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RESUMO

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o potencial probiodtico in vitro de amostras bacterianas
provenientes do solo semidrido paraibano por meio do isolamento, triagem e identificagao,
como também de caracteristicas morfologicas, fisiologicas e moleculares. Inicialmente foram
isoladas 80 amostras bacterianas usando meio seletivo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS), em
seguida, foram submetidas ao método de coloragdo de Gram e teste da atividade da enzima
catalase. Apos esta triagem foram pré-selecionados 31 isolados Gram positivos e catalase
negativos, os quais seguiram para avaliacdo do potencial probidtico. Nesta avaliagdo, os
isolados foram submetidos a trés diferentes niveis de pH variando do pH neutro 7,2 da saliva
ao pH écido 2,0 do suco gastrico por até 3 horas, com intuito de simular a sua passagem pelo
trato gastrointestinal. Resultando assim, na sele¢do de 10 isolados que apresentaram boa
tolerancia sob essas condigdes. Logo, os isolados foram avaliados quanto seu potencial
antagonico frente a cinco bactérias patogenas alimentares: Salmonella typhi (ATCC 14028),
Salmonella enteretidis (ATCC 13076), Escherichia coli enteropatogénica (ATCC 8739),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Neste teste
dois isolados (MRS 1.7 ¢ MRS 7.16) apresentaram halo de inibi¢do superior a 1 mm contra
Salmonella typhi. A identificacdo molecular destes microrganismos transcorreu com a analise
da sequéncia do gene RNA ribossomal 16S sendo o MRS 1.7 identificado como Bacilllus sp. e
o MRS 7.16 como Bacillus ginsengihumi. Contudo, baseando-se nos resultados obtidos,
conclui-se que o Bacillus ginsengihumi possui maior potencial para desenvolvimento de novas

pesquisas € em aplicagdes futuras como probiotico.

Palavras-Chave: Identificacdo. RNAr 16S. Bacillus ginsengihumi. Potencial probiotico.



ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate the potential probiotic in vitro bacterial samples from
semi-arid Paraiba, through isolation, screening and identification by means of morphological,
physiological and molecular features. Initially, 80 bacterial samples were isolated using
selective medium Man, Rogosa and Sharpe (MRS), then were subjected to the Gram stain
method and test the activity of the enzyme catalase. After this screening, were pre-selected 31
Gram-positive and catalase negative, which followed for the evaluation of potential probiotic.
In this evaluation, the isolates were subjected to four different pH levels ranging from the
neutral pH 7,2 of the saliva to acidic gastric juice pH 2,0 for up to 3 hours in order to simulate
your passage through the gastrointestinal tract. Thus resulting, in the selection of 10 isolates
that showed good tolerance under these conditions. Soon, the isolates were evaluated as
potential antagonistic front five foodborne pathogens: Salmonella typhi (ATCC 14028),
Salmonella enteretidis (ATCC 13076), enteropathogenic Escherichia coli (ATCC 8739),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923). This test
two isolates MRS 1.7 and MRS 7.16 showed inhibition halo excceding 1 mm against
Salmonella typhi. The molecular identification of these microorganisms proceeded with the
analysis of the sequence of 16S ribosomal RNA gene being the MRS 1.7 identified as Bacillus
sp. and MRS 7.16 as Bacillus ginsengihumi. However, based on the results obtained, we
conclude that the Bacillus ginsengihumi has greater potential for development of new research

and in future applications as probiotic.

Keywords: Identification.16S rRNA. Bacillus ginsengihumi. Probiotic Potential.
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1 INTRODUCAO

Sabemos que os solos sao ambientes com vasta diversidade de microrganismos € com
grande parte de sua riqueza permanecendo desconhecida, o que gera inquietude nos
pesquisadores que buscam novas fontes, para investigar esta variedade de espécies, que
representam assim novos desafios e descobertas.

Observa-se também que, a Caatinga ¢ um ecossistema exclusivamente brasileiro,
caracterizado por apresentar clima semidrido e episddios de seca, sendo ainda escassos 0s
trabalhos voltados para explorar e avaliar o potencial genético e metabolico dos microrganismos
presentes no solo desse ambiente.

Dado o atual interesse na busca de microrganismos benéficos ao homem, surgem os
probidticos que sao microrganismos vivos que promovem equilibrio intestinal, beneficios a
saude e qualidade de vida ao individuo (BRASIL, 2002).

Sendo assim, diferentes fontes tem sido investigadas com o intuito de identificar
espécies microbianas com atividade probiotica. Os estudos mais recentes desenvolvidos com
bactérias do solo que abordam identificagdo e avaliagdo do potencial probiodtico, foram
realizados com solo de regides da Turquia e Russia (ASLIM; SAGLAM; BEYATLI, 2002), do
Japao e Taiwan (CHEN; YANAGIDA; SHINOHARA, 2005), com solo de pastagem da
Turquia (YILMAZ; SORAN; BEYATLI, 2006), com solo do Himalaia (ISLAM et al., 2011) e
com solo da regido amazonica (COELHO, 2013).

Diante disto, percebe-se que sdo escassos os trabalhos que relatam a ocorréncia de
bactérias com potencial probidtico em regides semidridas, logo estudos que busquem identifica-
las, avaliando o seu potencial probidtico, poderao contribuir para exploracdo de novas matrizes

alimenticias, auxiliando no crescimento da produgdo de novos alimentos funcionais.



2 REVISAO DA LITERATURA

A busca por uma alimentacao saudéavel que proporcione beneficios ao ser humano, tem
estimulado pesquisadores e profissionais da saide a investigar novas fontes a procura de
substancias bioativas e alimentos funcionais. O conceito de alimento funcional teve origem no
Japao na década de 80, sendo denominados como alimentos que promovem beneficios
especificos a saude, ¢ requerido que os mesmos apresentem fungdes nutricionais, sensoriais €
alimenticias através do consumo em quantidades ingeridas diariamente (KWAK; JUKES, 2001,
YAMAGUCH]I, 2006).

De acordo com a ADA (American Dietetic Association) alimentos funcionais sdo
classificados como: alimentos convencionais, alimentos modificados como por exemplo, os
fortificados e enriquecidos onde estdo inclusos os probioticos, € os alimentos dietéticos para
uso especial (HASLER ¢ BROWN, 2004).

Os probioticos sdo definidos como microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude e bem-estar ao hospedeiro (SANDERS,
2003). Segundo a Agéncia Nacional de Segurancga Sanitaria (ANVISA), eles sdo categorizados
junto as substancias bioativas que sdo nutrientes ou compostos nao nutrientes que
desempenham reagdes metabolicas ou fisiologicas que permitem o desenvolvimento, reparacido
e a manutencao dos processos vitais a vida. A quantidade recomentada para o consumo varia
de acordo com a cepa empregada, seu modo de acdo, se esta veiculada a uma matriz alimentar

ou como farmaco e também de acordo com objetivo de uso da cepa (ANVISA, 2008).

2.1 Microrganismos probioticos: defini¢do e critérios de selecao

Os primeiros estudos cientificos voltados a elucidar o papel dos microrganismos, foram
desenvolvidos pelo microbiologista russo Eli Metchnikoff, no inicio do século XX, o qual
propos que o consumo diario de produtos fermentados promovia efeitos benéficos a saude e
isso ocorria porque as bactérias presentes no leite aliviavam os efeitos prejudiciais dos
microrganismos patdgenos, € como consequéncia prolongava a vida dos camponeses bulgaros
(FERNANDES, 2013).

Parker (1974) definiu os probidticos como organismos € substancias que promovem o
equilibrio intestinal. Também foram conceituados por Fuller (1989) como suplemento
alimentar composto de microrganismos vivos que trazem beneficios ao hospedeiro. De acordo

com Havenaar e Huis (1992) trata-se de uma cultura vidvel de um ou mais microrganismos



vivos, que se aplicados ao homem e aos animais, promovem beneficios a saude e também
melhoram a microbiota nativa.

Esse termo recebeu varias defini¢cdes, modificadas ou atualizadas de acordo com a visao
dos pesquisadores e de acordo com o avango das pesquisas nessa area (ANADON et al., 2016).

Entretanto, mesmo com o desenvolvimento exponencial dos estudos voltados a avaliar
o potencial probidtico, ndo havia consenso internacional sobre qual metodologia poderia avaliar
de forma eficaz que garantisse seguranga aos produtos probiodticos para serem consumidos pela
populagao. No entanto, em 2002, foram delimitados esses requisitos a partir de um consenso
entre os principais pesquisadores da area, que se reuniram e estabeleceram os critérios de
seguranga alimentar e /ou terapéutica dos probidticos (FAO ¢ WHO, 2002).

Foi proposto, inicialmente, que deve ser feita a identificagdo genotipica e fenotipica da
cepa de interesse, determinando o género, espécie e subtipo, em seguida deve ser depositada
em um banco de dados internacional de culturas. Apos a identificacdo deve-se realizar a
avaliagdo de seguranga, quando ¢ feita a caracterizacao funcional in vifro e em animais, através
de ensaios que avaliam a resisténcia dos microrganismos ao pH acido do suco géstrico e a sais
de bile, na sua capacidade de aderéncia a mucosa intestinal assim como, na sua capacidade de
agir antagonicamente contra patogenos e de estimular a resposta imune (RODRIGUEZ, 2015).

Para validacdo dos beneficios a satide em humanos, é necessario determinar a
quantidade de microrganismos necessarias para proporcionar tais efeitos ao ser humano. No
rétulo do produto deve conter informagdes da cepa utilizada (género, espécie), nimero minimo
de células viaveis durante o armazenamento, indicagao da vida 1til e a alegacdo da eficacia do
produto (SANZ; COLLADO; DALMAU, 2003).

Para que esses microrganismos sejam aplicados em seres humanos, devem ser
veiculados & uma matriz alimentar ou como um farmaco, € necessario comprovar sua eficacia
como probiodtico. Para isto, aplica-se o teste duplo cego e controlado com placebo. Ha espécies
de probioticos com eficacia comprovada, podendo ser utilizadas ndo s6 como reguladores da
saude intestinal, mas também no tratamento de algumas doengas. Uma série de beneficios sdo
promovidos pelos microrganismos probioticos a nivel intestinal: funcionando como uma
barreira contra colonizag¢do por patégenos, modulando a resposta imune da mucosa intestinal,
produzindo substancias antimicrobianas e alterando a composi¢cao da microbiota e atuando de
forma direta ou indireta modificando positivamente o metabolismo humano (EWASCHUK e

DIELEMAN, 2006).



2.2 Beneficios € mecanismos de acao dos probidticos

Os probidticos propiciam beneficios promovendo o bem-estar ¢ a saude dos
consumidores, podendo ser denominados bioterapéuticos, bioprotetores e bioprofilaticos
(REIG e ANESTO, 2002).

Seus principais mecanismos de agao podem ser resumidos como: exclusao competitiva
de microrganismos patogénicos, alteracdo do metabolismo celular a nivel intestinal, produgao
de substancias de interesse ao hospedeiro como vitaminas e acidos de cadeia curta e estimulo a
imunidade do mesmo (FULLER, 1989; COPPOLA e GIL-TURNES, 2004).

Sabe-se que os microrganismos probidticos agem por exclusdo competitiva, seja por
nutrientes ou inibindo a adesdo dos patdogenos ao epitélio intestinal, além de terem a capacidade
de agir de forma antagdnica contra patdgenos, como cita Santos et al. (2016), ha evidéncias que
dois espécimes de Lactobacillus plantarum inibiram os patogenos Salmonella typhi, Shigella
flexi e Escheria coli patogénica. Essa acdo inibitdria contra os patdogenos esta associada a
producdo de metabdlitos secundérios e substancias antimicrobianas pelos probioticos. Segundo
Arena et al. (2016) as bactérias acido laticas sdo bastante estudadas por sua capacidade de
produzir 4cidos organicos, como por exemplo, o acido latico e o acido acético, substancias
antimicrobianas como peroxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas. Outras BAL como o L.
reuteri tem forte capacidade antagOnica associada a possivel produgao de 4cidos organicos por
esses microrganismos (POPPI et al., 2008). Nos estudos desenvolvidos por a Castilho, Da
Cunha e Aratjo (2013) e Argyri et al. (2013), relatou-se o antagonismo a patdégenos de interesse
alimentar como Salmonella typhi, Salmonella enteretidis, S. aureus, E. coli patogénica e L.
monocytogenes pelas espécies de L. pentosus, L. plantarum, L. paracasei subsp. casei.

Outro mecanismo de atuagdo dos probidticos € o controle do metabolismo celular, que
ocorre através do aumento ou diminuigdo da atividade enzimética, como por exemplo, agindo
no controle da atividade da enzima lactase no duodeno e no ileo terminal, melhorando assim a
digestao por meio da hidrolise da lactose, bloqueando receptores de toxinas, agindo também na
degradacao de substancias toxicas ao organismo como a amonia (KOZASA, 1986; VRESE et
al., 2001; PIMENTEL, 2011).

Atuam na sintese de substancias de interesse ao hospedeiro como as vitaminas do
completo B, que funcionam como coenzimas do metabolismo celular. Ha relatos de produgao
das vitaminas hidrossoluveis: Bi - tiamina, B3 - 4cido nicotinico, Bs - piridoxina, Bo - folato e
Bi2 - cobalamina por bactérias do género Bifidobacterium (DEGUCHI; MORISHITA; MUTALI,

1985), como também a sintese por bactérias do género Lactobacillus, Leuconostoc e



Streptococcus, como por exemplo a vitamina By - riboflavina pelo L. plantarum (ARENA et
al., 2014; LI e GU, 2016) e L. fermentum (ARENA et al., 2014), a B> - cobalamina sendo
sintetizada pelo L. reuteri (GU et al., 2015) e Bo - folato pelo L. lactis, L. acidophilus, L.
plantarum, L. reuteri, Leuconostoc lactis, e Streptococcus thermophilus (KLEEREBEZEM et
al., 2003; WEGKAMP et al., 2010; LEBLANC et al., 2011).

As BAL também produzem vitaminas lipossoliveis do complexo K, como por exemplo
K1 (filoquinona) em geral, oriundas de plantas verdes e oleos vegetais e Ko (menaquinona)
obtidas através de bactérias do trato intestinal humano e animal. Sao importantes na sintese
hepatica de proteinas envolvidas na coagulagdo sanguinea, na producdo de proteinas
responsaveis pelo crescimento celular e na regulagdo do calcio durante o processo de
calcificacdo dos tecidos 6sseos (DANTAS et al., 2012).

Os 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo produzidos pelas bactérias intestinais que
fermentam carboidratos ¢ proteinas ndo digeriveis pelo intestino delgado, resultando na
producao dos AGCC no intestino grosso como o acetado, butirato ¢ propionato (CAMPOS et
al., 1999). Estes acidos sdo fonte de energia para os enterocitos, reduzem o pH intestinal
ocasionando o aumento na concentragdo de minerais como o calcio e tornando-o mais soltvel
por melhorar sua biodisponibilidade. Aumentam a absorc¢do de ferro, magnésio, agua e sodio
pelo epitélio intestinal e protegem a mucosa do colon contra patologias (SAAD, 2006).

Auxiliam na manutengdo do pH ideal para que sejam produzidas enzimas bacterianas
que agem sobre substancias estranhas, microrganismos patogénicos € compostos carcindgenos
(KOPP-HOOLIHAN, 2001). Como exemplo, pode-se citar a produgdo de butirato pelas BAL,
sendo capaz de neutralizar a acdo de compostos carcinogénicos, como nitrosamidas que sio
resultantes do metabolismo de bactérias comensais de individuos que se alimentam com dieta
com teor alto em proteinas (WOLLOWSKI; RECHKEMMER; POOL-ZOBEL, 2001).

Também atuam estimulando a imunidade do hospedeiro, através da modulacdo de
respostas imunes, influenciando na producao de anticorpos e aumentando a atividade dos
macrofagos. A pesquisa desenvolvida por Jatoba et al. (2008) com tilapias do Nilo, resultou na
melhora do sistema imune dos peixes com suplementagdo alimentar a base de L. plantarum e
inibigao de bactérias patogénicas do trato intestinal como Vibrio ssp. e Pseudomonas spp. De
acordo com Woo et al. (2014), espécies de Lactobacillus sp. sdo aplicadas no tratamento de
doengas cronicas como por exemplo Alzheimer e Parkinson, como também reduzem riscos
cardiovasculares como a hipertensao, diabetes e obesidade. Além disso promovem a redugao
dos sintomas de doengas como a sindrome do intestino irritavel (SAAD, 2006; VRIES et al.,
2006; MORAES, 2007; JANKOVIC et al.,, 2010). Estudos comprovaram, ainda, que a



estimulagdo do sistema imune estd associada com efeitos anticarcinogénicos. Dentre esses
estudos estdo: a indugdo a resposta tumoral e ativagdo de macrofagos com Lactobacillus casei
e supressdo da formacdo de tumores de colon em camundongos (KATO; ENDO;
YOKOKURA, 1994), e a inibicdo de metéstases pulmonares (MATSUZAKI; SHIMIZU;
YOKOKURA, 1990).

Os probioticos apresentam efeitos hipocolesterolémicos no organismo e de acordo
Shehata et al. (2016) a espécie Lactococcus lactis subp. lactis apresentou o maior percentual de
remoc¢ao de colesterol (cerca de 43,7%) e ainda possui a capacidade de hidrolisar sais biliares.
As BAL possuem a capacidade de produzir acidos volateis no colon, e ao serem absorvidos
pelo organismo promovem a inibigdo do metabolismo do colesterol pelo figado (STEFE;
ALVES; RIBEIRO, 2008).

2.3 Bactérias e suas aplicagdes como probidticos

Os principais géneros bacterianos empregados para fins probidticos fazem parte do
grupo das bactérias acido laticas (BAL) e os que possuem maior destaque sao Lactobacillus e
Bifidobacterium. A preferéncia por esses géneros esta associada ao fato de grande parte das
linhagens bacterianas terem o status GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro), além de
serem usados ha bastante tempo e de forma segura em produtos fermentados (PRASAD et
al.,1998).

Entretanto ha outros géneros de BAL, como Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus
e bactérias ndo acido laticas do género Bacillus que também possuem aplicacdes probidticas
(SALMINEN e VON WRIGHT, 1998; SANDERS; MORELLI; TOMPKINS, 2003; HONG et
al., 2008).

2.3.1 Bactérias acido laticas (BAL)

A denominagdo bactérias acido laticas, surgiu no século XX, afim de agrupar géneros
bacterianos que possuem a mesma capacidade metabolica, ou seja, a capacidade de produzir
acido latico a partir da fermentagdo de acticares. Este grupo engloba as espécies dos géneros:
Bifidobacterium Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella

(AHMED, 2003; JAY; LOESSENER; GOLDEN, 2005; BARTOWSKY, 2009).



Estes microrganismos sao caracterizados por serem Gram positivos, catalase negativos,
nao apresentarem mobilidade, ndo esporularem, ndo possuem citocromos, s30 anaerobicos,
fastidiosos, podem ser aerotolerantes e produtores de acido latico (TORO, 2005).

Quanto a morfologia, possuem o formato de cocos, bacilos ou bastdes regulares ou
irregulares. Os cocos possuem forma esférica com tamanho variando entre 0,5 a 2 pm em pares,
tétrades ou cadeias com numero variado. Esta disposi¢ao varia com os géneros, sendo que
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus € Vagococcus apresentam-se em pares ou cadeias,
enquanto organismos do género Leuconostoc possuem formatos lenticulares em pares ou
cadeias e os géneros Pediococcus ¢ Tetragenococcus as células estdo dispostas em tétrades
(ALEXON, 1998).

Quanto ao metabolismo fermentativo os géneros também possuem distingdes. Os
microrganismos dos géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus ¢ Vagococcus sdo caracterizados por apresentarem
metabolismo homofermetativo, fermentando glicose em acido latico. Os géneros Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella sdo heterofermentativos, ou seja, fermentam hexoses em acido latico,
acido acético, etanol e didoxido de carbono. Enquanto as bactérias pertencentes ao género
Lactobacillus podem ser homofermetativos ou heterofermentativos obrigatorios. As
heterofermentativas obrigatorias diferenciam-se das heterofermetativas facultativas, por
fermentam hexoses em acido latico com a produgdo de gas utilizando o gliconato (BURITI e
SAAD, 2007; CHAVES, 2013).

2.3.1.1 Uso das bactérias acido laticas como probioticos

As bactérias acido laticas estdo presentes em alimentos e em preparagdes farmacéuticas.
Nos alimentos sdo encontradas em produtos lacteos fermentados ou suplementados como por
exemplo iogurte, leite acidofilo, queijos, derivados de frutas, dentre outros. Nas preparacdes
farmacéuticas geralmente estao liofilizadas e ofertadas também na forma de capsula ou saché,
tanto para uso humano quanto animal (GARCIA et al., 2016; VIEIRA et al., 2007).

Sao utilizadas na medicina para prevenir e tratar doencas gastrointestinais como
diarreia, cancer de colon, doenca de Crohn, sindrome do intestino irritavel, sindrome do
intestino curto e intolerancia a lactose. Também podem ser utilizadas em outras aplicagdes
clinicas, como por exemplo, no controle do colesterol atenuando o risco de doengas

cardiovasculares e controle da obesidade (EVIVIE et al., 2017)



Também sdo empregadas no tratamento de doengas inflamatorias cronicas do intestino
e outras patologias gastrointestinais, como por exemplo, no tratamento da doenga de Crohn esta
sendo usado o Lactobacillus casei, no tratamento da sindrome do intestino irritdvel utiliza-se o
L. plantarum e o L. rhamnosus GG e notou-se a melhora dos sintomas da doenca que sao
diarreia, constipagao, flatuléncia e dores abdominais. Ja na sindrome do intestino curto, que
gera reducao da permeabilidade intestinal, o uso dos probidticos auxiliaram na recuperagao do
intestino. No tratamento do cancer do coélon e prevencdo do céancer de colorretal de
antimutagénicos. Utiliza-se a cepa de L. rhamnossus que também ¢ indicada para individuos
com intolerancia a lactose. Os probioticos estimulam a produgdo da enzima beta-galactosidase
que reflete na diminui¢do dos sintomas como distensdo abdominal, diarreia e flatuléncia
(ANTUNES et al, 2007; VARALLO; THOME; TESHIMA, 2008; PIMENTEL, 2011;
PITHVA et al., 2015).

Algumas espécies tem a capacidade de auxiliar no controle do colesterol, agindo por
meio da inibigdo da absor¢do exogena de colesterol pelo intestino delgado ou pela hidrolise dos
acidos biliares, ou até mesmo aumentando sua excregdo pelas fezes e ainda podem reduzir os
riscos de doengas cardiovasculares, como na diminui¢ao da incidéncia de infarto e aterosclerose
(ANTUNES et al., 2007, SHEHATA et al., 2016). Na pesquisa desenvolvida por Evivie et al.
(2017) foi relatado potencial dos probiodticos na prevencdo da obesidade e também para
tratamento do diabetes tipo 2.

Li, Zhou e Gu (2016) evidenciaram a produ¢do de vitaminas do complexo B e K pelas
bactérias acido laticas e exemplificou a cepa de Lactobacillus plantarum, oriunda do leite de
vaca cru, com prospeccao para industria alimenticia, como também no controle metabolismo
humano e na prevengao de distirbios associados com a deficiéncia da vitamina B.

Ainda Priyodip et al. (2017) relatam que os probidticos podem ser utilizados na
producdo de fitases, sendo essas espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bacillus
como: Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, B. subtilis e B. coagulans. A fitase ¢ uma
enzima capaz de degradar fitatos e os serem humanos sdo incapazes de produzi-la, sendo esta

enzima uma saida no combate da deficiéncia mineral.

2.3.2 Género Bacillus

O género Bacillus foi descrito em 1872 por Ferdinand Cohn, como microrganismos com
formato de bastdes ou hastes, Gram positivos, aerobicos ou anaerobicos facultativos, imoveis,

e formadores de esporos (EUZEBY, 2017). Sendo representados por 336 espécies e 7



subespécies, que habitam uma grande diversidade de nichos como: solos, associados a plantas,
rios, estuarios, poeira ¢ o ar (TAM et al., 2006; HONG et al., 2009; COELHO, 2013).

Apresentam intensa atividade metabolica, visto que produzem enzimas que sao capazes
de degradar diversos substratos organicos, além de desempenharem um papel importante no
crescimento e seguranga de plantas, t€ém a capacidade de liberar esporos que sdo resistentes ao
calor, a radiacdo, desinfetantes e dessecacao (CUTTING, 2011).

Sao capazes de produzir vitaminas hidrossoluveis do complexo B como: B; - riboflavina
(SCHALLMEY; SINGH; WARD, 2004; GERSHANOVICH et al. 2005; SCHWECHHEIMER
et al., 2016), a vitamina Bg - piridoxina (ROSENBERG; ISCHEBECK; COMMICHAU, 2017),
da By - folato (KARILUOTO et al. 2010) pelo B. subtilis e da vitamina B2 - cobalamina pelo
B. megaterium (MOHAMMED et al., 2014). Também sintetizam vitaminas lipossoluveis do
complexo K como cita RUIZ-GARCIA et al. (2005) que evidenciam a produgdo da K -
metaquinona MK-7 pelo Bacillus axarquiensis € o Bacillus malacitensis. Além da capacidade
de produzir vitaminas o B. subtilis destaca-se na producao de nucleotideos, aromatizantes como
aribose e na producdo de suplementos como o 4cido poli gama glutdmico (GERSHANOVICH
et al., 2005).

Ha bactérias do género Bacillus que se destacam pela sua capacidade de produgdo de
compostos antimicrobianos, como por exemplo o B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. cereus € B. thuringiensis (MONDOL; SHIN; ISLAM, 2013). Esta acgdo
antimicrobiana ¢ fruto da producdo de bacteriocinas, peptideos antimicrobianos e metabolitos
secundarios (ZHAO e KUIPERS, 2016). Como por exemplo, na producdo de uma bacteriocina
pelo B. licheniformis que inibiu bactérias Gram positivas como a Listeria monocytogenes ¢
Gram negativas como a Pseudomonas fluorescens (ABDEL-MOHSEIN et al., 2011). Zhi et al.
(2016) relatam a capacidade de produgdo de um lipopeptideo antimicrobiano pelas espécies B.
subtilis e B. amyloliquefaciens contra Streptomyces sampsonii que € patdogeno deteriorante do
licor chinés. Hé espécies que agem antagonicamente contra fitopatdgenos como por exemplo,
o Bacillus toyonensis (LOPES et al., 2017) e também o B. amyloliquefaciens que sintetiza
antibidticos potentes e outros metabolitos secundarios que agem no controle biologico de
patogenos das plantas (ARGUELLES-ARIAS et al., 2009).

Também estdo presentes na microbiota gastrointestinal humana de forma transitoria,
sendo adquiridos durante a alimentacdo (HONG et al., 2009). Foi realizado um estudo com
quatro voluntarios que ingeriram uma dose de 10° esporos de B. stearothermophilus com a
finalidade de avaliar sua cinética no transito gastrointestinal, apds quatro dias da ingestdo, o

nimero de UFC/g manteve-se constante nas fezes, apenas no oitavo dia de experimento que as
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contagens de células diminuiram consideravelmente, a cinética dessa espécie do género
Bacillus mostrou-se semelhante ao probiodtico Lactobacillus plantarum, evidenciando sua
capacidade de colonizagdo, ou pelo menos de retengdo no trato gastrointestinal (VESA;
POCHART; MARTEAU, 2000; HONG et al., 2005).

Atualmente, os produtos probioticos contendo bactérias formadoras de esporos, utilizam
em sua grande maioria Bacillus spp., as quais possuem vantagens em relagao as bactérias acido
laticas, por exemplo, a producdo de esporos, que sobrevivem intactos pela passagem no trato
gastrointestinal e aumentam a viabilidade dos produtos durante a elaboragao, transporte e

armazenamento (HOA et al., 2000; CUTTING, 2011).

2.3.2.1 Uso de Bacillus como probidticos

As espécies do género Bacillus possuem importancia clinica, alimentar, ambiental ¢
industrial. As principais espécies utilizadas como esta finalidade sdo: B. subtilis, B.coagulans
B. clausii, B. licheniformes, B. cereus, B pumilus, B. thuringiensis, dentre outras (HONG;
DUCLE; CUTTING, 2005).

Em sua aplicagdo clinica, sao usadas no tratamento de disfunc¢des intestinais, como por
exemplo, em casos de diarreia infantil (causada principalmente por rotavirus) ou como
coadjuvante de antimicrobianos. Dentre as espécies com esta aplicagdo, a mais conhecida € o
B. cereus (IP 5832) sendo comercializada como Bactisutil®, este medicamento foi
desenvolvido no Instituto Pasteur de Paris, onde foram realizados ensaios clinicos com recém-
nascidos sendo comprovada sua eficacia (DUC et al., 2004).

Ha culturas de Bacillus spp. sendo utilizadas para reduzir os efeitos secundarios do
tratamento antimicrobiano contra Helicobacter pylori (LOPETUSO et al., 2016), para atenuar
os sintomas da sindrome intestino irritdvel (MORAES-FILHO e QUIGLEY, 2015), no
tratamento antitumoral (MALKOV et al., 2005) e no tratamento de infecgdes respiratorias em
criangcas (MARSEGLIA et al., 2007).

Como suplemento alimentar, nos ltimos 15 anos as espécies de B. subtilis, B.cereus,
B.coagulans, B. licheniformes, B pumilus sao empregadas para o uso humano e animal com a
finalidade de promover o bem-estar do usuario, restituir a microbiota nativa e outras fungdes.
Um exemplo de suplemento alimentar para consumo humano, tem origem japonesa sendo
denominado como “natto”, este produto ¢ composto de soja fermentada pelo B. subtilis var.

natto. Os principais beneficios sdo estimular o sistema imune, a producdo de vitaminas, como
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a K> e atividade anti-cancerigena (HONG; DUCLE; CUTTING, 2005; TSUKAMOTO;
KASAIL KAKUDA, 2001).

Para fins veterindrios, sao utilizados para porcos, bezerros, aves e na aquicultura como
por exemplo, o uso de B. cereus var. toyoi na dieta de porcas no fim da gestagdo e da lactagao,
assim como na dieta de leitdes no momento do desmame, proporcionando efeitos benéficos no
sistema imune dos mesmos, visto que aumentaram os niveis das células de defesa permitindo
assim o desenvolvimento dos leitdes (ALEXOPOULOS et al., 2001). De acordo com Garcia
(2008) o B. subtilis ¢ bom promotor do crescimento animal, visto que obteve resultado
semelhante com bezerros. Empregando a mesma espécie Thirabunyanon e Thongwittaya
(2012) evidenciaram o potencial probidtico desse microrganismo em aves, impedindo que a
Salmonella enteretidis causasse infec¢do por exclusdo competitiva. Na aquicultura a
suplementa¢do com B. cereus e B. subtilis interferiu significativamente na sobrevivéncia
relativa, induzindo o aumento da absor¢do da mucosa intestinal ¢ contribuindo para defesa
frente a bactérias prejudiciais a mucosa (MELLO et al., 2013).

De acordo com Robinson (2014) as espécies B. thuringiensis e o B. cereus sao uma
alternativa segura e ndo toxica ao meio ambiente para o controle de insetos, em contraste aos
agentes de controle quimico com pesticidas. Para fins industriais este mesmo autor relata que
espécies de B. subtilis e B. licheniformes sao amplamente utilizadas na produgdo de enzimas
como amilases, celulases, lipases e proteases. Sendo empregadas pelas industrias no
processamento de alimentos e medicamentos, e também sendo utilizadas para catalisar reacdes
de fermentacao industrial.

Ha espécies do género Bacillus que também tem a capacidade de sintetizar fitases como
B. subtilis e B. coagulans (PRIYODIP; PRAKASH; BALAIJIL 2017). A espécie Bacillus
ginsengihumi isolada por Ten et al. (2006) possui caracteristicas peculiares dos demais Bacillus
spp. 0 mesmo nao produz enzima catalase, sobrevive a temperaturas de 20 a 45°C eao pH de 5
a 10. Na pesquisa desenvolvida por Akhmetova et al. (2013) com esta espécie, resultou na
caracterizacdo da enzima fitase, tendo essa aplicagdo para fertilizacdo do solo visto que as
fitases hidrolisam fitatos disponibilizando fosforo para o solo e permitindo uma melhor
produtividade agricola. Atua melhorando a absor¢ao de minerais em individuos monogastricos
como ¢ o caso dos seres humanos, aves e suinos. Sharipova et al. (2015) utilizaram-se de
ferramentas da engenharia genética, para criar uma planta, Arabidopsis thaliana transgénica,
com a capacidade de expressao de fitases produzidas pelo B. ginsengihumi em suas raizes, afim
de garantir melhor rendimento das plantas e uma agricultura mais sustentavel sem o emprego

de agrotoxicos.
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Portanto, a busca por estudar novas espécies de microrganismos em novos habitats, nos
permite investigar a diversidade genética, metabdlica e também seu potencial probidtico,
conferindo uma ampla diversidade de aplicagdes, estimulando novas pesquisas e descobertas

para humanidade.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar bactérias presentes no solo semiarido paraibano com potencial probiotico.

3.2 Objetivos especificos

v" Selecionar um método adequado para isolamento e cultivo de bactérias;

v" Utilizar caracteristicas morfologicas para especificagdo das linhagens bacterianas;

v' Avaliar as caracteristicas probioticas das cepas triadas;

v" Identificar as espécies candidatas a probioticos;

13
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4 MATERIAIS E METODOS

Figura 1- Fluxograma dos procedimentos experimentais realizados no estudo
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4.1 Area de coleta

O solo da regido sertaneja paraibana utilizada para coleta foi a Reserva Particular do
Patrimonio Natural (RPPN), pertencente a Fazenda Tamandud no municipio de Santa Terezinha
- PB. O clima conforme a classificagao de Koppen ¢ do tipo Bsh semiarido (DE ANDRADE et
al., 2008). Segundo Aratijo (2000) a area de coleta caracteriza-se por apresentar uma estagao
seca (maio — janeiro) e outra chuvosa (fevereiro — abril), com pluviosidade média anual inferior
a 800 mm/ano, temperatura média anual superior a 25°C e a vegetagao ¢ de caatinga arbustiva-

arborea fechada. A figura 2 mostra a localizacdo do local de coleta.

Figura 2 - Localizacdo da area de coleta no estado da Paraiba
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Fonte: Adaptacdo do Google Maps.

4.1.1 Coleta das amostras de solo

As amostras de solo foram coletadas na profundidade de 0 a 20cm e inseridos
assepticamente em sacos plasticos esterilizados e transportados para o laboratorio na
temperatura de 4° C. Foram coletadas dez amostras, as quais foram submetidas a sorteio, das

quais, quatro sub amostras (1, 5, 7 ¢ 9) foram selecionadas com intuito de estuda-las.

4.2 Isolamento bacteriano

Para o isolamento de bactérias utilizaram-se duas metodologias, a saber: sem

enriquecimento, € com enriquecimento de glicose a 5% utilizando a proposta adaptada de
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Soares Jr. et al. (2012), sendo cultivadas em aerobiose e anaerobiose utilizando jarras de cultivo
em anaerobiose, sendo avaliado o método eficaz para cultivo dos isolados bacterianos.

O procedimento consistiu em diluir 5 gramas do solo de cada parcela 1, 5, 7 ¢ 9 em 50
ml de 4gua destilada estéril, sob agitacdo por um minuto e apos foi retirada uma aliquota de
ImL de cada amostra aplicando dilui¢des seriadas até 10°. Em seguida, foram realizados o
plaqueamento em triplicata das trés ultimas dilui¢des (107, 10, 10~) em Agar De Man Rogosa
e Sharpe (MRS) sendo utilizado esse meio de cultivo porque ele ¢ seletivo para Lactobacillus
que pertencem as bactérias acido laticas que sdo um dos principais grupos utilizados como
probidticos, foi suplementado com cicloheximida (50mg/mL) afim de inibir o crescimento de
fungos e incubadas em estufa bacteriologica por 48 horas a 37°C nas condigdes de acrobiose e

anaerobiose (Figura 3).

Figura 3 - Desenho experimental do isolamento
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O método de isolamento que apresentou a maior diversidade de morfologias e maior
quantidade de colonias, foi selecionado para o cultivo bacteriano. As colonias escolhidas foram
purificadas por esgotamento nos meios de cultura ja citados e conservadas em suspensdes de

glicerol estéril (20%) a - 20 ° C.
4.3 Triagem dos isolados bacterianos
4.3.1 Coloragao de Gram

O teste consiste em corar um esfregaco da colonia bacteriana de interesse, previamente
fixada em uma lamina (TORTORA; CASE; FUNKE, 2012). Adiciona-se a lamina de vidro
uma gota de solucdo salina (0,85 g de NaCl para cada 100 ml de agua destilada), em seguida
uma coldnia foi retirada da placa, a qual estava isolada em Agar MRS com auxilio de uma alga
bacteriologica anteriormente esterilizada na chama do bico de Busen, logo ap6s homogeneizou-
se a colonia na gota de solugdo salina (0,85%), logo apods a lamina foi passada rapidamente pela
chama até fixar as bactérias para prosseguir para coloragao.

Para coloragdo adicionaram-se gotas de violeta genciana (coloragdo primaria) sobre a
lamina deixando agir por um minuto, logo, a ldmina foi lavada com agua destilada, e depois
acrescentou-se lugol (mordente) para fixar a coloracdo, também por um minuto, e lavou-se a
lamina novamente com agua destilada. Posteriormente foi adicionado alcool etilico a 96%
(descolorante) por 30 segundos, repetindo-se a lavagem, com 4gua destilada, seguido de gotas
de fucsina basica (coloracdo secundaria) em repouso por um minuto (Figura 4). A lamina foi
entdo lavada com agua destilada e observada em microscopio optico, utilizando objetiva de
imersao (100X) com auxilio do 6leo de imersao.

Figura 4 - Técnica de coloracdo de Gram
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Fonte: Adaptado (TORTORA; CASE; FUNKE, 2012, p. 70).
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4.3.2 Teste de atividade da enzima catalase

Este teste tem a finalidade de identificar as cepas bacterianas que tem a capacidade de
produzirem a enzima catalase. Essa enzima tem a capacidade de degradar o peroxido de
hidrogénio que ¢ um composto toxico para células, por isso deve ser convertido rapidamente
para um composto que nao seja prejudicial. A enzima catalase decompdem o perdxido em
oxigeénio e agua, como resultado, ocorre a producdo de bolhas de gas que expressa o resultado
positivo, mas quando essa rea¢ao nao ocorre o resultado ¢ negativo. Esse método foi baseado
em (VASHIST; SHARMA; GUPTA, 2013).

A realizagdo do teste consiste na homogeneizagao de uma algada da cepa bacteriana na
lamina de vidro, utilizando uma gota de 4gua destilada ou solugdo salina estéril (0,85%) que ¢
fixada na lamina passando-a pela chama. Em seguida, adiciona-se sobre a lamina uma gota de

peroxido de hidrogénio a 3%, aguardando a formacdo ou ndo de bolhas de gas (Figura 5).

Figura 5 - Teste de atividade da enzima catalase

Positivo Negativo

Fonte: Acervo GDBM

4.4 Avaliagdo do potencial probidtico

4.4.1 Teste de sensibilidade ao pH

O teste de sensibilidade aos diferentes pHs, seguiu a metodologia com adaptacdes de
(JACOBSEN et al., 1999). Esse teste consistiu em introduzir uma algada da colonia bacteriana
(10pL) em 2mL de Caldo MRS contidos em um eppendorf, que foi incubado na estufa por até
48 horas a 37°C. Apos este periodo, verificou-se a multiplicacdo visivel do microrganismo,
centrifugou-se por cerca de 3 minutos a 10.000 rpm para que se formasse o pellet. Desprezou-

se o sobrenadante e foi adicionado no eppendorf cerca de 1 ml de solucdo salina tamponada
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com fosfato (PBS), com pH previamente ajustado com acido cloridrico (HCL 0,1 M) para 7,2
sendo utilizado como controle negativo. Logo apds, homogeneizou-se a amostra no vortex e
repetiu-se o mesmo processo de centrifugacdo e lavagem com PBS por duas vezes.

O in6culo seguiu para padronizacdo, em que foi medida a absorbancia com
espectrofotometro, com a DO (Densidade optica) de 625 nandmetros (nm) = 0,1. Esta leitura
foi realizada com uso de uma cubeta com solugao salina (branco) que ¢ utilizada como controle,
e em outra cubeta colocou-se 800uL de solugdo salina (0,85%) e adicionou-se 200uL do
in6culo.

A partir do in6culo padronizado a uma DO=0,1, distribui-se cerca de 100uL do inoculo
nos diferentes valores de PBS ajustados aos pHs 2, 3 e 7,2 sendo avaliada a tolerancia das cepas
para cada pH nos tempos 0 e 3 horas. Ap6s terem sido distribuidas nos eppendorfs, as amostras
foram colocadas na estufa nos tempos de 1 a 3 horas. Ap6s a exposi¢ao dos isolados as solugdes
de PBS com diferentes valores ¢ ap6s cada tempo de incubagdo foi tomada uma aliquota de
cada uma para avalicdo da viabilidade celular. As amostras foram diluidas até 10 e a avaliagio
da viabilidade foi realizada aplicando-se a técnica da micro gota. As placas inoculadas foram
incubadas em anaerobiose a 37°C por 48 horas. Os resultados foram expressos com a presenca
(+) ou auséncia (-) de multiplica¢do bacteriana visivel. A figura 6 ilustra os métodos utilizados

para realizacao desde teste.

Figura 6 - Ilustracdes dos métodos utilizados no teste de sensibilidade a pHs
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4.4.2 Antagonismo a patogenos

Este teste avalia o potencial antagdnico dos isolados bacterianos aos patogenos:
Salmonella enterica subsp. typhi (ATCC 14028), Salmonella entérica subsp. enteritidis (ATCC
13076), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli enteropatogénica (ATCC 8739). O método aplicado foi agar spot test baseado
em (JACOBSEN et al. 1999). O experimento foi desenvolvido da seguinte forma:

Realizou-se a inoculagao do isolado de interesse, com uma alga bacterioldgica (10puL)
em ImL de caldo MRS estéril, logo apds incubou-se por 48 horas a 37°C na estufa
bacteriologica. Passada as 48 horas ajustou-se o inéculo a uma DO 625nm = 0,5 no
espectrofotometro.

Com o in6culo ajustado a DO especifica, homogeneizou-se no vortex e coletaram-se
10pL do indculo ajustado e plaqueou-se o spot em duplicata na placa de Agar MRS. Na mesma
placa adicionou um spot com 10uL de caldo MRS estéril para ser o controle negativo. Entao
incubou-se na estufa em anaerobiose de 24 a 48 horas a 37° C.

Ap0s o periodo de incubagdo, foi realizado o indculo da bactéria patogénica, onde foi
coletada uma algada (10uL) do estoque congelado contendo da bactéria de interesse em
suspensdo com glicerol a 20%, indculada em 1 ml de caldo de Triptona de Soja (TSB) e
incubada a 37°C por 24 horas. Tendo transcorrido o periodo de incubacdo ajustou-se o inéculo
da bactéria patogénica a uma DO 625nm = 0,1. Com indculo ajustado, adicionou-se um spot de
10uL da bactéria patogénica na placa de Agar MRS para atuar também como controle negativo.

Cerca de ImL do caldo ajustado contendo a bactéria patogénica, foi inserido em um
tubo contendo 20 mL de Agar TSB a 0,7%, agitou-se no vortex e verteu-se sobre a placa com
o0s spots, ap6s, incubou-se a 37°C por 24 horas. Com auxilio de um paquimetro mediu-se o
didmetro em milimetros (mm) da zona de inibi¢do, sendo considerada atividade antagonista
positiva, quando halo de inibi¢ao foi maior que 1 milimetro (JACOBSEN et al., 1999). A figura

7 ilustra o passo a passo dos métodos empregados neste experimento.



Figura 7 - Ilustragdes dos métodos utilizados no teste de antagonismo a patdégenos
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4.5 Identificagdo molecular bacteriana

4.5.1 Extragao do DNA

O processo de extracdo de DNA seguiu a metodologia de (MOREIRA et al., 2005).
Inicialmente foi realizado o ino6culo da cepa bacteriana em 10mL de caldo MRS incubado a
37°C/48 horas. Apo6s o periodo de incubagao, os tubos contendo o indculo foram centrifugados
a 4.000 rpm a temperatura ambiente, por 15 minutos, sendo desprezado o sobrenadante.
Adicionou-se cerca de 500uL de agua Milli-Q, suspendeu-se novamente o pellet e passou-se
para o eppendorf, ¢ acrescentou-se mais S00uL de dgua Milli-Q. Repetiu-se a centrifugacdo a
4.000 rpm por 10 minutos e desprezou-se o sobrenadante.

Adicionou-se 1mL de cloreto de litio na amostra e incubou-se por uma hora com
agitagdo a 37° C no termo agitador. Transcorrido o tempo, centrifugou-se a 4.000 rpm por 10
minutos e desprezou-se o sobrenadante. Posteriormente se adicionou 1mL de agua Milli-Q e
repetiu-se o processo de centrifugacdo, desprezando-se o sobrenadante. A amostra foi suspensa
novamente com 500uL de Lisozima + TE 10 (tampao de extragdo), a acrescentou-se mais
500uL de Lisozima + TE10, e incubou-se por uma hora a 37°C sobre agitagdo, a lisozima tem
a funcdo de desintegrar a parede celular bacteriana. Com o término da incubagao, centrifugou-
se a 4.000 rpm por 10 minutos ¢ desprezou-se o sobrenadante.

Em seguida, a amostra foi suspensa outra vez com 540uL de TE 10 adicionando-se 60pL
de SDS a 10% e 3uL de RNAase, misturando-se por inversdo. Inseriu-se 500uL de Clorofane
(fenol, cloroformio e élcool isoamilico) e logo apds centrifugou-se a 14.000 rpm, por 10
minutos, a temperatura ambiente. Transferiu-se a fase aquosa para outro microtubo e adicionou-
se 500uL de Clorofil (cloroférmio e dlcool isoamilico), repetiu-se o processo de centrifugagao.
Transferiu-se novamente a fase aquosa para um novo microtubo e inseriu-se S00uL de
isopropanol.

Centrifugou-se a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C, lavou-se em 500uL com etanol a
70%, e repetiu-se a centrifugacao por 10 minutos. Desprezou-se o etanol e secou-se o microtubo
contendo o DNA a temperatura ambiente, apos estar seco suspendeu-se novamente em 100 pL

de dgua de injecdo e congelou-se.
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4.5.2 Amplificacao do gene 16S

O processo de amplificagao da regido espacadora do 16S ocorreu por meio das seguintes
etapas: preparagao do mix, programagao da reagao em cadeia da polimerase (PCR), purificacdo
e sequenciamento.

A preparagao do mix consiste em introduzir os reagentes necessarios para amplificar o
DNA em um microtubo para que se atinja o volume final de 50 pl, o mix continha 0,5 uM de
cada iniciador (primers) PA (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e PH
(5’AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3"), 0.2 mM cada de ANTP, tampao de reacdo (1X) com
1,5 mM de MgCl: (Cloreto de magnésio), 1 U/ulL Taq DNA polimerase.

A programagao utilizada no termociclador para amplifica¢do da sequéncia do DNA foi:
ciclo de desnaturacdo de 2 minutos a 94° C, seguido por trés ciclos de desnaturagdo de 94 °C
por 1 minuto cada um, seguido pelo anelamento a 55°C por 1 minuto, ¢ extensdo a 72° C por 1
minuto, os trés ultimos processos (desnaturacdo, anelamento e extensao) foram repetidos por
34 vezes e a extensdo final durou 10 minutos a 72°C (GUO et al., 2010).

Os produtos da amplifica¢do da regido espagadora do 16S foram separados em gel de
agarose a 1%, submetidos a 100 Volts por cerca de 4 horas ¢ 30 minutos através do tampao
TBE (Tris, Acido bérico e EDTA) 0,5 X sendo corados pelo Blue Green. A banda amplificada
foi purificada com o PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen), seguindo as instrucdes

do fabricante.

4.5.3 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento das amostras de DNA foi realizado ABI Prism Sequencer 3500
(4Applied Biosystems, USA) na plataforma de sequenciamento de DNA da Universidade Federal
de Pernambuco-UFPE. E a identificagdo dos isolados bacterianos foi realizada com
sequenciamento parcial do gene do RNA ribossomal 16S segundo a metodologia de (LUCENA
et al., 2010).

Para analise das sequéncias de DNA, foram selecionadas as sequéncias que possuem
mais de 500 pb (pares de base) usando as ferramentas Pregap4 e Gap4 do pacote de softwares
STADEN 1.6 e em seguida as sequéncias foram submetidas a busca de similaridade no banco
de dados do Centro Nacional de Informacao Biotecnologica (NCBI), utilizando a ferramenta

Blast N (ALTSCHUL et al.,1997) e no Ribosomal Database Project (RDP). A identificacao
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bacteriana foi assumida quando a sequéncia de consulta mostrou similaridade > 97% para o
gene rDNA16S (GEVERS et al., 2005; GUO et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao do método de isolamento

Comparou-se dois tratamentos de isolamento, um em ambiente de anaerobiose e outro
em aerobiose, sendo avaliados quanto ao nimero de isolados e o numero de morfologias das
quatro parcelas do estudo.

Figura 8 — Selecao do tratamento para isolamento bacteriano
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Fonte: Acervo GDBM

Com base nos dados obtidos, o método escolhido para isolamento foi com
enriquecimento de glicose 5% em ambiente de anaerobiose, visto que apresentou maior
diversidade de morfologias (24) e no nimero de isolados (426) em relagdo ao tratamento em
acrobiose. A partir do isolamento criou-se uma colegdo de trabalho com 80 isolados, obtida

através da distribuicao de 20 amostras para cada parcela 1, 5,7 € 9.

5.2 Triagem dos isolados bacterianos

5.2.1 Teste de coloracao de Gram e atividade da enzima catalase
O teste de coloracao de Gram foi aplicado nos oitenta isolados, fase em que foi avaliada
a coloracgdo da parede celular e a morfologia bacteriana. Nesse teste, setenta e quatro isolados

eram Gram positivos representando cerca de 92,5% dos isolados e seis isolados (7,5%) foram
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caracterizados como Gram negativos. Em relagao ao formato das células bacterianas, os oitenta

isolados apresentaram-se em trés morfologias: cocos, bacilos € cocobacilos (Tabela 1).

TABELA 1 — Resultado do teste de coloracdo de Gram e morfologias bacterianas

Formato Gram Total
Positivo Negativo
Cocos 59 1 60
Bacilos 15 3 18
Cocobacilos 0 2 02
Total 74 6 80

Do total, sessenta isolados tiveram formato de cocos (figura 9, A), dezoito de bacilos

(figura 9, C e D) e dois de cocobacilos (figura 9, B).

Figura 9 - Resultado do teste de coloragdo de Gram

2]

Legenda: A- Cocos Gram positivos; B- Cocobacilos Gram negativos; C - Bacilos Gram

positivos; D - Bacilos Gram negativos.

Fonte: Acervo GDBM
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O teste de atividade de catalase tem o intuito de avaliar se a cepa bacteriana tem a
capacidade de catalisar a reacao de degradagdo do peroxido de hidrogénio, que ¢ fruto do
metabolismo de microrganismo que crescem na presenca de oxigénio e produzem substancias
oxidantes toxicas ao metabolismo com: peroxidos, superdxidos e radical hidroxila. Quando
submetidos ao teste quarenta e nove isolados (61,25%) reagiram ao perdxido de hidrogénio,
sendo caracterizados como catalase positivos, e trinta ¢ um (38,75%) nao reagiram tendo

resultado negativo para atividade da enzima catalase (Tabela 2):

TABELA 2 — Respostas dos isolados aos testes de coloragdo de Gram e catalase

Amostra Gram Catalase

Positivo Negativo Positivo Negativo
Parcela 1 16 4 10 10
Parcela 5 18 2 15 5
Parcela 7 20 0 10 10
Parcela 9 20 0 14 6
Total 74 6 49 31

A triagem selecionou trinta e um microrganismos com caracteristicas comuns as
bactérias 4cido laticas, ou seja, apresentaram a parede celular Gram positiva, atividade negativa
da enzima catalase, como sdo anaerobicas ndo produzem essa enzima e morfologia de cocos ou
bacilos. Sendo escolhidas estas caracteristicas porque as BAL sdo um dos principais grupos
bacterianos empregados como probioticos.

Estudos que relatam a microbiota de solo em diferentes ecossistemas, como Floresta
Amazonica, Mata Atlantica e Matas Ciliares, refletem uma maior predominancia de bactérias
Gram positivas e catalase positivas (BACH, 2008; SILVA et al., 2012). No entanto, sdo
escassos os trabalhos de caracterizagdo morfologica e diversidade microbiana em solos da
caatinga, Soares Jr. et al. (2012), estudando bactérias celuloliticas em solo da caatinga, observou
a presenga de Gram positivas, tendo como principais representantes os Bacillus ¢
Actinobactérias. Além disso, nosso grupo, em estudos recentes na mesma area de coleta,
utilizando o meio de cultura TSB para isolamento, também observou o dominio de bactérias
Gram positivas nesta area (NEVES, 2016), corroborando com os presentes dados utilizando o
meio MRS.

O meio MRS foi descrito por Rogosa, Mitchell e Wiseman (1951) como um meio
seletivo para Lactobacillus e ja foi utilizado em trabalhos para isolamento de bactérias acido
laticas em solo de pastagem (VIEIRA et al., 2012) e solos de vinhedos (YANAGIDA; CHEN;
SHINOHARA, 2005), assim como para isolamento de Bacillus do solo do Himalaia (ISLAM
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etal.,2011). Nosso trabalho consiste em um dos primeiros relatos com enfoque na identificagao

de bactérias do solo da Caatinga e na avaliacao do potencial probidtico destes microrganismos.

5.3 Avaliagao do potencial probidtico

5.3.1 Avaliacao de sensibilidade aos diferentes pHs

A capacidade dos microrganismos de tolerarem condigdes adversas do ambiente
gastrointestinal € um fator importante para selecdo de microrganismos probidticos, porque para
que a cepa possa desempenhar beneficios e fungdes tem que sobreviver no ambiente no qual
estd inserida (LEE et al., 1999). Entdo, o teste de exposi¢do a diferentes valores de pH foi
aplicado com vinte e trés isolados. Que foram expostos ao pH 7,2 (controle), 3 e 2 por até trés
horas (Tabela 3):

TABELA 3 - Avaliagao de presencga (+) e auséncia (-) de multiplicagdo dos isolados bacterianos
quando expostos a pH 2 e pH 3 apds 0 e 3 horas

pH3 pH 2
Isolados bacterianos 0 horas 3 horas 0 horas 3 horas
RS

<

' :
@ >
90 0 . 00 OO0 ©

MRS 9.5 -

MRS 9.6 @)
MRS 9.12 -

MRS 9.19 -
Legenda: + = tolerou a exposico ao pH; - = ndo tolerou a exposicio deste pH;| | =boa
tolerancia; O = resistiu ao pH 3;O = resistiu ao pH 2.

9 00 0 00 000 @
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A exposigao dos isolados a valores de pH extremos foi realizada com o intuito de avaliar
uma possivel resisténcia das cepas a passagem pelo trato gastrointestinal humano, onde
microrganismos sdo expostos a diferentes variacdes de pH, desde pH neutro na boca, até¢ pH
acido no estdmago, fator critico para que cepas probidticas possam chegar viaveis no intestino
humano. A exposi¢ao ao pH 7,2 simula o pH da saliva, enquanto a exposigado a valores de pH
de 2 e 3 simula a acdo do acido cloridrico estomacal.

Um total de treze isolados nao resistiram a exposi¢ao aos diferentes pHs, demonstrando
que as condic¢des acidas do ambiente gastrico sdo um importante critério de selecdo para um
candidato a probidtico, porque normalmente a faixa de pH ideal para o crescimento bacteriano
¢ emtorno de 6,5 a 7,5 podendo algumas espécies atingir limites extremos (TORTORA; CASE;
FUNKE, 2012).

Cerca de dez isolados apresentaram boa tolerancia aos pHs mais &cidos, cinco isolados
apresentaram-se viaveis apos a exposicao a pH 3,0 por 3 horas, o mesmo nimero de cepas
tolerou ao pH 2,0 porém apenas trés mantiveram-se viaveis durante as 3 horas do experimento.
Ha trabalhos que relatam tolerancia varidvel dos candidatos a probidticos quando submetidos
ao pH 3,0 e pH 2,0 (HYRONIMUS et al., 2000; MONTEAGUDO-MERA et al., 2012). Este
fato esta associado a capacidade destes microrganismos em tolerar e se proteger das condi¢des
adversas do ambiente gastrointestinal e varia consideravelmente se o microrganismo estd
inserido em uma matriz alimentar ou em uma microcapsula (ZARATE et al., 2000). Sabendo
que dez isolados foram capazes de tolerar e mantiveram-se viaveis as condi¢des adversas do
ambiente estomacal, os mesmos foram selecionados e submetidos ao teste de antagonismo a

patdgenos.

5.3.2 Avaliac¢ao do antagonismo contra patogenos

Avaliou-se a atividade dos dez isolados tolerantes aos niveis de pH contra cinco
patdgenos indicadores: Salmonella typhi (ST), Salmonella enteretidis (SE), Staphylococcus
aureus (SA), Listeria monocytogenes (LM) e Escherichia coli patogénica (EC). Resultando na
inibicao positiva de dois candidatos a probidticos com halos contra o patogeno Salmonella typhi
(Tabela 4). O isolado MRS 1.7 apresentou halo de inibicdo médio de 4,5 mm (figura 10, A) e o
MRS 7.16 com halo de inibicdo médio de 3,5 mm (figura 10, B).
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TABELA 4 - Atividade antagdnica contra patogenos de veiculagao alimentar

Patogenos
ST SE SA LM EC
MRS 1.3 - - - - -
MRS 1.7 @ - - - -
MRS 1.9 - - - - -
MRS 1.11 - - - - -
MRS 1.14 - - - - -
MRS 1.16 - - - - -
MRS 7.8 - - - - -
MRS 7.16 ©) - - - -
MRS 9.1 - - - - -
MRS 9.6 - - - - -

Legenda: ST = Salmonella typhi; SE = Salmonella enteretidis; SA = Staphylococcus aureus;

Isolados bacterianos

LM = Listeria monocytogenes; EC = Escherichia coli patogénica. + = atividade antagdnica

positiva com halo > 1 mm; - = ndo apresentou atividade antagonica.

Figura 10 - Halos de inibi¢ao contra o patdogeno Salmonella typhi

Legenda: A- Inibi¢ao do isolado MRS 1.7; B - Halo de isolado MRS 7.16
Fonte: Acervo GDBM
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Os dois isolados MRS 1.7 ¢ 7.16 que apresentaram atividade antagonica positiva com
halo de inibigao superior a 1 mm de diametro seguiram para identificagdo molecular. Os
microrganismos com atividade antimicrobiana sdo capazes de inibir patdogenos através da
competicdo por nutrientes, impedindo a ligacao dos patdogenos a mucosa intestinal e também
com a produgdo de substancias antimicrobianas, bacteriocinas e producao de metabolitos
secundarios (ARENA et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

As BAL sao microrganismos fermentadores que atuam promovendo a acidificagao de
substratos, através da producdo de acidos organicos como éacido latico, acético, propidnico e
etanol levando a diminui¢@o do pH que tem agdo bactericida inibindo as bactérias deteriorantes
e oportunistas como a Pseudomonas sp., patogénicas como a Salmonella sp. e L.
monocytogenes ¢ toxigénicas como S. aureus e Clostridium botulinum (HOLZAPFEL;
GEINSEN; SCHILLINGER, 1995). Esses microrganismos produzem compostos como o
peroxido de hidrogénio, didoxido de carbono, diacetil e aminas que possuem agao bacteriostatica
contra microrganismos invasores que disputam os sitios de ligagdo da mucosa intestinal
(FERNANDES; BENTO; STAMFORD, 2008).

As bacteriocinas sdo peptideos sintetizados pelos ribossomos bacterianos, com seus
mecanismos de agdo relacionados a modificar o gradiente de protons da membrana
citoplasmatica, dissipar a forga proton-matriz e criar poros na membrana ou na parede celular
resultando na lise celular (SCHULZ et al., 2009). Diante de seu papel antimicrobiano as
bacteriocinas sdo importantes na industria alimenticia, farmacéutica e em aplicagdes clinicas,
porque elas atuam inibindo ou reduzindo a contaminagdo dos alimentos por microrganismos
patogenos, sendo utilizadas como uma saida para os conservantes quimicos e empregadas como
bioconservantes mantendo a estabilidade, a seguranga e aumentando a vida util dos alimentos
(PERALTA; BERTEL; MONTOYA, 2009).

Do ponto de vista clinico, agem como agentes terapéuticos sendo utilizadas na profilaxia
de infecgdes bacterianas, doencas associadas a patogenos e tem atividade anticancerigena
agindo contra células leucémicas e tumorais (YANG et al., 2014). Também sao alternativas
para industria farmacéutica ndo sintetizar antibidticos cada vez mais potentes contra
microrganismos multiresistentes, que sdo fruto do uso indiscriminado dos mesmos pela
populacdo, resultando na resisténcia desses microrganismos aos principais medicamentos
comercializados (BRAZ et al., 2014).

As bactérias do género Bacillus por sua vez, também produzem bacteriocinas que tem
acdo antimicrobiana contra patdgenos humanos e fitopatogenos (SUBRAMANIAN e SMITH,

2015). Tendo aplicagdes na industria alimenticia como bioconservantes aumentando a vida util
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dos alimentos e consiste em uma alternativa para substituir o uso dos conservantes quimicos
(OLIVEIRA; SIQUEIRA-JR; SILVA, 2012). Agem também como antiflingicos e
bioinseticidas de plantas garantindo controle biologico de fitopatogenos, promovendo o
crescimento da planta e consequentemente uma boa rentabilidade na agricultura (BEZERRA et
al., 2013).

Sao capazes de sintetizar enzimas como as proteases, fitases, xilanases, ciclodextrinases,
queratinases e amilases que agem como catalisadores do processamento, melhoramento do
sabor e conservacao dos alimentos (SCHULZ; BONELLI; BATISTA, 2005). As proteases
alcalinas sdao empregadas na industria de detergentes, também sao aplicadas na panificagao
promovendo a hidrolise parcial do gluten de farinhas, por outro lado as amilases sdo utilizadas
pela industria de bebidas (SCHALLMEY; SINGH; WARD, 2004) e ainda sdo capazes de
controlar a polinizagdo de plantas com uso de ribonucleases (LANNENPAA et al., 2005).

Algumas espécies produzem antibidticos peptidicos que sdo frutos do metabolismo
secundario tendo agdo antifiingica ¢ antibacteriana, essas substancias sdo peptideos ciclicos
como as gramicidinas, maltacinas, tirocidinas e bacitracinas e também lipopeptideos como
iturinas, bacilomicinas, sufactinas e fengicinas (STEIN et al., 2005). Esta diversidade de
aplicagdes refletem em beneficios para a populagdo e incentivo para continuagdo de pesquisas

visando novas descobertas e aplicagdes destes microrganismos.

5.4 Identificagdo molecular

Os isolados com atividade antimicrobiana foram identificados através da andlise do
sequenciamento parcial do rRNA 16S, onde o MRS 1.7 foi identificado a nivel de género como
um Bacilllus sp. e o MRS 7.16 como Bacillus ginsengihumi apresentado 98,8% de similaridade.

O Bacillus ginsengihumi foi descrito a partir do extrato de solo de Ginsegn da Coréia
do Sul por (TEN et al., 2006). E uma espécie nova que difere-se dos demais Bacillus por nio
apresentar atividade a enzima catalase que foi um critério de triagem do presente estudo,
sobrevive a temperaturas de até 45°C sendo um ponto a favor para sobreviver em ambiente
semiarido, sdo capazes de esporular resistindo a condi¢des adversas, quando descrito foi
constatado resiste entre o pH 5 ao 10 neste estudo foi além do esperado resistindo até o pH 2 ¢
quando submetido a patogenos apresentou inibicdo positiva contra Salmonella typhi
apresentando caracteristicas promissoras para um futuro probidtico.

Esta espécie também possui aplicabilidade para industria, visto que foi caracterizada a
producdo de fitase por este Bacillus (AKHMETOVA et al., 2013). As fitases sdo enzimas
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responsaveis por hidrolisar o fitato, este composto tem a capacidade ligar-se fortemente com
cations como calcio, magnésio, zinco, cobre, ferro e potassio formando complexo minerais
insoliiveis, impossibilitando a absor¢ao desses nutrientes pelo organismo (KUMAR et al.,
2010). Entao, estas enzimas sdo utilizadas na industria alimenticia pelo fato delas facilitarem
absor¢ao de fosforo, aumentando a disponibilidade de minerais essenciais como calcio, ferro e
zinco para individuos monogastricos como os seres humanos, podendo ser aplicada contra a
deficiéncia de mineral desses individuos e além de ser uma alternativa para uso de fosforo
inorganico na dieta animal gerando um melhor aproveitamento do mesmo nas ragdes de aves e
suinos (ASCHERI; DE SOUZA; REBELLO, 2012).

Também podem ser aplicadas na agricultura, afim de garantir melhor rendimento e
produtividade agricola em reflexo do aumento da disponibilidade de fosforo no solo
proporcionado pelas fitases, além de desenvolver uma agricultura sustentavel sem o emprego
de agrotoxicos (SHARIPOVA et al., 2015). Diminui a poluigdo oriunda da excrecao do fosforo
no solo pelas fezes e urina dos animais e evitam a producdo de subprodutos toxicos e
carcinogénicos sejam escoados para os rios e lagos causando assim a eutrofizagdo e impacto ao

meio ambiente (SELLE e RAVINDRAN, 2007).
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6 CONCLUSAO

Mediante todo o processo investigativo exposto ao longo do trabalho, podemos concluir
que a pesquisa ndo esta finalizada em seu ambito cientifico, isto implica que, continuaremos a
avaliar o potencial antimicrobiano deste microrganismo, analisando o composto antimicrobiano
que promoveu a inibigdo positiva, seja ele um acido organico, uma bacteriocina ou um
metabolito secunddrio. Também pode ser investigada sua producao de fitases, visto que estas
enzimas apresentam importancia nutricional, aumentando a disponibilidade de fosforo na dieta
animal, atenuando deficiéncias nutrientes essenciais e na fertilizagdo de solos agricolas. E por
ser um microrganismo capaz de resistir a temperaturas de até 45°C, também poderia ser
investigada a capacidade dessa cepa em fermentar alimentos para aplicagao futura como cultivo
iniciador e como futuro probidtico, seja na produgdo de enzimas ou como suplemento alimentar.

Entretanto, ainda € necessario continuar os ensaios in vitro como resisténcia a sais de
bile, suscetibilidade a antibioticos para avaliar a seguranca deste microrganismo e futuramente

partir para testes in vivo.
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