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RESUMO

O kefir é uma bebida lactea fermentada produzida a partir de seus graos, nos quais sao
compostos por uma complexa comunidade microbiana multiespécie formadas, principalmente,
de bactérias produtoras de acido lactico (BAL’s) e acido acético (BAA’s), além de leveduras.
Dentre suas propriedades, destaca-se a atividade probiética, sendo capaz de equilibrar a
microbiota intestinal nos individuos que o consomem. No entanto, ha necessidade de um melhor
esclarecimento sobre as interacbes microbianas durante a formacdo dos grdos de kefir, bem
como investigar o potencial biotecnoldgico oriundo dos micro-organismos existentes na
composigdo desse alimento. Tratou-se de um estudo quantitativo experimental, cujo objetivo
foi analisar o potencial probidtico de micro-organismos isolados de graos de kefir. Para tanto,
foi realizado a identificacdo de micro-organismos, seguido pela avaliagdo da resisténcia ao pH
acido e ao cloreto de sodio (NaCl). Posteriormente, foi realizado o ensaio de autoagregacao e
coagregacdo com cepas indicadoras, Escherichia coli ATCC 11303 e Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603. O potencial antimicrobiano das cepas isoladas foi determinado pela técnica
difusdo em &gar por pocos contra cepas indicadoras. Foram isolados quatro microrganismos,
sendo identificados como Enterococcus durans, Lactobacillus paracasei, Leuconostoc
pseudomesenteroides e Kluyveromyces marxianus. No ensaio de tolerancia ao pH néao foi
observado crescimento no pH 2, 3 e 5, exceto para os isolados L. paracasei e K. marxianus no
pH 5. No que diz respeito ao NaCl, todas as estirpes apresentaram resisténcia na concentracéo
de 2% de sal, exceto o L. pseudomenteroides. Foi observado um forte poder de autoagregacéo
pelo K. marxianus, enquanto E. durans, L. paracasei, L. pseumesenteroides apresentaram uma
capacidade moderada. Quando adicionado as cepas indicadoras, o percentual de coagregacao
com K. marxianus reduziu de forma significante para ambas. Enquanto, apenas a cepa de K.
pneumoniae interferiu na resposta de agregagdo de L. paracasei. Em relacdo a analise da
atividade antimicrobiano, todos os sobrenadantes, previamente neutralizados, foram capazes de
inibir o crescimento de bactérias indicadoras. Os isolados microbianos obtidos a partir dos gréos
de kefir apresentaram caracteristicas probioticas, com destaque para o L. paracasei e K.
maxianus que evidenciaram uma maior tolerancia ao pH acido e uma forte capacidade de auto
agregacdo e coagregacdo. Além disso, é importante destacar a forte acdo antimicrobiana do L.
paracasei contra E. coli e K. pneumoniae, 0 que sugere sua capacidade de estabelecer uma
barreira intestinal contra patdgenos. No entanto, esses isolados devem ser submetidos a
validacao experimental em modelos animais e posterior ensaio clinico em seres humanos para
confirmacéo de seu potencial probiético.

Palavras-chave: Enterobactérias; Probioticos; Antimicrobianos.



ABSTRACT

Kefir is a fermented drink produced by fermentation of milk by kefir grains which contain a
complex multispecies microbial community formed mainly of lactic acid bacteria (LAB), acetic
acid bacteria (AAB), and yeast. High in nutrients, it is a rich and diverse probiotic source.
Several studies have shown the benefits of kefir consumption on gut microbiota composition.
However, the microbial interactions during the formation of kefir grains and the
biotechnological potential of this beverage are not completely understood yet. The aim of this
study was to analyze the probiotic potential of microorganisms isolated from kefir grains.
Microorganisms isolated from kefir grains were identified, and the tolerance profile to acid pH
and sodium chloride (NaCl) was carried out. The self-aggregation and co-aggregation assays
were also conducted, using Escherichia coli ATCC and Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
as indicator strains. In addition, the antimicrobial potential of the isolated strains was
determined by the agar well diffusion technique against indicator strains. Four microorganisms
were isolated and identified as Enterococcus durans, Lactobacillus paracasei, Leuconostoc
pseudomesenteroides and Kluyveromyces marxianus. With respect to the tolerance tests, no
growth was observed at pH 2, 3 and 5, except L. paracasei and K. marxianus at pH 5, while all
strains showed resistance at a concentration of 2% of NaCl, except L. pseudomenteroides. High
self-aggregation was observed for K. marxianus, whereas E. durans, L. paracasei, L.
pseumesenteroides showed moderate capacity. When the indicator strains were added, the
percentage of co-aggregation with K. marxianus significantly reduced. Meanwhile, only the K.
pneumoniae strain interfered in the aggregation response of L. paracasei. Regarding to the
antimicrobial activity, all supernatants, when neutralized, were able to inhibit the growth of the
indicator strains. In sum, the microbial isolates obtained from kefir grains showed probiotic
properties, with emphasis on L. paracasei and K. maxianus, which showed a greater tolerance
to acid pH and a strong capacity for self-aggregation and co-aggregation. It is important to
highlight the strong antimicrobial action of L. paracasei against E. coli and K. pneumoniae,
which suggests its ability to establish an intestinal barrier against these pathogens. However,
these isolates must be subjected to experimental validation in animal models and subsequent
clinical trial in humans to confirm their probiotic potential.

Keywords: Enterobacteria; Probiotics; Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

O Kefir € uma bebida lactea fermentada produzida a partir de seus graos, 0s quais
sdo compostos por Bactérias do Acido Lactico (BAL’s), Bactérias do Acido Acético (BAA’s)
e leveduras (AJAM; KOOHSARI, 2021; BENGOA et al., 2018; ERDOGAN et al., 2019; KIM,;
KIM; SEO, 2020; SINDI; BADSHA; UNLU, 2020). Considerada uma bebida levemente
alcodlica (0,1 a 2% de &lcool) e nutritiva, foi originado na Asia Central, onde, juntamente com
paises da Europa Oriental, € tradicionalmente consumido. No entanto, sua demanda vem
aumentando de forma substancial em outras partes do mundo devido aos varios beneficios
proclamados desses produtos na saide humana (ROSA et al., 2017).

Os microrganismos presentes no kefir sdo capazes de fermentar os acUcares
contidos em diversos tipos de leite, como o de cabra, bufala, ovelha, camelo ou vaca, dando
origem a um alimento com amplo beneficio a salde (FARAG et al., 2020; LOPUSIEWICZ et
al., 2020; NEJATI; JUNNE; NEUBAUER, 2020). Comumente esse processo fermentativo
acontece através da interacdo entre espécies dos géneros bacterianos Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter e leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces
marxianus) e ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces exiguus (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS, 2018). Porém, é importante destacar que a composi¢do microbiana
dos gréos de kefir variam de acordo com a origem geogréafica, os métodos de producao, tipos
de leite, temperaturas e tempos de incubacdo, além das proporc¢des de grdos de kefir para leite
(SINDI; BADSHA; UNLU, 2020). Apesar dessa diversidade, todos os microrganismos que 0
compdem geralmente sdo capazes de equilibrar a microbiota intestinal nos individuos que o
consomem, atraves de sua atividade probidtica (BENGOA et al., 2018).

Os probidticos sdo definidos como produtos contendo microrganismos vivos que
produzem efeitos benéficos a saide do hospedeiro (R1ZZOLI; BIVER, 2020). Dentre seus
principais mecanismos de acdo destaca-se 0 aumento da integridade da mucosa intestinal,
atividade antimicrobiana, inibicdo da aderéncia bacteriana e capacidade de invasdo no epitélio
intestinal, regulagdo do sistema imune e do sistema nervoso central (STAVROPOULOU;
BEZIRTZOGLOU, 2020; YAN; POLK, 2020). A utilizacdo desses microrganismos na
modulacdo da microbiota intestinal é considerada uma conduta promissora para a prevencao e
tratamento de patologias, como infeccdes, condi¢ces autoimunes e alergias
(STAVROPOULOU; BEZIRTZOGLOU, 2020; ZHOU et al., 2020), além das condi¢cbes
intestinais crénicas, como Doenca Inflamatoria Intestinal (DI1) (YAN; POLK, 2020). Tais
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achados tem aumentado a demanda desse produto artesanal, o que tem contribuido para o
aumento substancial de estudos acerca de seu potencial terapéutico (DE SAINZ et al., 2020).

Diante das constantes pesquisas e da diversidade de questionamentos em relacéo as
propriedades benéficas de produtos de origem natural, nota-se uma maior diversidade
molecular quando comparados as drogas sintéticas, assim podem ser utilizados como
alternativas para o desenvolvimento de novas terapias e abordagens farmacéuticas (ROY et al.,
2018).

Ademais, considerando que ha uma maior aplicabilidade na industria de alimentos
de microrganismos isolados de gréos de kefir para producédo de alimentos fermentados, ao invés
desses grdos em sua forma integra, torna-se imprescindivel o isolamento e a caracterizacéo dos
microrganismos envolvidos na microbiota do kefir (PLESSAS et al., 2016). No entanto, ha
necessidade de maiores evidéncias cientificas a fim de comprovar sua atividade probidtica
como potencial biotecnoldgico, além de determinar os mecanismos envolvidos para a formacéao
desses aglomerados microbianos. Portanto, torna-se necessario responder a seguinte
problematizacdo: Qual o potencial probidtico dos microrganismos isolados de grdos de kefir?
Sendo assim, o0 objetivo desse trabalho é analisar o potencial probidtico de microrganismos

isolados de grdos de kefir.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Probioticos

O conceito historico dos probio6ticos vem sendo relatado ha séculos quando Henry
Tessler, cientista do Pauster Institute, em Paris, descobriu que criangas que continham
bifidobactérias intestinais apresentavam menos episodios de diarreia (KECHAGIA et al.,
2013). Porém, foi apenas em 1907, que o russo Eli Metchnikoff prop6s que o uso de probioticos
suprimia episodios de intoxicacdo intestinal através da substituicdo de microrganismos
patogénicos por bactérias benéficas. Tal evidéncia motivou-o a desenvolver uma dieta com leite
fermentado por uma bactéria denominada “bacilo bulgaro” (GORDON, 2008). Dez anos
depois, o cientista alemao Alfred Nissle isolou uma cepa bacteriana das fezes de um soldado da
Primeira Guerra Mundial que ndo apresentou enterocolite durante um surto grave de shigelose
(WORLD GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2017). A partir de entdo, a estirpe,
identificada como Escherichia coli Nissle 1917, foi utilizada no tratamento de pacientes
diagnosticados com tal agravo (ISLAM, 2016).

Atualmente, os probioticos sdo definidos pela Organizacdo para Alimentos e
Agricultura/Organizagdo Mundial da Satde como “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro”
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION/WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001; NET et al., 2014; RIZZOLI; BIVER, 2020). Esses microrganismos ndo patogénicos que
compdem a microbiota intestinal normal passaram a ser utilizados no tratamento de desordens
associadas ou néo ao trato gastrointestinal (ISLAM, 2016).

Dentre as bactérias com propriedades probiéticas destacam-se os Lactobacillus e
Bifidobacterium caracterizadas como Gram-positivos e anerobicos facultativos (CHEW et al.,
2015; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION/WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006). Porem, existem outros menos comuns, como Saccharomyces
boulardii e algumas espécies Escherichia coli, Bacillus e Clostridium butyricum (WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2017). Entre as espécies do género
Lactobacillus, destacam-se Lc. acidophilus, Lc. ramhamusus, Lc. bulgaricus, Lc. reuteri e Lc..
casei. Enquanto que as espécies de Bifidobacterium mais comumente usadas em probioticos
incluem B. animalis, B. infanti, B. lactis e B. longum (ISLAM, 2016).

O isolamento das estirpes com alegacdo probidtica pode acontecer no ser humano,

no animal, nas plantas ou no ambiente (SHOKRYAZDAN et al., 2017). Por conseguinte,
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critérios importantes devem ser considerados para que esse microrganismo isolado seja
classificado como probidtico, dentre eles destacam-se: apresentar resisténcia aos processos
tecnoldgicos, ser capaz de aderir aos tecidos epiteliais, ser estavel na presenca de acido e bile,
ter capacidade de sobreviver no ambiente gastrointestinal e ser capaz de influenciar atividades
metabdlicas do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION/ WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001; KECHAGIA et al., 2013). Além disso, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolucgédo n° 241 de 26 de julho 2018,
que dispBe sobre o0s requisitos para comprovacdo da seguranca e dos beneficios a sadde dos
probidticos para uso em alimentos, cita a necessidade da identificagdo e caracterizacdo dessas
estirpes por meio de métodos genotipicos e fenotipicos; especificacdo da origem e comprovacao
do depdsito da cepa em uma colecdo de cultura internacionalmente reconhecida (BRASIL,
2018). Como ultima etapa para o reconhecimento da cepa com potencial probidtico, o status
de seguranca para humanos é verificado através de testes in vitro e in vivo e sequenciamento de
genoma (SHOKRYAZDAN et al., 2017). Certamente ha necessidade de elucidagdes cientificas
guanto a formulacdo adequada para um melhor fornecimento de cepas viaveis a todas essas
condicdes (DO CARMO et al., 2018; ISLAM, 2016).

Dentre as espécies que colonizam o trato gastrointestinal, as bactérias produtoras
de &cido latico (BALSs) sao geralmente consideradas microrganismos favoraveis a todas essas
condigdes devido & sua capacidade de estimular o desenvolvimento da microbiota do
hospedeiro, funcdo digestiva, tolerancia da mucosa, resposta imune estimulante e melhor
resisténcia a doencas (RING@ et al., 2018). Comumente aplicadas na industria, produgédo
agricola, pecuaria, empresa de alimentos, engenharia farmacéutica, as BALs devem enfrentar
0 baixo pH para desempenhar suas propriedades probioéticas, através do seu proprio crescimento
e fermentacdo (WANG; CUI; QU, 2017). E importante ressaltar que o uso clinico desses
microrganismos depende de vérios fatores intrinsecos ao probidtico, como formulacao,
armazenamento, viabilidade, assim como fatores dependentes ao paciente, como a idade,
patologia e condicéo clinica geral (DO CARMO et al., 2018; ISLAM, 2016). Portanto, mais
pesquisas in vivo sdo necessarias para caracterizagdo, seguranca na preparacao e qualidade das
estirpes utilizadas (CAMERON et al., 2017; KECHAGIA et al., 2013; RINGd et al., 2018).

Embora existam dados clinicos conflitantes sobre muitas cepas e formulacdes, o
consumo de probidticos aumentou significativamente nos ultimos anos. Diante de tal fato, a
literatura propde a melhoria da qualidade de evidéncias clinicas, transparéncia quanto as
alegacbes dos produtos comercializados, conscientizagdo do consumidor, assim como sua

regulamentacdo frente aos 6rgdos de saude (SUEZ et al., 2019). Adicionado a isso, com a



16

comercializa¢do de produtos que ndo atendem aos critérios minimos, a auséncia do registro de
células vidveis conforme o tempo de prateleira e frente a falta de evidéncias quanto as alegactes
do produtos, torna necessario um maior conhecimento por parte dos consumidores e
profissionais de salde prescritores quanto a selecdo e recomendacdo do produtos existentes no
mercado (NET et al., 2014).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (2017) as linhagens
autorizadas para uso em suplementos no Brasil sdo Bacillus coagulans BGI-30,
Bifidobacterium lactis HNO19, Bifidobacterium lactis BL-04, Lactobacillus acidophilus LA-
14, Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus casei LC-11, Lactobacillus paracasei
LPC-37, Lactobacillus reuteri DSM17938, Lactobacillus helveticus R0052, Lactobacillus
rhamnosus HNOO1, Lactobacillus rhamnosus LR-32, Lactobacillus rhamnosus NCC4007 e
Lactococcus lactis LL-23.

Os efeitos desses probidticos no hospedeiro ocorrem principalmente por
competicdo de nutrientes com bactérias patogénicas, imunomodulacdo, além de alterar o pH
local, impedindo a colonizacio de patogenos (SANCHEZ et al., 2017; WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2017). Entende-se por infeccdo bacteriana
intestinal a colonizagdo epitelial pelo patégeno, com produgdo de mucinas pelas células
caliciformes e de peptideos antimicrobianos, como as defensinas e catelicidinas, pelas células
intestinais. Posteriormente, as células dendriticas fagocitam o agente patogénico e apresentam
seus antigenos aos linfécitos T. Estes, por sua vez, liberam citocinas responsaveis pela ativacdo
das células B, com subsequente liberacdo de imunoglobulina A (IgA), anticorpos especificos
para o patdgeno infeccioso (Figura 1A) (DO CARMO et al., 2018).

Dentro deste contexto, considerando que as cepas probidticas ocupam 0s mesmos
receptores dos microrganismos patogénicos, sua colonizacdo na microbiota intestinal diminui
a incidéncia de doencas oriundas desses agentes. Isso se deve ao fato dos probioticos
provocarem maior estimulacdo na producdo de mucina e de peptideos antimicrobianos, com
aumento da estabilidade da juncéo celular, maior liberacdo de IgA pelas celulas B ativadas e
inibicdo do crescimento de patdgenos pela producdo de moléculas antimicrobianas, como
acidos graxos de cadeia curta, bacteriocinas e microcinas (Figura 1B) (DO CARMO et al.,
2018; RAGHUWANSHI et al., 2018).
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Figura 1 — Mecanismo de acdo com auséncia (A) e presenca (B) de microrganismos probidticos.
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Fonte: Do Carmo et al. (2018).

De fato, as evidéncias a favor das alegagBes dos beneficios atribuidos aos
probioticos para a salde vém sendo acumuladas de forma substancial (KECHAGIA et al.,
2013). Diante das constantes pesquisas destacam-se as caracteristicas ja elucidadas na
literatura: a regulacdo de energia em varios processos metabolicos, a modulacdo da resposta
imune e consequente combate a patdgenos, a tolerancia a &cidos biliares, a aderéncia as células
entéricas e estimulacdo da angiogénese intestinal. Tais propriedades beneficiam a atuacédo
dessas linhagens na saude humana, com otimizacdo nutricional, regulacdo de distlrbios
organicos ou anormalidades metabdlicas (KERRY et al., 2018).

A principal alegagdo para utilizagdo de probidticos é o equilibrio da microbiota
intestinal, promocao da digestdo da lactose por individuos intolerantes, alivio da constipacéo e
aumento da absorcdo de vitaminas e minerais (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014).
Acrescenta-se ainda a melhora da saude intestinal, melhora da resposta imune, reducdo do
colesterol e prevencdo do cancer. Ademais, embora alguns desses beneficios estejam bem
documentados, como doencas diarreicas agudas e prevencdo de diarreia associada a
antibidticos, outros requerem mais estudos para serem estabelecidos (KECHAGIA et al., 2013).

Com sua aplicabilidade nutricional e clinica, os probidticos demonstram influéncia
direta no tratamento clinico da diarreia associada ao rotavirus, Sindrome do Intestino Irritavel
(SI) e alergias alimentares. Além de fornecer subsidios funcionais para prevengéo e tratamento
da diabetes, obesidade e cancer (KERRY et al., 2018). Além disso, 0 uso dessas estirpes no
tratamento e prevencao da diarreia em criangas ja esta bem descrito na literatura. De certo, se
ofertado nos primeiros meses de vida, as cepas probioticas diminuem a incidéncia de outros
distdrbios gastrintestinais, como a enterocolite necrosante e sepse de foco intestinal (DO
CARMO et al., 2018). Um estudo in vivo e in vitro realizado por Blackwood et al. (2017)
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verificou eficicia dos probidticos na prevencdo da enterocolite necrosante. Nesse caso, foi
detectado que os Lactobacillus aumentam a resisténcia das proteinas juncionais que, por sua
vez, preservam a integridade da membrana epitelial, prevenindo a evolucdo dessa patologia
(BLACKWOOD et al., 2017).

Em relacdo a capacidade de imunomodulacdo acredita-se que hd uma interacdo dos
probioticos com as células epiteliais e dendriticas. No entanto, suas propriedades s&o especificas
de cada cepa, sendo dependente para o perfil de citocinas liberadas pelos linfocitos, enterocitos
ou ceélulas dendriticas. Além disso, as vias de sinalizacdo intracelular sdo ativadas com a
interacdo das bactérias probioticos e os receptores da superficie celular, induzindo o sistema
imunologico (RAGHUWANSHI et al., 2018). Ressalta-se que seus efeitos sdo transitdrios e ha
necessidade do uso continuado, ademais, ha possibilidade de haver uma pressdo seletiva
semelhante a antibioticoterapia de uso frequente, podendo levar a ineficacia da atividade
antimicrobiana. Embora ndo haja evidéncias que indiquem reducdo de microrganismos
benéficos na microbiota ha necessidade de elucida¢des quanto aos efeitos ao longo prazo do
consumo regular e probioticos em individuos saudaveis (DO CARMO et al., 2018).

Salienta-se que, apesar da comprovacao dos potenciais terapéuticos dos probidticos,
é preciso ter cautela na utilizacdo em bebés sob cuidados neonatais ou individuos com algumas
condices clinicas, incluindo doencgas malignas, intestino permeéavel, diabetes mellitus e pds-
transplante de 6rgdo (KOTHARI; PATEL; KIM, 2019). Esses microrganismos podem
ocasionar a translocacdo bacteriana, induzindo infeccGes oportunistas e, como consequéncia,
desenvolvendo pneumonia, endocardite e sepse (ZAWISTOWSKA-ROJEK; TYSKI, 2018).
Diante das constantes pesquisas e da diversidade de questionamentos em relagdo ao consumo
dos probidticos para a manutencdo da salde do intestino, houve um aumento significativo de
sua utilizacdo. Atualmente, dentre os produtos mais populares, carreadores dessas bactérias,

encontram-se os leites fermentados, com destaque para o kefir (MARCO et al., 2021).

2.2 Kefir

2.2.1 Caracteristicas gerais

O kefir, produto alimenticio utilizado desde a Antiguidade, possui atividade
probidtica, o que lhe confere um amplo beneficio a saiude (DIAS; SILVA; TIMM, 2018;
PRADO et al., 2015; ROSA et al., 2017). De certo, a presenca de diversas bactérias e leveduras
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que favorecem o equilibrio da microbiota intestinal se destaca dentre as caracteristicas que
conferem suas propriedades probio6ticas (ERDOGAN et al., 2019; KIM et al., 2019b; PLESSAS
et al., 2016). Nesse contexto, o kefir é definido como uma cultura microbiana preparada a partir
de gréos de kefir, através da interacdo entre espécies dos géneros bacterianos Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter e leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces
marxianus) e ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces exiguus (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS, 2018).

Originado nas Montanhas do Céaucaso, no Tibet, a palavra kefir advém do eslavo
Keif que significa "bem-estar" ou "bem-viver". No entanto, também é reconhecido como quefir,
tibicos, cogumelos tibetanos, plantas de iogurte, cogumelos do iogurte (OTLES; CAGINDI,
2003). Pode-se mencionar gque o kefir é o produto da fermentacéo do leite pelos seus grdos que
s80 compostos por uma associagdo simbidtica de bactérias do acido lactico (108 — 10° UFC/g),
leveduras (10° — 10° UFC/g) e bactérias do acido acético (10° — 106 UFC/g), submersas em uma
matriz composta de polissacarideos e proteinas. (BENGOA et al., 2018; DIAS; SILVA; TIMM,
2018; GAROFALDO et al., 2015; GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2001). Essa matriz
forma gréos de superficie irregular (Figura 2) que sdo capazes de fermentar em diversos
substratos nutritivos, como leite de vaca, cabra, ovelha, bufala, agticar mascavo, sucos de frutas
e extrato de soja, dando origem a bebida fermentada com amplo beneficio a satde (WANG et
al., 2019).

Figura 2 — Grdos de kefir de leite.

Fonte: Farnworth (2005).

Atualmente, sdo conhecidos dois tipos de kefir: de agua e de leite. Seus métodos
tradicionais de cultivo ocorrem artesanalmente através da adi¢do de 5% dos graos no leite ou
em agua agucarada (5%). O substrato de preferéncia deve ser pasteurizado ou fervido e, logo
apos, resfriados para posterior inoculacdo dos grdos. Apds 18 a 24 horas em temperatura

ambiente os graos sdo separados da bebida fermentada por filtragdo em peneira e inoculados
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em um novo substrato nutritivo. O filtrado deve ser armazenado na geladeira por 24 horas antes
do consumo (FARNWORTH, 2005). Durante essa etapa, a atividade metabolica dos
microrganismos presentes nos graos que produzem &cidos latico e acético, etanol e dioxido de
carbono dardo origem ao sabor e aroma caracteristicos (GAMBA et al., 2020).

No decorrer do processo fermentativo, os gréos de kefir aumentam seu volume,
obtendo a nova biomassa. Posteriormente, sdo transferidos para um novo substrato para darem
inicio a um novo ciclo (GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2001). A partir da
fermentacdo do leite pelos seus grdos, os microrganismos que compdem o kefir ficam
submersos a uma matriz de exopolissacarideos (EPS), a qual eles produzem, denominada
kefiran (DIAS; SILVA; TIMM, 2018; GAROFALO et al., 2015). Essa matriz composta de
polissacarideos e proteinas contém ampla propriedade bioldgica, fisico-quimicas e reoldgicas
que agregam valor ao produto. Cita-se, por exemplo, sua adicdo em outros alimentos, assim
como sua utilizacdo como revestimento para produtos alimenticios e farmacéuticos entre outras
funcbes (PRADO et al., 2015).

Do ponto de vista nutricional, o kefir contém quantidade significante de
aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais. Apesar da escassez de estudos cientificos, ha
relatos da presenca dos minerais Zinco, Cobre, Manganés, Ferro, Cobalto e Molibdénio (ROSA
et al., 2017). Outro aspecto relevante é que a composicdo microbiana dos gréos pode variar,
dependendo da regido de origem e da forma do processo fermentativo (GAROFALO et al.,
2015). Cita-se também influéncia das condi¢bes de armazenamento, tempo/temperatura de
fermentacdo, proporcdo de grdos e substrato fermentativo na composicéo do leite fermentado
pelo grdo de kefir (ROSA et al., 2017; SINDI; BADSHA; UNLU, 2020).

No que diz respeito a sua aplicabilidade clinica, ha muito tempo acreditava-se no
seu poder curativo, sendo utilizado no tratamento de cancer, tuberculose e desordens
gastrointestinais. Além disso, ja havia alguns relatos sobre seus possiveis efeitos
antibacterianos, antitumorais, anticarcinogénicos e redutores de colesterol. Atualmente,
alegam-se outros beneficios, como melhora do sistema imunoldgico e da tolerancia a lactose
em humanos (DIAS; SILVA; TIMM, 2018). Todas as caracteristicas funcionais e probidticas
mencionadas estdo diretamente relacionadas a presenga dos microrganismos e/ou aos
metabolitos sintetizados pela fermentacédo do leite, como acido latico e acético, EPS e peptideos
bioativos, como as bacteriocinas produzidas pelos proprios microrganismos presentes nos graos
(BENGOA et al., 2018). Além disso, ha presenca constante de perdxido de hidrogénio, dioxido
de carbono, etanol, diacetil que também favorecem sua atividade antibacteriana frente aos
patogenos (FARNWORTH, 2005).
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Acrescenta-se que os grdos de kefir sdo formados a partir de aglomerados celulares,
denominados biofilmes microbianos (GUT et al., 2019; HAN et al., 2018). Os biofilmes
consistem em agregados microbianos multicelulares que podem aderir-se a superficies bidticas
e abidticas (COWAN, 2011; HAN et al.,, 2018; HANEY et al., 2018). Ou seja, 0s
microrganismos plancténicos (livres) se unem e se transformam em comunidades
multicelulares envolvidos por substancias poliméricas extracelulares (VERDEROSA;
TOTSIKA; FAIRFULL-SMITH, 2019). Esta matriz extracelular é constituida por
exopolissacarideos, DNA extracelular, material proteico, bem como apéndices celulares, no
qual possui fungéo protetora contra condi¢gdes ambientais adversas, tais como, variagdes de pH,
temperatura, escassez de nutrientes, agdo de agentes antimicrobianos e fagocitose mediada pelo
sistema imune do organismo hospedeiro (AZEREDO et al.,, 2017; HALL; MAH, 2017,
SCHIEBEL et al., 2017).

Em suma, os estdgios de desenvolvimento do biofilme consistem na adeséo
priméria a uma superficie, agregacdo intercelular, maturacdo e posterior dispersdo (Figura 3)
(VASUDEVAN, 2014). Inicialmente, ocorre a ligacdo da célula a uma superficie, seguida de
proliferacdo celular, formacdo de microcolénias e producdo da matriz polimérica. Finalmente,
ocorre a maturacdo, dispersdo e, por conseguinte, um possivel surgimento de aglomerados
celulares na forma de um novo biofilme (PETROVA; SAUER, 2016). Além disso, faz parte do
seu ciclo de formacéo difundir regularmente bactérias no meio, denominadas microrganismos
planctbnicos, 0s quais comumente adquirem propriedades do biofilme primario, incluindo a
resisténcia a antimicrobianos (COWAN, 2011).

Figura 3 — Modelo de desenvolvimento de um biofilme.
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Fonte: Adaptado de Carneiro et al. (2020).
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Nessa perspectiva, essas comunidades microbianas estdo associadas ao
desenvolvimento de diversas doengas infecciosas cronicas (ROY et al., 2018). No entanto, elas
podem possuir efeitos benéficos, dependendo das espécies de microrganismos que o compdem
(AZEREDO et al., 2017; MIQUEL et al., 2016). Alguns destes biofilmes, como a microbiota
intestinal, desempenham uma fungdo protetora e funcional ao sistema gastrointestinal
(MIQUEL et al., 2016). Acrescenta-se ainda seu papel fundamental na formacéo dos graos de
kefir (HAN et al., 2018).

Diante das constantes pesquisas e da diversidade de questionamentos em relacao
aos antimicrobianos de origem natural, nota-se que eles possuem uma maior diversidade
bioquimica e estrutural comparados as drogas sintéticas e podem ser utilizados como
alternativas para o desenvolvimento de novas terapias e abordagens farmacéuticas. Portanto, as
diversas elucidacGes sobre 0 mecanismo de acdo podem oferecer subsidios para uma melhor
compreensdo sobre a formacdo dos biofilmes benéficos ao hospedeiro (ROY et al., 2018).
Adicionalmente, embora os estudos tenham avancado, ha necessidade de mais pesquisas para

esclarecimento do complexo ecossistema do kefir (BENGOA et al., 2018).

2.2.2 Microrganismos envolvidos na formacéo de gréos de kefir

Os gréos de kefir sdo formados a partir da interacdo entre BALs, BAAs e leveduras
(GAROFALO etal., 2015). Um estudo realizado por Han et al. (2018), evidenciou sua
diversidade microbiana, sendo identificados os filos bacterianos Proteobacteria e Firmicutes,
e apenas um filo fangico, Ascomycota. Dentre 0s géneros bacterianos foram detectados
Acetobacter, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Acinetobacter e Pseudomonas,
enguanto os géneros fungicos foram Kluyveromyces e Kazachstania (HAN et al., 2018).

As BALSs sdo consideradas um dos primeiros microrganismos estudados devido a
sua influéncia na fermentacéo de alimentos e na satde humana (PAPADIMITRIOU et al., 2016;
ZHOU et al., 2020). S&o microrganismos microaerofilos, catalase negativa, tolerantes ao pH
acido (pH < 5,0) e sua temperatura de crescimento pode variar de 20 °C a 40 °C (GARCIA;
ARRAZOLA; DURANGO, 2010). Também so reconhecidas como bactérias fermentativas
Gram positivas ndo patotoxigénicas (MARCO et al., 2021). Dentre as espéecies de BALS
destacam-se espécies de Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus (WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2017). A maioria deles é pertencente a
microbiota do ser humano, e sdo responsaveis por diversos efeitos benéficos, incluindo alivio

da intolerancia a lactose, diarreia, Ulcera péptica, estimulacdo do sistema imunologico, efeitos
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antialérgicos, acdes antiflngicas, preservacdo de alimentos e prevencdo de cancer de célon
(MASOQD et al., 2011). Podem ser classificadas em homofermentativo ou heterofermentativo
de acordo com a quantidade e os tipos de &cidos organicos produzidos (GARCIA;
ARRAZOLA; DURANGO, 2010). As homofermentativas produzem &cido latico como o
principal produto da fermentacdo da glicose, enquanto as heterofermentativas, além de acido
latico, formam outras substancias, como dioxido de carbono, acido acético, e etanol (CARR;
CHILL; MAIDA, 2002).

Essas bactérias degradam carboidratos, como a lactose, para sintese de acido lactico
e energia, através de um processo conhecido como fermentacdo lactica. Na industria, esses
microrganismos séo usados no processo de fermentacdo para a fabricacdo de queijos, iogurte,
leite fermentado e outros produtos derivados do leite (QUINTERO, 2018). Além disso, elas
também estdo presentes no processamento de carnes (linguica e presuntos), bebidas alcoodlicas
(vinhos e cervejas) e vegetais (repolho, milho, cevada, couve e picles) (CARR; CHILL,;
MAIDA, 2002). Dentre outros beneficios, esses microrganismos sdo capazes de prolongar o
prazo de validade dos produtos fermentados e agir como antimicrobianos a partir da secre¢do
de metabdlitos, como acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, sendo capazes
de inibir bactérias patogénicas como Salmonella, E. coli enterohemorragica e Listeria
(AWOJOBI; ADEYEMO; SANUSI, 2016; HERNANDEZ-AQUINO et al., 2019; OZOGUL;
HAMED, 2017)

As BAAs sdo um grupo distinto de microrganismos da familia Acetobacteraceae,
a classe Alphaproteobacteria, as quais sdo classificadas em 17 géneros: Acetobacter,
Gluconobacter, Gluconacetobacter, Asaia, Komagataeibacter. Acidomonas, Kozakia,
Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter, Tanticharoenia, Ameyamaea,
Endobacter, Nguyenibacter, Swingsiao e Neokomagataea (SAICHANA et al., 2015).
Promovendo o crescimento de diferentes espécies de plantas e insetos (DE ROOS; DE VUYST,
2018), as BAAs séo bactérias Gram-negativas capazes de oxidar o etanol em acido acético (DE
ROOS; DE VUYST, 2018; GOMES et al., 2018). Caracterizadas com aerdbicos mesofilicos
obrigatorios, esses microrganismos oxidam agucares, alcoois de aclcar e etanol, resultando na
producdo de é&cido acético como principal produto final (RASPOR; GORANOVIC, 2008).
Fisiologicamente, exibem resisténcia a altas concentracdes de acidos organicos e pH baixos
(RASPOR; GORANOVIC, 2008).

Hé séculos, esses microrganismos atuam na producéo alimenticia de fermentados,
como vinagre, kombucha, kefir (agua) e cacau (GOMES et al., 2018; LYNCH et al., 2019;
MARCO et al., 2021). Mas também tem forte atuacdo na bioproducéo industrial de produtos
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quimicos (RASPOR; GORANOVIC, 2008). Apesar de seus efeitos benéficos, esses
microrganismos sdo capazes de deteriorar produtos submetidos a fermentagdes alcodlicas
(vinho, cidra e cerveja), assim como refrigerantes e frutas (DE ROOS; DE VUYST, 2018;
RASPOR; GORANOVIC, 2008), ocasionando um sabor azedo indesejavel (GOMES et al.,
2018). Considerando o aumento do consumo de bebidas fermentadas, assim como o
desenvolvimento de novos produtos, essas estirpes sdo consideradas promissoras. No entanto,
ha necessidade de mais pesquisas sobre seus beneficios a salde, assim como uma avaliacéo
mais criteriosa da seguranca desses microrganismos para uso como culturas alimentares
microbianas (LYNCH et al., 2019).

Leveduras sdao consideradas fungos unicelulares, ascdsporos, pertencentes ao filo
Ascomycetes, classe Hemiascomycetes e estdo separadas em uma ordem principal
Saccharomycetales (ZYMANCZYK-DUDA et al., 2017). Comumente isolada de habitats
naturais, como laticinios tradicionais fermentados, graos de kefir e plantas, podem metabolizar
em uma variedade de substratos de baixo custo, incluindo derivados lacteos (NURCHOLIS et
al., 2020). Devem tolerar estresses fisiologicos, como baixo pH, alta concentracdo de etanol e
alto estresse osmotico. Representam um grupo muito diversificado de microrganismos, nas
quais as cepas da mesma espécie geralmente apresentam um alto nivel de divergéncia genética.
Sua biodiversidade esta intimamente relacionada a sua aplicabilidade (ZYMANCZYK-DUDA
et al., 2017). Sua utilizacdo como probioticos oferece uma série de vantagens em relacdo as
bactérias, principalmente por caracteristicas particulares, como seu maior tamanho celular
(LIMA et al., 2017). Salienta-se que, ha muito tempo, essas cepas sdo utilizadas no ramo
industrial e biotecnolédgico devido as suas diversas aplicagdes, tanto para fermentacdo quanto
para producio de metabolitos especificos (KARIM; GERLIANI; AIDER, 2020; NURCHOLIS
et al., 2020).

Reconhecidas por seu potencial enzimatico na area alimenticia, as leveduras tem
alto poder fermentativo, principalmente das espécies do género Saccharomyces, possuindo
grande potencial biotecnoldgico (ARANDA et al., 2019; ZYMANCZYK-DUDA et al., 2017).
Outras menos comuns, tais como Scheffersomyces stipitis, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces
lactis e Dekkera bruxellensis também tém colaborado no processo industrial de fermentacdo
(STEENSELS et al., 2014). Na industria, destaca-se a utilizacdo probidtica de duas leveduras:
S. cerevisiae var. boulardii e K. fragilis (B0399) (MENEZES et al., 2020). Varias pesquisas
tém evidenciado novos géneros, espécies e linhagens de leveduras com potencial probiético
promissor, porém ndo ha elucidagdo cientifica dessas estirpes probidticas adicionadas aos
alimentos (CASSANEGO et al., 2015).
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Varios géneros e espécies de leveduras convertem aglcares em etanol e diéxido de
carbono, assim como outros metabdlitos, isto €, glicerol, acetato, succinato, piruvato, alcoois
superiores e ésteres, atraves da fermentacao alcoodlica. Esse processo bioquimico é responsavel
pela producado de alguns alimentos e bebidas, como vinho, cerveja e pdo. Tradicionalmente, 0s
produtos fermentados sdo obtidos quando leveduras pertencentes a microflora natural de
substratos ricos em carbono (cereais, no caso de pédo e cerveja e mostos de uva, no caso de
vinho) fermentam espontaneamente aclcares (ALBERGARIA; ARNEBORG, 2016).

A interacdo complexa entre fungos e bactérias ocorre em uma ampla variedade de
ambientes, desempenhando papel importante na agricultura, horticultura, silvicultura, protecéo
ambiental, processamento de alimentos e biotecnologia (DEVEAU et al., 2018). Essas
comunidades microbianas sdo frequentemente observadas nos processos de fabricacdo de
alimentos e bebidas fermentados, como pao de fermento, queijo, kefir, vinho e saqué, sendo
consideradas pontos fundamentais no estudo da microbiologia alimentar moderna
(WATANABE; TAKAGI, 2019).

Nessa perspectiva, Wang et al. (2012) verificaram que a formacéo dos gréos inicia
a partir da interacdo de Lb. kefiranofaciens e S. turicensis a fim de formar pequenos granulos.
Logo em seguida, o produtor de biofilme Lb. kefiri liga-se a superficie dos granulos e coagrega-
se a outros microrganismos e componentes do leite para formar os grédos. Quando investigado
por microscopia eletronica de varredura, verificou-se que lactobacilos de cadeia curta, como
Lb. kefiri ocupam a superficie, enquanto lactobacilos de cadeia longa, como Lb. kefiranofaciens
se agregaram em direcdo ao centro dos graos de kefir (\WANG et al., 2012). A interacdo desses
microrganismos ocorre por competicdo por nutrientes, alimentacdo cruzada, inibi¢cdo dos
produtos finais, mas também por sua distribuicdo espacial (MELKONIAN et al., 2019).
Representam um potencial na agricultura sustentavel e na saide humana, podendo ser utilizados
como alternativas terapéuticas (DEVEAU et al., 2018).



26

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o potencial probiético de microrganismos isolados de graos de kefir.

3.2 Objetivos especificos

e |solar e identificar microrganismos presentes em graos de kefir;

e Caracterizar os isolados quanto a suas propriedades probidticas (tolerancia ao cloreto
de sddio e pH);

e Avaliar a capacidade de autoagregacdo das cepas isoladas, bem como a coagregacgéo
com cepas indicadoras (E. coli ATCC 11303 e K. pneumoniae ATCC 700603);

e Realizar screening de atividade antagbnica dos isolados sobre o crescimento de bactérias

indicadoras.
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento experimental

O delinecamento experimental do presente estudo encontra-se sintetizado no

fluxograma ilustrado abaixo (Figura 4).

Figura 4 — Fluxograma representativo do delineamento experimental.
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Fonte: Autoria propria (2021).

4.2 Obtencao e manutencao dos gréos de kefir

Os graos de kefir foram cedidos por familias tradicionais residentes na cidade de
Sobral — CE que realizam o cultivo e 0 consumo domiciliar. Os grdos foram armazenados a
partir de sucessivas subculturas em leite pasteurizado como substrato para o processo
fermentativo. Desta maneira, dois gramas de graos de kefir foram inoculados em 100 mL (1:50
p/v) de leite e incubados a 37°C por 48 horas. Apds esse periodo, os graos foram separados do
leite fermentado por filtracdo em peneira de pléstico e lavados para dar inicio a proxima cultura
(GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2001).
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4.3 Isolamento e identificacio dos microrganismos

Os gréos de kefir foram macerados com o auxilio de almofariz e pistilo esterilizados
até formar uma massa uniforme, e ressuspensos em solucdo salina estéril (0,9 % de NaCl). Em
seguida, uma aliquota de 50 pL dessa suspenséo foi inoculada em diferentes meios de cultivo
seletivo em caldo: Man, Rogosa e Sharpe (MRS) para espécies de lactobacilos; Mitis Salivarius
(MSA) para estreptococos; glicose Sabouraud 4 % (SDA) para leveduras. As culturas foram
incubadas a 37° C durante 24 e 48 horas com 5 % de CO>. Ap0s o crescimento visual, aliquotas
de 10 pL foram resgatadas para semeadura por estriamento em placas de Petri contendo meios
de cultura especificos para isolamento dos microrganismos e incubadas nas mesmas condicGes
para obtencdo de col6nias isoladas (GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2001). A
representacdo esquematica do isolamento e identificacdo das cepas bacterianas esta apresentada

na Figura 5.

Figura 5 — Representagdo esquematica do isolamento e identificagdo dos microrganismos.
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Fonte: Autoria propria (2021).

As colbnias obtidas foram identificadas presuntivamente por meio dos seguintes
testes morfologicos e bioquimicos: coloracdo de Gram, morfologia celular, fermentacéo de
glicose e teste da catalase. A identificacdo final das bactérias quanto ao seu género e espécie
foi obtida através de MALDI-TOF MS e MS/MS usando um espectrometro ABI 4700
Proteomics Analyzer com optica TOF-TOF (Applied Biosystems, Framingham, MA)
(MORENO et al., 2018).
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4.4 Condicdes de cultivo

As cepas foram mantidas em estoque em meio adequado, em aliquotas de 200uL
com 20% de glicerol a -80° C. Para a ativacdo das estirpes, uma aliquota inicial de 50uL foi
inoculadaem 5 mL de meio especifico, e incubada por 24 ha 37° C. Ap0s, a cultura foi renovada
inoculando-se uma aliquota de 50pL em 5mL dos meios, mantendo as mesmas condicOes de
cultivo. A densidade optica (DO) foi verificada com o auxilio de um leitor de placas de
microtitulacdo (BioTrak Il, Amersham Biosciences) a 620nm, e a partir desta, foi realizado o
ajuste da concentragdo de células para 1x10® unidades formadoras de col6nias (UFC.mL™), de
acordo com a escala 0,5 de Mcfarland (Figura 6).

Figura 6 — Representagdo esquematica das condigdes de cultivo e do procedimento de ajuste da concentracéo do
indculo bacteriano para a realizacdo dos ensaios bioldgicos.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

4.5 Ensaio de agregacéao e coagregacao

Os ensaios de agregacdo foram realizados de acordo com Del Re et al. (2000) com
adaptacdes. Apos o cultivo as células foram colhidas por centrifugacdo a 5000 rpm por 15 min,
lavadas duas vezes e ressuspensas em tampao fosfato (PBS) com NaCl 0,15M. As suspensoes
celulares ajustadas na concentragdo de 10® células/mL (4 mL) foram misturadas por 10
segundos e a autoagregacdo foi determinada durante 5 horas de incubagdo a 37 °C. A cada hora,
0,2 mL da suspensédo superior foi retirada e a densidade dptica (DO) foi medida a 620 nm
através de um leitor de placas de microtitulagdo (BioTrak IlI, Amersham Biosciences). A
porcentagem de autoagregacéo foi expressa como: 1 - (DO:/ DOo) x 100, onde DO representa
a densidade dptica nos tempos 1, 2, 3, 4 ou 5 horas, e DOy a densidade dptica no tempo inicial.
Foi considerada uma alta porcentagem de autoagregacdo quando maior que 40%, moderada

entre 10% e 40% e, menor que 10% com fraco poder de autogregacdo (WANG et al., 2010).
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O método para preparo das suspensdes celulares para a coagregacdo foi o0 mesmo
da agregacdo. Volumes iguais (2 mL) de cada suspenséo de células foram misturados em pares
por 10 s. Os tubos de controle foram montados a0 mesmo tempo, contendo 4 mL de cada
suspensdo bacteriana por si s6. A DO (620 nm) das suspensdes foram medidas apds mistura e
apos 5 horas de incubacdo a 37°C. A porcentagem de coagregacdo foi calculada usando a
equacdo de Handley et al. (1987), confome férmula abaixo:

((DOy + DOy)2) - DO(x + )
X
(DOx+ DOy)/2

Coagregacdo (%) = 100

Fonte: Handley et al. (1987). Legenda: x e y: cepas nos tubos de controle; (x + y): mistura das cepas microbianas.

4.6 Tolerancia ao pH e Cloreto de Sodio (NaCl)

A capacidade dos isolados para tolerar os valores de pH &cido foi determinada como
descrito por Sieladie et al. (2011) 1 mL de indculo (108 UFC/mL) de cada isolado foi transferido
para 10 mL de meio de cultivo em pH 2, 3 e 5, respectivamente, e DO foi coletada apds 24 h
incubado a 37°. O meio com pH 7,0 foi considerado o controle. Isolados mostrando resisténcia
superior a 50% a pH 3 foram consideradas cepas tolerantes a pH &cido. Para a determinagéo da
tolerancia ao NaCl foi utilizada a metodologia adaptada de Hoque et al. (2010). Dez tubos
contendo MRS foram ajustados com diferentes concentracgdes (2%, 4%, 6%, 8%, 10%) de NaCl.
Apobs a esterilizacao, cada tubo foi inoculado com 1% (v / v) de cada cepa probidtica e incubado
em 37 ° C durante 24h. Apds a incubacdo a DO foi coletada ap6s 24 h incubado a 37° contra o
controle (NaCl 0%) (HOQUE et al., 2010). A porcentagem de resisténcia em ambos 0s casos
(valores de pH &cido / NaCl) foi calculada conforme férmula abaixo:

e DO s 5 s ,
ReSlStenCla (%): pH 2,3,5/NaCl 2,4, 6, 8, 10% x 100

DO pH 7 / NaCl 0%

Fonte: Vinderola; Reinheimer (2003). Legenda: DO: densidade Optica
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4.7 Atividade antimicrobiana (Difusdo em &gar por pogos)

Segundo a metodologia proposta por Chew (2015), culturas primarias das cepas
isoladas foram ajustadas a 1x108 UFC.mL em caldo BHI, MRS ou SDA. Em seguida, 1 mL de
cultura foi adicionada a 10mL de MRS caldo e incubado nas condigOes adequadas para cada
uma das cepas. O sobrenadante cell-free (SCf) foi coletado ap6s centrifugagdo a 11000 g por
10 minutos e armazenado em aliquotas de 1 mL a -80 °C. Para anular o efeito do pH sobre a
atividade inibitoria contra E. coli ATCC 11303 e K. pneumoniae ATCC 700603 o SCf foi
neutralizado a pH 7,0 por adicdo de NaOH a 4 N imediatamente antes da etapa de filtracéao.
Para uma avaliagéo da atividade antimicrobiana do sobrenadante contra as cepas indicadoras
foi conduzida a técnica de difusdo em agar por pocos, de acordo com Tagg; McGiven (1971)

com modificagdes (Figura 7).

Figura 7 — Representagdo esquematica da técnica de difusdo em agar por pogos.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Cilindros inox (Oxford cups) de aproximadamente 5 mm foram colocados na
superficie do agar inoculado com as cepas indicadoras (1 x 108 UFC.mL™?) e, posteriormente,
cada poco foi preenchido com 75 puL de SCf. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas
em condicOes aerObicas para permitir 0 crescimento da enterobactéria. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados determinados a partir da medi¢do do didmetro da zona
de inibicéo (ZI1) ao redor dos pocos e classificados quanto a sua atividade antagénica como
baixa, moderada e alta atividade, com ZI <10 mm (+), 11 a 14 mm (++) ¢ > 14 mm (+++),

respectivamente, conforme (HALDER et al., 2017) com adaptacGes.
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4.8 Analise estatistica

Tratou-se de um estudo quantitativo experimental de carater descritivo. Todos 0s
resultados foram categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows) e
posteriormente analisados no software GraphPad Prism (Versao 8.0 para Windows, San Diego,
California USA). As diferencas significativas entre os grupos foram verificadas através da
aplicacdo do teste Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey. Os dados foram considerados

estatisticamente significantes quando p < 0,01.
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento e identificacdo dos microrganismos

Foram isoladas quatro espécies diferentes de microrganismos a partir dos graos de
kefir. As amostras 1 e 2 apresentaram morfologia de cocos ovoides visualizados como células
individuais ou arranjadas aos pares ou em cadeias e coloragao positiva ao teste de Gram, sendo
identificadas como Enterococcus durans e Leuconostoc pseudomesenteroides. A amostra 3
exibiu-se em forma de bastbes arranjados aos pares ou em cadeias, Gram-positivos,
identificadas como Lactobacillus paracasei. J& a amostra 4 apresentou-se em formato ovoide,
dispostos como células individuais ou em cadeias, Gram-positiva, sendo identificada como

Kluvyromyces marxianus (Quadro 1).

Quadro 1 — Identificacdo das estirpes isoladas de gréos de kefir.

Amostras |Meio de cultura| Gram |Morfologia| Identificacdo (MALDI-TOF)
1 MSA Positivo Cocos Enterococcus durans
2 MRS Positivo Cocos |Leuconostoc pseudomesenteroides
3 MRS Positivo |  Bastéo Lactobacillus paracasei
4 SDA Positivo | Ovoide Kluvyromyces marxianus

Fonte: Autoria propria (2021).

5.2 Tolerancia ao pH e Cloreto de Sodio (NaCl)

No ensaio de tolerancia ao pH néo foi observado crescimento no pH 2, 3 e 5, exceto
para os isolados L. paracasei e K. marxianus no pH 5, cujo percentual de resisténcia foram
52,03 % e 86,45 %, respectivamente. No que diz respeito ao NaCl, todas as estirpes
apresentaram resisténcia (> 50%) na concentracdo de 2% de sal, exceto o L. pseudomenteroides
(33,78 + 16,41). Em concentracdes acima de 4%, apenas E. durans (89,43 + 16,35) apresentou

resisténcia (Figura 8).
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Figura 8 — Percentual de resisténcia ao pH e NaCl de E. durans (m); L. pseudomesenteroides (m), L paracasei (=)
K. marxianus ( ). Foram considerados estatisticamente significantes p<0,01. # diferente em rela¢do E. durans;
*diferente em relacdo L. pseudomesenteroides; **diferente em relagdo L paracasei.

*

120 120-
a b
100 . (@ 1004 —_— (k)
© x 8
:5’ 80- ;:: 80
R o it
(7] A * 2] A #
2 60 2 60 4
[ []
@ 404 & 404 4
X S
20- h i I # 20- #
* *
0- T 0..

pH % NaCl

Fonte: Autoria propria (2021).
5.3 Ensaio de agregacao e coagregacao

De um modo geral, todos os isolados apresentaram capacidade de interagir entre si
apos incubacdo. Foi observado um forte poder de autoagregacdo pelo K. marxianus (56,90%),
enquanto E. durans (24,92%), L. paracasei (18,97%), L. pseumesenteroides (13,74%)
apresentaram uma moderada agregacdo, conforme a Figura 9. A capacidade de interacdo das
quatro cepas individualmente foi diretamente proporcional ao tempo de incubacdo, com
destaque para K. marxianus que alcancou o maior potencial agregativo, logo apds a primeira
hora (36 %) de incubacéo, chegando a 75 % ap0s 4 horas (Figura 9D).
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Figura 9 — Percentual de autoagregacdo dos micro-organismos isolados de gréo de kefir e coagregacdo com cepas
indicadoras. (a) E. durans; (b) L. paracasei; (c) L. pseudomesenteroides; (d) K. marxianus. (m) isolado; (A)
isolado+K. pneumoniae; (V) isolado+E. coli. Foram considerados estatisticamente significantes p<0,01. #

diferente em relacdo ao isolado; * diferente em relagdo ao isolado + K. pneumoniae; ** diferente em relacdo ao
isolado + E. coli.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Quando adicionado as cepas indicadoras, E. coli e K. pneumoniae, para avaliar a
coagregacdo com os isolados, E. durans e L. pseumesenteroides (figura 1A ¢ 1C) ndo
demonstram nenhuma interferéncia na formagéo de agregados. Entretanto, foi possivel perceber
que a capacidade de agregacdo da K. marxianus reduziu de forma significante (p <0,01) quando
associado as cepas indicadoras. Enquanto apenas a cepa de K. pneumoniae interferiu na resposta

de agregacdo de L. paracasei, elevando em 40 % apds 5 horas, quando comparado ao isolado

individualmente (p < 0,01).

5.4 Atividade Antimicrobiana

A analise da atividade antimicrobiana a partir da difusdo em agar por pogos revelou
que todos os sobrenadantes dos quatro isolados foram capazes de inibir o crescimento de
bactérias patogénicas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Inibicdo (mm) do isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, apés tratamento com os
sobrenadantes cell-free neutralizado obtidos de cepas provenientes de gréos de kefir.

Inibicdo £ D.P. (mm)

Amostra - -
E. coli K. pneumoniae
Enterococcus durans 1250+2,89 ++ 9,67 +1,53 +
Leuconostoc pseudomesenteroides ~ 140£1,00 ++  1100+050  t++
Lactobacillus paracasei 14,67+0,60 +++ 1433+208 t+t+
Kluvyromyces marxianus 6,67£577 + 9,00 + 1,00 +

Fonte: Autoria Prdpria. D.P.: Desvio padrdo das médias de inibigdo. + baixa inibigdo (< 10 mm); ++ inibi¢do
moderada (11mm - 14mm); alta inibi¢ao (>14mm). (HALDER et al., 2017).

A partir da analise dos percentuais observa-se que o L. paracasei apresentou alta
inibicdo contra a E. coli (14,67 mm) e K. pneumoniae (14,33 mm). Por sua vez, o L.
pseudomesenteroides obteve uma atividade inibitéria moderada, perfazendo 14,0 mm e 11,0
mm para as respectivas cepas indicadoras. O isolado E. durans apresentou acdo antagonica
moderada contra a E. coli (12,50 %) e baixo poder de inibi¢cdo contra a K. pneumoniae (9,67
mm). J4, a K. marxianus exibiu um baixo poder antag6nico contra as duas cepas patogénicas,
representando 9,00 mm para K. pneumoniae e 6,67 mm para E. coli.

Face ao exposto, destaca-se a alta atividade antimicrobiana demonstrada pelo L.
paracasei e moderada agdo antagonica do L. pseudomensenteroides contra as duas cepas
indicadoras, o que Ihes confere uma atividade antimicrobiana superior ao dos demais isolados
utilizados no estudo. Em contraponto, K. marxianus apresentou uma menor acao antagonica

quando comparada aos demais microrganismos.
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6 DISCUSSAO

O kefir é uma fonte rica em microrganismos potencialmente probioticos (PLESSAS
et al.,, 2020). Destacam-se as bactérias do acido lactico, do acido acético e leveduras
pertencentes a diferentes géneros e espécies, assim como seus metabolitos oriundos da
fermentacao que podem contribuir para propriedades benéficas a saude (AJAM; KOOHSARI,
2021; BENGOA et al., 2018; KIM; KIM; SEO, 2020). Sabe-se que a composi¢do microbiana
do kefir varia dependendo da origem geografica do grdo, método e substrato empregado na
producdo (GAROFALDO et al., 2015). Porém, ha de se considerar que, apesar da diversificada
comunidade microbiana, esses microrganismos agem através de mecanismos similares no
organismo, como o potencial efeito probidtico, a producdo de peptideos bioativos, aminas
biogénicas, e conversdo de compostos fendlicos em produtos biologicamente ativos, bem como
a reducdo de antinutrientes (DIMIDI et al., 2019).

No presente estudo foram detectadas espécies frequentemente relacionadas com a
composicdo do kefir, E. durans, L. pseudomesenteroides, L. paracasei, K. marxianus, também
citados anteriormente por outros estudos (Carasi et al. (2014), Zanirati et al. (2015), Kotova;
Cherdyntseva; Netrusov (2016), Han et al. (2018), Talib et al. (2019), Hecer; Ulusoy; Kaynarca
(2019), Kim et al. (2019b), Chang-Liao et al. (2020), Purutoglu et al. (2020), De Almeida
Brasiel et. al (2021)). Do ponto de vista cientifico, o uso terapéutico desses isolados tem sido
amplamente pesquisado e suas propriedades estdo se tornando populares principalmente pela
alta resisténcia a condi¢cdes ambientais adversas (LIMA et al., 2017). Para isso, os isolados
precisam ter a capacidade de sobreviver as condi¢fes do trato gastrointestinal humano (TGI),
como as alteracOes de pH, sais biliares no suco pancreético e diferentes enzimas digestivas, para
posteriormente colonizar o colon (BENGOA et al., 2017). Diante de tal circunstancia, a
investigacdo inicial do comportamento de cada microrganismo sob condi¢des que simulam o
ambiente gastrico é primordial para a caracterizacdo de cepas com potenciais probioticos.

A partir desse principio, o pH do suco géstrico é considerado um dos principais
fatores que afetam a sobrevivéncia dessas estirpes durante a passagem pelo estbmago
(MANTZOURANI et al., 2018). Tanto Bengoa et al. (2017) como Mantzourani et al. (2018) e
Sornsenee et al. (2021) destacam niveis satisfatorios de viabilidade do L. paracasei, nos valores
de pH entre 2,0 e 4,0, critério essencial para que a cepa possa ser considerada probiotica,
resultado esse que se assemelha ao encontrado na presente pesquisa, cujo percentual de

resisténcia no pH 5 foi 52,03 %.
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Concomitantemente, K. marxianus obteve 86,45% de tolerancia ao pH acido. Tal
fato assemelha-se a elucidag@o proposta por Reyes-Sanchez et al. (2019) que destacam sua alta
producdo de metabolitos e biomassa, além da alta taxa de crescimento, uma caracteristica
microbiolégica que lhe diferencia dentre os demais microrganismos. Fundamentados nesses
dados, Moradi et al. (2018) isolaram e identificaram essa levedura do grao de kefir e os
microrganismos foram capazes de tolerar uma temperatura de 37 © C, pH de 1,5 e resistir a
concentragdo de 5% de sal biliar. No presente estudo, estes microrganismos demonstraram
resisténcia a partir do pH 5. Porém, ha de se considerar que essa tolerancia ocorreu ap0s uma
exposicdo de longa duracdo (24 h), tempo superior quando comparado a passagem pela
cavidade gastrica.

Outra propriedade importante ¢ a capacidade de autoagregacdo e coagregacao,
definidas como a interacdo entre micro-organismos intra ou interespecificos (CAMPANA,;
VAN HEMERT; BAFFONE, 2017). Tais fendmenos estéo diretamente relacionados aos efeitos
benéficos dos probidticos, uma vez que a autoagregacdo favorece a adesdo desses
microrganismos as células epiteliais, critério essencial para a colonizagéo e persisténcia no trato
gastrointestinal (NAMI et al., 2019). Enquanto que a coagregacdo impede a colonizacdo da
superficie intestinal dos microrganismos potencialmente patogénicos, por competi¢cdo por
receptores celulares (NAMI et al., 2019). Em conformidade com a classificacdo proposta por
Wang et al. (2010) e Han et al. (2018), os resultados do presente estudo detectaram uma forte
capacidade de autoagregacdo de K. marxianus, representada por um percentual de 81,6% e
56,90%, respectivamente. Por sua vez, Tareb et. al (2013) e Nami et al. (2019) detectaram que
a autoagregacdo das estirpes aumenta proporcionalmente ao tempo de incubacdo, o que
favorecera a sua a colonizacdo e persisténcia no trato gastrointestinal.

Em relacdo a capacidade de coagregacdo, os resultados encontram-se em
consonancia com Campana; Van Hemert; Baffone (2017), onde os isolados apresentaram
capacidade de interacdo variaveis de acordo com as cepas utilizadas e do tempo de
incubacdo. Os autores justificam tal fato pela presenca de moléculas especificas na superficie
dos isolados, atuando como ligantes de patdgenos e / ou como adesinas para fixacao as células
epiteliais. Salienta-se que os isolados de K. marxianus apresentaram uma autoagregagéo
relativamente superior quando comparado a coagregacao com as cepas indicadoras. Tal fato
pressupde que ha uma maior colonizacdo desses isolados com potencial probiotico no trato
gastrintestinal, sendo considerado um efeito benéfico para a microbiota.

A respeito das propriedades antimicrobianas dos isolados de BAL’s, esta

caracteristica estd relacionada a producdo de metabolitos, como peroxido de hidrogénio,
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bacteriocina e acidos organicos, que podem reduz o pH do ambiente (DIAS; SILVA; TIMM,
2018). Acrescenta-se a competicdo de nutrientes, fortalecimento da barreira intestinal, bloqueio
dos sitios de adesdo e sitios receptores de toxinas, além de remové-los por coagregacéo,
conforme  descrito  anteriormente  (MIKELSAAR; ZILMER, 2009; WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2017). Sua aplicabilidade também esta
associada a seguranca alimentar e vida Util de produtos comercializados, evitando a colonizagao
de bactérias patogénicas (YAZGAN et al., 2021).

Dentre as cepas com essa atividade antagdnica destaca-se o L. paracasei,
caracterizados como “geralmente considerados seguros” (status GRAS) de acordo com a
American Food and Drug Administration devido ao seu longo histdrico de uso seguro em
alimentos fermentados e sua presenca na microbiota intestinal e urogenital normal de humanos
(UNITED; ORGANIZATION; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION/WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006) Ressalta-se a alta acdo antimicrobiana dessa cepa,
evidenciada no presente estudo, contra a E. coli (14,67 %) e K. pneumoniae (14,33 %). O
mesmo foi encontrado no estudo de Ghane; Babaeekhou; Ketabi (2020) ao identificar o
potencial probidtico de cepas de Lactobacillus isoladas de kefir e avaliar suas atividades
antimicrobiana e antibiofilme frente a Escherichia coli. Os autores detectaram que o L.
paracasei destacou-se por seu potencial probiético, capacidade de inibicdo do biofilme e
atividade antibacteriana (REFs). Romero-Luna et al. (2020) também avaliaram as propriedades
probidticas desse isolado e verificaram uma tolerancia as condicdes gastrica e intestinal
simulada, além da significativa acdo antimicrobiana, antifingica e antioxidante (ROMERO-
LUNA et al., 2020). Dado o exposto, evidencia-se o papel antimicrobiano desse isolado frente
a cepas patogénicas.

Virios autores também tém evidenciado a agdo antagonica do género Leuconostoc,
em conformidade com os achados do presente estudo (DE OLIVEIRA COELHO et al., 2019;
THANGAVEL; SUBRAMANIYAM, 2019). Ao isolar esse microrganismo de uma bebida
funcional de kefir a base mel, De Oliveira Coelho et al. (2019b) detectaram sua agéo
antipatogénica contra E. coli e Staphylococcus aureus. J& Thangavel; Subramaniyam (2019),
identificaram esses isolados em carne indiana e, similarmente, confirmaram sua atividade
antimicrobiana contra patdgenos alimentares. Ndo foram encontradas evidéncias cientificas
sobre a atividade antimicrobiana da espécie isolada em gréos de kefir.

A partir da avaliacdo da viabilidade microbiana, ¢ possivel comprovar que a cepa
probidtica ira influenciar na composicdo da microbiota intestinal (WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2017). Nesse contexto, o presente estudo
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constata a aplicabilidade de cepas isoladas de gréos de kefir e assegura a hipotese de que esses
microrganismos com potenciais probidticos exercem acdo antagbnica contra patdgenos
intestinais e possuem propriedades de interacdes interespécies, atraves de diferentes
mecanismos e caracteristicas probidticas. Tal elucidacéo propde a utilizacdo de diferentes cepas
probidticas a fim de garantir maiores beneficios a saude.

Salienta-se que, apesar da comprovacgdo dos potenciais terapéuticos dos probioticos,
é preciso ter cautela na utilizacdo em bebés sob cuidados neonatais ou individuos com algumas
condicdes clinicas, incluindo doengas malignas, intestino permeéavel, diabetes mellitus e pos-
transplante de o6rgdo (KOTHARI; PATEL; KIM, 2019). Esses microrganismos podem
ocasionar a translocacdo bacteriana, induzindo infec¢des oportunistas e, como consequéncia,
desenvolvendo pneumonia, endocardite e sepse (ZAWISTOWSKA-ROJEK; TYSKI, 2018).
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7 CONCLUSAO

Os isolados microbianos obtidos a partir dos grdos de kefir apresentaram
caracteristicas probidticas, com destaque para o L. paracasei e K. maxianus que evidenciaram
uma maior tolerancia ao pH acido e uma forte capacidade de auto agregacdo e coagregacao.
Além disso, € importante destacar a forte acdo antimicrobiana do L. paracasei contra E. coli e
K. pneumoniae, 0 que sugere sua capacidade de estabelecer uma barreira intestinal contra
patogenos. Adiciona-se que o presente testudo realizou uma série de ensaios in vitro para avaliar
as propriedades probioticas dos microrganismos e a viabilidade de cada cepa especifica em
condigbes que simulam o trato gastrointestinal. No entanto, esses isolados devem ser
submetidos a validacdo experimental em modelos animais e posterior ensaio clinico em seres
humanos para confirmacgéo de seu potencial probidtico. Ademais, a futura confirmacéo de suas
propriedades biotecnoldgicas pode contribuir para o desenvolvimento de culturas iniciadoras

para utilizacdo no processo de fermentacdo industrial de laticinios.
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