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RESUMO

Kefir € um alimento probidtico de baixo custo. Os probidticos promovem o equilibrio da
microbiota intestinal e contribuem para a saude geral, no entanto, ao serem consumidos, devem
se apresentar viaveis e resistirem a passagem no trato gastrointestinal para promoverem seus
beneficios no intestino. Este projeto avaliou a viabilidade de microrganismos probidticos em
produto derivado do kefir desidratado puro ou com uso de microencapsulantes (goma acacia e
pectina - GA+PEC), sob condigbes gastrointestinais simuladas in vitro. Resultados: A
sobrevivéncia de bactérias laticas foi satisfatoria para as amostras em p6 (com o uso de capsula
gastro-resistente) e para o leite fermentado proveniente da reinoculagdo da amostra GA+Pec
(sem uso de capsula gastro-resistente); Leveduras foram viaveis na simulagdo da digestao
gastro-intestinal completa (sem capsula gastro-resistente) apenas para a amostra p6 puro. Os
resultados das analises de Metagendmica de bactérias mostraram que a espécie mais
abundante encontrada no kefir liquido, nos pds puro e GA+Pec foi Lactobacillus Kefiranofaciens;
as espécies predominantes no reinoculado refletem as sobreviventes ao processo de secagem
e que foram resistentes a simulacdo da digestdo. Os resultados da Metagenémica de Fungos
mostraram que a espécie mais abundante encontrada no kefir liquido, nos pds puro e GA+Pec
e seus respectivos reinoculados foi Kazachstania Kazachstania_unispora, indicando provavel
sobrevivéncia dessa espécie ao processo de secagem. As espécies predominantes identificadas
nos reinoculados e que foram resistentes a simulacdo da digestdo foram Kazachstania
Kazachstania_unispora, Saccharomyces Saccharomyces_cerevisiae, Microidium
Microidium_phyllanthi, Malassezia Malassezia_restricta, Saccharomyces
Saccharomyces cariocanus. De modo geral, ndo foi encontrado beneficio do uso de
microencapsulantes (GA+Pec).
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ABSTRACT

Kefir is a low cost probiotic food. Probiotics promote the balance of the intestinal microbiota and
contribute to general health, however, when consumed, they must be viable and resist passage
in the gastrointestinal tract to promote their benefits in the intestine. This project evaluated the
viability of probiotic microorganisms in a product derived from pure dehydrated kefir or with the
use of microencapsulants (acacia gum and pectin - GA+PEC), under simulated gastrointestinal
conditions in vitro. Results: The survival of lactic acid bacteria was satisfactory for powder
samples (using a gastro-resistant capsule) and for fermented milk from the reinoculation of the
GA+Pec sample (without using a gastro-resistant capsule); Yeasts were viable in the simulation
of complete gastro-intestinal digestion (without gastro-resistant capsule) only for the pure powder
sample. The results of the Metagenomics analysis of bacteria showed that the most abundant
species found in liquid kefir, in pure powders and GA+Pec was Lactobacillus Kefiranofaciens;
the predominant species in the reinoculate reflect those surviving the drying process and that
were resistant to the simulation of digestion. The results of Fungi Metagenomics showed that the
most abundant species found in liquid kefir, in pure powders and GA+Pec and their respective
reinoculated was Kazachstania Kazachstania_unispora, indicating probable survival of this
species to the drying process. The predominant species identified in the reinoculated and which
were resistant to simulation of digestion were Kazachstania Kazachstania unispora,
Saccharomyces Saccharomyces_cerevisiae, Microidium Microidium_phyllanthi, Malassezia
Malassezia_restricta, Saccharomyces Saccharomyces_cariocanus. In general, no benefit was
found from the use of microencapsulants (GA+Pec).
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1 Introdugao



A qualidade dos produtos alimenticios e a sua influéncia sobre a nutricdo e a saude
humana vém conquistando lugar de destaque nos meios cientificos. Isto se deve ao grande
numero de produtos existentes e a uma tendéncia atual quanto ao consumo de produtos
naturais. Dentre esses produtos destacam-se os leites fermentados, que sao resultantes da
fermentagéo microbiolégica do leite (WESCHENFELDER, 2009).

O kefir € um alimento fermentado, originado das montanhas do Caucaso, resultante da
dupla fermentagao do leite pelos graos de kefir, sendo estes graos uma associagédo simbidtica
de leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido-acéticas (WESCHENFELDER, 2009). O
termo deriva do turco keif que significa “bem-estar” ou “bem viver” (KEMP, 1984).

A composicao microbiolégica e quimica indica que o kefir € um produto com
caracteristicas probidticas, ou seja, possui em sua composi¢gdo microrganismos vivos capazes
de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo
que o consome (FARNWORTH, 2005; VINDEROLA et al., 2005).

Diversos beneficios sao atribuidos ao consumo de kefir, tais como melhora da digestao
e tolerancia a lactose, inibigdo do crescimento de tumores e de microrganismos patogénicos,
regularizagao do transito intestinal, redugédo de colesterol, inibigdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e modulacido do sistema imune, incluindo alivio de alergia e asma
(GOLOWCZYC et al., 2011; ROSA et al., 2017; BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016).

A conservagdo dos microrganismos em estado seco € uma maneira atraente de
preservar sua viabilidade para inclusdao em um produto probiético. Os pds secos de kefir podem
ser transportados a um baixo custo e podem ser armazenados de forma estavel por periodos
prolongados (GOLOWCZYC et al., 2010). Os microrganismos devem permanecer viaveis e em
numero elevado (acima de 10° UFC/g) durante o processamento e armazenamento do alimento
para que os efeitos benéficos sejam obtidos (ANAL; SINGH, 2007).

A encapsulacdo de microrganismos probioticos vem sendo utilizada para aumentar a
sobrevivéncia das bactérias no alimento e durante a passagem pelo trato digestivo. Contudo, &
importante que as caracteristicas sensoriais do produto nédo sejam prejudicadas (MORENO;
KUNIGK, 2011).

Bactérias Bifidumbacterium longum existentes em probidticos encapsuladas por goma
arabica demonstraram uma maior sobrevivéncia ao suco gastrico pH 2,0 e a bile. A pectina, no
entanto, pode ser usada como agente microencapsulante por possuir propriedade gelificante. O
conjugado pectina/caseina na produgédo de microcapsulas € eficiente na protecdo de algumas
espécies do pH gastrico (PAULO; ASSIS; SANTOS, 2009).

Partindo destas informacdes cientificas, o produto a ser caracterizado neste projeto (kefir
desidratado) foi seco em spray dryer e os microrganismos microencapsulados na propria matriz
caseina/proteinas do soro de leite/kefiran (fibra produzida pelos microrganismos do kefir) do leite
fermentado (processo sigiloso a ser patenteado e ainda nao publicado), obtendo microcapsulas
ja analisadas por microscopia eletrbnica de varredura, contendo bactérias probidticas de

diferentes espécies.



1.1 Objetivos Geral e Especificos
1.1.1 Objetivo geral

O obijetivo deste projeto é avaliar a viabilidade de microrganismos probiéticos em produto
desidratado derivado do kefir, sob condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro, avaliando sua

sobrevivéncia apos contato com suco gastrico e bile, garantindo assim, sua eficacia no intestino.

1.1.2 Objetivos especificos

Tendo como amostra um produto derivado de kefir desidratado por spray dryer,
pretendeu-se:
a) Avaliar por meio de analises microbiolégicas e de metagendbmica, as espécies de
microrganismos sobreviventes ao processo de secagem;
b) Avaliar a sobrevivéncia de microrganismos probiéticos a simulagao da digestao gastrica e

intestinal.

2 Problema

A preservacao de microrganismos por diferentes métodos de secagem tem sido utilizada
ha décadas (MORGAN et al., 2006). A desidratacao de kefir reduz os custos de armazenamento,
aumenta o prazo de validade e facilita a comercializagao e utilizacdo do produto. A liofilizacao,
em particular, € o método preferido para conservagdo de microrganismos, mas € um processo
muito caro, o que eleva o custo ao consumidor (ORDONEZ et al., 2005). Entretanto, na inddstria
de laticinios é muito utilizado o uso de spray dryer para a produgao de ingredientes lacteos com
custos de processamento comercialmente viaveis, apresentando custo de evaporagdo dez
vezes menor ao processo de liofilizagédo (SCHUCK, 2013).

Alternativamente, a secagem por spray dryer pode ser utilizada para esta finalidade,
porém possui um alto indice de perda de viabilidade dos microrganismos devido as condigbes

de temperatura e pressao osmética durante o processo (MENEZES et al., 2013).

3 Proposta de Solugao

A demanda por alimentos que promovam saude e bem-estar vem aumentando. Os
alimentos com propriedades funcionais tém atraido atencao dos consumidores e da industria
alimenticia Cabral (2014), dentre esses alimentos, ressaltam-se os probiéticos, que possuem
efeitos positivos sobre a composi¢do da microbiota intestinal e saude geral (MARTINS et al.,
2013).

O kefiran, produzido por alguns Lactobacillus isolados de graos de kefir, possui diversos
efeitos benéficos como a modulagdo da resposta imune na mucosa intestinal Medrano et al.
(2011) e nas vias aéreas Kwon (2008), acao anti-inflamatéria Furuno; Nakanishi (2012) e
antioxidante Uchida et al. (2010).



Sendo assim, pretende-se desenvolver um produto probiético de baixo custo, com maior
qualidade, por oferecer um grande numero de espécies presentes em conjunto, favorecendo
assim, a sobrevivéncia gastro-intestinal, mantendo dessa forma, os microrganismos viaveis
guando consumido, permanecendo vivo apds contato com suco gastrico e bile, a fim de exercer

seus beneficios no intestino.

4 Referencial Teodrico

O kefir tornou-se popular em varios paises, como, Russia, Canada, Alemanha, Suécia e
Roménia, sendo produzido para fins comerciais e consumido em quantidades apreciaveis. No
entanto, a cultura da produgdo em larga escala ainda nao é difundida em boa parte do mundo,
sendo confeccionado de forma artesanal e para consumo préprio, inclusive no Brasil (PRADO
etal., 2013; ROSA et al., 2017).

Os graos de kefir sdo descritos como uma associagao simbidtica de leveduras, bactérias
acido-laticas e bactérias acido-acéticas envoltas por uma matriz de polissacarideos referidos
como kefiran. E um alimento rico em acido latico, acético e glicbnico, alcool etilico, gas
carbdnico, vitamina B12 e polissacarideos que conferem ao produto caracteristicas sensoriais
singulares. O acido latico formado a partir da fermentagédo da lactose age como conservante
natural, tornando o kefir um produto biologicamente seguro (WESCHENFELDER, 2009).

O kefir possui baixo custo e grande viabilidade econdmica. E bastante conhecido em
grupos fechados, por familias que mantém a cultura de seu cultivo e por alguns profissionais da
area de saude, mas ainda assim, poucas pessoas 0 conhecem, ndo sabem de suas diversas
propriedades e utilizagbes para a saude, como cultiva-lo e como adquiri-lo (MAGALHAES et al.,
2010). Quando pronto para consumo é rico em vitaminas, o teor vitaminico depende da
qualidade do leite utilizado, dos microrganismos presentes nos graos e da forma de preparo. O
kefir apresenta vitaminas B1, B2, B5, C, A e K e caroteno em sua composicéo (ROSA et al.,
2017).

Os graos de kefir multiplicam-se conforme vao sendo cultivados, resultando inicialmente
no aumento de tamanho e, posteriormente em subdivisdes de novos grdos que mantém o
mesmo equilibrio microbioldgico contido nos graos de origem (FARNWORTH, 2005).

A lactose do leite € degradada a acido durante o processo de fermentagéo, o que causa
reducao do pH e aumento da consisténcia. A fermentacao ocorre em temperaturas que variam
de 8 a 25 °C, em recipiente parcialmente fechado, em um tempo entre 10 a 40 horas. No entanto,
o tempo de incubagido mais comum é de 24 horas. Cerca de 30% da lactose do leite é hidrolisada
pela enzima B-galactosidase, transformando a lactose em glicose e galactose. Além disso,
bactérias presentes no kefir convertem glicose em acido latico. Sendo assim, o kefir € uma boa
opg¢ao para Individuos intolerantes a lactose (ROSA et al., 2017).

E crescente o nimero de consumidores que procuram uma alimentacdo adequada,
visando uma associagao de saude e bem-estar, buscando uma maior longevidade. Com o
conhecimento dos beneficios causados por microrganismos probi6ticos, aumentou-se o

interesse dos consumidores por produtos com essas caracteristicas (MORENO; KUNIGK,



2011).

O termo probidtico é reconhecido pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO — World
Health Organization) e pela FAO (Food and Agriculture Organization) (MORAIS; JACOB, 2006).
No Brasil, de acordo com a RDC n° 241 de 2018, a ANVISA define probiético como
“‘Microrganismo vivo que, quando administrado em quantidades adequadas, confere um
beneficio a salde do individuo” (BRASIL, 2018).

Os microrganismos para serem considerados probidticos devem ser reconhecidos
internacionalmente, resistir a passagem no trato gastrointestinal para seguirem até o intestino e
promoverem seus beneficios (VINDEROLA; REINHEIMER, 2003; ZUCCOTTI et al., 2008).

Para que isso acontega devem tolerar o baixo pH do suco gastrico , resistir a agao da
bile e das secre¢des pancreaticas e intestinais, aderirem ao muco ou epitélio intestinal e ter
viabilidade até o consumo final, ndo transportar genes transmissores de resisténcia a
antibiéticos e possuir propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas, além de comprovacao
in vivo e in vitro por doses reconhecidas (COPPOLA; TURNES, 2006).

Quando os microrganismos alcangam o intestino, sdo capazes de permanecerem ali
durante um curto periodo de tempo, em estado n&o proliferativo. O primeiro passo para a
colonizacdo é a adesdo a mucosa intestinal, a maioria dos autores a considera como um pré-
requisito para exercer efeitos benéficos no hospedeiro, tal como a exclusdo competitiva de
bactérias enteropatogénicas ou imunomodulagao (LEITE, 2012).

Considerando que a sobrevivéncia ao processo digestivo:

e ¢ etapa fundamental para ag&o probidtica de um microrganismo;
e além de uma exigéncia da ANVISA para comprovagao de acao probiética de um produto;
e e que o processo de microencapsulagao por spray dryer pode proteger os

microrganismos das condigdes gastricas;

O presente projeto avaliou a sobrevivéncia de microrganismos ao processo de digestao
de um produto em po, que pode ser utilizado como suplemento ou ingrediente para o preparo
de alimentos e bebidas.

5 Avaliagao de Desempenho

5.1 Metodologia Experimental

5.1.1 Amostras utilizadas

O presente projeto de iniciagdo tecnoldgica faz parte de um projeto maior,
“Desenvolvimento de Produto a Base de Kefir Desidratado por Spray Dryer”, que foi financiado
pelo programa PIPE fase 1 da FAPESP (Processo 2018/00374-1). As amostras de Kefir (p6
puro, p6 GA+PEC, reinoculado puro, reinoculado GA+PEC) utilizadas neste projeto foram
desenvolvidas e fornecidas pela empresa Teképora Alimentos e Probioticos Ltda., vinculada a
este projeto.



5.1.2 Avaliagdo da sobrevivéncia de microrganismos frente as condi¢oes

gastrointestinais simuladas in vitro

As amostras utilizadas neste experimento foram selecionadas de acordo com as

possibilidades de uso dos produtos gerados:

a) Produtos que passariam pela digestao gastro-intestinal completa apds a ingestao:
pos como suplementos acondicionados em comprimidos ou capsulas comuns, ou em
po para reconstituicio em agua, ou ainda como cultura iniciadora, em que o
consumidor iria ingerir o produto reinoculado;

b) Produtos que traspassariam a etapa de digestao gastrica: pés como suplemento com

uso de capsula gastro-resistente.

Utilizou-se o procedimento realizado por Santos e Saad (2016) com modificagdes. Foram
adicionados 100 uL (kefir liquido e pds puro e GA+Pec reinoculados) ou 100 mg (pds puro e
GA+Pec) de amostra em um tubo falcon de 15 mL estéril contendo 4 mL de solu¢do de NaCl
0,85%. O pH foi ajustado para a faixa de 2,0 a 2,5. Posteriormente, adicionou-se ao tubo, 500uL
de solucdo de pepsina 3% (m/v, Pepsin from porcine gastric mucosa Sigma-Aldrich-P7000) e
50puL de solucao de lipase 0,013% (m/v, Amano Lipase G from Penicillium camemberti, Sigma-
Aldrich-534838), de modo a obter concentragdes de 3,0 g/L e 1,30 mg/L, respectivamente. Os
tubos foram colocados em uma incubadora shaker orbital (Tecnal TE-420) a 37 °C, com agitagéao
a 150 rpm durante 2 horas para simular os movimentos peristalticos (fase gastrica). Apos as 2
horas de incubagcdo, os tubos foram retirados do shaker e colhida as aliquotas para
plagueamento do T2 (fase gastrica).

Em seguida, o pH da amostra foi ajustado entre 4,5 e 5,5 utilizando-se uma solugao
alcalina, produzida a partir de 75mL de NaoH 1M, 7g de PO4H2Na.2H20 (fosfato de sédio
monobasico) e agua destilada q.s.p. 500mL. Foram adicionados ao falcon 500uL de bile 6%
(m/v, Bile bovine, Sigma-Aldrich-B3883,) e 0,01g de pancreatina (Pancreatin from porcine
pancreas, Sigma-Aldric P3292) para atingirem as concentragbes de 5 g/L e 1,6 g/L,
respectivamente, apds completar-se o volume para 6 mL com solucdo de NaCl 0,85%. As
amostras foram novamente incubadas a 37 °C por 2 horas, sob agitacdo, para a simulacao da
fase entérica |. Apds mais 2 horas de incubagao, os tubos foram retirados do shaker e colhida
as aliquotas para fazer o plaqueamento do T4.

Em seguida, para a ultima etapa, ajustou-se o pH da amostra entre 6,5 e 7,5 utilizando-
se a mesma solugdo alcalina. Adicionou-se ao tubo, mais 1090uL de bile 6% (m/v) para que as
concentragbes de bile e pancreatina atingissem 7,95 g/L e 0,79 g/L, respectivamente apds
completar-se o volume para 12 mL com solucéo de NaCl 0,85%. As amostras foram levadas ao
shaker por 2 horas a 37 °C, sob agitagao, finalizando-se a simulacdo da fase entérica Il e

completando-se as 6 horas de ensaio. Finalizada as 6 horas de ensaio, foram retiradas as



aliquotas das amostras dos tubos para plaqueamento do T6.

Adicionalmente, para as amostras em pd, o procedimento foi realizado com amostra
adicionada apos a fase gastrica, apdés a neutralizacado do pH, simulando o uso do p6 como
suplemento adicionado em uma capsula gastro-resistente. Nesta situacéo, O T2 foi considerado
igual ao TO.

Para a analise microbiolégica, as aliquotas foram plagueadas em diluicao seriada em
meios MRS, YGC E M17. As solu¢des utilizadas foram esterilizadas em autoclave e as sensiveis
ao calor passaram por membrana filtrante 0,22 um.

O TO foi determinado pela contagem microbiolégica inicial das amostras ndo-submetidas
ao ensaio. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra mais um ensaio em
branco como controle de contaminagéo. Utilizou-se um tubo adicional para afericao do pH e
determinacgao dos volumes de HCI 1M ou solugao alcalina necessarios para as etapas de ajuste
de pH (realizadas fora do fluxo laminar).

OBS: Inicialmente estava previsto que este ensaio seria realizado com meios de cultura
seletivos para as espécies mais abundantes determinadas por metagenémica. Porém, devido a
quarentena por conta da pandemia e fechamento do laboratério onde as analises seriam
realizadas, nao foi possivel a realizagédo da metagenémica antes do ensaio de digestao, pois
nao havia tempo habil para isso. Entédo, decidiu-se realizar as mesmas analises microbiolégicas
que foram realizadas nas amostras iniciais (BAL, lactococos e leveduras). Adicionalmente, os
sistemas de digestdo (conteudo dos tubos apés a finalizacao do ensaio de digestao) foram

reservados para determinagéo das espécies sobreviventes por metagenémica.

5.1.3 Identificacao das espécies de microrganismos presentes

51.31 Extracao do Material Genético do Microbioma do Kefir e Preparo para

Metagendémica

As amostras de kefir liquido (antes da secagem) foram extraidas diretamente. Ja as
amostras de kefir em pé foram reinoculadas em leite desnatado em pé reconstituido para
crescimento das células viaveis. Desse modo, a proporgcédo de células eventualmente mortas
durante o processo de secagem seria insignificante, prevalecendo o DNA das células que
sobreviveram ao processo de secagem. Essa analise ira possibilitar uma avaliacdo qualitativa e
semi-quantitativa das bactérias que sobrevivem ao processo de secagem.

De modo semelhante, os sistemas de digestao (conteudo dos tubos apds a finalizacao
do ensaio de digestdo dos pds puro e GA+Pec “com capsula” e dos poés puro e GA+Pec
reinoculados) foram centrifugados a 2.152g/10 minutos (CR22G, Himac) e apds o precipitado
ser lavado 2 vezes com 2 mL de solucao salina estéril, foram reinoculados em 3 ml de leite
desnatado 8% previamente autoclavado e incubado a 30°C por 48h para aumento da contagem
das células sobreviventes ao processo de digestdo. Essas amostras foram utilizadas para

extracdo de DNA e submetidas a analise por metagenémica para determinacdo das espécies



sobreviventes ao processo de digestao in vitro.

Nao foi possivel a realizagdo da metagendmica nas amostras provenientes da simulagéo
da digestao gastrointestinal completa (sem capsula) in vitro das amostras de kefir em p6 porque
ultrapassava o nimero de amostras possiveis em uma placa. Optou-se pela exclusdo dessas
amostras por terem sido as que levaram a uma maior perda de bactérias laticas totais na analise
microbiolégica (figuras 2 e 3).

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se DNeasy® mericon Food Kit (Qiagen).
Foram utilizados 1 mL das amostras liquidas (kefir liquido, reinoculado e sistema de digestao) e
0,1 g das amostras em po (kefir em pd). Para as amostras liquidas, inicialmente foi realizada
uma centrifugagéo a 4.440 x g por 10 minutos (Centrifuge 5418, Eppendorf, CR22G, Himac)
com descarte do sobrenadante e subsequente ressuspensido do precipitado em 600 pL de
tampao de lise (Food Lysis Buffer do kit DNeasy® mericon Food Kit - Qiagen). Ja o material em
po foi diretamente ressuspendido no tampéo de lise.

Antes de ser iniciada a extragdo seguindo-se as orientagdes apresentadas pelo o
fabricante do Kit, as amostras passaram por uma etapa prévia de tratamento enzimatico com
lisozima (50 mg/mL, Sigma-Aldrich) e mutanolisina (50 U/mL, Sigma-Aldrich) seguindo o
protocolo modificado de Marsh et al. (2013) e Melkonian et al. (2019). Apds a adigao das
enzimas no material, as amostras permaneceram incubadas em banho seco a 37°C por 30
minutos com agitagao breve a cada 5 minutos. Apds o tratamento prévio, seguiu-se as etapas
de extragao conforme as instrugdes do fabricante. Houve apenas uma alteracao de equipamento
durante o processo de extragdo, ao invés do uso do thermomixer como pré-determinado no
manual do fabricante, foi utilizando banho seco, mantendo a temperatura de 60°C com agitacédo
de 5 segundos a cada 2 minutos a 1.000 rpm utilizando-se vértex.

Apos o fim do processo de extragao, as amostras foram submetidas a espectrofotometria
no equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) a fim de se obter a concentragéo de
material genético de cada amostra. As amostras foram mantidas entre -2 a -6°C até serem
transportadas a empresa Gentros Biotecnologia Ltda., Paulinea-SP, para serem submetidas ao
sequenciamento de nova geragao (NGS) através do sequenciador MiniSeq-Illumina.

51.3.2 Metagendmica

O DNA extraido foi enviado para a empresa Gentros Pesquisa e Desenvolvimento Ltda
onde foram realizadas as seguintes atividades:
¢ Quantificagdo do DNA recebido por fluorimetria;
e Confecgao das bibliotecas e sequenciamento de nova geracdo (NGS) em plataforma
lllumina;
e Mini-Seq (100K), Corrida Paired End 150bp (2x150bp);

¢ Analise de Bioinformatica.

5.1.3.3 Selecao das espécies sobreviventes mais abundantes

Foi realizada a selegcdo das 10 espécies mais abundantes de bactérias e fungos,



considerando o somatério das leituras do conjunto de todas as amostras dos grupos G1 a G5
que estavam presentes nos reinoculados do pd puro e GA+Pec (indicando resisténcia a
secagem) e que deram leitura em pelo menos um dos testes de digestado in vitro (indicando
resisténcia a digestao). Espécies que, por exemplo, eram abundantes no kefir liquido, mas
tiveram leitura “zero” nos reinoculados puro e GA+Pec e/ou em todos os testes de digestao,
foram excluidas desta sele¢ao. Foirealizada a comparacgao do logaritimo de base 10 das leituras

das amostras de cada grupo para as 10 espécies selecionadas por analise estatistica.

5.2 Resultados Experimentais e Analise

5.2.1 Avaliagdo da sobrevivéncia de microrganismos frente as condigoes

gastrointestinais simuladas in vitro

As figuras de 1 a 3 e 9 a 10 mostram o perfil de sobrevivéncia a simulagao da digestao
gastrointestinal in vitro das diferentes amostras avaliadas por métodos dependentes de cultivo
para BAL, lactococos e leveduras. Observa-se na figura 1 que o kefir liquido fermentado pelos
graos (avaliado como referéncia para comparacao) sofre uma reducao significativa da contagem
de microrganismos avaliados pelos 3 meios de cultura ao longo da simulagédo do processo de
digestao, porém mantem-se uma contagem final de aproximadamente Log=6 UFC/mL tanto
para bactérias laticas como leveduras.

Ao se fazer a simulacao da digestao utilizando-se as amostras em p6 puro (figura 2) e
GA+Pec (figura 3), observa-se uma queda brusca da contagem de bactérias laticas totais ja ao
final da fase gastrica, evidencializada pelos meios MRS e M17, para ambas as amostras. Em
contraponto, observa-se também um aumento da contagem de leveduras entre os tempos 2 e
4 horas, favorecida pelo pH acido gastrico, que mantém uma contagem final aproximada de
Log=2 UFC/g para a amostra pé puro, mas zera ao final do experimento para a amostra GA+Pec,
que parece nao favorecer a sobrevivéncia destes microrganismos. O pH 6timo para atividade
de leveduras esta entre 4,5 e 5,0, porém algumas cepas sao resistentes ao pH 2,0 por produzir
substancias tamponantes (SANT ANA, 2009). Esta recuperacao da viabilidade de leveduras
durante a digestado acida, indica que, embora a contagem por métodos dependentes de cultivo
fosse zero no produto inicial, € possivel que ainda haja um numero pequeno de células vivas
que nao passiveis de contagem por estes métodos.

Dados semelhantes foram encontrados por Cassanego et al. (2018), que isolou 19 cepas
entre Saccharomyces cerevisiae, Hanseniospora uvarum and Kazachstania unispora de
amostras de kefir no Rio Grande do Sul. Das 19 cepas, 15 foram resistentes a digestao gastrica,
mas nao resistiram a digestao intestinal, in vitro.

Em um estudo de Arslan et al. (2015), foram encontrados resultados diferentes: S.
boulardii foi microencapsulado com goma acéacia e seco por spray com sobrevivéncia minima
de 84%. A sobrevivéncia em um teste de solugao gastrica simulada em diferentes niveis de pH
e duracbes mostrou que a goma arabica é o melhor material de parede, seguida pela gelatina e
proteina de ervilha. As microcapsulas produzidas na temperatura de secagem mais elevada

(125°C) apresentaram maior resisténcia a solugao gastrica do que as da temperatura de



secagem mais baixa (80°C). Além disso, a sobrevivéncia diminuiu com o0 aumento do tempo de

exposicao a solucao gastrica simulada.
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Figura 1 — Avaliacdo da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir liquido fermentado a partir do
leite em po6 reconstituido a 8% a simulagdo da digestdo gastro-intestinal avaliada por crescimento
dependente de cultivo em meios de cultura MRS (BAL), M17 (Lactococos) e YGC (leveduras). p<0,05,
*MRS (BAL), #M17 (Lactococos) e ¢YGC (leveduras) para a comparagao da contagem microbiana nas

etapas T2, T4 e T6 em relagao a TO.
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Figura 2 — Avaliagdo da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em pd puro (sem uso de
microencapsulantes) a simulacdo da digestdo gastro-intestinal avaliada por crescimento dependente de
cultivo em meios de cultura MRS (BAL), M17 (Lactococos) e YGC (leveduras). p<0,05, *MRS (BAL), #M17
(Lactococos) e $YGC (leveduras) para a comparagédo da contagem microbiana nas etapas T2, T4 e T6

em relagédo a TO.
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Figura 3 — Avaliagao da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em pd GA+PEC a simulagéo
da digestdo gastro-intestinal avaliada por crescimento dependente de cultivo em meios de cultura MRS
(BAL), M17 (Lactococos) e YGC (leveduras). p<0,05, *MRS (BAL), #M17 (Lactococos) e ¢YGC

(leveduras) para a comparagao da contagem microbiana nas etapas T2, T4 e T6 em relagéo a TO.

As figuras 4 e 5 mostram a simulagédo do uso de capsula gastro-resistente para as
amostras puro e GA+Pec. Nesta situagédo a contagem de bactérias laticas totais e lactococos no
final do experimento se mantém em aproximadamente Log=4 para ambas as amostras, mas a
sobrevivéncia de leveduras nao foi favorecida sem a passagem pelo pH acido da etapa gastrica.
As figuras 6 a 8 mostram que no caso de utilizagdo de capsula gastro-resistente, ndo ha
vantagem do uso dos microencapsulantes testados.

Ja os graficos 9 e 10 mostram a simulacdo da digestdo gastrointestinal dos produtos
reinoculados, considerando a hipotese de ser usado como cultura iniciadora. Nao foi observada
sobrevivéncia de microrganismos na simulagao da digestdo do produto reinoculado a partir do
po puro (figura 9). Em contrapartida, nesta situacio parece que a microencapsulagao do po
GA+Pec antes da reinoculagéo favoreceu a sobrevivéncia apenas de bactérias laticas ao final
do experimento.

A sobrevivéncia é essencial para bactérias que se destinam a povoar o intestino humano:
esta € uma das questdes mais importantes ao obter beneficios para a saude com probiéticos.
Diferente do que foi encontrado no presente estudo, Huang et al. (2017) observou melhora da
viabilidade das bactérias tratadas com GA em 100 vezes em relagido ao controle apds exposicédo
por 120 min ao suco gastrico suino a 37°C. Entretanto, os resultados de ensaios in vitro simples
ndo podem ser extrapolados diretamente para organismos vivos. E problematico realizar varios
testes de digestdo no contexto de estudos em animais e humanos desafiadores éticos e
técnicos. Os novos modelos dindmicos gastrointestinais agora disponiveis, que podem refletir
melhor os complexos sistemas digestivos dos organismos vivos, agora precisam ser aplicados
para testar o comportamento durante a digestdo e a eficiéncia da entrega de produtos

probioticos. (Huang et al., 2017).
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Figura 4 — Avaliagdo da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em pé puro (sem uso de

microencapsulantes) a simulag&o da digestao intestinal simulando a utilizagdo de capsula gastroresistente

avaliada por crescimento dependente de cultivo em meios de cultura MRS (BAL), M17 (Lactococos) e
YGC (leveduras). p<0,05, *MRS (BAL), #M17 (Lactococos) e $YGC (leveduras) para a comparagéo da
contagem microbiana nas etapas T2, T4 e T6 em relacdo a TO.
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Figura 5 — Avaliagcado da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em p6 GA+PEC a simulagéo

da digestéo intestinal simulando a utilizagdo de capsula gastro-resistente avaliada por crescimento

dependente de cultivo em meios de cultura MRS (BAL), M17 (Lactococos) e YGC (leveduras). p<0,05,

*MRS (BAL), #M17 (Lactococos) e ¢YGC (leveduras) para a comparagao da contagem microbiana nas

etapas T2, T4 e T6 em relagao a TO.
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Figura 6 — Comparacao da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em p6 puro com GA+PEC
a simulacédo da digestao intestinal simulando a utilizagdo de capsula gastro-resistente avaliada por
crescimento dependente de cultivo no meio de cultura MRS (BAL), *p<0,05 para a comparagédo da
contagem microbiana nas etapas T0, T2, T4 e T6 entre p6 puro e GA+PEC.
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Figura 7 — Comparacao da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em p6 puro com GA+PEC
a simulagdo da digestéo intestinal simulando a utilizacdo de capsula gastro-resistente avaliada por
crescimento dependente de cultivo no meio de cultura M17 (Lactococos), *p<0,05 para a comparagao da
contagem microbiana nas etapas T0, T2, T4 e T6 entre p6 puro e GA+PEC.
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Figura 8 — Comparacao da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em p6 puro com GA+PEC
a simulacdo da digestao intestinal simulando a utilizacdo de capsula gastro-resistente avaliada por
crescimento dependente de cultivo no meio de cultura YGC (Leveduras), *p<0,05 para a comparagao da
contagem microbiana nas etapas T0, T2, T4 e T6 entre p6 puro e GA+PEC.
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Figura 9 — Avaliagdo da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em pé puro reinoculado a
simulagdo da digestdo intestinal simulando a utilizagdo de capsula gastroresistente avaliada por
crescimento dependente de cultivo em meios de cultura MRS (BAL), M17 (Lactococos) e YGC (leveduras).
p<0,05, *MRS (BAL), #M17 (Lactococos) e ¢YGC (leveduras) para a comparagao da contagem
microbiana nas etapas T2, T4 e T6 em relagdo a TO.
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Figura 10 — Avaliagado da resisténcia dos microrganismos presentes no kefir em pé GA+PEC reinoculado
a simulagdo da digestao intestinal simulando a utilizacdo de capsula gastroresistente avaliada por
crescimento dependente de cultivo em meios de cultura MRS (BAL), M17 (Lactococos) e YGC (leveduras).

p<0,05, *MRS (BAL), #M17 (Lactococos) e ¢YGC (leveduras) para a comparagao da contagem

Reinoculado GA+PEC

*# == RS

*# *H# == \17

—=0—YGC
® °
TO T2 T4 T6

Etapa da Digestdao

microbiana nas etapas T2, T4 e T6 em relagdo a TO.

5.2.2 Analise comparativa das populagcoes das espécies sobreviventes mais

abundantes

A figuras 11 mostra a selegéo das 10 espécies mais abundantes de bactérias (A) e

fungos (B) que estavam presentes nas amostras de kefir em pa6 utilizadas.

A

Bacillus litoralis

Acetobacter indonesiensis
Leuconostac mesentergides
Acinetobocter rhizosphaerae
Enterococcus loctis
Lactococcus loctis
Loctococcus fujiensis
Fructobocillus fructosus

Loctabacillus parabuchneri
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B Abundancia Relativa

Kazachstania Kazachstania_unispora 88%
Saccharomyces Saccharomyces_cerevisiae

Microidium Microidium_phyllanthi |
Malassezia Malassezia_restricta ‘

Saccharomyces Saccharomyces_cariocanus
Espécie ndo identificada

Cladosporium Cladosporium_delicatulum

Kazachstania unidentified

Meyerozyma Meyerozyma_guilliermondii ‘
Aspergillus Aspergillus_penicillioides ‘

Figura 11 - 10 espécies sobreviventes mais abundantes de bactérias (A) e fungos (B), considerando o
somatorio das leituras do conjunto de todas as amostras dos grupos G1 a G5 que estavam presentes nos
reinoculados do p6é puro e GA+Pec (indicando resisténcia a secagem) e que deram leitura em pelo menos

um dos testes de digestao in vitro (indicando resisténcia a digestao).

As espécies predominantes entre as que se mostraram resistentes foram Lactobacillus
kefiranofaciens e Kazachstania Kazachstania_unispora, para bactérias e fungos,

respectivamente (figuras 11).
5221 Bactérias
a. Efeito da simulacao da digestao in vitro na sobrevivéncia das espécies de bactérias

O produto em pd sem adicdo de microencapsulantes foi resistente a simulacédo da
digestdo para Lactobacillus kefiranofaciens, Leuconostoc mesenteroides, Fructobacillus
fructosus e Lactobacillus parabuchneri, enquanto o com microencapsulantes foi resistente
apenas para Lactobacillus kefiranofaciens. O produto reinoculado a partir do p6 puro apresentou
sobrevivéncia para Bacillus litoralis, Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis,
Lactococcus fujiensis e Fructobacillus fructosus. Para o reinoculado GA+Pec, apenas

Enterococcus lactis mostrou sobrevivéncia a simulagéo da digestao.

b. Efeito do uso da combinacao de goma acacia+pectina como microencapsulantes nas

diferentes etapas do processo sobre as espécies de bactérias.

Nao houve diferenca estatistica dentro dos grupos sem e com adigdo de
microencapsulantes nas espécies avaliadas que trouxesse vantagem ao seu uso.

O quadro 1 traz um resumo, em relagdo as amostras produzidas sem
microencapsulantes, da sobrevivéncia das 10 espécies selecionadas ao processo de secagem
(dada pela abundancia no reinoculado) e aos processos de simulacio da digestdo do po e do

reinoculado. Observa-se que Lactobacillus kefiranofaciens, Leuconostoc mesenteroides,



Fructobacillus fructosus e Lactobacillus parabuchneri sao as espécies mais resistentes dentre
as 10 mais abundantes no produto em po6, considerando a simulagao da digestdo com uso de
capsula gastro-resistente (sem a fase gastrica). Ja para o produto reinoculado, Leuconostoc
mesenteroides, Lactococcus lactis, Lactococcus fujiensis e Fructobacillus fructosus se
mostraram mais resistentes considerando a digestdo gastrointestinal completa. Bacillus litoralis
e Enterococcus lactis, apesar de terem tido boa sobrevivéncia a partir do produto reinoculado
parecem ser provenientes do leite em pé e nao do kefir. As caracteristicas mais importantes

destas espécies serdo descritas a seguir.

Quadro 1 — Resumo da Sobrevivéncia das bactérias a secagem e aos sistemas de digestdo em relagéo
aos produtos que lhes deram origem. As espécies originarias do kefir liquido que sobreviveram ao

processo de secagem e a algum dos testes de digestao realizados foram destacadas em negrito.

Kefir Puro Secagem Digestao Digestao
Sobrevivéncia P6 x Reinoculado Po6 Reinoculado
Lactobacillus kefiranofaciens Sim Sim Nao
Bacillus litoralis - N&o Sim
Acetobacter indonesiensis Sim Nao Nao
Leuconostoc mesenteroides Sim Sim Sim
Acinetobacter rhizosphaerae - Nao Nao
Enterococcus lactis - N&o Sim
Lactococcus lactis Sim Nao Sim
Lactococcus fijiensis Sim Nao Sim
Fructobacillus fructosus Sim Sim Sim
Lactobacillus parabuchneri Sim Sim Nao

Algumas cepas de Lactobacillus kefiranofaciens tem sido estudadas como alternativa
para exploragédo no desenvolvimento de novos alimentos funcionais. XL10 foi isolado dos graos
de kefir tibetano e a funcdo probidtica da cepa foi estudada. Observou-se que XL10 pode
sobreviver a incubacdo de 3 h a pH 3,5. Apds administragdo oral continua de XL10 por 2
semanas, a familia Bifidobacteriaceae aumentou, acompanhada por um declinio observavel nos
filos Proteobacteria nos camundongos testados. Butyrivibrio e Pseudobutyrivibrio, reconhecidas
como bactérias produtoras de acido butirico, também puderam ser detectados apds 2 semanas.
A cepa aderiu com sucesso a mucosa e colonizou o ileo dos ratos. (XING et al., 2017)
Lactobacillus kefiranofaciens M1 apresentou diferentes efeitos benéficos, incluindo atividade
anti-colitica (WANG et al., 2015).

Bacillus litoralis apesar de nao ser derivada do kefir, mostrou-se resistente a digestao
gastrointestinal do produto reinoculado. Yoon e Oh (2005) isolaram a cepa SW-211T de uma
planicie de maré perto da praia de Daepo no Mar Amarelo na Coréia. Nao foram encontrados
na literatura cientifica possiveis impactos desta especie a saude (NCBI, 2021). Bacillus litoralis

M3 pode ter aplicagdo como biofertilizante e na agricultura. Produz oligossacarideos de alginato



como produto de fermentagado. (WANG et al., 2016)

O género Leuconostoc é homofermentador, fermenta acgucar liberando apenas um
subproduto, o acido latico. A espécie L. mesenteroides produz uma proteina conhecida como
bacteriocina, que impede o crescimento de outras espécies bacterianas que podem ser
patogénicas. Leuconostoc mesenteroides tem boas propriedades de adesédo, atividade (—
galactosidase e viabilidade na estocagem de leite fermentado, possui atividade anti-Listeria e ja
foi descrita sobrevivéncia em condi¢des do trato gastro-intestinal (PAULA et al., 2015).

O género Lactococcus (L. /actis) é vital na fabricagcdo de queijos, principalmente na
acidificagdo por meio da fermentacdo da lactose. Como resultado dessa acidificagido, a
adaptacao e a replicagdo de microrganismos patogénicos sao atenuadas. Além disso, o género
Lactococcus €& capaz de protedlise (ISSA; TAHERGORABI, 2019). Algumas cepas de
Lactococos Lactis produzem um peptideo chamdo nisina que possui acdo conservante. Ja foi
descrita resisténcia gastro-intestinal e adesao a células intestinalis humanas Caco-2 para esta
espécie. E encontrada na mucosa vaginal e tem sido estudada sua capacidade de protegdo a
infecgbes vaginais (NAMI et al., 2014).

Lactococcus fujiensis foram identificadas pela primeira vez em folhas de couve chinesa.
(CAl et al., 2011) Ja Fructobacillus fructosus e Lactobacillus parabuchneri compdem juntas um
produto cosmético para cuidados com a pele com registro de patente nos EUA (FRITZMEIER;
LEWANDOWSKI, 2017).

A bactéria frutofilica Fructobacillus fructosus foi isolada do néctar da flor Butea
monosperma. Patil et al. (2020) avaliaram seu potencial como ingrediente funcional para as
industrias alimenticia e farmacéutica por suas caracteristicas probibticas: resisténcia em
ambiente acido/suco gastrico, capacidade de auto-agregacdo mesmo na presenga de enzimas
hidroliticas, co-agregacdo com bactérias patogénicas, propriedades de hidrofobicidade e
nenhuma atividade hemolitica. Sakandar et al. (2019) sugere seu uso como potencial para

fermentagao de cereais para melhorar as sindromes do intestino irritavel mediadas pela frutose.

5.22.2 Fungos

Nao foram encontradas leveduras por meios dependentes de cultivo nas amostras
utilizadas para a analise da metagendmica de pds (amostras congeladas por 9 meses) e seus
respectivos reinoculados. Métodos independentes de cultivo como a analise por metagendmica,
permite a deteccao de espécies ndo cultivaveis Rosa et al. (2017), desse modo, é possivel que
as espécies encontradas em maior abundancia estejam viaveis. A maioria das espécies
manteve proporcao estavel no produto em pé ou reinoculado em relagao ao kefir liquido, exceto
para Saccharomyces Saccharomyces _cerevisae, que teve a propor¢do aumentada nos pos e
nos reinoculados, Meyerozyma Meyerozyma_guilliermondii que teve aumento da proporgao
apenas no po6 puro e uma espécie nao identificada que teve sua proporgéo reduzida na amostra
p6 GA+Pec em relagao ao liquido.

De modo semelhante, a maioria das espécies manteve proporcdo estavel na



comparagdo entre as amostras de pdés e reinoculados, exeto para Meyerozyma
Meyerozyma_quilliermondii que teve sua proporcao significativamente reduzida na amostra
reinoculada em relagéao ao po puro, indicando provavel menor viabilidade. O produto em pd sem
adicdo de microencapsulantes manteve a proporcéo de leituras nas amostras dos sistemas de
digestdao, exceto para para Meyerozyma Meyerozyma_guilliermondii. J& Kazachstania
unidentified, Aspergillus Aspergillus_penicillioides mostraram maior resistenténcia a simulagao
da digestao gastrointestinal nas amostras de reinoculado com o pé GA+Pec.

O quadro 2 traz um resumo em relacdo as amostras produzidas sem
microencapsulantes, da sobrevivéncia das 10 espécies de fungos selecionadas, ao processo de
secagem (dada pela abundancia no reinoculado) e aos processos de simulagdo da digestdo do
po e do reinoculado. Observa-se que apenas Meyerozyma Meyerozyma_guilliermondii néo foi
resistente a simulagcdo da digestao do produto em pd, considerando a simulagdo da digestao
com wuso de capsula gastro-resistente (sem a fase gastrica) e Aspergillus
Aspergillus_penicillioides nao foi resistente a simulagdo da digestdao do produto reinoculado

considerando a digestao gastrointestinal completa.

Quadro 2 — Resumo da Sobrevivéncia das bactérias a secagem e aos sistemas de digestao em relagéo
aos produtos que lhes deram origem. As espécies originarias do kefir liquido que sobreviveram ao
processo de secagem e a algum dos testes de digestao realizados foram destacadas em negrito.

Kefir Puro Secagem Digestao Digestao

Sobrevivéncia P6 x Po Reinoculado

Reinoculado

Kazachstania Kazachstania_unispora Sim Sim Sim
Saccharomyces Saccharomyces_cerevisiae Sim Sim Sim
Microidium Microidium_phyllanthi Sim Sim Sim
Malassezia Malassezia_restricta Sim Sim Sim
Saccharomyces Sim Sim Sim

Saccharomyces_cariocanus

Espécie ndo identificada Sim Sim Sim
Cladosporium Cladosporium_delicatulum Sim Sim Sim
Meyerozyma Meyerozyma _guilliermondii, Sim N&o Sim
Kazachstania unidentified, Sim Sim Sim
Aspergillus Aspergillus_penicillioides Sim Sim Nao

Perricone et al. (2014) isolaram leveduras de Altamura (regido sul da Italia) e, resultados
satisfatérios foram encontrados quando os autores testaram a capacidade probiotica delas; 18
isolados foram submetidos a uma selecdo para suas caracteristicas probidticas, entretanto,
apenas 2 isolados (Saccharomyces cerevisiae cepa 2 e Saccharomyces cerevisiae cepa 4)
foram selecionados e analisados em relagdo a simulagao do transito gastrico; esses isolados
mostraram uma tendéncia semelhante a Saccharomyces Boulardii no que diz respeito ao seu

potencial probiotico.



6 Conclusao e Perspectivas Futuras

O uso da pectina como microencapsulante isolado ou em combinagdo com a goma
acacia gerou os melhores resultados de sobrevivéncia de leveduras, porém nao tiveram
influéncia na sobrevivéncia de bactérias laticas.

A sobrevivéncia de bactérias laticas foi satisfatéria, para ambas as amostras
selecionadas em po (com o uso de capsula gastro-resistente) e para o leite fermentado
proveniente da reinoculagao das amostras GA+Pec (sem uso de capsula gastro-resistente).
Leveduras foram viaveis na simulagéo da digestdo gastro-intestinal completa (sem capsula
gastro-resistente) apenas para a amostra pé puro.

Os dados apresentados mostram um produto composto de multiplas espécies, com boa
estabilidade de bactérias laticas, capacidade de ser utilizado como indculo e resisténcia a

digestao in vitro para varias espécies de bactérias e leveduras.
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