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RESUMO

Produtos funcionais contendo probioticos, e prebidticos sdo cada vez mais
procurados pelo consumidor. A busca pela obtencdo de fontes com potencial
prebidtico ganhou forca e nesse aspecto as cianobactérias se destacam. A
Arthrospira platensis é fonte de bioativos que vém sendo eficientes no
tratamento de algumas doencas e podem servir como nutriente para o
crescimento de outros microrganismos. O extrato intracelular precipitado (EIP)
dessa cianobactéria foi extraido da biomassa por sonicacéo e precipitado com
etanol. Os metabdlitos extracelulares (ME) foram obtidos por precipitacdo e
dialise. O EIP foi adicionado as culturas de L. rhamnosus GG, E. faecium 133v,
E. coli e S. aureus como fonte de carbono nos meios comerciais MRS e LB nas
concentracdes 1%, 1,5% e 2%. Glicose, frutoligossacarideos (FOS) e os meios
isentos de fonte de carbono foram usados como controles. As unidades
formadoras de colénias (UFC/ mL) foram contadas ap6s 24 h e 48 h de
incubacdo. Nao foi possivel realizar atividade prebidtica com os ME devido a
sua baixa porcao de carboidratos de somente 7,8% da massa seca, enquanto
EIP representou 44% de carboidratos da massa seca. EIP estimulou o
crescimento de Lactobacillus e Enterococcus acima de 1,0 x 10%*° UFC/ mL,
ultrapassando, inclusive o prebidtico padrdao FOS. E. coli e S. aureus foram
também estimuladas pelo FOS e EIP, mas em menor propor¢do, 1,0 x 10°
UFC/ mL. Andlises estatisticas demonstraram diferencas significativas entre os
tratamentos, onde a faixa de 1- 1,5% foi a que mais estimulou microrganismos
benéficos que patdgenos. A partir dos resultados pode-se concluir que os
carboidratos extraidos de A. platensis possuem potencial prebiético frente as
cepas L. rhamnosus GG e E. faecium 133v, mas mais estudos sdo necessarios
para analisar o comportamento dos patdégenos na presenca do EIP e de outros

microrganismos da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Alimento funcional; Cianobactéria; Probibdtico; Trato

gastrointestinal.



ABSTRACT

Functional products containing probiotics, and prebiotics are increasingly
sought after by the consumer. The search for sources with prebiotic potential
has gained strength and in this aspect cyanobacteria stand out. Arthrospira
platensis is a source of bioactives that have been efficient in the treatment of
some diseases and can serve as a nutrient for the growth of other
microorganisms. The precipitated intracellular extract (EIP) of this
cyanobacterium was extracted from the biomass by sonication and precipitated
with ethanol. Extracellular metabolites (ME) were obtained by precipitation and
dialysis. EIP was added to L. rhamnosus GG, E. faecium 133v, E. coli and S.
aureus cultures as a carbon source in MRS and LB commercial media at
concentrations 1%, 1.5% and 2%. Glucose, fructooligosaccharides (FOS) and
carbon-free media were used as controls. The colony-forming units (CFU/mL)
were counted after 24 h and 48 h of incubation. It was not possible to perform
prebiotic activity with the ME due to their low carbohydrate portion of only 7,8%
of the dry mass, while EIP represented 44% of the carbohydrates of the dry
mass. EIP stimulated the growth of Lactobacillus and Enterococcus above 1.0 x
101° CFU/mL, even surpassing the standard prebiotic FOS. E. coli and S.
aureus were also stimulated by FOS and EIP, but in a smaller proportion, 1.0 x
10° CFU/mL. Statistical analyses showed significant differences between
treatments, where the range of 1-1.5% was the one that stimulated beneficial
microorganisms more than pathogens. From the results, it can be concluded
that carbohydrates extracted from A. platensis have prebiotic potential against
the L. rhamnosus GG and E. faecium 133v strains, but more studies are
needed to analyze the behavior of pathogens in the presence of EIP and other

microorganisms of the intestinal microbiota.

Keywords: Functional food; Cyanobacteria; Probiotic; Gastrointestinal tract.
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1. INTRODUCAO

A procura emergente por produtos alimenticios com propriedades
funcionais significativas e de fontes seguras, tem se tornando cada vez mais
comum no mercado mundial. Este, que cresce a cada dia, exige o emprego de
novas fontes alimenticias que demandem de menor custo possivel, sejam
produziveis em larga escala e ecologicamente corretas ou “eco-friendly”
(GOUDA et al., 2022; HYRSLOVA et al., 2021).

O aumento na busca pelos produtos alimenticios funcionais, como 0s
gue contém prebidticos e probidticos, pode ser explicado principalmente pelo
fato de que a manutencdo da microbiota intestinal pode atuar tanto na
terapéutica quanto na prevencao de doencas, como as doencgas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) (diabetes, hipertensdo, canceres e doencas
cardiovasculares), responsaveis por aproximadamente 71% das mortes no
mundo a cada ano e que tem como agentes agravantes do risco de morte a
adocdo de maus habitos de vida, como ma alimentacdo, tabagismo e
sedentarismo, por exemplo (SIDDIQI, 2010). Além disso, ter uma microbiota
intestinal rica em microrganismos probidticos também pode prevenir o individuo
de contrair doencas infecciosas, tendo em vista que dentre os diversos
beneficios estd o aumento de imunidade (CHEN et al.,, 2022; JENKINS;
MASON, 2022; VELIKOVA et al., 2020).

Prebidticos, carboidratos nao-digeriveis, estimulam seletivamente a
proliferacdo e/ou atividade de populacdes de bactérias probidticas,
promovendo efeitos benéficos a saude do hospedeiro. Diante disso, o uso da
biomassa de microalgas e cianobactérias como a Arthrospira platensis,
classificada pela American Food and Drug Administration (FDA) como GRAS
(Generally Recognized As Safe) (NO, 2015) aparece como uma alternativa
interessante. Estes microrganismos podem ser incorporados em produtos
alimenticios e cosméticos, levando em conta o potencial anticancer, atividade
imunoestimulante, antioxidante, entre outras (HYRSLOVA et al., 2021), sendo,
inclusive, consideradas como superalimentos (TORRES-TIJI; FIELDS;
MAYFIELD, 2020).
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Para obtencdo da biomassa rica em nutrientes esses microrganismos
fotossintetizantes (MF) séo cultivados em meio e condi¢cdes especificas, onde
ao final se separa biomassa e liquido metabdlico (LM). Este, apesar de ser
tratado como residuo, podendo gerar impactos sobre o meio ambiente quando
descartado de forma inadequada (LIU; POHNERT; WEI, 2016), possui
compostos bioativos liberados pelos MF que podem ser reaproveitados para o
crescimento celular (SILVA et al., 2020).

Na producdo industrial de biomassa de MF mais de 84 % da &agua
utilizada para o cultivo € descartada. A reciclagem desse conteudo pode
também reduzir em até 55% o uso de nutrientes (YANG et al., 2011), o que faz
dela uma alternativa interessante para reduzir o impacto do descarte indevido
no meio ambiente, economizar 4gua, nutrientes, reduzir custos na producao e,
por consequéncia, tornar mais acessivel o produto para o consumidor de
nutracéuticos, biocombustiveis, cosméticos ou medicamentos provenientes de
MF (CHEN et al., 2022).

O uso do liguido metabdlico (LM) de microrganismos fotossintetizantes
ja se mostrou eficiente na reducdo de custos na producdo de bactérias
probiéticas (SILVA et al., 2020), porém a investigacdo do potencial prebiético
dos carboidratos do LM ainda nédo foi investigada. Ainda, n&o foram
encontrados estudos que além de testar o potencial prebidtico frente a cepas
probioticas, também testassem o efeito em cepas patdgenas, fator relevante
para um melhor discernimento da real eficiéncia do LM. Nesse viés, este
estudo tem por objetivo avaliar a porcédo de carboidratos na biomassa e no
liguido metabdlico de Arthrospira platensis, bem como sua viabilidade e

capacidade de promover crescimento de cepas probidticas ou patdgenas.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral
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Avaliar a porcado de carboidratos da biomassa celular de A. platensis e
do liquido metabdlico para testar o potencial prebidtico frente a cepas de
Lactobacillus rhamnosus, Entreococcus faecium, Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

2.2 Especificos

- Quantificar carboidratos na biomassa e liquido metabdlico de A. platensis;
- Testar a solubilidade do extrato precipitado proveniente da biomassa,

- Cultivar L. rhamnosus GG, E. faecium 133v, E. coli e S. aureus em meio

comercial adicionado dos polissacarideos obtidos;

- Definir qual concentragdo de extrato de A. platensis foi mais eficiente na

promocao do crescimento das cepas testadas;

- Avaliar se o extrato de A. platensis ou o liquido metabdlico podem ser viaveis

como prebioticos estimulando cepas benéficas a saude.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prebidticos e probidticos

A microbiota intestinal de um individuo € um ecossistema dinamico,
composto por diversos microrganismos responsaveis pela modulacdo e
manutenc¢ao da funcionalidade do 6rgéo e fisiologia do individuo. A composigao
da microbiota intestinal € constituida em sua grande parte logo apds o
nascimento, a depender do tipo de parto, e se expande e desenvolve
continuamente ao longo da vida do individuo. Essa composi¢cdo pode ser
influenciada também pela amamentacéo, fatores genéticos e pelo estilo de vida
do individuo, como a dieta, uso de medicacdes, niveis de estresse e até fatores

ambientais. A microbiota pode influenciar ndo s6 localmente no trato
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gastrointestinal, mas também, afetando o sistema nervoso central (SNC)
(COMAN; VODNAR, 2020; RATSIKA et al., 2021; RINNINELLA et al., 2019).

A dieta é considerada um fator determinante com relacdo a composicao,
funcdo e diversidade da microbiota e esta associada a maioria das doencas
degenerativas (COMAN; VODNAR, 2020). Isso acontece porque 0S
componentes dos alimentos interagem com a microbiota, afetando a saude do
individuo através de diversos mecanismos (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019).

Fibras alimentares ao serem fermentadas no trato gastrointestinal por
bactérias benéficas geram &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo o0s
mais estudados o butirato, propionato, acetato e lactato. Os AGCC podem
atuar na prevencdo de obesidade e resisténcia a insulina, melhora no
metabolismo com o aumento de gasto energético, gliconeogénese intestinal e
modulacdo do apetite, promovendo redugdo do consumo alimentar. O butirato,
especialmente, tém papel fundamental na homeostase imune intestinal,
protegendo contra inflamacdo e surgimento de canceres (ZMORA; SUEZ;
ELINAV, 2019). Ainda, uma dieta rica em fibras pode contribuir na defesa do
organismo contra patogenos (WALKER et al., 2011) e suprimir alergias
respiratérias (TROMPETTE et al., 2014).

Dentre 0os microrganismos presentes no intestino as bactérias séo
predominantes, onde os filos Firmicutes e Bacterioidetes representam até 90%
dessa microbiota. Além destes, estdo presentes os filos Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia, considerando uma microbiota
de um intestino saudavel (COMAN; VODNAR, 2020; KOLIADA et al., 2017;
RINNINELLA et al., 2019). A presenca de proteobactérias no intestino serve
como um forte indicador no diagnéstico de doencas e disbiose (SHIN; WHON;
BAE, 2015).

A disbiose € comumente definida como um desequilibrio configurado
pela reducéo da diversidade microbiana com a perda de bactérias benéficas
como Bacterioidetes e o aumento de patobiontes (bactérias simbiontes que a
depender das condi¢cdes tornam-se patogénicas) como as Escherichia coli
gram-negativas, por exemplo (HUMPHREYS, 2020). Esse desequilibrio

provoca uma série de maleficios ao individuo, pois uma microbiota
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desequilibrada ndo consegue proteger o organismo contra patégenos. Dessa
maneira, a disbiose € associada a inflamacgdes, doencas, alimentacdo pobre
em fibras e rica em adocantes artificiais, uso de antibiéticos, entre outros
fatores (RAJENDRAN; SCHULZKE; SEIDLER, 2018; SWAMINATHAN; SHAH,
2021).

As bactérias benéficas promovem modificacdes positivas no hospedeiro
como producéo de lactase, ou fora dele, podendo ser utilizadas na industria na
fermentacdo de alimentos ou produzindo compostos de interesse para o
mercado (SILVA et al., 2020). Algumas delas desempenham papel probiotico,
atuando na promoc¢éao de saude do individuo em geral (BHOWMIK; DUBEY;
MEHRA, 2009; DUARTE et al., 2017).

As bactérias conhecidas como maléficas sdo aquelas que, ao contrario
das benéficas, trazem prejuizo ao hospedeiro. As bactérias patdgenas fazem
parte delas e sdo responsaveis por diversas doencas que afetam a populacdo
mundial (tuberculose, meningite, cdlera, entre outras) (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL, 2019). Além das patdogenas, existem outras bactérias
consideradas maléficas, mas que a depender da imunidade do individuo e
quantidade ingerida, ndo chegam a impactar negativamente, como atuam na

deterioracdo de matéria organica (LIU et al., 2022a).

Lactobacillus é o género de bactérias que predomina dentre as bactérias
acido laticas. Sao microrganismos benéficos vastamente utilizados na indUstria
de fermentos lacteos e como probidticos, ja que sdo reconhecidos como
GRAS. Compreendem microrganismos gram-positivos que fermentam glicose
em lactose, sdo facultativamente anaerdbios. Estdo presentes na microbiota
natural e saudavel humana e sao produtoras de bacteriocinas e
exopolissacarideos. Dentre seus potenciais estdo adesdo, regulacdo do
sistema imune, inibicdo de formagao de hifas, virucida contra HIV-1 e outros
virus, entre outros (DUARTE et al.,, 2017; LIU et al., 2022b; RAFTER et al.,
2007). A cepa L. rhamnosus GG em associacdo com prebidtico inulina rica em
oligofrutose promoveu melhora na barreira intestinal e reduziu cancer colorretal
em humanos (RAFTER et al., 2007).

O género Enterococcus compreende microrganismos facultativos

anaerobios, gram-positivos e de morfologia oval, podendo ser encontrados
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sozinhos ou em agrupamentos. Habitam naturalmente o trato gastrointestinal
animal e humano e suas espécies podem ter potencial probidtico ou patégeno.
Das mais de 20 espécies as mais comuns sdo E. faecalis e E. faecium
(GIRAFFA, 2014).

Essas bactérias tém a habilidade de sobreviver em condicdes
ambientais hostis fora do ambiente intestinal e podem, portanto, serem
encontradas em vegetais, agua e solos (KAVITAKE et al., 2023). Conseguem
sobreviver ainda em condi¢cdes adversas no ambiente intestinal, como alta
salinidade, extremo pH e temperatura. Isso indica que elas também podem
resistir aos processos comuns da industria de alimentos (GIRAFFA, 2003).

Enterococcus, se destacam na industria alimenticia, devido a sua
habilidade de acelerar a maturacdo de queijos, configurar caracteristicas
organolépticas e auxiliar na conservacdo de produtos lacteos, através da sua
acao antimicrobiana (GIRAFFA, 2014; KAVITAKE et al., 2023). Podem produzir
exopolissacarideos de interesse na industria de panificacdo e de derivados do
leite, devido a alta viscosidade desses compostos. Além disso, promovem
efeito antioxidante. Inclusive, a cepa E. faecium 133v utilizada neste trabalho é
uma produtora de EPS (Figura 8) (SILVA, 2021).

A diferenciacdo entre as cepas probidticas e patdgenas desse género é
alcancada por meio da diferenciacdo genética (SANTOS et al.,, 2020). O
potencial probidtico de E. faecium foi verificado por BAGCI et al. (2019) e
GHATTARGI et al. (2018), entretanto para ser classificada como probiético,
cada cepa precisa ser analisada individualmente. No ramo veterinario,
probiéticos contendo E. faecium sao comumente utilizados no tratamento de
quadros de diarreia, prevencdo de doencas e aumento de imunidade (WU et
al.,, 2019). Ha evidéncias de que as bactérias acido laticas, quando
consumidas, podem proteger indiretamente o individuo de ser afetado por
cancer, através do aumento de imunidade adaptativa. No estudo de CALACA
et al, (2021), E. faecium 137v protegeu animais de cancer colorretal
retardando a progressao tumoral.

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que quando
administrados em doses adequadas, promovem efeitos benéficos ao
hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Sdo utilizados na terapia de infec¢des virais,
pois podem produzir pos-bidticos, ou seja, metabodlitos derivados de
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microrganismos que quando administrados ao hospedeiro podem conferir
efeitos fisiologicos benéficos (VINDEROLA; SANDERS; SALMINEN, 2022). 00

Exopolissacarideos, acido latico, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas
sdo exemplos de pés-bidticos que tem potencial antioxidante, anticolestémico,
prebiotico, imunomodulador, anticancer, antidiabético e, ainda, podem agir
contra alguns virus (AL KASSAA et al, 2014; SILVA, 2021), como o
coronavirus SARS-CoV-2, responsavel pela pandemia da COVID-19 (DE
BRITO et al. , 2021).

Um prebiodtico pode ser visto como um composto alimentar indigerivel
que gera mudancas especificas na composi¢cdo e/ ou atividade da microbiota
gastrointestinal, conferindo beneficios a salde do hospedeiro como um todo
(RAPOSO; DE MORAIS, 2015). Prebidticos sdo fibras soluveis que podem
reduzir a obesidade por meio da normalizacdo da disbiose intestinal, principal
causadora das doencas metabdlicas. BROWN et al. (2012) testou os efeitos da
administracdo de prebidticos em ratos com disbiose e houve redugcdo nos
Bacterioidetes e aumento de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.,
demonstrando reducao no quadro de disbiose.

Sabendo que os prebiodticos sdo capazes de estimular a proliferacdo de
microrganismos probiéticos, o mercado vem investindo em produtos contendo
ambos para promoverem melhores efeitos ao consumidor: os simbidticos
(VINDEROLA; SANDERS; SALMINEN, 2022). Essa associacao de prebioticos
aos probidticos permite que ocorram alteracdes especificas na composicédo e
atividade da microbiota intestinal, promovendo, assim, reducéo na disbiose e
aumento de imunidade (DUARTE et al., 2017).

3.2 Fontes alternativas de prebioticos

Organismos fotossintetizantes em geral sdo conhecidos por possuirem
fibras soluveis, e logo apresentam propriedades prebioticas. Os vegetais, fonte
mais disseminada destas fibras, podem ser explorados nas suas mais diversas

partes como folhas, frutos, raizes e até as sementes (DUARTE et al., 2017;
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PARIKH et al., 2019; ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019). Outra fonte que vem
ganhando atencao é o mel produzido pelas abelhas, que também é uma fonte
de prebidticos (MOHAN et al., 2017; RICIGLIANO et al., 2021).

Microrganismos fotossintetizantes como as microalgas e as
cianobactérias podem conter alguns polissacarideos sollveis que ndo sao
degradaveis por enzimas no trato digestivo superior e, portanto, podem exercer
papel prebibtico. Disseminadas como fibras sollveis, frutoligossacarideos
(FOS), galactooligossacarideos (GOS), xilooligossacarideos (XOS) e beta-
glucanas, sédo algumas das mais disseminadas fibras prebi6ticas do mundo
(CARBALLO et al., 2019; LIU et al., 2015).

3.3 Potencial biotecnoldgico das cianobactérias e microalgas

Cianobactérias e microalgas sdo fonte de biomoléculas de grande
interesse comercial e sdo visadas pelas industrias de biocombustiveis,
farmacéutica e de alimentos, principalmente. Sao ricas em macronutrientes,
vitaminas e minerais e por serem vastamente encontradas nos habitats, se
tornaram um alvo a ser explorado e bem aproveitado pelo mercado
(MAHENDRAN et al., 2021).

As industrias buscam aproveitar os compostos bioativos como proteinas,
lipideos e carboidratos que podem ser obtidos a partir desses microrganismos
fotossintetizantes (SILVA et al.,, 2018). Por ser mais valiosa, apenas a
biomassa deles é intensivamente explorada e adicionada aos produtos atuais.
No entanto, FOGG (1966) relatou presenca de produtos extracelulares
encontrados no meio de cultivo de cianobactérias. Matéria organica,
principalmente polissacarideos e polipeptideos em quantidades suficientes
para servirem de suporte a vida animal aquatica, o que indica que esses

produtos extracelulares podem servir de fonte de energia para bactérias.

Tendo em vista que bactérias acido laticas como as do género
Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus, por exemplo, requerem meios
de cultivo de alto custo, pois sdo meios de alta complexidade de nutrientes e

gue as industrias visam sempre alternativas em seus processos para reduzir o
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custo do produto para o consumidor, o meio de cultivo que sobra dos cultivos
em larga escala de cianobactérias e microalgas vem se destacando nesse
aspecto (PARADA et al., 1998). SILVA et al., (2020) incorporou 0 meio utilizado
por C. vulgaris aos meios comerciais e obteve resultados positivos no

crescimento de L. acidophillus com até 50% de meio adicionado.

O reuso do meio contendo metabdlitos extracelulares de
microrganismos fotossintetizantes é visto como eco-friendly. Cultivos desses
microrganismos demandam de muita 4gua, que ao final do processo é
descartada num percentual de até 84%, como residuo, podendo gerar impactos
ambientais e, logo demandar custos para o tratamento dos locais onde forem
despejados (LIU; POHNERT; WEI, 2016; YANG et al., 2011). Desse modo, ao
fazer o reuso desse meio o descarte sera reduzido, assim como 0s custos na

producéo dos produtos de interesse, como 0s probioticos.

Vale salientar que a reciclagem do meio também para o préprio cultivo
das microalgas promove meios futuros cada vez mais ricos em bioativos
extracelulares, jA que eles se acumulam a cada cultivo, segundo (CUI et al.,
2019; DEPRAETERE et al., 2015).

Os polissacarideos presentes na biomassa e excretados no meio ao
longo do crescimento de cianobactérias cumprem papeis importantes na saude
e nutricdo humana e animal. Estudos mostram que ao serem ingeridos ou
adicionados a cultivos de bactérias esses compostos estimulam seletivamente
0 crescimento e a atividade de bactérias benéficas especificas, como
Lactobacillus e Bifidobacterium, agindo como prebiéticos (BENELHADJ et al.,
2016; LEAL et al., 2017; RAPOSO; DE MORAIS, 2015) mas, a avaliagcao do
efeito deles isoladamente também em patdégenos ndo € um fator presente nos

trabalhos e isso foi considerado nesse estudo.

3.4 Género Arthrospira

O género Arthrospira, mais conhecido como Spirulina, compreende

procariotos fotossintetizantes gram-negativos, filamentosos e comestiveis
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chamados de cianobactérias, ou algas verde-azuladas, muitas vezes referidas
como microalgas por ter um perfil semelhante. Possuem metabolismo aerdbio e
sdo encontradas naturalmente nos mais diversos habitats onde houver luz
necesséria para seu crescimento, mas habitam principalmente lagos de aguas
alcalinas (COELHO et al., 2020; DE MEDEIROS et al, 2021). S&o
comercialmente viaveis para producdo industrial em grande escala, tanto que
dominam o mercado de microalgas seguido pelo género Chlorella sp. (DE
MEDEIROS et al., 2021), que assim como Arthrospira, é reconhecido como
GRAS.

3.5 Bioativos obtidos de Arthrospira

Especificamente a espécie Arthrospira platensis foi designada como
alimento saudavel pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (SEYIDOGLU et
al., 2017). Sua biomassa, de composicao tipica de 55-70% de proteinas, 15-
25% de carboidratos e 4-7% de lipideos (LJUBIC et al.,, 2018) é a parte
explorada de interesse do mercado, onde ela tem se tornado cada vez mais
visada e utilizada na promocédo de saude como alimento nutracéutico (BELAY,
2007; HU et al., 2019).

Sua parede celular € composta na maior parte de peptideoglicanos e
lipopolissacarideos (SEYIDOGLU et al., 2017) e sua biomassa € ampla quanto
a compostos bioativos, incluindo polissacarideos e oligossacarideos, peptideos
e aminoacidos, polifendis, pigmentos, fitoesterdis, vitaminas e acidos graxos
polinsaturados, isso explica 0 motivo dela ser a mais consumida no mundo no
ramo das microalgas e cianobactérias (DE MEDEIROS et al., 2021; RAPOSO;
DE MORAIS, 2015).

3.6 Métodos de obtencédo de polissacarideos
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Para que os polissacarideos de cianobactérias sejam obtidos, existem
técnicas diversas que podem ser aplicadas, como, agitacdo mecanica (LIU et
al., 2022; LUPATINI et al., 2017) , centrifugacédo (LJUBIC et al., 2018), micro-
ondas (Al et al., 2023; SILVA et al., 2018), aplicagdo de enzimas (COELHO et
al., 2020; RAJASEKAR et al., 2019), agua quente e ultrassom. Dentre elas,
agua quente é o método mais tradicional utilizado pelos pesquisadores, e tal
meétodo € caracterizado por baixos rendimentos. Sendo assim a combinacao de
métodos como enzimético com ultrassom podem reduzir drasticamente o
tempo de extracdo e elevar o rendimento, sendo uma opc¢ao interessante para
a industria (Al et al., 2023).

Recentemente, a ultrassom é uma técnica que vem crescendo no
mercado de produtos naturais, devido ao seu poder de cavitagdo para extrair
compostos intracelulares, aumentar rendimento de polissacarideos, proteinas,
entre outros bioativos visados no mercado. A ultrassom tem vantagens sobre
0s métodos tradicionais que fazem uso de solventes, é considerada uma
técnica verde e econbmica quimicamente. Nao requer temperaturas elevadas,
servindo para amostras sensiveis a temperatura, como enzimas, leva um
tempo menor de procedimento, o qual € muito simples e ndo requer reagentes
e longos passo-a-passos. Nessa perspectiva, trabalhos que envolvem a
otimizacdo das condi¢des de sonicacdo vem surgindo cada vez mais (CHAO;
RI-FU; TAI-QIU, 2013; LI et al., 2023) e contribuem para o mercado.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Condi¢Oes de cultivo e manutencao de Arthrospira platensis

A cepa de Arthrospira platensis UTEX 2010 foi obtida a partir da colecéo
de culturas da Universidade do Texas (Austin, Texas, Estados Unidos da
América) e mantida em meio Schlésser (SCHLOSSER, 1982) a 30 + 2 °C.
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A Arthrospira platensis foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo meio Schldésser na concentracdo celular inicial de 50 mg L -1
(PELIZER et al., 2003), e permaneceu sob agitacdo continua a 95 £ 5 rpm em
mesa agitadora (TE-1401, Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo (SP) — Brasil), sob
temperatura de 27+1 °C e intensidade luminosa de 52 + 5 umol fétons m=2 s,
Apos 13 dias, todo o cultivo foi centrifugado a 4500 rpm por 15 min (Hermle
LaborTechnik, Centrifuga Universal de alta velocidade refrigerada — Z323K,
Baden-Wirttemberg, Wehingen — Alemanha), separando-se assim, biomassa e
liguido metabdlico (LM). A biomassa foi lavada 4x com &agua destilada,

liofilizada (Figura 1) e mantida a — 80 ° C, assim como o liquido metabdlico.

4.2. Obtencao dos polissacarideos

Os polissacarideos presentes na biomassa foram extraidos por
sonicacédo, de acordo com a metodologia de (QU et al., 2013) modificada. Se
utilizou o Ultrasonicador HD 2070 Bandelin Sonoplus (Berlim, Alemanha) de
sonda MS 72 a 70 W, na amplitude de 95-97%, a 50 ° C, durante 50 min em
um anico ciclo, sem repouso. A concentracdo de células a serem sonicadas

com &gua destilada foi de 25 mg/ mL.

Apos sonicacdo o conteudo foi centrifugado a 6000 rpm por 15 min em
centrifuga refrigerada para se coletar o extrato de interesse: o sobrenadante,
livre de células, contendo os bioativos intracelulares, aqui denominado de
extrato intracelular bruto (EIB). Na etapa seguinte, 4 volumes de etanol
absoluto refrigerado foram adicionados ao EIB e a solucdo foi armazenada a 4
°C overnight para ocorrer a precipitacdo. O precipitado foi lavado com 3
volumes de etanol absoluto refrigerado, centrifugado e o extrato obtido foi seco
em estufa a 50° C até peso constante, resultando no extrato intracelular
precipitado (EIP). O rendimento da extracdo de polissacarideos (massa de
polissacarideos/ peso seco da biomassa x 100%) foi determinado (CAl et al.,
2022; KURD; SAMAVATI, 2015).



28

O liquido metabdlico obtido do cultivo e ja livre de células foi precipitado
e seco, seguindo o mesmo protocolo aplicado na biomassa, para a obtencéo
dos metabdlitos extracelulares (ME). Estes ME foram dialisados (TRABELSI et
al., 2009) com agua destilada em membrana de celulose de 14.000 Da a 4° C
por 24 h e em seguida foram liofilizados, resultando em metabdlitos
extracelulares concentrados (MEC). O rendimento de polissacarideos
presentes no LM foi determinado pela equacdo: massa de polissacarideos/
peso seco do LM x 100%. No Fluxograma 1 encontram-se todas as etapas

para a obtencdo dos polissacarideos provenientes do cultivo de A. platensis.

4.3 Determinacao de solubilidade dos polissacarideos

A solubilidade dos polissacarideos contidos no extrato intracelular
precipitado de A. platensis (EIP) foi determinada utilizando varios solventes
organicos, além de agua, tais como: etanol, metanol, acetona, éter, cloroférmio,
diclorometano, n-butanol e dimetilsulfoxido (DMSO). Todos foram adicionados
a EIP em tubos na proporcdo de 1:100 (p/ v) de EIP e solvente,
respectivamente e foram agitados manualmente (RAJASEKAR et al., 2019). A
amostra com adicdo de 4gua foi ainda sonicada levemente, apenas para
auxiliar na solubilizacdo (YIN et al., 2021), nas seguintes condicdes:
Ultrasonicador HD 2070 Bandelin Sonoplus (Berlim, Alemanha) de sonda MS
72 a 70 W, na amplitude de 95-97%, concentracdo de 0,01g/ mL, durante 1
min., ciclo continuo e temperatura 25 = 2 °C. Quanto aos metabdlitos
extracelulares, foi testado somente a solubilidade em &gua, na mesma
proporcao. A solubilidade foi monitorada por observacao visual (RAJASEKAR
et al., 2019).

4.4 Dosagem de carboidratos totais

A porcdo de carboidratos presentes nas amostras aqui analisadas foi

dosada de acordo com o meétodo fenol-sulfarico (DUBOIS et al.,, 1956a),
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modificado. As amostras foram inseridas em tubos de ensaio contendo uma
solucéo de fenol a 5% e acido sulfarico concentrado na proporcao de 1:1:5
(v/viv), respectivamente. Apés atingirem temperatura ambiente (25° C)
aliquotas de 200 pL foram transferidas para pocos de uma microplaca de 96
pocos e conteludo foi lido em leitor de microplaca a 490 nm (iMarkTM
Absorbance  Microplate  Reader, BIO-RAD). A  substituicdo do
espectrofotdometro, comumente utilizado no método, pelo leitor de microplaca €
uma otimizacdo que apresenta maior sensibilidade e promove economia de

tempo, volume de amostra e reagentes, segundo MASUKO et al. (2005).

A concentracdo de carboidratos foi estabelecida em triplicata, por meio
da equacao obtida a partir de uma curva padrdo de calibragcdo de glicose
construida a partir de uma solucao de glicose de 1 mg/ mL previamente
preparada. As absorbancias foram lidas excluindo-se o valor do branco, onde a

amostra foi substituida por 4gua destilada.

4.5 Determinacéo de agUcares-redutores

A porcdo de acucares redutores foi determinada através do método
ADNS (&cido 3,5 dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), em triplicata. Inicialmente, a
solucdo de ADNS (acido 3,5-dinitrosalicilico, 1 g/ L; tartarato de sodio e
potassio, 300 g/ L e NaCl, 16 g/ L) foi adicionada a amostra em tubos de
ensaio. Apos permanecer em banho-maria a 100° C por 5 min, os tubos foram
resfriados em banho de gelo e o contetdo foi diluido com agua destilada na
proporcao de 1:1:5 (amostra: ADNS: agua) (v/ v/ v). Aliquotas de 200 pL foram
transferidas para os pogos de uma microplaca de 96 pocos em triplicata e as
absorbancias foram lidas a 590 nm, excluindo-se o valor do branco, onde a
amostra foi substituida por agua destilada. A concentracdo de acUcares
redutores foi estabelecida por meio da equacgao proveniente da curva padréo
de calibragéo de glicose preparada nas mesmas condi¢cdes da curva padréo

para dosagem de carboidratos totais.
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4.6 Manutencéao e cultivo das linhagens bacterianas

A bactéria acido-latica (BAL) Enterococcus faecium 133v, caracterizada
COmo cocos gram positivos e catalase negativa (SILVA, 2021), foi isolada de
queijo Coalho artesanal, produzido no Sertdo e Agreste de Pernambuco
(Arcoverde, Capoeiras e Venturosa) e foi proveniente da Cole¢édo de Bactérias
acido-laticas do Laboratorio de Avancos em Biotecnologia e Proteinas e
Tecnologia de Bioativos (LABIOPROTECBIO) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Brasil. A linhagem Lactobacillus rhamnosus GG (DSM 33156),
foi isolada de um probiético comercial. Os isolados foram mantidos a — 80° C
em tubos estéreis contendo caldo de Man Rogosa and Sharpe (MRS) e 20 %

(v/ v) de glicerol.

As linhagens patégenas Escherichia coli (ATCC) 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538 foram providas pelo Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil e foram
mantidas a — 80° C em tubos estéreis contendo meio Luria Bertani (Miller) (LB)
e 20 % (v/ v) de glicerol.

As bactérias foram reativadas e pré-inoculadas em 5 mL de meio MRS
para L. rhamnosus GG e E. faecium 133v e LB para E. coli e S. aureus por 24h
a37°C.

4.7 Atividade prebidtica

Apos reativadas e pré-inoculadas, as linhagens bacterianas foram
primeiramente padronizadas a fim de obter uma densidade 6ptica (DO) inicial
de 0.1 (600 nm) de células (DUARTE et al.,, 2017). ApOs padronizadas, o
volume de cada pré-inéculo foi calculado e adicionado aos meios de cultivo
(MRS e LB) preparados em diferentes condi¢des, tais como: isentos (0%) ou
com adigcdo de solucdes de: glicose, frutooligossacarideo (FOS) e EIP (Tabela
2), de maneira que as concentracoes dessas fontes de carbono nos meios

fossem de 1%, 1,5% e 2%. Tais concentracbes foram escolhidas tendo como
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base o percentual de fonte de carbono presente no meio de cultura comercial
MRS que é de 2%, os demais serviram para fins comparativos. Os ME nem

MEC foram testados quanto a atividade prebidtica.

Os cultivos foram realizados em microplacas de 96 pocos de fundo
chato, estéreis, em triplicata, onde cada poco teve o volume final de 150 uL
composto por meio de cultivo + pré-indculo. As microplacas permaneceram em
estufa bacteriolégica por 48 h a 37° C e aliquotas foram retiradas no tempo
inicial (0 h), apds 24 h e 48 h para andlise de concentracdo de células.

As fontes de carbono utilizadas foram adicionadas aos meios de cultivo
através de solucdes, ndo diretamente. As solucbes a 10% foram previamente
preparadas e o volume de cada uma delas a ser adicionado aos meios de
cultivo foi calculado a partir da seguinte equacéao:

ClxV1=C2xV2

Onde, C1 representa a concentracao da solucéo (neste caso, 10%), V1
€ 0 volume necessério da solugdo a 10% para atingir a concentracdo desejada,
C2 é a concentracdo final de carboidratos no meio (1%, 1,5% ou 2%) e V2

representa o volume final de meio + solucédo de carboidrato.

No que se refere a esterilidade dos meios preparados, as solucdes de
glicose e FOS foram filtradas em membrana de 0.22 pym antes de serem
incluidas em MRS e LB. Foi feito o espalhamento de todos os meios de cultivo
preparados (com ou sem adicdo das fontes de carbono) para os cultivos em
placas de petri contendo meios MRS agar ou LB agar estéreis e solidificados,
mantidas a 37 ° C por 48 h.

Meios isentos de fonte de carbono serviram como controle negativo para
L. rhamnosus GG e E. faecium 133v. Meios adicionados de glicose ou FOS
serviram como controle positivo. Para E. coli e S. aureus ndo houve controle
negativo, tendo em vista que o meio LB ja é isento de fonte de carbono.
Tabela 1. Concentragfes das fontes de carbono adicionadas aos meios caldo de Man Rogosa

and Sharpe, para L. rhamnosus GG e E. faecium 133v e Luria Bertani, para E. coli e S. aureus.

Considera-se FOS= frutooligossacarideo; EIP= extrato intracelular precipitado de A. platensis.
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Fonte de carbono Concentracao (%)

Isento 0

Glicose 1
FOS 15

EIP 2

A concentracdo de células foi avaliada em trés periodos: logo apos a
inoculacao (tempo 0), apds 24 h e 48 h de fermentacdo. Foram feitas diluicdes
seriadas dos indculos para cada periodo, utilizando solugdo salina estéril a
10% (PBS). A diluicdo de 104 foi feita para avaliar a concentracéo de células no
tempo 0, a de 10° para as 24 h e a de 10° para as 48 h. Posteriormente, 3 pl
das diluicbes seriadas dos in6culos foram transferidos para placas de petri
contendo MRS &gar (MRSA) ou LB agar (LBA), previamente estéril e
solidificado, e espalhados com o auxilio de uma alca de Drigalski, para
obtencao de colonias isoladas. As placas foram incubadas invertidas por 48 h
em estufa bacterioldgica, a 37 ° C, em condi¢cdes aerobicas (MARTELLI et al.,
2021).

Os cultivos, diluicbes e as semeaduras nos meios solidificados foram

realizadas em triplicatas.

As colbnias foram contadas manualmente e expressadas como Log 10
UFC/ mL. Para calcular a concentracdo de UFC/ mL de cada ensaio a seguinte

equacao foi aplicada:

UFC/ mL = (n° de colbnias x fator de diluicdo total / volume de cultura

plagueada em mL
Onde,

fator de diluicdo total = (volume do diluente + volume de cultura) /

volume de cultura transferido.

O frutooligossacarideo utilizado nos ensaios foi adquirido da farméacia de
manipulagéo Forca e vida (Recife, PE) e tem certificado de analise emitido pela
SM Empreendimentos Farmacéuticos LTDA. Segundo o certificado, o FOS é

originario do Chile, é descrito como um pé fino, branco e levemente amarelo e
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higroscopico, pH de 5,0-7,0 (solugdo 50%), cinzas insoluveis em acido <= 1,5
(0,04%) e é composto por 93,2-97,5 (96,3%) de oligofrutose e 2,5-6,8 (3,7%)
de glicose + frutose + sacarose. O fluxograma 2 representa todas as etapas da

atividade prebidtica.

4.8 Andlise estatistica

Para o processamento dos dados estatisticos foi utilizado o Minitab
Statistical Software. As diferencas entre os tratamentos com fontes de carbono
em concentracdes diferentes versus tempo de fermentacdo de cada cepa
foram representadas por meio de anélise de variancia (ANOVA) de um fator. As
diferencas foram consideradas significantes quando p < 0.05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento

O rendimento de carboidratos da biomassa seca (Figura 1) e do liquido
metabdlico foi investigado (Tabela 2) nas diferentes etapas durante o processo
de obtencdo: EIB, EIP, LM, ME e MEC. O uso de sonicacdo seguida pela
precipitacdo, tanto quanto somente a precipitacdo e dialise apresentaram
resultados positivos no rendimento de polissacarideos. A alta forca de dano
celular, da sonicacdo promove maior transferéncia de massa (WEN et al.,
2011), por essa razao, ja vem sendo adotada em alguns estudos que obtiveram
resultados satisfatorios (CAl et al., 2022; FERREIRA-SANTOS et al., 2020;
KURD; SAMAVATI, 2015; QU et al., 2013; WANG et al., 2018).
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Figura 1. Biomassa liofilizada de A. platensis. Fonte: elaborado pelo autor
(2022).

Tabela 2. Rendimento de carboidratos presentes no extrato intracelular
precipitado (EIP) e nos metabdlitos extracelulares (ME) provenientes do cultivo

de A. platensis.

Quantidade Precipitado | Carboidratos totais | Acucares redutores no

(mg) no EIP e ME EIP e ME
mg/ ml | Precipitado | mg/ ml | Precipitado
(%) (%)
Biomassa 1lg 343 151 44 18 5,2
seca
Ligquido 1mil 14 1,1 7,8 0,03 0,21
metabdlico

A precipitacdo com etanol, que aparece geralmente como complemento
ao meétodo adotado de lise celular, se mostra eficiente no rendimento de
polissacarideos (KURD; SAMAVATI, 2015; PANDEIRADA et al., 2019; QU et
al.,, 2013; RAJASEKAR et al., 2019; WANG et al, 2018). Os estudos
consideram o precipitado como extrato bruto de polissacarideos e, a partir dele,
calculam o rendimento. Dessa maneira, o rendimento da biomassa seca de A.
platensis foi de 34,3%, um valor elevado em comparacdo a alguns resultados
encontrados na literatura. RAJASEKAR et al. (2019) isolou polissacarideos
sulfatados de Spirulina platensis e obteve 13%, WANG et al. (2018) extraiu

polissacarideos de S. platensis por diversos métodos, incluindo ultrassom,
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como neste trabalho, e conseguiu 9% de rendimento de polissacarideos. KURD
& SAMAVATI (2015) determinaram as condi¢cdes otimas para a extracdo de
polissacarideos de S. platensis e a sua atividade anticancer utilizando
ultrassom e obtiveram 14% de rendimento. ZHONG & WANG (2010) extrairam
polissacarideos da polpa da fruta longan por sonicacdo e obtiveram 4,4% de

rendimento.

A maioria dos estudos encontrados na literatura, apesar de mensurar o
rendimento do extrato bruto de polissacarideos, ndo realiza dosagem de
carboidratos, fator considerado neste estudo. As concentracfes de
carboidratos estabelecidas através de curvas de glicose, realizadas em tubos e
microplacas (Figuras 2 e 3), estdo presentes nas Tabelas 3 e 4. O rendimento
de carboidratos totais (Tabela 3) presentes nesse extrato intracelular
precipitado (EIP) foi de 44% e, se comparado a biomassa seca, representa um
rendimento de 15%. Um estudo que isolou polissacarideos sulfatados de S.
platensis ultiizando NaOH, &cido triclocoacético (TCA) e etanol obteve
rendimento inferior, mas préximo, de 38% (RAJASEKAR et al., 2019).
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0,8

0,7 y=0,2385x +0,0306
R%=0,9825 J

ot
.o

0,6
0,5 o
0,4

0,3 .

02 | e ®
0,1 A

0t
oo
eott
.

oo
0’
oot

Concentragdo de glicose (mg/ mL)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Absorbancia (490 nm)

Figura 2. Determinacdo de acUcares totais de acordo com o método fenol-
sulfirico (DUBOIS et al., 1956b). Reacdo em tubos (a); amostras em
microplaca para leitura das absorbancias (b); grafico da curva padrdo (c).

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Tabela 3. Concentracdes de carboidratos totais na biomassa celular e liquido
metabdlico de A. platensis dosadas pelo método fenol-sulfarico (DUBOIS et al.,
1956b). Onde EIB = extrato intracelular bruto; EIP = extrato intracelular
precipitado; LM = liquido metabdlico; ME = metabdlitos extracelulares; MEC =

metabdlitos extracelulares concentrados.

Fonte de Concentracao (mg/ mL)
carbono

EIB 0,32

EIP 0,44

LM 0,05

ME 0,08

MEC 0,1
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Curva de glicose - agucares redutores

1 y =16,576x + 0,0303 o
R2=0,9912 S )

Concentrag3o de glicose (mg/ mL)
| J

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Absorbancia 540 nm

d

Figura 3. Deteccdo de acuUcar-redutor utilizando o método acido 3,5 —
dinitrosalicilico (MILLER, 1959). Tubos em banho-maria (a); tubos resfriados e
diluidos (b); amostras em microplaca para leitura das absorbancias (c); grafico
da curva padrao (d). Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Tabela 4. Concentracdo de acucares-redutores na biomassa celular e liquido
metabdlico de A. platensis obtida pelo método ADNS (MILLER, 1959)
provenientes de A. platensis. BS= sobrenadante resultante do rompimento
celular livre de células; EIP= extrato intracelular precipitado; LM= liquido
metabolico; ME= metabdlitos extracelulares.

Fonte de Concentracdo (mg/ mL)
carbono

EIB 0,021
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EIP 0,053
LM 0,002
ME 0,003

A porcao de acucares redutores (Tabela 2) na biomassa foi baixa, de
somente 1,8% em relacdo a biomassa seca e 5,2% em relacdo aos
carboidratos totais. 2,42 g/ L foram obtidos por COELHO et al. (2020) quando
incubou um mix de enzimas com A. platensis, dado inferior ao obtido aqui de
18 g/ L. O rendimento nos ME foi de 0,21%. Quando comparados aos
carboidratos totais, os acucares redutores compdem o percentual de 27%
deles.

O rendimento dos metabdlitos extracelulares foi de 14 mg por mL de LM,
dos quais foi constatado que somente 0,11 mg/ mL, ou seja, 0,78%
representam a porcao de carboidratos totais. A por¢cdo de acgUcares redutores
nos ME foi de 0,03 mg/ mL, representando 0,21% do LM (Tabela 2). Tendo em
vista que o rendimento de carboidratos de EIP superou em 27% o do EIB e o
do MEC superou o do LM em 50%, a precipitacdo com etanol se mostrou uma
metodologia eficaz na obtencéo de carboidratos.

Sabendo que o meio de cultivo de A. platensis contém alta concentracao
de sais dissolvidos (aproximadamente 18 g L -1 de bicarbonato e carbonato de
sédio) e o rendimento dos ME foi considerado baixo, esta amostra foi dialisada.
Desse processo foram gerados os metabdlitos extracelulares concentrados
(MEC). Estes apresentaram um aumento de 20 % no rendimento de
carboidratos totais em comparagcdo aos metabdlitos extracelulares. DE JESUS
et al. (2019) também isolou polissacarideos por precipitagdo com etanol e
utilizou a didlise com &gua destilada em membrana de ultrafiltracdo para
remover sais. Desse modo, a didlise se aparece como um bom método e deve
ser considerada para um melhor isolamento de carboidratos presentes no

liguido metabaolico.

Em geral, a fonte de carbono EIP apresentou a maior concentracéo de
carboidratos, sendo superior em 77% sobre MEC, 82% sobre ME e 88,6%

sobre LM. EIB apresentou concentracdo 84% maior que LM. Tais resultados



39

evidenciam que os métodos aplicados para obter a por¢do de carboidratos
foram eficientes e puderam elevar os rendimentos das amostras brutas (EIB e
LM). Diante disso, fica nitido que a biomassa é mais interessante e rica em
carboidratos, apesar disso, o0 liqguido metabdlico ainda pode ser vantajoso

nesse aspecto.

Jé& foi observado que as concentracdes de polissacarideos se elevam ao
longo do tempo de cultivo e foi possivel obter um aumento de concentracdo de
210 mg L ap6s 21 dias de cultivo de Arthrospira platensis (TRABELSI et al.,
2009). Essa alternativa pode ser vantajosa, mas, além dela, para obtencéo de
um rendimento mais satisfatorio pode-se utilizar um liqguido metabdlico
proveniente de culturas aonde o meio ja fora repetidamente reciclado. Isso gera
um acumulo de polissacarideos, dito que na reciclagem somente a biomassa
celular é removida e os polissacarideos permanecem no LM. Estudos que
analisaram a concentracdo total de carboidratos em cultivos de Arthrospira
platensis, relataram aumento de 30 a 914 mg L* em 1 més em culturas de
meio 4x reciclados e de 50 a 180 mg L' em 6 semanas, naquelas que estavam
sendo cultivadas ha 1 més, respectivamente (CUI et al., 2019; DEPRAETERE
et al., 2015).

5.2 Solubilidade dos polissacarideos

A solubilidade de polissacarideos € um fator relevante e foi testada
visando suas aplicacbes. Polissacarideos macromoleculares sdo pouco
sollveis em solventes orgéanicos, e alguns sdo relativamente sollveis em agua.
A temperatura € uma variavel que também pode influenciar na solubilidade dos
polissacarideos, como evidenciaram LI et al., 2023 ao analisar a solubilidade
dos polissacarideos extraidos com ultrassom de Ginko biloba e comprovaram
gue temperaturas mais altas geram altos valores de rendimentos de
solubilidade. De acordo com GUO et al. (2017) o mecanismo quimico capaz de
modificar a solubilidade dos polissacarideos seria a modificacdo dos grupos

que alteram a estrutura espacial dos polissacarideos, fazendo com que suas
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moléculas agregadas se estiguem mais, expondo, assim, grupos de hidroxilas

mais hidrofilicos.

Os polissacarideos dos metabolitos extracelulares foram totalmente
soliveis em agua. Quanto ao extrato intracelular precipitado (EIP), ele
apresentou consisténcia semelhante a pequenos grumos firmes (Figura 4a), 0s
quais foram dissolvidos, resultando em uma amostra com aspecto de graos de
areia. A amostra se mostrou insollivel inicialmente em varios solventes
organicos como a agua, etanol, metanol, acetona, éter, cloroférmio,
diclorometano, n-butanol e DMSO, algo incomum. Logo, foi necessario
empregar algum método mecéanico que pudesse influenciar na solubilizacdo da
amostra em pelo menos um dos solventes para que fosse possivel prosseguir

com 0s proximos testes.

A forca mecéanica exercida pela vibragdo emitida, cavitacdo, durante a
sonicagcdo gera um grande impacto entre as particulas, enfraquecendo forcas
moleculares e levando a uma maior interacdo com o solvente. A ultrassom,
além dos efeitos mecanicos, promove elevacédo da temperatura e esse conjunto
contribui para o rompimento celular, aumento da atividade de polissacarideos e
também pode homogeneiza-los no solvente (LI et al., 2023; YIN et al., 2021).

Héa evidéncias de que o extrato de polissacarideos de A. platensis &
soluvel em agua (RAJASEKAR et al., 2019; SILVA et al., 2018) e de que a
temperatura é um fator que pode afetar a solubilidade dos polissacarideos,
onde guanto mais elevada a temperatura, maior a solubilidade (CHAO; RI-FU;
TAI-QIU, 2013; GUO et al.,, 2017). Desse modo, a escolha da agua como
solvente para realizar a homogeneizacéo através da sonicacdo da amostra foi
ideal e o processo resultou em uma boa solubilizagdo do EIP (Figura 4b).
Apesar de as condi¢Oes utilizadas para solubilizar o EIP neste trabalho terem
sido eficientes, o resultado em trabalhos futuros podera variar a depender do

tipo de polissacarideo, solvente, condi¢cdes de sonicagao e temperatura.
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Figura 4. Biomassa sonicada e precipitada (EIP) de A. platensis antes (a) e
apos (b) solubilizacdo em agua por sonicacdo Fonte: elaborado pelo autor
(2023).

Visto que o EIP inicialmente ndo se solubilizou nos solventes testados o
teste de dosagem de acUcares totais foi realizado utilizando agua como
solvente e, como esperado, apresentou resultado inferior, com concentracao de
acucares de 0,17 mg/ mL, ou seja, 0,27 mg/ mL a menos que no EIP
solubilizado apds a sonicacédo. Por isso, pode se considerar que o emprego da
sonicacdo nesse processo foi de extrema relevancia. Sem uma amostra
devidamente homogeneizada ndo seria possivel avaliar adequadamente os

niveis de carboidratos nem tampouco o potencial prebidtico.

5.3 Atividade prebidtica

No presente estudo, foi analisado o crescimento in vitro das linhagens E.
faecium 133v, L. rhamnosus GG, E. coli e S. aureus em meios adicionados do
extrato obtido de A. platensis. Os indculos das linhagens bacterianas
previamente realizados em meio MRS ou LB em diferentes concentracdes (1%,
1,5% e 2%) do EIP, inseridas a partir de uma solug¢ao a 10% do mesmo (Figura
5) e diluidos em PBS foram espalhados em placas de petri contendo MRSA ou

LBA e posteriormente foram quantificadas pelo numero total de UFC.
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Figura 5. Solucdo a 10% de polissacarideos extraidos de A. platensis. Fonte:

elaborado pelo autor (2023).

O rendimento de polissacarideos obtido do liquido metabdlico, mesmo
apos as etapas de isolamento, que geraram os ME e MEC, foi baixo. Logo, a
massa seca tanto de ME, como de MEC a ser inserida na solucdo a 10% que
seria adicionada aos meios de cultivos das bactérias, foi elevada de maneira
gue impossibilitou a solubilizagcdo no solvente. O fato inviabilizou os ensaios
posteriores de inoculacdo e contagem de UFC das linhagens utilizando esses

metabolitos extracelulares.

O que foi proveniente da biomassa (EIB e EIP) apresentou O6timos
resultados com alto rendimento de polissacarideos e baixo rendimento de
acucares redutores, o que a torna interessante no papel de prebiético, uma vez
que os niveis elevados de acucares redutores podem promover disbiose
intestinal, através do crescimento de patdégenos, enquanto dietas ricas em
carboidratos complexos promovem o aumento de bacterioidetes e bactérias

benéficas como B. longum e reduzem enterobactérias (BROWN et al., 2012).

O crescimento de E. faecium 133v (Figura 6a) e L. rhamnosus GG
(Figura 6b) e em E. coli (Figura 7a) e S. aureus (Figura 7b) foi representado em

graficos em milhdes de Log 10 UFC/ mL.

Todas as cepas cresceram nos meios isentos de carboidratos.
Quanto aos demais meios contendo carboidratos, E. faecium 133v foi
estimulada por todos em 24 h e nas 48 h também, com excecado do meio com

1,5 % glicose que se manteve similar ao controle isento. Nao houve inibicdo em



43

nenhum dos testes. L. rhamnosus GG até 24h foi estimulada por todos os
meios, exceto pelos adicionados de EIP. Apos 48 h, a cepa foi estimulada por
todos os carboidratos, principalmente por EIP. N&o houve inibicdo de
crescimento. E. coli foi estimulada por todas as concentragdes do EIP, 1,5 e 2
% de glicose e 2 % FOS ap6s 24h de incubacdo. Ao atingir 48h, o
microrganismo foi estimulado pelas mesmas concentracdes dos carboidratos
anteriores, com excecdo de 1 % glicose e 1% FOS. Em geral, FOS em
menores concentracdes e 1 % glicose provocaram inibicdo ou efeito similar ao
controle na cepa. Foi observado que quanto maior a concentracdo de
carboidratos, maior o crescimento. S. aureus da mesma maneira, nas 24h foi
estimulada por todas as concentracdes de EIP, como também por 2 % de
glicose e 1 e 2 % FOS. Mas, vale salientar que essas fontes ndo provocaram
estimulo demasiado, ndo superando o controle em mais de 22 % de UFC/ ml.
As concentragfes de 1-1,5 % glicose e 1,5 % FOS demonstraram inibicdo da
cepa. Apos 48h, somente 2 % FOS e 2 % EIP estimularam o microrganismo.
Porém, a quantidade de UFC/ ml na concentragéo 2 % EIP (5,2 x 10° UFC/ ml)
foi muito préxima a dos testes isentos de fonte de carbono, no caso 5,0 x 10°
UFC/ ml. Isso significa que 2 % EIP ndo necessariamente estimulou a cepa.

Quanto aos demais ensaios, todos inibiram S. aureus.

LE BOURGOT et al. (2022) estudaram os efeitos de FOS de cadeia
curta em bactérias selecionadas da pele e seus resultados demonstraram
impacto negativo no crescimento de S. aureus em 24 h em concentracdes
entre 0,5 e 15 % de FOS. Aqui neste estudo, até as 24h somente a
concentracdo de 1,5 % FOS teve esse efeito, j& as demais 1 % e 2 % FOS
cresceram 16 % e 11 % UFC/ ml a mais que o controle, respectivamente. A
inibicdo do crescimento, neste caso ocorreu de forma mais lenta, somente apés

as 48 h de incubacéo.

Nas primeiras 24h, 2 e 1,5 % EIP favoreceram mais o crescimento de E.
faecium 133y, atingindo até 3,5 x 10° UFC/ ml em 2 % EIP. Ja L. rhamnosus
GG preferiu nesse momento 1 e 2 % de glicose, chegando a 1,7 x 10° UFC/ ml
na concentracdo de 1%. Apos 48h, E. faecium 133v apresentou maiores
crescimentos em meios com 1 e 1,5 % EIP, respectivamente, onde a maior

concentracdo de células foi de 5,3 x 10'° UFC/ ml em 1% EIP. L. rhamnosus
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GG apresentou maior crescimento em 15 e 2 % EIP, com a maior
concentragdo celular de 1,7 x 10° UFC/ ml em 1,5 % EIP. Esses resultados
demonstram que o EIP de A. platensis influenciou positivamente nos
crescimentos de E. faecium 133v e L. rhamnosus GG, superando, inclusive, o
prebidtico padréo FOS ao final dos cultivos. Onde, E. faecium 133v em meios
adicionados de FOS teve seu crescimento maximo de 1,2 x 10 UFC/ ml na
concentracdo de 2 % e L. rhamnosus GG cresceu mais na concentracao de 1,5
% FOS atingindo 6,6 x 10° UFC/ ml.

A cepa E. coli nas primeiras 24h de cultivo apresentou crescimentos
mais altos nos meios contendo 2 % EIP, atingindo 9,3 x 10°UFC/ ml e 1,5 % de
glicose. O maior crescimento de S. aureus foi em 2 % EIP, com 1,6 x 10° UFC/
ml, seguido por 2 % de glicose e 1 % FOS, onde estes dois ultimos
mencionados promoveram crescimentos muito similares de aproximadamente
1,5 x 10° UFC/ ml. Apés as 48 h de cultivo os mais altos crescimentos celulares
de E. coli foram em meios com 2 e 1,5 % EIP, atingindo os 1,1 x 10'° UFC/ ml
na concentragéo de 2%. Quanto a S. aureus, cresceu mais em meios com 2 %
FOS, atingindo os 7,3 x 10° UFC/ ml seguido por 2 % EIP. Esses dados
mostram que as concentracdes mais elevadas testadas de EIP e FOS podem

promover crescimento de E. coli e S. aureus.

Os resultados demonstram que a adicdo de fonte de carbono pode
estimular o crescimento das bactérias testadas e que pode haver variacdes
entre as cepas a depender da fonte de carbono, concentracdo e o tempo que o

microrganismo leva para metaboliza-la.

Nesse estudo, o estimulo significativo de EIP as bactérias benéficas foi
comprovado, entdo EIP pode ser considerado um extrato com potencial
prebiético. Mas, o crescimento de patégenos no meio com EIP e, inclusive,
com o proprio FOS chama atencéo e exige estudos futuros de preferéncia in
vivo para analisar o comportamento diante de uma microbiota. O fato de um
prebiotico tipicamente estimular a proliferacdo de bactérias probioticas e, dessa
forma, diminuir a populacdo de bactérias patdgenas impde uma ideia de que
bactérias patégenas ndo metabolizam, por exemplo, o FOS. Corroborando com
os resultados aqui obtidos, o estudo de SCHOULER et al. (2009) evidenciou
uma ilha genémica de uma E. coli patogénica que a permite metabolizar FOS,



45

possibilitando que ela colonize o intestino. O contrario do efeito tipicamente
esperado para a ingestdo de FOS também ocorreu em estudos com ratos,
onde foi registrada a multiplicacéo, colonizacdo no intestino e a capacidade de
perfurar a mucosa intestinal e chegar a sites extra intestinais (translocacao) de
Salmonella (TEN BRUGGENCATE et al., 2003). MAO et al, (2015)
investigaram a fermentacdo in vitro de FOS por bactérias comensais e
descobriram algumas delas capazes de metabolizar FOS, entre elas a E. coli, e
concluiu que essa capacidade € especifica de cada cepa. Entretanto, apesar
de cepas patdgenas conseguirem colonizar o intestino, a viruléncia depende
fortemente da microbiota (FABER et al., 2012; PORCHERON et al., 2012).

Todas essas evidéncias e os resultados obtidos neste estudo indicam
que o EIP é composto por carboidratos como o FOS, metabolizaveis também
pelas cepas patdégenas testadas, observando que E. coli se proliferou bem em
todas as fontes de carbono, principalmente em concentracdes mais elevadas, e
beneficiou mais em 2 % EIP, enquanto a S. aureus foi estimulada somente por

2 % FOS e por 2 % EIP, ainda que discretamente.

Apesar de EIP ou FOS terem colaborado também com a proliferacédo
dos patodgenos E. coli e S. aureus, L. rhamnosus GG e E. faecium 133v se
proliferaram em maior numero. Essas bactérias “do bem”, além de
conseguirem crescer em maior nimero ao consumirem o EIP, ainda possuem
atividade antimicrobiana (BAHY et al., 2023; ZHU et al., 2021), antiaderente e
antibiofiime contra certos patégenos. SOLTANI et al. (2022) estudaram a
atividade antibiofilme e antimicrobiana de lactobacilos contra E. coli de
mulheres com infecc¢ao do trato urinario e obtiveram resultados positivos. BAHY
et al., (2023) detectaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e Listeria
monocytogenes e antivirus contra SARS-CoV-2 de uma substancia semelhante
a uma bacteriocina proveniente de Enterococcus faecium. PATEL et al. (2021)
também registraram atividade antiaderente de um biossurfactante glicolipidico

de L. rhamnosus contra biofilmes de S. aureus.
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Figura 6. Crescimento de Enterococcus faecium 133v (A) e Lactobacillus
rhamnosus GG (B) e em meio MRS sem glicose (0 %); MRS com glicose (Gli);
MRS sem glicose e acrescido de FOS e MRS sem glicose e acrescido do
extrato intracelular precipitado de Arthrospira platensis (EIP) nas concentragcfes
de 1%, 1.5 % e 2 %, nos tempos de 0, 24 e 48 horas.
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Escherichia coli
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Figura 7. Crescimento de Escherichia coli (A) e Staphylococcus aureus (B) em
meio LB sem glicose (0 %); LB com glicose (Gli); MRS sem glicose e acrescido
de FOS e LB sem glicose e acrescido do extrato intracelular precipitado de
Arthrospira platensis (EIP) nas concentracdes de 1 %, 1.5 % e 2 %, nos tempos
de 0, 24 e 48 horas.

5.4 Andlise estatistica
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Andlises de variancia de um fator (Tabela 5) foram preparadas nas
condi¢cBes de tempo de cultivo versus fontes de carbono a 1%, 1,5 % e 2 %, ou
isento (controle, 0%) separadamente para cada microrganismo. Assim, foi
possivel diagnosticar se, estatisticamente, houve diferencas significativas entre
as médias dos tratamentos e quais deles promoveram maior multiplicacdo
celular. ANOVA de E. faecium 133v (Tabela 5a), L. rhamnosus GG (Tabela 5b)

e em E. coli (Tabela 5c) e S. aureus (Tabela 5d).

Em geral, de 24 a 48 h as diferentes condicbes apresentaram valores
que ndo se sobrepdem, demonstrando que tiveram efeitos significativos. A
condicdo que mais favoreceu E. faecium 133v nas 24 h foi de 2% EIP e nas 48
h de 1% EIP. Para L. rhamnosus GG nas 24h foi de 1% glicose e nas 48h de
1,5% EIP. Para E. coli nas 24 ou 48 h foi de 2% EIP. Para S. aureus nas 24 h
foi 2% EIP e nas 48 h foi 2% FOS.

A ANOVA de E. faecium 133v em 24 h mostrou que todas as
concentracfes das fontes de carbono testadas tiveram influéncia significativa
no crescimento da cepa, superando o controle (0% de carboidratos). As
concentragbes 1 % FOS, 1,5 e 2 % EIP diferiram estatisticamente, enquanto 1,
1,5 e 2 % de glicose e 1 % EIP n&o diferiram entre sie 1 e 1,5 % de glicose e
1,5 e 2 % FOS também ndo. Apds 48 h de fermentacdo, os ensaios controle e
com glicose néo diferiram significativamente entre si. Nesse momento, pode-se
dizer que a presenca de glicose foi irrelevante, com excecdo somente da
concentracédo de 2 % de glicose, que se sobressaiu um pouco e representou
nivel de significancia semelhante ao 1% FOS. 1,5 e 2 % FOS e 2 % EIP néo
diferiram estatisticamente entre si. O mesmo ndo aconteceu com 1 e 1,5 %

EIP, os quais diferiram dos demais ensaios.

Nas primeiras 24 h as concentragbes 1 e 2 % glicose diferiram
significativamente dos demais ensaios e foram destaque para L. rhamnosus
GG. Nenhuma das concentracbes do EIP diferiu entre si e ndo influenciaram
positivamente no crescimento da cepa nesse momento. Enquanto 1,5 %
glicose e 1,5 e 2 % FOS néao diferiram significativamente entre si e nem do
teste controle. As concentracdes de FOS néo divergiram entre si, nem de 1,5 %
glicose. Apoés as 48h de incubacgéo todas as fontes de carbono influenciaram

positivamente no crescimento da cepa, ficando acima do ensaio controle. Além
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do controle, apenas 1,5 e 2 % EIP divergiram significativamente entre si e dos
demais. 1 e 1,5 % glicose e 2 % FOS tiveram influéncia similar, ou seja, ndo
foram estatisticamente diferentes uns dos outros. O mesmo ocorreu com 0

conjunto formado por: 2 % glicose, 1 e 1,5 % FOS e 1 % EIP.

Nos ensaios com E. coli em 24 h, 1% glicose e 1 e 1,5 % FOS além de
nao demonstrarem diferenga significativa entre si estatisticamente, n&o
demonstraram influéncia significativa no crescimento. Ensaios com 1 % glicose
e 1 e 2 % FOS tiveram resultados que se sobrepuseram, inclusive, ao controle,
logo essas concentracdes desses carboidratos tiveram influéncia significativa
no crescimento da cepa. Ensaios de 1,5 % glicose apresentaram resultado
superior ao controle, mas, em parte, similar a 1 % EIP. Os ensaios nas
concentracdes 1,5 e 2 % tanto de glicose como de EIP foram significativamente
diferentes tanto entre si, como entre os demais ensaios. Nas 48h, controle, 1%
glicose, 1 e 1,5% FOS néo diferiram significativamente entre si. Desse modo,
todos os outros ensaios tiveram influéncia positiva no crescimento da cepa. 1,5
% glicose e 2% FOS nao diferiram entre si. Todos os testes EIP foram
significativamente diferentes entre si e entre 0os demais ensaios, bem como

ocorreu com o teste 2% glicose.

Com relacdo a S. aureus, apos as 24 h, as concentracbes 1 e 1,5 %
glicose e 1,5 % FOS nédo estimularam o crescimento do microrganismo. 1% EIP
teve resultados superiores ao controle, mas muito similares, n&o
significativamente divergentes na maior parte. Ensaios 2 % glicose, 1 e 2 %
FOS e 1 e 1,5 % EIP estimularam o crescimento e tiveram efeitos similares
entre si, ndo se diferenciando estatisticamente. 2 % glicose, 1 % FOS e 2 %
EIP foram os que mais estimularam crescimento e néo se diferenciaram entre
si. Ap6s 48 h, com excec¢do do controle, 2 % FOS e 2 % EIP, nenhuma das
demais concentracdes das fontes de carbono estudadas demonstraram
estimulo ao crescimento da cepa. O resultado de 2 % EIP foi superior ao do
controle, porém se sobrepds a ele em mais de 95 %. Diante disso, pode-se
afirmar que o 2 % EIP n&o estimulou a cepa de maneira consideravel,

diferentemente do 2 % FOS que estimulou mais que todos 0s outros testes.
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Tabela 5. Andlise de variancia de um fator (ANOVA) para crescimento de
Enterococcus faecium 133v (a), Lactobacillus rhamnosus GG (b), Escherichia
coli (c) e Staphylococcus aureus (d) de Oh, 24h e 48 h em diferentes
concentragcbes e fontes de carbono. DP = desvio padrdo; FOS=
frutoligossacarideo; EIP= extrato intracelular precipitado de Arthrospira
platensis. Dados foram apresentados como intervalos de confianca (95%) (n=
3). Letras diferentes no mesmo ensaio de tempo representam diferencas

significantes entre os grupos no nivel de significancia de 0.05 (p< 0.05).

a
Enterococcus faecium 133v
Oh 24 h 48 h
Grupos
DP DP DP
Controle (0
%) 24,44; 30,90 2 1,12 19,20; 26,802 2,65 7,61;12,392 1,73
1 % Glicose  25,44; 31,90 @ 2,89 43,87;51,46¢ 1,12 9,61; 14,392 1,73
1,5 % Glicose 21,77; 28,23 2 3,46 44,20;51,80¢c 3,46 7,61; 12,392 1,73
2 % Glicose  22,10; 28,56 @ 2,89 38,20; 45,80¢ 4,36 11,94; 16,722 2,89
1% FOS 20,77; 27,23 2 3,46 27,54;35,13° 1,12 16,28;21,06b 2,31
1,5 % FOS 22,44; 28,90 2 2,31 47,20;54,801 1,73 29,61;34,39¢ 0,00
2 % FOS 24,44; 30,902 2,89 49,20; 56,801 3,61 33,61;38,39¢cd 0,00
1% EIP 19,77; 26,232 3,46 36,54;44,13¢ 4,62 158,28; 163,06f 0,58
1,5 % EIP 25,77; 32,232 1,73 81,20; 88,80¢ 0,00 93,28;98,06¢ 4,04
2% EIP 36,44; 42,90b 1,12 103,54; 111,13f 4,62 25,61;30,39¢ 0,00
b
Lactobacillus rhamnosus GG
Oh 24 h 48 h
Grupos
DP DP DP

Controle (0 %) 14,95; 20,392b 2,89 16,83;23,17° 0,00 4,54;8,802 0,58

1 % Glicose 16,61; 22,05° 3,21 48,50; 54,84¢ 3,61 14,20;18,47° 1,53
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1,5 % Glicose 9,95; 15,392 3,79 19,83; 26,17 bc 0,00 10,87;15,13° 0,00
2 % Glicose 19,28; 24,72° 0,00 31,50; 37,84¢ 1,53 17,87;22,13¢ 3,46
1% FOS 17,95; 23,39° 2,08 23,83;30,17¢ 3,46 16,53;20,80°¢ 2,89
1,5 % FOS 25,61;31,05¢ 1,16 17,16; 23,50°%¢ 4,73 17,87;22,13¢ 0,00
2% FOS 17,61; 23,05° 1,16 22,50; 28,84 "¢ 4,16 10,53;14,80° 2,89
1%EIP 13,61; 19,05 % 1,53 11,83; 18,172 0,00 16,87;21,13¢ 0,00
1,5 % EIP 20,95; 26,39 b¢ 2,89 12,83;19,172 1,73 47,87;52,13¢ 0,00
2% EIP 12,61; 18,05 % 0,58 6,83;13,172 0,00 27,87;32,13¢ 0,00
c

Escherichia coli

Oh 24 h 48 h
Grupos

DP DP DP
Controle (0 %) 65,97; 72,03¢ 3,46 17,90; 24,10° 1,73 1,91; 3,432 0,58
1 % Glicose 41,64; 47,702 2,89 14,90; 21,103 1,73 1,57;3,102 1,16
1,5 % Glicose 44,97;51,032 0,00 92,90; 99,10 0,00 3,91;5,43° 0,58
2 % Glicose 46,97;53,032 3,46 90,90; 97,10% 0,00 8,24;9,764 0,00
1% FOS 51,30; 57,36 2,31 11,90; 18,102 346 1,91;3,432 0,58
1,5 % FOS 47,30; 53,363 2,31 8,90; 15,102 0,00 2,57;4,102 0,58
2% FOS 49,97;56,03> 0,00 22,90;29,10° 3,61 4,91;6,43° 1,16
1%EIP 54,97; 61,03 3,46 86,90; 93,101 0,00 6,24;7,76¢ 0,00
1,5 % EIP 59,97, 66,03¢ 0,00 68,90;75,10¢ 5,20 11,24;12,76¢ 0,00
2% EIP 60,64; 66,70¢ 2,89 278,56; 284,779 2,89 32,24;33,76F 0,00
d

Staphylococcus aureus
Grupos Oh 24 h 48 h
DP DP DP
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Controle (0 %) 29,94; 34,06° 3,46 36,63;40,71¢ 1,16 13,66; 16,341 0,00
1 % Glicose 35,94, 40,06 ¢ 1,73 13,96; 18,04 ® 1,73 3,00; 5,672 0,58
1,5 % Glicose 23,60; 27,732 2,31 31,96; 36,04°¢ 0,00 3,00; 5,672 1,16
2 % Glicose 34,94; 39,06 ¢ 0,00 44,96; 49,04 ¢f 0,00 0,66; 3,342 0,00
1% FOS 57,94; 62,06 0,00 43,96; 48,04 ¢ 0,00 1,66; 4,342b 0,00
1,5 % FOS 24,94, 29,06 2° 1,73 13,63;17,712 3,79 7,00; 9,67 2,31
2% FOS 23,94, 28,06 ® 0,00 41,29;45,37¢ 0,58 20,66; 23,34" 0,00
1% EIP 33,27; 37,40° 0,58 38,63 42,71¢% 0,00 7,66; 10,34 ¢ 2,00
15% EIP 36,27; 40,40 0,58 41,29;45,37¢ 2,89 5,66; 8,34°¢ 0,00
2% EIP 37,60; 41,73 ¢c¢ 2,31 47,96; 52,041 0,00 14,33;17,00 1,16

6. CONSIDERACOES FINAIS

A biomassa de A. platensis é fonte rica em polissacarideos de potencial
prebiotico, que foram satisfatoriamente extraidos, com rendimentos superiores
aos da literatura, utilizando o método de ultrassom seguido por precipitacdo
com etanol. No liquido metabdlico foram encontradas baixas quantidades de
carboidratos e, inviabilizando os testes de potencial prebiético, mas sua riqueza
em outros metabdlitos extracelulares, ja explorada no cultivo de bactérias, pode
ser aproveitada na reciclagem do meio de cultivo da prépria A. platensis por
diversas vezes. Dessa maneira, serd possivel acumular quantidades
suficientes de carboidratos extracelulares para prosseguir com 0S ensaios

prebidticos.

A faixa de concentracdo de EIP que mais beneficiou as linhagens
benéficas a saude e menos favoreceu patogenos foi entre 1% e 1,5%.
Portanto, pode-se considerar o extrato intracelular precipitado de A. platensis
como um potente prebidtico, pois estimulou em grandes propor¢des as cepas

de L. rhamnosus GG e E. faecium 133v. Estudos futuros seriam interessantes
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para analisar os efeitos do EIP in vivo em meio a uma microbiota, j& que in vitro

cepas patdgenas também foram estimuladas e isso deve ser evitado.
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8. APENDICES

Fluxograma 1. Obtencdo dos metabdlitos provenientes do cultivo de A.
platensis. EIB= extrato intracelular bruto; EIP= extrato intracelular precipitado;
LM= liquido metabdlico; ME= metabdlitos extracelulares; MEC= metabdlitos

extracelulares concentrados.
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Fluxograma 2. Atividade prebidtica.
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Figura 8. Producé@o de exopolissacarideos por E. faecium 133v em caldo de
Man Rogosa and Sharpe &gar.



