepas patogénicas avaliadas, em niveis de inibi¢do variando de 23% a 53%, sendo que a
cepa S. dysenteriae ndo teve seu crescimento inibido pelas cepas de Lactobacillus
avaliadas. O autor demonstrou também que apenas de L. fermentum apresentou atividade
inibitoria sobre esta cepa, cujo percentual de inibi¢do variou entre 20% e 35% e entre
36% e 65% para as demais cepas patogénicas. O autor conclui que o efeito de inibigéo
observado foi devido a presenca de acidos organicos, uma vez que estes provocaram o

abaixamento do pH, que foi prejudicial as cepas patogénicas estudadas.

Andrade et al. (2014) avaliaram o potencial probidtico quanto a atividade
antimicrobiana de Lactobacillus spp. isolados de queijos minas artesanal da Serra da
Canastra, demonstrando que as cepas avaliadas apresentaram atividade antagonista sobre
as especies Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica var. Typhimurium, Enterococcus faecalis e bactérias acido-lacticas isoladas dos
préprios queijos. De forma semelhante, as cepas de Lactobacillus satsumensis,
Leuconostoc mesenteroides e Saccharomyces cerevisae isoladas da bebida de kefir a base

de mel estudas por De Oliveira Coelho et al. (2019) tambem apresentaram resultados
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positivos contra Streptococcus aureus e Escherichia coli, apresentando zonas de inibicao
de 8a12,5mm.

4.2 .4 Caracteristicas funcionais — Atividade Antioxidante

De acordo com Ferreira (2021), durante o processo metabdlico diversas reagdes
ocorrem utilizando espécies de oxigénio reativas como peroxido de hidrogénio, radical
superoxido anidnico e outros. Os sistemas bioldgicos possuem mecanismos antioxidantes
de origem enzimatica e ndo enzimatica para controlar os danos causados pelo excesso dos
radicais livres, que podem desencadear diferentes patologias, desde doencas
cardiovasculares a promocao de cancer. Os antioxidantes endégenos sdo enzimas, como
a catalase e superoxi desmutase, e outros compostos de outra natureza, como a bilirrubina
e a albumina que agem na presenca desses radicais. Entretanto, quando o organismo €
exposto ao excesso dessas especies reativas o sistema de compostos enddgenos pode
falhar em garantir essa protecdo. Para compensar o déficit, o corpo pode usar

antioxidantes exdgenos consumidos dos alimentos, suplementos e farmacos.

Um dos métodos para se avaliar a atividade antioxidante de uma determinada
espécie microbiana consiste em dosar a perda de cor de uma solugdo composta por
radicais estaveis DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) que apresenta cor violeta na
presenca de substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio baseando-se, portanto,
na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante (Brand-
Williams et al., 1995; Huang et al., 2005). Desta forma, a atividade antioxidante
apresentada pela cepa de Veillonella atypica ATCC 17744 foi determinada no presente
trabalho em conformidade com a metodologia descrita por Costa et al. (2020) e Bian et
al. (2013), resultando em um valor equivalente 4,30% =0, 15 (Anexo B), o que demonstra
gue esta cepa apresenta baixa atividade antioxidante, tendo em vista que a maioria das

espeécies probioticas apresenta atividade antioxidante superior a 20%.

De Oliveira Coelho et al. (2019) reportaram que as trés cepas microbianas por eles
selecionadas e avaliadas (Lactobacillus satsumensis, Leuconostoc mesenteroides e
Saccharomyces cerevisiae), isoladas de kefir a base de mel apresentaram a capacidade de
sintetizar compostos antioxidantes na faixa de 22 a 27%. De forma semelhante,
Guimarées et al., (2020), dosaram a atividade antioxidante de bebidas fermentadas
probidtica que chamou de bebida base (fermento lactico probidtico contendo culturas
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superconcentradas de Lactobacillus acidophilus, Bifidocacterium e Streptococcus
thermophilus, com calda de morango, sucralose e farinha de linhaga mista com extrato
hidrossollvel de améndoas) enriquecidos com 6leos vegetais de frutos amazdnicos como
0 acai e pequi, reportando valores de atividade antioxidante de 42,4% para a bebida de
base (com 0 Gleo de acai de 43,6% e com o dleo de pequi 50,9%. Os autores concluem
que os resultados mostram a qualidade nutricional expressas nos principais teores de
macronutrientes e na riqueza do potencial antioxidante dessas formulagfes com alta
funcionalidade a prevencdo de agravos patologico. Ferreira (2021) avaliou a atividade
antioxidante de um leite fermentado por Lactobacillus helveticus e Enterococcus faecium
obtendo atividade antioxidanete de 12%. Por outro lado, Cheuczuk e Rocha (2014) ao
avaliarem a atividade antioxidante de uma bebida lactea fermentada prebiotica de leite
pasteurizado e soro de leite, ndo constataram nenhuma atividade antioxidante, a

semelhanca dos resultados obtidos no presente trabalho.

4.2.5 Avaliacéo de Seguranga

Um dos fatores mais importantes envolvidos na caracterizacdo de cepas com
potencial probiotico consiste na sua avalia¢do no tocante ao consumo com seguranga por
parte do hospedeiro. Neste contexto, a Comunidade Europeia, Estados Unidos e Canada
estabeleceram critérios para assegurar o consumo de preparaces probioticas por
humanos e animais. Assim, integram esses critérios os registros relativos ao historico de
isolamento, identificacdo taxondmica e auséncia de genes de viruléncia, bem como
caracteristicas de infectividade, toxicidade e resisténcia a antibidticos transferiveis,

conforme relatado por De Oliveira Coelho et al. (2019).

Desta forma, a cepa de Veillonella atypica ATCC 17744 foi avaliada no que se
refere aos testes de resisténcia a antibioticos e presenca de enzimas relacionadas a
patogenicidade, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 4, referentes ao
laudo do Anexo A. Observa-se que a cepa avaliada apresentou sensibilidade a todos os
antibidticos testados, ou seja, a cepa ndo oferece resisténcia aos medicamentos ja
existentes no mercado. De acordo com Luciano (2016), a resisténcia bacteriana a
antibioticos pde em risco a saude publica, sendo um problema de amplitude mundial.
Diante disso, microrganismos que venham a ser utilizados como aditivo alimentar ndo

devem possuir genes de resisténcia a antibioticos.
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Tabela 2. Comportamento de Veillonella atypica ATCC 17744 na presenca de diferentes

antibioticos.
Antibiético H?h de mibi;ﬁﬂ(_“{m)_ Interpretacio
Meédia de duas repeticoes
Ceftiofur 39,5 Sensivel
Ciprofloxaxina 25,5 Sensivel
Ceftriaxona 37 Sensivel
Enroflaxacina 27 Sensivel
Amoxicilina 22,5 Sensivel
Ampidlina 22,5 Sensivel
Gentamicina 21,5 Sensivel
Tetraciclina 30 Sensivel

Resultados semelhantes foram encontrados por Silva, (2018) que avaliou o
potencial probidtico de bactérias laticas isoladas de leite de cabra, e estas foram sensiveis
aos antibidticos ampicilina, gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina e clindamicina. O
mesmo foi observado por Barbosa et al. (2021) que isolaram uma cepa de bactéria acido
lactica de Kombucha e esta se mostrou sensivel ampicilina, cefalotina, gentamicina,
eritromicina e tetraciclina antibioticos testados, sendo resistente apenas a ciprofloxacino.
Neste contexto, Luciano (2016) avaliou o potencial probiotico de cepas de Lactobacillus
spp. isoladas de subprodutos do processamento de frutas e observou que todas as cepas
avaliadas exibiram resisténcia aos antimicrobianos kanamicina e eritromicina e ressaltou
a necessidade de novos testes para assegurar 0 consumo de alimentos funcionais contendo

as referidas cepas.

E pratica comum entre os profissionais da area da saide prescrever probi6ticos
em paralelo ao tratamento com antibioticos com o objetivo de minimizar os efeitos destes
compostos sobre o desequilibrio causado na microbiota do TGI. Desta forma, os
resultados mostrados na Tabela 4 demonstram uma baixa efetividade no uso de
preparacOes probidticas contendo V. atypica ATCC 17744 concomitante ao tratamento

com antibioticos avaliados.

Em relacdo a sintese de enzimas que conferem caracteristicas de patogenicidade

para Veillonella atypica ATCC 17744, no presente trabalho avaliou-se a sua capacidade
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de sintetizar gelatinase, lipase, catalase e beta-hemolise. Os resultados (fotos no
APENDICE B) revelaram que a cepa em estudo ¢ gelatinase, lipase e catalase negativa e
gama hemolitica (Anexo C)

Omura (2014) destaca a importancia da andlise destas enzimas, uma vez que 0s
fatores de patogenicidade, também conhecidos como fatores de viruléncia, referem-se a
mecanismos comuns observados entre varias espécies patogénicas e ndo sdo desejadas
nas bactérias que serdo utilizadas como probidticas. Em relacdo a atividade da enzima
gelatinase, Fisher e Phillips (2009) afirma que sua principal funcéo na patogenicidade das
cepas que a possuem é a obtencdo de nutrientes a partir da degradacdo do tecido
hospedeiro.

No tocante a caracterizacdo relativa a atividade lipolitica se faz necessaria pois,
de acordo com Xie et al. (2012), essa caracteristica é considerada como fator de viruléncia
presente em cepas patogénicas, uma vez gque provoca acumulo dessa enzima no sangue

do hospedeiro.

Em relacéo a catalase, Martin e Suérez (2010) reportam que esta é uma enzima
intracelular sintetizada por algumas espécies de microrganismos que tem a funcdo de
decompor o peréxido de hidrogénio, que apresenta acdo antagonista a bactérias
patogénicas. Paula et al. (2011) relatam que as bactérias do &cido latico sdo boas
produtoras de peroxido de hidrogénio. Como estas espécies nao sintetizam a catalase, o
peréxido de hidrogénio é acumulado, contribuindo para o efeito inibitorio sobre os

patdgeno que ndo sintetizam catalase.

No tocante a sintese de hemolisina, Vesterlund et al. (2007) relatam que este teste
tem por objetivo investigar a capacidade das cepas em ocasionar anemia € edema no
individuo hospedeiro, visto que a produgdo de hemolisina € um fator de viruléncia por
conta do consumo do ferro pelas bactérias patogénicas que a possuem. Omura (2014)
classifica os resultados desta analise como alfa-hemolitica (grande capacidade de
consumir ferro), beta-hemolitica (baixa capacidade de consumir ferro) e gama hemolitica

(incapacidade de consumir ferro).

Estudos realizados por Barbosa et al. (2021) demonstram resultados semelhantes
guando cepas que apresentam potencial probidtico foram avaliadas e apresentaram
atividades hemolitica e gelatinase negativas. Por outro lado, Brito (2021), avaliou 97

cepas de bacterias acido-laticas isoladas a partir da fermentacdo espontanea do fruto
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amazonico bacupari (Rheedia gardneriana) e reportou que duas cepas foram classificadas
como gelatinase e lipase negativas e uma delas classificada como gama hemolitica e outra
como alfa hemolitica. O autor concluiu pela necessidade de novos estudos para garantir
que as referidas cepas sdo seguras para consumo. Vale destacar ainda que Machado
(2021) caracterizou cepas de bactérias acido-lacticas, de kefir e de kombucha, e reportou

resultados negativos para a atividade das enzimas gelatinase e hemolisina.
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5 CONCLUSOES

A caracterizacdo, in vitro, de Veillonella atypica ATCC 17744 em relacdo as suas

propriedades probidticas demonstrou, que:

- No que se refere a tolerancia as condic¢Ges de estresse observadas no estbmago e
intestino os resultados revelaram que a referida cepa apresentou sensibilidade a pH
inferior a 4,00, porém, na presenca de pepsina a pH 3,00 essa tolerancia foi

positivamente alterada.

- Em relacdo as propriedades de adesdo, os resultados revelaram hidrofobicidade
média e baixa na presenca de tolueno e xileno, respectivamente. No que se refere a
auto agregacao observou-se que a referida cepa apresenta média capacidade de auto
agregacao ap0ds 24 horas de incubacéo e propriedade de formacédo de biofilme fraco

apos 48 horas de incubacao.

- Os testes de atividades antipatogénica e propriedade antioxidante revelaram que
a referida cepa é incapaz de atuar sobre os patdégenos avaliados, bem como em evitar
a oxidacdo de DPPH.

- Em relacdo as caracteristicas de seguranca observou-se que a referida cepa
apresenta sensibilidade aos 9 antibidticos avaliados e foi incapaz de sintetizar enzimas

que caracterizam a sua patogenicidade.

- Diante do exposto, conclui-se que Veillonella atypica ATCC 17744 apresentou
resultados satisfatorios e que novos estudos sdo necessarios para garantir a utilizacdo

segura desta formulacéo.
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APENDICE A

1. ENSAIO 1: Desempenho de Veillonella atypica ATCC17744 em meio formulado
com leite reconstituido (10% v/v)

Viabilidade celular
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2. ENSAIO 2: Variacdo do pH de Lactobacillus helveticus em meio formulado com
leite reconstituido (10% v/v)

Variacéo pH
7,00
5,97
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pH
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3. ENSAIO 3: Desempenho de Veillonella atypica ATCC17744 em co-cultura com

Lactobacillus helveticus em meio formulado com leite reconstituido (10%v/v)
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4. ENSAIO 4: Desempenho de Veillonella atypica ATCC 17744 em meio formulado
com leite reconstituido (10% v/v) enriquecido com inulina (1% v/v)

Viabilidade celular
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5. ENSAIO 5: Desempenho de Veillonella atypica ATCC 17744 em co-cultura com
Lactobacillus helvético em meio formulado com leite reconstituido (10% v/v) e

enriquecido com inulina (1% v/v)

UFC g/L

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Viabilidade celular celular de Veillonella atypica

6,29

3,2

ATCC17744

2 3 4 5 6

Tempo da Fermentagao (dias)

Variacgéo pH
3 2,95 3,03 3,06 3,04
2 3 4 5 6

Tempo de Fermentacdo (dias)

3,03



90

6. Compilacdo dos resultados que demonstram a variacdo do pH nos ensaios 1,2 e 3
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7. . Compilacdo dos resultados que demonstram a variacdo do pH nos ensaios 4 e 5
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APENDICE B

Figura 13. Microplaca relativa ao Teste da formacao de biofilme por Veillonella atypica
ATCC 17744 conforme descrito em M&M - item 3.4.2.3

Tabela 3. Valores de Absorbancia referentes aos testes de formacéo de biofilme A) ensaio

1 e B) ensaio 2 conforme descrito em M&M — 3.4.2.3

A) BRANCO B)

0,0725 0,0713 0,0700
B 0,0648 0,0654 0,0638 0,0735 0,0711  0,0709
@ 0,0863 0,0811 0,0597 0,0779  0,0764  0,0795
BRANCO Amostras
0,0745  0,072567
BRANCO

0,0725 0,1249 0,0916
B 0,0648 0,0894 0,0918 0,0848 0,0871 0,0883
(& 0,0863  0,1075 0,1787  0,0928  0,0813 0,1111
BRANCO Amostras

0,0745  0,099367

BRANCO
0,0795 0,0859 0,0871 0,0773 0,0792  0,0873
0,0848 0,0757 0,0775 0,0852 0,0833 00,0733
0,0863  0,0933 0,087 0,085 0,0852  0,1222
BRANCO Amostras

0,083533 0,085633
BRANCO
0,0795  0,1168  0,1152 0,124 0,1034  0,1158
0,0848 0,1236 0,1086 0,1121  0,1257 0,1589
0,0863 0,124 0,1057  0,1181  0,1998  0,1092
BRANCO Amostras

0,0855  0,12406

B
(©

MEDIAS MEDIAS

B
&

MEDIAS

MEDIAS

Tabela 4. Valores médios de Absorbancia referentes aos testes de formacao de biofilme
obtidos nos ensaios 1 e 2, conforme descrito em M&M — 3.4.2.3

BRANCO

0,076 0,078  0,07855
0,0748 0,07055 0,07065 0,07935 0,0772 0,0721
0,0863 0,0872 0,07335 0,08145 0,0808 0,10085
BRANCO Amostras
0,079033 0,0791
BRANCO

0,076 0,12085 0,1034 0,1076
0,0748 0,1065 0,002 0,09845 0,1064 0,1236
0,0863 0,11575 0,1422 0,10545 0,14055 0,11015
BRANCO Amostras

0,079033 0,111713

MEDIAS

MEDIAS
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Figura 14. Teste gelatinase: tubos contendo meio BHIL com gelatina A) em estado

liquido apos 24 e 48 de incubacéo ; B) em banho de gelo; C) em estado s6lido ap6s banho

de gelo, conforme descrito em M&M — item 3.4.5.2

Figura 15. Teste Lipase — Placa de petri evidenciando a auséncia de halos — conforme

descrito em M&M - item 3.4.5.3

Analise

Resultado

Atividade Hemolitica

Gama Hemolitica

Figura 16. Teste atividade hemolitica — placas de petri evidenciando auséncia de
formagéo de halos, conforme descrito em M&M —item 3.4.5.5




ANEXO A : Certificado de Analise - Antibiograma e Antimicrobiana

Universidade Estadual de Campinas
Faculdade de Engenharia de Alimentos

A Laboratorio de Higiene e Legislagdo

il
%

Relatorio de Ensaio Analitico — RE 08.22 p.1/3
Interessado: Julia C. Femandes — EEL/USP
Data de entrada: 03/11/2022

Material recebido: 01 Cepa de Veilonella afypica

Tabela 1. Resultado teste de contaminag#o.

Amostra Crescimento em MRS 37°C/24h
Colonias uniformes em MRS, Afraves de
Cepa Velllonella microscopia, wverificou-se a pureza da cepa,
sequindo-se com as andlises.
Tabela 2. Antibiograma. Analise em duplicata.

Antibi6tico Halo (mm) Média Inte rpretacdo
Ceftiofur 3? 39,5 Sensivel
Ciprofloxacina g EI 255 Sensivel
Cefiriaxona = 37 Sensivel
Enrofloxacina g; o7 Sensivel
Amoxicilina gg 295 Sensivel
Ampicilina gg 925 Sensivel
Gentamicina ;i 21,5 Sensivel
Tetraciclina gg 30 Sensivel
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Universidade Estadual de Campinas
Faculdade de Engenharia de Alimentos

£

UNICAMP Laboratorio de Higlene e Legislacio
p. 23
Tabela 3. Teste de Inibigdo por difusdo em agar por pogos (40 pL
indculo/pogo). Andlises em friplicata.
S aureus E. coli
Amostra ATCC 6538 ATCC 11229

Cepa Veilonela (pellef)

Sem formagdo de halo

Sem formacdo de halo

Sem formagéo de halo

Sem formacédo de halo

Sem formagdo de halo

Sem formagdo de halo

“ontrole T=A- som crascimanto.

Tabela 4. Teste de Inibigdo por difusdo em agar por contato direto (10ul).

Analises em triplicata.

Amostra

5. aureus
ATCC 6538

E. coli
ATCC 11229

Cepa Veillonella (peliet)

Sem formagdo de halo

Sem formacdo de halo

Sem formagéo de halo

Sem formacédo de halo

Sem formagdo de halo

Sem formagdo de halo

Cepa Vaillonella
(sobrenadante)

Sem formagéo de halo

Sem formacédo de halo

Sem formagéo de halo

Sem formacdo de halo

Sem formagéo de halo

Sem formacéo de halo

"Controle TSA: som crascimanta.

Métodos utilizados:

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing. 31st ed. CLSI supplement M100 (ISBN 97 8-
1-68440-104-8 [Print]; ISBN 978-1-68440-105-5 [Electronic]). Clinical and Laboratory
Standards Institute, USA, 2021 (Adaptado).

TAGG, JR., MCGVEN, A.R. Assay system for bacteriocins. Applied Microbiology,

Baltimore, v.21, n.5, p.943, 1971.

Mayr-Harting, A., Hedges, A.J., & Berkeley, CW. (1972). Methods for studying
bacteriocins. In Momis, J.R. & Ribbons, D.W. Methods in Microbiology, vol. 74,
(P.315-422). New York: Academic Press Inc.
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o

UNICAMP

Universidade Estadual de Campinas
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Laboratério de Higiene e Legislagdo

£

Comentarios:

P33

O(s) resultado(s) apresentado(s) refere{m)-se a(s) amostra(s) recebida(s), sendo o
interessado responsavel pela amostragem e envio ao nosso laboratério.

Os resultados do teste de difusdo em Agar ndo indicam presenga de agdo
antimicrobiana de Veiflonella sobre os micro-organismos alvos do estudo.

Campinas, 24 de novembro de 2022.

o)

Prof? Dr? Maristela 5. do Nascimento
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ANEXO B: Certificado de Analise - Atividade Antioxidante

Analise atividade antioridante ao radical - 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DFPH)

Meétodo espectrofotométrico mensurade a 517 nm, com resultados expressos como
percentual de atividade em relaciio ao controle (Atividade %) e Atividade equivalente ao
Trolox (Equivalente Trolox pM) conforme equagio e curva padrio (Figura 1)
apresentados abaixo respectivamente:

Atividade %o = (Aconmoise—Aamosma ) Acontraise
*A conmmls € equivalente a absorbéncia da selugdo 0.1 mM de DPPH e apua

0.7
.,
06 @ e
L : .""-.
z 0.3 y=-0.0006x +0.6528
—
= 0.4 R E*=0.9995
2 03 Sy
2 T,
< 02 .
0.1 g
0
0 200 400 600 300 1000
(uM) Trolox

Figura 1. Curva de calibracio em relacio a atividade antioxidante do radical DPPH ao
Trolox (uh).

Resultados
Tabela 1. Atividades antioxidantes em relacio ac radical 2, 2-difeml-1-picnl-hidrazile
(DPPH) das amostras de extrato de bacténa (Cultura velha e Cultura fresca).

Amostra Atividade %  Equivalente
Trolox (uM)

Cultura velha 7.05+0.23 7688 =254
Cultura fresca 430+0.15 5133 + 1,66

*Walores médios + respectivos desvies mensurados em triplicata.
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ANEXO C: Certificado de Analise - Atividade Hemolitica

i Y\H\
kj iga _ ANALYTICAL SCIENCE ANALISES E CONSULTORIA

_ : CERTIFICADO DE ANALISE N° CA 2022/4345
Analytical Science

Apditpe ."I'.-.'Ml-'.ll.':'.u.l.l;'.l 8 med

AMOSTRA[S): 202214345

MATERIAL: Isolado de Veilonela sp

INTERESADO: Escola de Engenharia de Lorena EELAUSP

ENDEREC0: Estrada Municipal do Campinha, s/n — Pte Mova — Lorena 5P
MATUREZA DA ANALISE: Microbiologica Data da Andlise: 2610/2022

1. METODOLOGIA
Oliveira Coelhw B.. Fiorda - Mello F.. De Melo Pereira G.V.. Thomaz - Soccol V., Rakshit 5.K. De Canvalho J.C., Soccol
C.R.F. In Vitro Probiotic Properties And Dna Protection Activity OF Yeast And LacSe Acid Bacteria lsolated From A Honey-
Based Kefir Beverage. Foods. 2018;8:485. doi: 10.3390/foodsB100485. - DO - PMC - PubMed.

2. RESULTADOS

Analise

Afvidade Hemaolitica Gama Hemaolitica

3. OBSERVACOES

31 Ofs) resultado(s) desta(s) analise(s) refere(m}se tao somente ais) amostra(s) emviadais) ao laboratono e acima
identificadas. sendo wedada a publicacdo, sob pena de indenizagSo, na qual o nome da Analytical Science seja utilizado para
qualificar produgae sobre a qual a mesma ndo exerceu qualgquer meio de controle.

3.2 Este Certificado de Analise somente podera ser reproduzido na integra. A reproducdo parcial requer aprovagao formal deste
laboratdrio.

33 A amostragem e a colets do material & de responsabilidade do interessado, assim como 3 identficacdo & fomecida pelo
mEsmao.

MSc. lvone F_ 5. Alves Dr. Leonel Yamaguchi Alves
Diretora Clentifca Diretor Executhvo —RT
CRBio 079658/01 CRF 6144540

Rua S3o0 Matias, 675 — Vila Padre Anchieta —Campinas — SP- CEP 13.088-545
Fone: (18) 3012-0579 - www.analyticalscience. com. br



