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Resumo

OLIVEIRA, I. A. C. L. Avaliacio da interaciio entre leveduras isoladas de kombucha e
bactérias probidticas. 2022. 94f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sdo Paulo, 2022.

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de produtos probidticos é entender como
0s microrganismos interagem entre si e com o hospedeiro. Quando falamos em alimentos fermen-
tados tradicionais, este obstdculo aumenta porque a matriz alimentar ja possui um microbioma
intrinseco. No entanto, também € conhecido que muitos microrganismos podem interagir e
cooperar para sobreviver quando condi¢des de estresse sdo encontradas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi isolar leveduras de quatro diferentes kombuchas em distintos momentos fermentati-
vos e verificar a influéncia que leveduras isoladas de kombucha tém na manuten¢do da viabilidade
da bactéria probidtica Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 em condi¢des de aerobiose.
Meyerozyma guilliermondii, Candida albicans, Rhodotorula mucilaginosa e Pichia membrani-
faciens foram leveduras encontradas nas kombuchas, das quais as duas ultimas favoreceram a
manuteng¢do da alta viabilidade de HNO19 em cocultura por 14 dias. Observou-se a viabilidade
da bactéria acima de 9 log ao longo de todo o experimento, o que nao foi observado em mono-
cultura. Ademais, utilizou-se de andlise de autoagregacao, hidrofobicidade, atividade enzimatica
de proteases e fosfolipases das leveuras para analisar seu potencial patogénico. Observou-se
que R. mucilaginosa demonstrou caracteristicas semelhantes a Saccharomyces cerevisiae subsp.
boulardii, e sua interacdo benéfica com HNO19 reforca a possibilidade de que esta levedura seja
uma chave para a inser¢do da bactéria em uma kombucha probidtica. Andlises metabolicas foram
realizadas e encontrou-se uma vasta diversidade de dipeptideos, principalmente os compostos de
prolina, durante a cocultura da bactéria com as leveduras. Tais dipeptideos apresentam impor-
tantes mecanismos de a¢do no controle biologico e quorum sensing de bactérias e leveduras, e
supostamente regulam a manutengao das relagcdes mutualisticas entre ambos microrganismos.

Palavras-chave: microbioma, microbiota, Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19,

Rhodotorula, alimentos fermentados, dipeptideos



Abstract

OLIVEIRA, I. A. C. L. Evaluation of the interaction between isolated kombucha
yeasts and probiotic bacteria. 2022. 94f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, 2022.

One of the biggest challenges in the development of probiotic products is to understand
how microorganisms interact with each other and with the host. When we talk about traditional
fermented foods, this obstacle increases because the food matrix already has an intrinsic micro-
biome. However, it is also known that many microorganisms can interact and cooperate to survive
when stressful situations are encountered. Thus, the objective of this work was to isolate yeasts
from four different kombuchas at different fermentation times and to verify the influence that
yeasts isolated from kombucha have on maintaining the viability of the probiotic bacterium Bifi-
dobacterium animalis subsp. lactis HNO19 under aerobic conditions. Meyerozyma guilliermondii,
Candida albicans, Rhodotorula mucilaginosa and Pichia membranifaciens were yeasts found in
kombuchas, of which the last two favored the maintenance of HNO19 high viability in co-culture
for 14 days. Bacteria viability above 9 log was observed throughout the experiment, which was
not observed in monoculture. In addition, analysis of autoaggregation, hydrophobicity, enzyme
activity of proteases and phospholipases of yeasts was used to analyze their pathogenic potential.
It was observed that R. mucilaginosa demonstrated characteristics similar to Saccharomyces
cerevisiae subsp. boulardii, and its beneficial interaction with HNO19 reinforces the possibility
that this yeast is a key to the insertion of the bacterium in a probiotic kombucha. Metabolic
analysis were performed and a wide diversity of dipeptides, mainly proline-based, was found
during the co-culture of the bacteria with the yeasts. Such dipeptides have important mechanisms
of action in the biological control and quorum sensing of bacteria and yeast, and supposedly
regulate the maintenance of mutualistic relationships between both microorganisms.

Keywords: microbiome, microbiota, Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19,

Rhodotorula, fermented foods, dipeptides
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1 Introducao

Pouco se sabe sobre interacdes ecoldgicas em ecossistemas microscopicos, dadas as
limitacdes tecnoldgicas que dificultam ou inviabilizam a compreensao sobre os fendmenos de
interacdo que ocorrem em tais ecossistemas [1]. A aten¢@o sobre a complexidade das intera¢des
em comunidades microbianas tem ganhado forte visibilidade na comunidade cientifica, uma vez
que temdticas como microbiota e microbioma tém se tornado importantes pontos a se considerar
entre os fatores do desenvolvimento de patologias e manuten¢ao da homeostase [2—4]. Dentre
0s potenciais biotecnoldgicos destes estudos, ressalta-se a utilizagdo de probidticos para gerar
alteracdes consideraveis em diversos aspectos fisioldgicos, neurolégicos e imunolégicos de um
organismo [5].

Convencionalmente, probidtico é definido como, um “organismo vivo que quando ad-
ministrado em quantidades adequadas, confere um beneficio ao hospedeiro” [6]. Dessarte, a
utilizacdo de linhagens isoladas ou formula¢des multicepas tém demonstrado forte impacto sobre
diversas patologias e alteragdes fisiologicas como diabetes, obesidade, sindrome metabdlica,
doenca de Crohn, entre outras [7-10]. Contudo, a maior parte das formulagdes utilizadas atu-
almente, consistem em produtos de cepa tinica que ndo refletem minimamente a real condi¢ao
em um microambiente estavel e favordvel ao hospedeiro [5, 11]. Usualmente, estudos que re-
tomam a utilizacdo de formulagdes multicepa ndo visam compreender as interagdes entre 0s
diferentes microrganismos e como estas interacdes contribuem nos mecanismos de ag¢do dos
probidticos. Ademais, estudos demonstram que a utilizacdo de formulagdes multicepa onde
existem interagdes simbidticas entre os microrganismos utilizados, apresentam maior eficicia de
utilizacdo [12], e este fato pode ser justificado por diversos fatores.

Comunidades bioldgicas estdveis sdo formadas quando os microrganismos em conjunto
suprem as janelas metabdlicas da rede, formando interagdes complexas de competi¢ao, mutua-
lismo e simbiose [13]. Estas redes de interac@o possibilitam que os microrganismos subjuguem
adversidades variegadas como estresse oxidativo ou a¢do de sais biliares [14], bem como podem
possibilitar um aprimoramento nas capacidades probidticas de linhagens conhecidas [15, 16].
Dessarte, leveduras oriundas de kombucha encerram um alto potencial biotecnoldgico no de-
senvolvimento de probidticos mais eficazes e seguros, possibilitando sua utilizagdo como um
adjuvante no desenvolvimento de novos alimentos e formulagdes probidticas, tal como em
alimentos que apresentam uma grande variedade de microrganismos, tanto quanto os alimentos

fermentados tradicionais.
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2 Revisao da Literatura

Estudos dispondo sobre a utilizacdo de microrganismos com potencial uso terapéutico
retomam o inicio do século XX [17]. Muito foi acrescentado ao pool de conhecimento disposto
sobre probidticos, e atualmente, diversos efeitos e produtos com alegacdo probidtica sao re-
portados [5]. Dentre os efeitos mais alegados sobre probidticos, ressalta-se aqueles voltados
a manutencao do transito intestinal e recuperacdo da microbiota, mas diversos outros efeitos
podem ser observados, desde a repercussao na modulagdo imune, metabolismo energético a
atividade neurofisioldgica [5, 12, 18]. Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos de ac¢do dos
mesmos ou como eles interagem com outros microrganismos, o que diminui a credibilidade
sobre sua utilizacdo e gera muitos vieses sobre suas condi¢des de uso [11]. Os principais desa-
fios no estudo sobre probidticos encontram-se no esclarecimento sobre suas interacdes com a
microbiota do hospedeiro, uma vez que cada microbioma € teoricamente unico, caracteristico
de cada individuo [13]. Este fator funciona como fulcro sobre as disposi¢des onde os efeitos
observados dos probidticos sao contraditérios ou pouco elucidados, e justifica ensaios sobre

redes de interacdo microbiana.

2.1 Leveduras

Leveduras sdo microrganismos eucariotos unicelulares pertencentes ao reino Fungi,
apresentam um formato circular a oval e podem medir cerca de 4 um a 10 um de didmetro.
Sua reproducgdo ocorre sexuadamente ou assexuadamente por brotamento, no qual a célula filha
cresce a partir de um ponto da parede celular da célula mae, podendo ser liberada apds finalizado
seu crescimento, ou mantendo sua associacdo com a célula parental, o que pode resultar na
formacdo de pseudo-hifas ou grumos [19]. Ainda, apresentam parede celular com cerca de
250 nm de espessura, sendo composta basicamente por quitina (3-(1,4) N-acetilglucosamina),
mananas, manoproteinas e glucanas (3-(1,3) e/ou 3-(1,6)) [19,20]. Algumas leveduras apresentam
a capacidade de formacdo de micélio verdadeiro, comportando-se como um fungo filamentoso,
assim como Candida albicans [21]. De fato, a capacidade de dimorfismo de algumas leveduras,
reflete a presenca de mecanismos evolutivos e conservados de adaptagdo ao meio em que
se encontram, permitindo que diversas espécies possam sobreviver em diferentes condicoes
ambientais [22].

Os mecanismos adaptativos presentes em leveduras abrangem diversas manobras molecu-
lares e metabdlicas que possibilitaram que estes microrganismos participassem intrinsecamente
do desenvolvimento da humanidade como civilizagdo. Profusas espécies de leveduras apresen-
tam Respostas Ambientais Centrais (RAC) ou Resposta ao Estresse Ambiental (REA), que
consistem na modulagdo e ativagdo de genes responsdveis por mecanismos de tolerancia ao
estresse [23]. Por consequéncia, pode-se observar a inducao de poliploidia, multiplicacdo de

grandes fragmentos em cromossomos, variacao de loci em retrotransposons, como das familias
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Ty(1-5), entre outros [24—26]. Tais mecanismos possibilitam grande versatilidade metabdlica,
permitindo que leveduras possam ser encontradas em ambientes de condi¢des extremas (extre-
mofilas e extremotolerantes), sendo tal caracteristica enfatizada quando comparadas a outras

células eucariotas [27].

2.1.1 Alimentos fermentados e a domesticacao das leveduras

O processo de fermentacao foi de grande importancia para o inicio da civilizagdo. Fer-
mentar ¢ uma das formas mais antigas de preservacdo de alimentos, e acredita-se que esta foi
de suma importancia no processo de mudanga do comportamento ndmade, cagador/coletor,
de hominidios pré-histdricos, possibilitando seu assentamento e subsequente surgimento da
agricultura na entdo denominada revolucao neolitica [28,29]. Admite-se que provavelmente o
consumo de bebidas alcodlicas tenha impulsionado o desenvolvimento da agricultura e contri-
buido para o aprimoramento de técnicas de fermentagdo rudimentares [29]. De fato, observa-se
que o consumo tradicional de alimentos e bebidas fermentadas ocorre em praticamente todo o
mundo, e tais praticas milenares foram responsdveis por moldarem diferentes culturas. Assim,
acredita-se que a fermentacao participou intrinsecamente do desenvolvimento social, cultural
e tecnolégico da humanidade, influenciando diretamente nas interagdes fisioldgicas que temos
com microrganismos bem como no desenvolvimento e maturacdo de 6rgaos, tecidos, sentidos e
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos em nossa constitui¢do [30,31].

Deveras, alimentos e bebidas fermentadas podem ser encontradas em quase todo o mundo
e tais praticas estdo relacionadas com os recursos locais. A Asia, Africa e Europa sio regides
onde se encontra a maior pluralidade destes produtos. O processo de conservagao de alimentos
através da fermentacdo se dd pela producdo de acidos organicos, principalmente 4cido litico ou
acético [32,33]. Bactérias ldticas sdo especialmente importantes para produgdo e preservacao de
diversos alimentos e bebidas fermentadas. Os metabdlitos produzidos por tais microrganismos,
como o 4cido latico e bacteriocinas, além de conferir propriedades sensoriais desejdveis, também
reduzem o pH e atuam conferindo maior estabilidade microbioldgica a matriz alimentar, podendo
esta ser matriz lactea, graos ou cdrneos [32,34]. Bactérias laticas podem ser encontradas em
alimentos a base de arroz como Idli (India) e puto (Filipinas), bem como alimentos a base
de peixe e cereais como sikhae (Coreia) e burong isda (Filipinas), que sdo fermentados por
Leuconostoc spp. [34]. Microrganismos produtores de dcido acético, como bactérias acéticas e
algumas leveduras, também sdo de suma importincia na producio de alimentos como vinagres,
kombucha, cervejas lambic, kefir e conservas vegetais [35]. Entretanto, a produgdo de dlcool
na confec¢do de bebidas alcodlicas, restringe-se quase em sua totalidade as leveduras, e estas
acompanham a humanidade de maneira tao intrinseca que se acredita que estas estao entre os

primeiros organismos domesticados (figura 1) [36,37].
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Figura 1 — Processo de domesticacio de leveduras (por exemplo, Saccharomyces cerevisiae) de acordo com a
intensidade dos processos de backslopping e principais efeitos observados relacionados a
sobrevivéncia, reproducio, consumo de aciicares e metabdlitos formados.

L | Off-flavors
qg’f‘.‘??.t!??.“:‘??.f.‘.’[te 1 Consumo de maltotriose
Cerveja 1 Deriva genética

T Aneuplodiase poliploidias
| Reproducédosexuada
| Sobrevivéncia na natureza

| Consumo de maltotriose
1 Resisténcia ao estresse

1 Reproducdo sexuada
1 Sobrevivéncia na natureza

Saccharomyces
cerevisiae

Fonte: Oliveira & Freire, 2019.

Um fato que advém dos mecanismos de adaptacdo das leveduras é o processo de do-
mesticacdo destas, principalmente quando relacionadas a alimentos e bebidas fermentadas. No
decorrer das relacdes humanas com as leveduras fermentadoras, copiosas caracteristicas puderam
ser constatadas no desdobramento de populacdes domesticadas. Leveduras selvagens geralmente
sdo dipldides, entretanto, cepas encontradas em alimentos e bebidas fermentadas e linhagens
comerciais, usualmente apresentam poliploidia parcial ou aneuploidia, aproximando-se da tetra-
ploidia, mas raramente observando-se a totalidade tetraploide ou diploide [37]. Este fendbmeno
se da, pois, a poliploidizacdo acelera os processos adaptativos por vias diretas e indiretas, au-
mentando a expressao de genes de resisténcia, ndo obstante, gerando instabilidade genomica,
ou aumentando a propagacdo de genes valorizados em uma dada populagdo [25]. A domesti-
cacdo de leveduras € um fendmeno conhecido e refere-se aos processos de selecdo artificial
de linhagens selvagens visando a obten¢do de produtos com caracteres almejados. O sistema
de domesticacdo das leveduras em alimentos e bebidas fermentadas se dd basicamente por um
processo denominado backslopping, que consiste na utilizagdo de um produto fermentado como
indculo para uma fermentacdo seguinte [38]. Este método gera efeitos gargalo nas populagdes
microbianas, favorecendo a selecdo de linhagens resistentes ou melhores adaptadas ao processo

de fabricacao do produto em questio [38].
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2.2 Kombucha

Alimentos e bebidas fermentadas tradicionais sdo um grupo importante de fermentados
que fazem parte intrinseca de uma sociedade e remontam a cultura, dieta e estilo de vida de uma
populagdo [39]. A kombucha caracteriza-se como uma bebida fermentada tradicional, produzida
através da fermentacdo de infusdo de Camellia sinensis ado¢ada, com adi¢do de um biofilme
celulésico denominado SCOBY (Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras). O produto da
fermentagao consiste em uma bebida de flavor levemente acético podendo ou nao ser carbonatada
e saborizada com frutas, extratos, condimentos, entre outros [40]. A producao e consumo da
bebida vem aumentando consideravelmente e muitas alegacdes terapéuticas sdo observadas,
ainda que ndao comprovadas, como atividade antioxidante, antidiabetogénica, anti-inflamatéria,
antimicrobiana e diversos efeitos imunomoduladores [41,42]. Pouco se sabe sobre os factu-
ais efeitos do consumo da kombucha, entretanto, estudos recentes demonstram que a matriz
fermentativa desta bebida possa ser uma importante aliada no estudo de comunidades microbia-
nas, uma vez que esta apresenta uma comunidade diversificada, porém, estdvel a longo prazo,
com capacidade de regenerar sua biodiversidade original de forma semelhante ao encontrado
em microbiotas humanas [43]. A literatura demonstra que kombuchas de diferentes origens
apresentam uma grande variedade de microrganismos, contudo, dos géneros de bactérias mais
comumente encontrados, ressalta-se Acetobacter, Bacterium, Gluconobacter, Gluconacetobacter
e Komagataeibacter entre as bactérias acéticas e Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus,
Enterobacter, Collinsella e Weissella como demais géneros. Ademais, os géneros de leveduras
sdo ainda mais variados, apresentando individuos com perfis metabdlicos bastante distintos e va-
riegados, como Saccharomycodes, Candida, Pichia, Torulopsis, Kluyveromyces, Eremothecium,
Starmera, Hanseniaspora, Merimbla, Sporopachydermia Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces e Brettanomyces/Dekkera [40,41,44-46].

A origem da kombucha ainda € questiondvel, mas acredita-se que seu consumo tenha
iniciado na China por volta de 200 a.C., onde era denominado como ‘“ché da imortalidade”,
popularizando-se por outras partes do mundo através de rotas comerciais [47]. Apesar de se tratar
de um consércio multi-espécie, a kombucha foi classificada inicialmente pela nomenclatura
botanica em 1913 como Medusomyces gisevii Lindau, dada a presenga do biofilme celuldsico
(SCOBY) que se forma na interfase liquido/ar durante a fermentacdo, sobre o qual acreditava-se
tratar de um organismo tnico [48]. A fermentagdo inicia-se pela adicio do SCOBY no cha
adogado. Utiliza-se em média 50 g/L a 100 g/L. de agucar, em cha verde, preto ou ambos em
diferentes propor¢des, ainda sendo aceito cha oolong, e no Brasil a instrucdo normativa N° 41, de
17 de setembro de 2019, permite o uso de erva mate (Ilex paraguariensis) em sua composicao [49].
O tempo e a temperatura de fermentacdo também € varidvel consoante as caracteristicas sensoriais
desejadas. Ademais, adiciona-se uma fracdo (5% a 20%) de uma fermentacdo concluida ao
mosto virgem, visando acelerar a acidificagdo e aumentar a concentracdo de microrganismos

presentes para assegurar sucessdes ecoldgicas adequadas [50,51]. Entende-se como sucessao
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ecoldgica, o processo de maturagdo de um determinado ecossistema, no qual diferentes espécies
passam a dominar e a transformar o meio até que um distirbio altere a conformacgdo das
populacgdes envolvidas [52]. Tratando-se de alimentos fermentados tradicionais, este processo
possui suma importancia em seu desenvolvimento, influindo diretamente na qualidade sensorial
do produto [53]. Varidveis, como tipo de chd, concentracdo de agucar, pH, tempo e temperatura
de fermentacdo e a origem do SCOBY, podem influenciar nas caracteristicas do produto final [54].
A variacdo de temperatura pode influenciar diretamente na producao de 4cidos organicos, dos
quais o 4cido acético torna-se o mais perceptivel, contudo, dcido gluconico, glucurdnico e latico
também se fazem presentes [51]. As variagdes de temperatura ao longo do processo fermentativo
sao capazes de favorecer diferentes espécies no decorrer do processo de sucessao microbiana,
fator que gera variacdo na producdo de acidos organicos secundarios como dcido gluconico
e glucurdnico [55]. Ainda, discorre-se que kombuchas apresentam perfil de tamponamento
durante a producio, o que € demonstrado ser um fator caracteristico do processo de fermentagdo
desta bebida [56]. Este evento pode ser relacionado a alguns fatores, como o actimulo de acido
carbonico resultante do aumento de diéxido de carbono dissolvido no meio, ou perfil adaptativo
dos microrganismos presentes no liquido e no biofilme celuldsico [41,45]. Além disso, a formagao
da pelicula de celulose na interseccdo de contato ar-liquido pode gerar o aprisionamento de gases
e compostos voldteis na fase liquida da kombucha, contudo, este fendmeno requer mais estudos.

A relacdo de simbiose entre as leveduras e as bactérias da kombucha é sutilmente
orquestrada pela capacidade das leveduras em quebrar sacarose do meio e produzir dlcool.
Inicialmente, as leveduras secretam invertases, possibilitando a quebra de sacarose em glicose
e frutose, as quais serdo utilizadas por estas e por outros microrganismos presentes, como as
bactérias acéticas. No que lhe concerne, estas participardo do processo de oxidagao do etanol
para producdo de 4cido acético, bem como transformario parte da glicose e frutose consumida
em celulose, para a formacao de um novo SCOBY [43]. Destarte, o processo de fermentagao
da kombucha se dd em diferentes segmentos cronoldgicos, que remontam diferentes condi¢des
ecoldgicas. Inicialmente, observa-se a prevaléncia de microrganismos osmotolerantes, uma vez
que o meio pode atingir mais que 10° Brix. Ao passo que os agucares sdo consumidos, observa-
se um leve aumento gradual da concentracdo de etanol, concomitante ao aumento de acidos
organicos. Os microrganismos presentes e seus metabolitos podem contribuir para a ativagio de
fatores genéticos ou ndo genéticos nos demais microrganismos presentes, sendo um destes, o0 mais
relevante em alimentos e bebidas fermentadas, a producdo de 4cidos organicos [57]. Inicialmente,
o meio de fermentacao rico em sacarose, apresenta quantidade consideravel de oxigénio que
diminui conforme o tempo de fermentacdo [58]. A baixa de oxigénio no meio, assim como o
aumento na concentragdo de dcido carbonico, pode balizar a atividade das bactérias acéticas,
cingindo-as ao nicho da superficie de contato liquido-ar, ainda que algumas bactérias acéticas
possam apresentar motilidade no meio liquido [58]. Conforme a continuidade do processo,
em um ultimo momento, observa-se reducdo da concentracao alcodlica, uma vez que o etanol

passa a ser oxidado para sintese de acido acético. Nesta conforma¢ao, o microecossistema
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¢ dominado por microrganismos tolerantes a acidez e ao baixo pH, que pode atingir valores
menores que 3,0 [43,51]. Dessarte, outros mecanismos de interacdo mais complexos podem ser
observados, e resultam na producdo de diversas moléculas como compostos fendlicos derivados
de tearrubiginas, catequinas, vitaminas, compostos fendlicos derivados de isoflavonas, quercetina,

verbascdsidos, diversos peptideos, bacteriocinas, entre outros [59, 60].

2.3 Interacoes entre microrganismos

Naturalmente, sob circunstancias ambientais silvestres, microrganismos de diferentes
espécies interagem e transformam o meio através de acdes quimicas e enzimadticas. A ac¢do dos
microrganismos € de suma importancia para o desenvolvimento ecoldgico e para a biodiversidade
de um determinado ambiente, realizando a tranformacao de nutrientes no processo de sucessao
ecologica [61]. Um melhor entendimento sobre a rede de interagdes microbianas de um micro-
bioma complexo € essencial para o estudo de probidticos, bem como para o entendimento das
dindmicas microbianas na producdo de alimentos fermentados tradicionais, uma vez que as redes
de interacdo sdo responsaveis pela manutencdo da versatilidade e robustez das populagdes envol-
vidas, onde todos 0s microrganismos contribuem para a suplementacao das janelas metabodlicas
de seus propinquos [62]. Contudo, quando se estuda tais redes de interactdmas, metabolomas
ou demais ci€ncias Omicas em comunidades microbiolégicas, acaba-se por cair no dilema de
cobertura versus precisdo de andlise [1]. Dessarte, alimentos fermentados tradicionais podem ser
um importante modelo de estudo em comunidades microbianas, singularmente a kombucha [43].
E sabido que, a interacio entre diferentes espécies pode gerar condicionamentos benéficos
para o desenvolvimento de ambas, e em sistemas microbianos complexos, como alimentos
fermentados tradicionais, o consércio microbiano coopera aumentando a versatilidade e robustez
das populacdes envolvidas. Os microrganismos comunicam-se através de sinais bioquimicos
diversos e cada individuo retorque de maneira adequada. Dessarte, um importante fator que
pode ser determinante na qualidade final de um produto fermentado é a homogeneidade do
in6culo, que no caso de um sistema em backslopping, consiste em uma fracdo de um produto com
fermentacdo previamente concluida. Essa propriedade € de suma importancia para assegurar os
eventos de sucessdo bioldgica adequados, uma vez que o fenomeno do efeito de prioridade pode
ser observado [62,63]. O efeito de prioridade refere-se as mudancas, orquestradas e ordenadas,
causadas por organismos em um determinado ambiente, que influenciam negativamente ou
positivamente a sobrevivéncia dos organismos que apresentam-se em subsequéncia no processo
de sucessdo bioldgica [62,64].

Estudos sobre a interacdo entre bactérias e leveduras demonstram que estes micror-
ganismos podem beneficiar-se em relagdes simbidticas ou mutualisticas, uma vez que estes
apresentam perfis metabdlicos consideravelmente distintos, sendo procariotos e eucariotos, res-
pectivamente [14,65]. Estas interacdes sdo comuns e encontradas em diversos alimentos além da

kombucha, como kefir, chucrute, chocolate (fermentacdo do cacau) e vinho, sendo essenciais
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para a manutenc¢do do ecossistema microbiano e podem ser exploradas para beneficiar linhagens
probidticas de interesse [32,66]. Dentre os trabalhos que demonstram a importancia da utilizacio
de leveduras sobre o potencial probidtico de bactérias bem como sua manutencdo em condi¢des
hostis, ressalta-se Vorob’eva e colaboradores, que explana sobre a resisténcia promovida por
leveduras as bactérias contra acdo de sais biliares [14]. Zoumpourtikoudi e colaboradores, que
aferem o aprimoramento de linhagens probidticas promovido por leveduras [16]. Ainda Yeo e
colaboradores demonstra que a levedura Williopsis saturnus subsp. saturnus NCYC22 possui a
capacidade e aprimorar a manuten¢ao da viabilidade de bactérias probidticas do género Bifido-
bacterium, incluindo a HNO19 [67]. Alguns fatores sdo importantes na determinagdo do potencial
probidtico de determinada linhagem de microrganismo, como a autoagregacao, hidrofobicidade,
capacidade de formagdo de biofilme e seguranca quanto a sua utilizacdo [68]. Além disso, os
microrganismos devem ser capazes de atingir seu local de a¢do no trato gastrointestinal, vivos
e metabolicamente ativos, contudo, a grande variacao de pH e libera¢ao de substancias com
propriedades detergentes e enzimaticas sdo um grande desafio para estes microrganismos [14].
Dessarte, estudos que buscam elucidar as possiveis interacdes entre microrganismos sao
de suma importancia para a compreensdao dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e
funcionamento de probidticos. Além disso, o estudo de interagdo entre probidticos e outros mi-
crorganismos abre espaco para o desenvolvimento de novos produtos com potencial terapéutico,
uma vez que € possivel explorar estas interacOes para fixar linhagens de interesse em produtos fer-
mentados tradicionais, como a kombucha, ou utilizar este conhecimento para o desenvolvimento

de modelos de estudo que reproduzem uma microbiota dindmica, porém, estavel.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Verificar a Influéncia de leveduras oriundas de kombucha sobre a manutencio da concen-
tracdo, viabilidade celular e potencial biotecnoldgico na interacdo com a bactéria Bifidobacterium

animalis subsp lactis HNO19.

3.2 Objetivos especificos

¢ Isolar leveduras de diferentes culturas de kombucha;
* Avaliar parametros de seguranca de uso das leveduras isoladas;
* Avaliar pardmetros de potencial probidtico das leveduras isoladas;

* Avaliar a manuten¢do da concentragdo e viabilidade celular das bactérias Bifidobacterium

animalis subsp. lactis HNO19 em co-cultura com leveduras isoladas de kombucha;

* Definir quais leveduras isoladas podem beneficiar o crescimento de B. animalis subsp.
lactis HNO19;

* Identificar possiveis compostos que sejam importantes para a interacao bactéria x leve-

dura.



26

4 Materiais e Métodos
4.1 Aquisicao e manutencao da kombucha

SCOBYs de 4 diferentes kombuchas foram adquiridos por doacao, sendo elas, 2 kombu-
chas de producio caseira (advindas do Canada e da Paraiba, Brasil) e 2 de producdo comercial
(Marin Kombucha - Califérnia, Estados Unidos da América; Cia dos Fermentados - Sdo Paulo,
Brasil). A manuten¢do dos SCOBYS foi realizada pelo processo de fermentacdo comum da
kombucha, como demonstrado em Silva e colaboradores [69] com modificacdes. Sucintamente,
preparou-se uma infusdo com um blend de cha verde e cha preto (Camellia sinensis) nas pro-
porg¢des de 5 g/L de chd verde e 10 g/L de cha preto, realizando infusdo de 5 minutos a 87°C
e 7 minutos a 93°C. Ap0s esta etapa, adicionou-se agucar na propor¢ao de 50 g/L, agitando o
liquido até total dissolu¢do. Apds atingir temperatura ambiente, o chd adocado foi distribuido
em diferentes recipientes e a estes foram adicionados 20 g/L. de um dos SCOBYs, adicionado de
10% do volume total de kombucha previamente fermentada. Dessarte, cada SCOBY foi mantido
em recipiente separado e sua fermentacio ocorreu a temperatura de 23°C, durante 5 a 10 dias até

a proxima substituicio do substrato.

Figura 2 — Cha adocado (seta azul) e um SCOBY (seta vermelha) (A); Kombuchas em fermentacao com
SCOBYS (seta vermelha) (B).

Fonte: do autor

4.2 TIsolamento das leveduras e identificacao

O isolamento das leveduras ocorreu ao longo do processo de fermentagdo, visando

capturar leveduras mais adaptadas ao alto potencial osmoético do liquido no inicio do processo,
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outras mais adaptadas ao baixo pH no fim da fermentacao e seus interpostos. O protocolo se
deu segundo Castillo-Castillo e colaboradores [70] com modifica¢cdes. Amostras do kombucha
foram retiradas e espalhadas em meio s6lido MRS (De Man, Rogosa & Sharpe), previamente
autoclavado, em placas de Petri. Durante o processo de distribui¢do do meio nas placas de Petri,
foi adicionado cloranfenicol para concentragdo final de 200 ug/mL visando evitar o crescimento
de colonias de bactérias susceptiveis. As amostras foram coletadas nos dias 0, 2, 4, 6, 14 e 20 de
fermentagcdo com auxilio de alca de platina e inoculadas nos meios sélidos distribuidos em placas
de Petri, com movimentos em “z”. As placas foram vedadas e deixadas em incubagdo a 23°C

por 2 a 5 dias, até que as colOnias de leveduras pudessem ser diferenciadas morfologicamente.

4

Figura 3 — Variedade de fungos em uma das placas onde as amostras de kombucha foram inoculadas. E
possivel observar colonias de diferentes cores e aspectos macroscépicos.

Fonte: do autor

Ap0s o periodo de incubagdo, amostras de col6nias foram isoladas e transferidas para
outras placas de Petri com meio MRS sem cloranfenicol. Foram selecionadas coldnias que apre-
sentavam aspectos macroscopicos distintos quanto a cor, forma, tamanho, textura, uniformidade
do bordo, brilho e uniformidade das superficies adaxial e abaxial. As colonias isoladas foram
rotuladas e incubadas a 23°C para crescimento, € subsequentemente, armazenadas a 4°C para

posterior utilizagao.
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Figura 4 — Alguns dos isolados de leveduras separados por semelhanca morfolégica das colonias.
Microrganismos isolados em diferentes tempos de fermentacio de uma das kombuchas
comerciais. Observam-se colonias de diferentes cores.

Fonte: do autor

Isolados de leveduras foram enviados ao Laboratério de Andlises Fleury Medicina e
Saudde, com o qual temos parceria por parte do professor Dr. Jorge Luiz Mello Sampaio da

Universidade de Sao Paulo, para identificacdo das espécies por técnica de MALDI-TOF.

4.3 Interacio preliminar entre leveduras e Bifidobacterium animalis subsplactis HN019

Os testes preliminares de interacdo foram realizados considerando condi¢des ndo ide-
ais para o crescimento das bactérias e das leveduras, visando identificar a presenca de bene-
ficiamento entre as duas espécies. Inicialmente, 10 isolados de leveduras foram inoculados
separadamente em meio liquido RCM (Reinforced Clostridial Medium). As linhagens foram
escolhidas baseando-se em aspectos morfolégicos macroscopicos das colOnias € microscopicos
das células. Foram excluidas coldnias com aspecto de fungo filamentoso e/ou que formassem
colonias rigidas. Ademais, foram excluidos todos os isolados que nao apresentassem aspecto
microscépico de levedura, que apresentassem formagao de pseudo-hifas ou hifas verdadeiras,
vistas sob microscopio. As leveduras foram incubadas no meio RCM por 5 dias a 37°C em
estufa BOD (Demanda Biolégica de Oxigénio). Ao final do periodo de incubacgio as células
foram contadas em microscopio utilizando azul de metileno como corante de viabilidade. Apds
verificagdo da concentracao celular do indculo, foram realizadas dilui¢des e suas concentracdes
foram ajustadas para 1 x 10° células/mL em tubos de ensaio de 20 mL contendo 10 mL de meio
RCM [71].
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Figura 5 — Variedade de leveduras isoladas de kombucha vistas em microscépio (400x). Observam-se
leveduras de diferentes morfologias, (A e D) arredondadas, (C) ovaladas e (B) células mais
alongadas. Observam-se vaciiolos no interior das células, identificadas como pontos mais claros e
brilhantes no interior das células.

Fonte: do autor

A contagem de células ocorreu em Camara de Neubauer com as células previamente
coradas com azul de metileno. Foram consideradas mortas as células coradas em azul e vivas
as células ndo coradas ou apenas levemente coradas, sendo contados 5 campos escolhidos

aleatoriamente do setor central da cAmara. A férmula para determinar a concentracdo celular foi:

X =nCel x5x Fd x 10*

Onde, nCel € o nimero total de células contadas e Fd sendo o fator de diluicao.

Para determinacao da viabilidade celular, foi utilizada a seguinte férmula:

__ nCel—nMorte
X == 27 x 100

Onde, nCel € o numero total de células contadas e nMorte é o nimero de células mortas.
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Figura 6 — Leveduras vistas em microscépio 6ptico (400x) e coradas com azul de metileno. As células
observadas em colorac¢io azul sdo consideradas mortas.

Fonte: do autor

Concomitante a etapa anterior, foi adicionado ao meio RCM, 1 x 10° UFC/mL da bactéria
probidtica Bifidobacterium animallis subsp. lactis. HNO19. Por conseguinte, os tubos foram
mantidos em incubacio a 37°C durante 14 dias em BOD. Ao final do periodo de incubacio, foi
realizada a contagem de unidades formadoras de col6nia da bactéria, em meio RCA (Reinforced
Clostridial Agar) adicionado de cicloheximida a 200 ug/mL para evitar o crescimento de leve-
duras [72]. A contagem foi realizada nas dilui¢des de 1079, 1077 ¢ 10~8. Foi utilizado, como
controle, um tubo com a bactéria cultivada isoladamente.

Ademais, apds o experimento de interacdo, os tubos contendo as bactérias e leveduras
foram centrifugados a 2.600 rpm e amostras de 6 mL. do sobrenadante de cada tubo foi isolado
e liofilizado para realizagdo dos experimentos de metaboldomica utilizando técnica de Q-TOF
(Espectometria de Massas Quadrupolo - Tempo de Voo), em parceria com o professor Dr.

Eduardo Jorge Pilau da Universidade Estadual de Maring4, Paran4, Brasil.

4.4 Analise metabolica (Q-TOF)

Em parceria com o professor Eduardo Jorge Pilau da Universidade Estadual de Maringa,
foi possivel identificar alguns compostos resultantes da interagc@o entres a bactéria e as leveduras.
Os ensaios foram realizados a partir do sobrenadante dos experimentos preliminares de interag@o
e no tempo final de 14 dias de co-cultura. Foi utilizada a técnica de Q-TOF utilizando meio
RCM como branco, os espetros resultantes foram analisados com software DataAnalysis 5.3

(Bruker Compass DataAnalysis). A rede de interagdo molecular foi criada utilizando workflow do
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GNPS (http://gnps.ucsd.edu) através do software WinSCP 5.17.10, a data filtrada com precursor
ion mass e fragment ion mass de 0,02 Da, limite minimo de semelhanca de 0,65 com pelo
menos 4 correspondentes. A biblioteca foi ajustada de forma semelhante, com threshold de
0,65 e pelo menos 4 picos correspondentes. A montagem da rede de interacdo foi realizada
em software CytoScape 3.8.2, com ajuste de borda redonda e diferenciagdo de cores entre os
ensaios analisados. Os compostos identificados no branco foram entao retirados, sobrando apenas
os compostos identificados na monocultura de B. lactis HNO19 e nas co-culturas com Pichia
membranifaciens, Rodothorula mucilaginosa e com o isolado i3. Destarte, os grupamentos foram
identificados através das cores laranja/G4 (monocultura de HNO19), vermelho/G1 (co-cultura
HNO19 + P. membranifaciens), azul/G2 (co-cultura HNO19 + R. mucilaginosa) e verde/G3
(co-cultura HNO19 + isolado i3).

4.5 Manutencao das viabilidades e concentracoes celulares ao longo das interacoes

Ap6s observacdo dos dados de interacdo preliminares, elegeu-se as 3 leveduras que
possibilitaram a maior manutencao da viabilidade das bactérias ap6s co-cultura para continuidade
dos experimentos. Tais isolados (Rhodotorula mucilaginosa, Pichia membranifaciens e isolado
13) foram utilizados para um novo teste de interagdo, utilizando a mesma metodologia do ensaio
preliminar, com modificagdes.

Incubou-se as leveduras isoladamente em meio RCM por 3 dias a 37°C em etufa BOD.
Ap6s esse periodo, redistribuiu-se as leveduras em tubos, acomodando 1 x 10° células/mL em
cada tubo, totalizando 7 tubos para cada isolado de levedura em triplicata. Cada tubo foi utilizado
posteriormente para contagem de células no experimento de interagdo, em que as contagens
foram realizadas nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14. Em seguida, a cada tubo foi adicionado 1 x
10° UFC/mL da bactéria probidtica Bifidobacterium animallis subsp. lactis. HNO19 e o volume
ajustado para 10mL de meio RCM. As co-culturas foram entdo incubadas em estufa BOD a 37°C
por 14 dias, retirando-se amostras nos dias referidos para andlise de concentracdo e viabilidade
das bactérias e leveduras seguindo os mesmos protocolos dos testes preliminares. Como controle,

foi utilizado um tubo contendo a bactéria cultivada em monocultura.

4.6 Teste de hidrofobicidade e autoagregacao

Os experimentos de hidrofobicidade relativa de superficie e autoagregacdo celular foram

realizados segundo Gut e colaboradores [73], com modificacdes.

4.6.1 Teste de hidrofobicidade relativa de superficie

Leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24 horas a 37°C. Apds este tempo, tubos
com 3 mL da cultura foram centrifugados (4.000 x g por 15 minutos), ressuspendidas e lavadas

em 3 mL de dgua peptonada 0,1% por dois ciclos. A densidade dptica das suspensdes foram
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verificadas a 560 nm para ajuste de concentragio de 1 x 10 células/mL para ajuste final de 4
mL. Foi adicionado 1 mL de xileno em 3 mL de suspensdo de leveduras e a densidade Optica da
fase aquosa verificada. As células foram vigorosamente agitadas por 2 minutos com auxilio de
vortex e deixadas em incubagdo por 2 horas a 37°C. Apds o periodo de incubagio, a densidade
Optica da fase aquosa foi novamente verificada a 560 nm. O percentual de hidrofobicidade das

leveduras foi calculado pela seguinte formula:
Hr=1- (%) %100

Onde Hr é o percentual de hidrofobicidade relativa das leveduras, Hf a densidade Optica
final e Hi a densidade 6ptica inicial. Como controle, foi utilizada a linhagem de Saccharomyces
cerevisiae subsp. boulardii CNCM 1-745.

4.6.2 Teste de autoagregacao

Leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24 horas a 37°C. Apds este tempo, tubos
com 3 mL da cultura foram centrifugados a 4.000 x g por 15 minutos e lavadas em 3 mL de
agua peptonada 0,1% por 2 ciclos. Apos esta fase, as células foram ressuspendidas em 3 mL
de dgua peptonada 0,1%, onde a densidade 6ptica da suspensao foi verificada com o auxilio de
um espectrofotdmetro a 560 nm e a concentragio ajustada para 1 x 10° células/mL. As células
passaram por 2 horas de incubag¢do a 37°C e apds esse tempo, uma nova leitura de densidade
optica foi tomada. O percentual de autoagregacao das leveduras foi calculado pela seguinte

féormula:
Ag=1—(4)x 100

Onde Ag € o percentual de autoagregacdo das leveduras, Af o valor da densidade 6ptica
final e Ai o valor da densidade Optica inicial. Como controle, foi utilizada a linhagem de

Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii CNCM 1-745.

4.7 Teste de atividade de proteases e fosfolipases

Os experimentos para verificacdo de atividade enzimatica de proteases e fosfolipases
foram realizados segundo Bhukya e colaboradores [74], com modifica¢des. O pardmetro para
avaliacdo da atividade enzimaética de proteases (Prz) e atividade enzimatica de fosfolipases (Pz)

foi determinado segundo Livia e colaboradores [75], sendo expresso na tabela 1, a seguir:
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Tabela 1 — Valores de referéncia para analise do potencial Pz e Prz dos experimentos de atividade enzimatica.

1 Sem atividade enzimdtica
Valor Prz/Pz 0,999 ~ 0,700 Atividade enzimética baixa
0,699 ~ 0,400 Atividade enzimatica moderada
0,399 ~0,100 Atividade enzimatica alta

Por sua vez, o crescimento das colonias analisadas foi expresso como a tabela 2, a seguir,

para anélise comparativa entre as amostras:

Tabela 2 — Valores de referéncia para analise do crescimento das colonias durante os testes de atividade
enzimatica.

] - Naio apresentou crescimento da colonia
Crescimento

+ A coldnia restringiu-se a area inicial do in6culo

++ A coldnia extrapolou a drea inicial do inéculo

4.7.1 Teste de atividade enzimética de proteases

As leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24h a 37°C e em seguida sua concentra-
¢do ajustada para 1 x 10° células/mL. Cem microlitros da suspensdo foram inoculados em meio
Potato Dextrose Agar suplementado com 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 10
g/L. de gelatina, pH final de 7,3. Por conseguinte, leveduras foram incubadas a 23°C e 37°C por
até 7 dias e a atividade de proteases foi identificada pela capacidade de crescimento das colonias
e pela formagdo de halos em torno destas. A atividade proteolitica € expressa pela razdo entre o
diametro das coldnias e o diametro somado a zona do halo formado ao redor destas, expresso na

forma de Prz (Proteinase zone).

_
Prz= e

Onde Prz € o valor de atividade enzimdtica de protease, Cd € o diametro da col6nia e Ch
€ comprimento do halo a partir da borda da colonia. O diametro foi verificado com auxilio de
paquimetro. Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii CNCM 1-745 foi utilizada como controle

experimental.

4.7.2 Teste de atividade enzimética de fosfolipases

As leveduras foram cultivadas em meio RCM por 24h a 37°C e em seguida sua concentra-
¢do ajustada para 1 x 10° células/mL. Cem microlitros da suspensdo foram inoculados em meio
MYP (Mannitol Egg Yolk Polimixin Agar) suplementado com 1M de cloreto de sédio, 0,005M
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de cloreto de cdlcio e 2% de gema de ovo. Por conseguinte, as leveduras foram incubadas a 23°C
e 37°C por até 7 dias e a atividade de fostolipases foi identificada pela capacidade de crescimento
das coldnias e pela formacao de halos em torno destas. A atividade de fosfolipase é expressa
pela razdo entre o didmetro das coldnias e o didmetro somado a zona do halo formado ao redor

destas, expresso na forma de Pz (Phospholipase zone) (figuras 13 e 14).

_ _cd
Pz = e

Onde Pz € o valor de atividade enzimatica de fosfolipase, Cd € o didmetro da coldnia e

Ch é comprimento do halo a partir da borda da colonia. O didmetro foi verificado com auxilio de
paquimetro. Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii CNCM I-745 foi utilizada como controle

experimental.

4.8 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio de software GraphPad Prism 6. A
andlise dos ensaios de autoagregacdo e hidrofobicidade foi realizada em teste 2-way Anova de
andlises agrupadas para os dados da variacao de temperatura intraespécie e 1-way Anova para
andlises entre as espécies de leveduras. Os dados amostrais estdo expressos como média com

desvio padrao e os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05.
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5 Resultados e Discussao

Para este trabalho, foram adquiridos por doacao, 4 diferentes kombuchas. Destes, 2
kombuchas sdo de origem comercial (k1 e k2) e 2 de origem caseira (k3 e k4). Ainda, k3 é
uma kombucha de origem canadense, enquanto k4 vem do nordeste brasileiro, do estado da
Paraiba. O grupo k1 possui sua origem em Sao Paulo e o k2 vem da Califérnia, nos Estados
Unidos, gerando grupos de origem bastante diversificada. Dessarte, as kombuchas utilizadas
neste trabalho sdo tanto caseiras quanto comerciais com origens no Brasil e na América do Norte.
Durante o processo de fermentaciao e manutencdo das kombuchas, observou-se que os 4 grupos
apresentam diferentes caracteristicas no processo fermentativo. Tais fendmenos sdo evidenciados

na literatura, uma vez que cada kombucha apresenta um grupo distinto de microrganismos [40].

5.1 Isolamento e identificacdo das leveduras

Previamente aos procedimentos de isolamento das leveduras, todos os parametros iniciais
de fermentacdo foram padronizados, desde volume de chd, concentracdo de agucar, peso dos
SCOBYs, volume de liquido starter e formato do fermentador. Observou-se que, apesar da
padronizagdo do processo fermentativo, o pH inicial de cada kombucha variou. Este fato pode
ser correlacionado com os diferentes perfis de dcidos organicos presentes em cada SCOBY e
liquido starter. No que lhe concerne, observou-se que as amostras de origem comercial (k1 e k2),
iniciaram sua fermentagao ja em pH mais baixo, quando comparadas com as amostras de origem
caseira (k3 e k4) Este fendmeno pode ser gerado por maior nimero de ciclos de backslopping
em processos de fabricacdo mais padronizados, o que sugere um direcionamento nas populacdes

microbianas as conformac¢des mais estaveis e adaptadas ao processo de producao comercial desta
bebida [58].

Tabela 3 — Amostras de kombucha e seus respectivos valores de pH nos dia 0 e 10 de fermentacao

Amostras pHinicial pHfinal
k1 (comercial) 3,80 3,67
k2 (comercial) 3,78 3,54
k3 (caseiro) 4,24 3,74
k4 (caseiro) 4,14 3,63

Fonte: prépria

Apesar das diferencgas nos processos fermentativos das kombuchas de diferentes origens,
observou-se algumas semelhangas entre os grupos de microrganismos identificados. Predomi-
nantemente, no processo de isolamento, observou-se colonias esbranquicadas, brilhosas, de

bordo liso e arredondado com pouca entrada da colonia no substrato. Em todos os kombu-
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chas, identificou-se coldnias de coloracdo rosdcea que foram identificadas posteriormente como
Rhodotorula mucilaginosa, previamente encontrada na literatura em kombuchas [45]. Esta es-
pécie foi encontrada também em todos os tempos de fermentagdo, contudo, nimeros maiores
de coldnias foram observados nos primeiros dias, sugerindo que esta ¢ uma levedura que se
beneficia da alta concentrag@o de carboidratos e maior pH. Além desta, outra espécie encontrada
em todas as kombuchas foi Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii), que também
ja foi reportada em outros trabalhos da literatura [44]. Ademais, k3 foi a tnica a apresentar
Pichia membranifaciens, sendo encontrada tardiamente no processo fermentativo. Esta levedura
também ja € reportada em kombuchas, inclusive em culturas de origem comercial [46]. No
que lhe concerne, reportou-se a presenca de Candida albicans em k1, o que possivelmente
denota contaminacio durante manuseio ou a inser¢do desta espécie no ecossistema do biofilme.
Candida albicans ja foi encontrada na literatura em kombuchas de origem doméstica, mas nao
em kombuchas de origem comercial até 0 momento [76]. Demais espécies estdao em processo de

identificacdo.

Tabela 4 — Espécies de leveduras isoladas e identificadas em cada kombucha.

Levedura K1 K2 K3 K4
Rhodotorula mucilaginosa X X X X
Meyerozyma guilliermondii X X X X
Pichia membranifaciens X

Candida albicans X

Figura 7 — Isolados de leveduras: Rhodotorula mucilaginosa (A) e Pichia membranifaciens (B).

Fonte: do autor

5.2 Teste de interacao entre leveduras e bactérias

Foi realizado teste preliminar de co-cultura entre os isolados de leveduras das kombuchas

e a bactéria Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19, linhagem autorizada e reconhecida
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no Brasil como probidtica, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Apesar de
ser uma linhagem que resiste pouco a presenga de oxigénio, optou-se por realizar a co-cultura
em aerobiose, uma vez que as leveduras podem favorecer que o micro ecossistema mantenha
a viabilidade das bactérias, como demonstrado por Yeo e colaboradores [67], ressaltando que
HNO19 pode se beneficiar na presenca da levedura Williopsis saturnus subsp. saturnus em leite
fermentado, mantendo-se viavel mesmo em aerobiose. Dessarte, evidenciar este fendmeno entre
leveduras da kombucha e a bactéria de interesse € uma etapa importante para compreendermos o
processo de introdu¢@o de uma cepa probidtica em um alimento fermentado tradicional como
a kombucha. Evidenciar relacdes mutualisticas ou simbidticas que possam ser agregadas a
kombucha apresenta suma importancia, pois, produtos probidticos de nova geracao tendem
a apresentar novos tipos de microrganismos para além das bactérias laticas e bifidobactérias,
especialmente se apresentarem dinamicas simbidticas de ocorréncia natural [18,77]. Contudo,
a dificuldade de inserir novos microrganismos aos alimentos fermentados tradicionais esta na
baixa estabilidade microbioldgica destes, em particular aqueles que sdo produzidos através de
backslopping, uma vez que este evento resulta em maior adaptacao/interdependéncia mutua entre
0s microrganismos envolvidos a proporcdo que se aumenta o numero de ciclos de fermentacao
[58, 77]. Esta alta estabilidade microbioldgica é importante para evitar a contaminagdo do
alimento por microrganismos potencialmente patogénicos ou deteriorantes. Contudo, esta mesma
caracteristica dificulta a entrada de microrganismos benéficos a nossa saide que ndo fagcam parte
originalmente da rede, vindo a se tornar uma grande barreira tecnoldgica.

Dos 10 isolados selecionados para o teste preliminar, apenas 3 demonstraram serem capa-
zes de manter a bactéria probidtica vidvel sob condi¢des de aerobiose nas diluicdes estudadas. Os
demais isolados ndo possibilitaram a manutenc¢do das bactérias, ndo sendo possivel a visualizagdo
de unidades formadoras de colonia nas dilui¢des investigadas. Como observado na figura 8, a
interagdo da bactéria probidtica com Rhodotorula mucilaginosa (A) e Pichia membranifaciens
(B) possibilitou a observagao de coldnias de bactérias até nas diluicoes de 10~8, o isolado i3 (C)
ainda nio foi identificado, porém, possibilitou a visualizacio de coldnias até a diluicdo de 10~.
Entretanto, o controle (D) onde a bactéria foi cultivada isoladamente, foi possivel a observacao
de apenas 1 colonia na diluicio de 107°. Diversos eventos podem ser citados para explicar estes
fendmenos. Bactérias do género Bifidobacterium geralmente produzem H,O, em aerobiose,
como uma forma de regenerar NAD+ para seu metabolismo energético, entretanto, a produgdo de
perdxido de hidrogénio € toxica para a célula e estd diretamente relacionada ao estresse oxidativo
celular, sendo inclusive observado em Bifidobacterium animalis subsp. lactis [78]. Dessarte,
algumas leveduras possuem a capacidade de sintetizar catalases, responsdveis pelo metabolismo
de per6xido de hidrogénio e sua subsequente decomposicdo em dgua e oxigénio, este ultimo

podendo ser utilizado pelas leveduras, uma vez que sdo preferencialmente aerébicas [79].
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Figura 8 — Colonias de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 crescendo em meio RCA apés interacao
com as leveduras Rhodotorula mucilaginosa (A), Pichia membranifaciens (B), levedura isolada i3
(C) e sem a interacao com leveduras (D).

Fonte: do autor

5.2.1 Efeito das leveduras na sobrevida da cepa probidtica.

Em seguimento, repetiu-se o experimento de interacdo de forma mais minuciosa, utili-
zando apenas os 3 isolados de leveduras selecionados na etapa preliminar. Desta forma visou-se
analisar a variacao na concentracdo e viabiliade das bactérias e das leveduras ao longo do tempo
de co-cultura. Surpreendentemente, observou-se que tanto as bactérias quanto as leveduras
mantiveram-se com a concentracao bastante elevada durante todo o experimento em condicdo de
co-cultura. Os valores corroboram com os experimentos preliminares. No 14° dia de co-cultura,
as bifidobactérias apresentaram concentracio de 7,31 x 10° UFC/mL e 3,88 x 10° UFC/mL
em interacdo com R. mucilaginosa e P. membranifaciens, respectivamente. Conjuntamente, a
interagiio com o isolado i3 favoreceu a manutencio da concentracio em 3,13 x 108UFC/mL. As
bactérias crescendo em monocultura apresentaram decaimento acentuado na sua viabilidade,
mantendo a concentragdo acima de 10° até o 6° dia (1,74 x 10° UFC/mL). Todavia, a partir
deste dia a concentracdo diminuiu drasticamente, reduzindo-se para 4,9 x 103UFC/mL no tltimo
ponto avaliado. Associadamente, observa-se um aumento na variagdo da concentragdo entre as
replicatas a medida que observa-se maior nimero de morte celular. Este fato é observado a partir

do dia 12 de andlise, como demonstrado na figura 9.
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Figura 9 — Concentracio celular de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 ao longo do experimento de
interacdo com as leveduras. A bactéria em monocultura foi utilizada como controle experimental.
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Concomitantemente, a concentragdo celular das leveduras manteve-se elevada ao longo

de todo o experimento. Entretanto, R. mucilaginosa apresentou a menor taxa de crescimento,

variando menos que 1 log da concentracdo inicial (figura 10) e corrobora com o dado de que

este isolado ndo apresentou crescimento em 37°C durante os testes de atividade enzimadtica

de proteases e fosfolipases (tabelas 6 e 5). Nao obstante, P. membranifaciens e o isolado i3,

aumentaram sua concentracao celular em 2 log e mantiveram-se com a concentracdo elevada

ao longo de todo o experimento (figura 10). Este dado também corrobora com o experimento

de atividade enzimética de fosfolipases, em que ambos isolados apresentaram crescimento

consideravel em 37°C (tabela 5).
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Figura 10 — Concentracao celular em células por mililitro das leveduras ao longo do experimento de
interacdo com a cepa probidtica B. animalis subsp. lactis HN019.
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Os dados de interagdo aqui apresentados sdo bastante promissores. Até o momento
da escrita deste trabalho, tenho conhecimento de apenas 2 artigos que verificam a influéncia
da interacdo entre leveduras e bifidobactérias. Em ambos os trabalhos o leite foi utilizado
como meio de cultura. Toh & Liu demonstraram que a interagdo de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 com algumas espécies de leveduras, favoreceu um aumento na taxa de
replicacdo celular da bactéria nas primeiras 20 horas de fermentacdo. Eles avaliaram a co-cultura
com Saccharomyces cerevisiae, Williopsis saturnus, Pichia kluyveri, Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipolytica e Geotrichum candidum, onde o efeito de aumento da taxa de
crescimento foi identificado apenas na co-cultura com S. cerevisiae, P. kluyveri e K. lactis. Eles
também avaliaram se a co-cultura era capaz de promover aumento na sobrevida das bactérias
durante 8 semanas de armazenamento em temperatura de 10°C, o que ndo foi possivel identificar
uma vez que a bactéria em monocultura manteve-se em alta concentragdo e viabilidade, ndao
apresentando diferenca das amostras em co-cultura [79]. Assim como identificado nos testes
preliminares, Tho & Liu também identificaram co-culturas ndo benéficas as bactérias, como
D. hansenii, que promoveu uma redugdo de 4 log da concentragdo inicial das bactérias ja apds
24h de co-cultura, com inéculo inicial da bactéria de 1 x 107 UFC/mL. Este fato reforca que o
beneficio da interacio € espécie-especifico, e pode variar fortemente de acordo com as espécies
de leveduras e bactérias que se deseja utilizar [79]. Por sua vez, Yeo e colaboradores avaliaram

a influéncia de W. saturnus subsp. saturnus NCYC 22 na sobrevida de 3 espécies de B. lactis.
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Eles observaram que a co-cultura manteve a viabilidade bacteriana no leite em concentracdes
acima de 6 log mesmo apds 6 semanas de co-cultura com HNO19 e BB-12, e 5,7 log para B94,
com indculo inicial de 7 log UFC/mL [67]. Nos experimentos descritos por Yeo e colaboradores,
as bactérias em monocultura apresentaram répida redu¢do na concentracao celular, onde B94
apresentou morte total na 2* semana de monocultura e BB-12 ¢ HNO19 nas 3* e 4* semana,
respectivamente [67]. Estes dados corroboram com os aqui encontrados nos testes de interagao,
uma vez que as bifidobactérias mantiveram-se em concentragdes elevadas em co-cultura durante
as 2 semanas de experimento, € a mesma bifidobactéria em monocultura apresentou queda
significativa na viabilidade celular entre o 12° e 14° dia. Vale ressaltar aqui, que nos experimentos
de Yeo e colaboradores, as culturas foram realizadas em 30°C e in6culo incial de 7 log UFC/mL,
mas que na monocultura, a concentragdo de HNO19 em especifico, manteve-se entre 3 log e 4
log UFC/mL na segunda semana de experimento, corroborando com 4,9 x 103UFC/mL como
demonstrado na figura 9 [67].

Ademais, Yeo e colaboradores testaram se apenas o sobrenadante das leveduras ou a
co-cultura com as leveduras inativadas termicamente ou quimicamente era suficiente para manter
o efeito da manutencdo da viabilidade das B. lactis, e constataram que ndo era possivel observar
este fendmeno. Dessa forma, eles constaram que o metabolismo ativo da levedura € necessario
para promover a manutengdo da alta viabilidade das bactérias [67]. Dessarte, isto reforca que o
fator necessario para gerar o efeito ndo consiste de um metabdlito primario liberado pela levedura,
e muito provavelmente faz parte do metabolismo secunddrio da mesma, no qual exige contato
célula-célula ou comunicagdo quorum sensing, e que o fendmeno da manuten¢do da viabilidade
pode estar atrelado a um mecanismo de protecdo ao estresse celular. Em contrapartida, Vorob’eva
e colaboradores, identificaram que leveduras podem liberar fatores extracelulares que promovem
a protecdo de bactérias lticas contra a acdo dos sais biliares, e nesse caso, o efeito nao aparentou
ser espécie especifico e ndo demonstrou a necessidade de contato das bactérias com as leveduras,
uma vez que at€é mesmo o sobrenadante da cultura das leveduras foi suficiente para gerar o
efeito protetor [14]. Dessarte, o efeito da manutencao da viabilidade de B. animalis HNO19 por
acdo de R. mucilaginosa, P. membranifaciens e o isolado i3 demandam futuras anélises sobre a
necessidade de contato direto ou comunicagdo por guorum sensing, o que sugeriria modificacdo
do metabolismo secunddrio da levedura, ou se o efeito € promovido pela liberacdo de fatores
moleculares intrinsecos do metabolismo primdrio destas. Fungos de modo geral apresentam um
intrinseco mecanismo de regulacdo génica de seu metabolismo secunddrio, e este caracteriza-se
por grupamentos de genes biosintéticos (BGC). Os BGCs sao grupamentos de genes vizinhos que
regulam e promovem a expressdo génica de metabdlitos de importancia para o fungo, sendo estes
grupamentos geralmente responsdveis pela sintese de policetideos como a lovastatina, derivados
da via do mevalonato, terpenos como fumagilina, peptideos ribossomais e nao ribossomais como
penicilina e ciclosporina, isocianideos como xantocilinas e derivados de triptofano [80]. Por sua
vez, diferente dos metabdlitos primérios, a expressao do metabolismo secundario dos fungos

demanda que condic¢des especificas sejam apresentadas, como a incidéncia de luz no estimulo da
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sintese de carotenoides ((3-caroteno, y-caroteno, toruleno torularodina) por Rhodotorula spp., ou

0 contato/comunica¢cdo com outros microrganismos como estimulo para enaciloxina [81, 82].

5.3 Potencial probiético e patogénico das leveduras
5.3.1 Autoagegacgao e Hidrofobicidade

Sem pormenorizar, as capacidades que um determinado microrganismo possui em aderir-
se ao trato gastrointestinal, colonizar e conviver com outros microrganismos da microbiota estdo
relacionadas com complexas propriedades e caracteristicas celulares atribuidas as ligacdes ndao
especificas (interacdes idnicas, forcas de Van de Waals, interacdes hidrofébicas, entre outras)
e ligacdes especificas (receptores de membrana e parede celular, adesinas, invasinas, entre
outros) [83]. Autoagregacao e hidrofobicidade sdo ditas como propriedades importantes para
avaliar o potencial patogénico ou probidtico de um determinado microrganismo, uma vez que
sugerem dados relevantes de como esses microrganismos comportam-se quanto a sua capacidade
de adesdo. Autoagregacdo refere-se a capacidade que um determinado microrganismo possui
de formar aglomerados celulares da mesma espécie e hidrofobicidade refere-se a capacidade
que tal microrganismo possui em aderir-se a hidrocarbonetos [83, 84]. Desta forma, observou-se
as caracteristicas de autoagregacdo e hidrofobicidade relativa de superficie das leveduras que
apresentaram os melhores resultados de interagdo com a bactéria B. animalis subsp. lactis HNO19,
visando a possibilidade de que essas leveduras possam ser utilizadas como facilitadoras para que
estas bactérias sejam inseridas em diferentes kombuchas. Em ambas as andlises observou-se
que tais caracteristicas variam em diferentes temperaturas para algumas leveduras, o que indica
que as vias metabdlicas envolvidas na autoagregagao e hidrofobicidade resultam de mecanismos
celulares de adaptacgdo, e provavelmente, mecanismos adaptativos ao estresse. Para parametros
comparativos, foi considerado que valores menores que 30% indicam baixa autoagregacao e
hidrofobicidade, valores entre 30% e 60% foram indicativos de atividade intermediaria e valores
acima de 60% como sendo alta autoagregacao e hidrofobicidade, como sugerido por Menezes e
colaboradores [85].

Analisando a autoagregacao celular entre as leveduras, observou-se que apenas P. membra-
nifacies demonstrou uma autoagregacao considerada elevada em temperatura de 23°C. Contudo,
apesar da reduc¢do aparente da autoagregacdo em temperatura de 37°C, ndo observou-se diferenca
estatistica em relagcdo a temperatura ambiente, dado o amplo desvio padrao apresentado nesta
andlise (figura 11). Isto sugere que os mecanismos adaptativos atrelados a caracteristica de
autoagregacdo desta espécie podem apresentar impacto de diversas vias metabdlicas divergentes,
0 que causa uma variacdo ampla na resposta, ou ainda, que a variacao na autoagregacdo € um
resultado secundério e/ou indireto de vias adaptativas mais importantes. Em contrapartida, o
isolado i3 e S. boulardii apresentaram autoagregacao no intermédio da escala baixo/médio, sem

diferencas estatisticas intraespécie. Observou-se ainda que, apesar de ndo apresentar diferenca
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estatistica, em ambos os casos houve um leve aumento na média da autoagregacdao em 37°C
em relagdo a temperatura ambiente, de 25% para 33,3% e 29,8% para 31,25, para isolado i3 e
S. boulardii respectivamente. Rhodotorula mucilaginosa apresentou baixa autoagregacao em
ambas as temperaturas analisadas, indicando que os mecanismos adaptativos celulares nao
resultam em variacdo na capacidade agregadora desta linhagem. Por fim, a autoagregacao de
P. membranifaciens em 23°C foi a unica que apresentou diferenca estatistica com o controle S.
boulardii, o que indica que a autoagregacao destas leveduras em 37°C ndo apresenta variagao
significativa com a levedura probiética controle (Figura 11).

Figura 11 — Autoagregacao relativa das leveduras estudadas em 23°C e 37°C. S. boulardii foi utilizada como

controle para este experimento. (*) Diferenca estatistica significativa entre as temperaturas; (#)
diferenca estatistica significativa entre as espécies.
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A hidrofobicidade relativa de superficie celular, por sua vez, ¢ avaliada através da
capacidade que os microrganismos possuem em aderir-se a hidrocarbonetos (MATH), que
informa o potencial hidrofébico ou hidrofilico das células analisadas e seu potencial em ligar-se
as células do hospedeiro e a estrutura da camada mucosa do intestino [83]. Tal capacidade de
aderir-se aos tecidos do hospedeiro conferem uma importante vantagem competitiva contra
potenciais patdgenos (no caso de cepas probidticas ou comensais), mas € indesejado no caso de
microrganismos patogénicos [86]. Para andlise de hidrofobicidade, pode-se utilizar diferentes
tipos de hidrocarbonetos, como xileno, cloroférmio e acetato de etila [87]. Para este experimento,
optou-se por utilizar o xileno.

Em contrapartida aos resultados de autoagregacio, os dados de hidrofobicidade revelam
maior variacdo com diferencas estatisticas significativas entre as espécies e entre as tempe-
raturas analisadas. Observa-se que S. boulardii, R. mucilaginosa e o isolado 13 apresentaram
diferenca estatistica significativa intraespécie nas suas hidrofobicidades quando analisadas em
23°C e 37°C. Saccharomyces boulardii que apresentou hidrofobicidade elevada em temperatura

ambiente, passou a apresentar baixa hidrofobicidade em temperatura de 37°C. Em contrapar-
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tida, R. mucilaginosa e o isolado 13 apresentaram um aumento significativo na hidrofobicidade
quando cultivadas em 37°C. A baixa autoagregacdo e hidrofobicidade de S. boulardii em 37°C
corrobora com o rapido clearance desta espécie apods interrup¢ao do consumo, com meia vida
de aproximadamente 6 horas e clearance total em aproximadamente 3 a 4 dias [88]. Todavia,
o aumento na hidrofobicidade de R. mucilaginosa, para valores intermedidrios na escala de
referéncia, também corrobora com o perfil comensal desta levedura [89]. Um fator curioso a se
observar nestas andlises, tanto de autoagregacao quanto de hidrofobicidade é que as anélises de
S. boulardii apresentaram os menores intervalos de desvio, o que pode ser explicado pelo maior
processo de domesticacdo pelo qual estas leveduras passaram, em relacdo as leveduras selvagens
ou semi-domesticadas encontradas em kombucha.

Ainda, observou-se diferenca significativa entre a hidrofobicidade de S. boulardii em re-
lacdo a R. mucilaginosa e o 1solado 13 em temperatura de 23°C, bem como diferenca significativa
entre S. boulardii e o isolado i3 em temperatura de 37°C, como observado na figura 12. A origem
deste aumento pode estar atrelada a mecanismos metabdlicos de adaptacdo, corroborando com
um dado que serd melhor explorado nos tépicos subsequentes, uma vez que observou-se um
aumento na taxa de crescimento do isolado 13 em 37°C nos testes de atividade enzimatica de
fosfolipase (Tabela 5). Por sua vez, P. membranifaciens nao apresentou diferenca significativa
do controle S. boulardii e nao apresentou diferenca significativa entre as temperaturas de 23°C
e 37°C, contudo, assim como o controle, apresentou leve redu¢do na média do percentual de
hidrofobicidade, acompanhando o comportamento da linhagem controle (Figura 12).

Figura 12 — Hidrofobicidade relativa de superficie das leveduras estudadas em 23°C e 37°C. S. boulardii foi

utilizada como controle para este experimento. (*) Diferenca estatistica significativa entre as
temperaturas; (#) diferenca estatistica significativa entre as espécies.
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A variacdo da hidrofobicidade e autoagregacao das leveduras esta relacionada a muitos
fatores. Hossain e colaboradores (2020) analisaram o potencial probidtico de uma nova linhagem
de S. boulardii isolada de pasta de soja e identificaram que apresenta maior hidrofobicidade com
cloroférmio (40,31%) quando comparado com n-hexadecano (23,11%) [90], este dltimo apresen-
tando valores muito semelhantes a hidrofobicidade com hexano identificado nos experimentos

aqui relatados.

5.3.2 Atividade de proteases e fosfolipases

Um dos fatores mais relevantes sobre o potencial de patogenicidade de leveduras, sdo
a producdo de proteases e fosfolipases extracelulares. O papel destas enzimas € amplamente
discutido no desenvolvimento de infec¢des provocadas pela levedura oportunista Candida
albicans [75,91, 92]. Proteases e fosfolipases no contexto de infec¢do flingica possuem um
papel significativo na capacidade que estes microrganismos possuem para invadir os tecidos do
hospedeiro, uma vez que proteinas e fosfolipideos sao constituintes principais das membranas
celulares, servindo como fonte de nutrientes para os fungos além de facilitar sua capacidade
infectiva [75]. As proteases sdo capazes de quebrar as barreiras epiteliais e de mucosa do
hospedeiro, como queratina e coldgeno, ou até mesmo degradar anticorpos, componentes do
sistema complemento e citocinas, possibilitando a fuga do sistema imune por parte destes
microrganismos [93]. Em C. albicans, a produgdo de proteases asparticas (Saps) € um dos fatores
de viruléncia mais importantes a se considerar no contexto de patogenicidade [75]. Por sua
vez, as fosfolipases secretadas pela forma infectante da C. albicans favorece a disrupcao da
membrana plasmaticas da célula do hospedeiro e permite que as hifas do fungo penetrem o
citoplasma [94]. Dessarte, uma das formas como podemos avaliar a capacidade que as leveduras
possuem em liberar proteases e fosfolipases extracelulares € avaliar seu crescimento em meios
especificos, e posteriormente, observar a capacidade de invasdo das col6nias no meio, que pode
ser observada pela formagdo de um halo abaixo da superficie do mesmo (Figuras 13 e 14).

Optou-se por analisar a nivel comparativo a capacidade de atividade enzimética nas
temperaturas de 23°C e 37°C, uma vez que a modificacao na expressdo destas enzimas, assim
como a hidrofobicidade relativa de superficie e a autoagregacdo, podem estar relacionadas ou
sofrer interferéncia de mecanismos adaptativos de tolerancia ao estresse. Como controle, optou-se
por usar a S. bourladii CNMC 1-745, comercialmente veiculada como Floratil, uma vez que esta
levedura apresenta ampla utilizagdo como probidtico, segura e eficiente no tratamento de algumas
disbioses causadas por uso de antibidticos [10]. Destarte, observou-se que a levedura controle
ndo apresentou atividade de fosfolipase ou protease (Pz/Prz = 1) em nenhuma das temperaturas
analisadas (figura 15). Ainda, apresentou crescimento da colonia apenas na temperatura de 23°C
no meio para anélise de protease, o que indica que esta levedura apresenta alguma atividade
proteolitica em temperatura de 23°C, ainda que muito baixa, mas que se torna invidvel em

temperaturas de 37°C (figura 15). Ferndndez-Pacheco e colaboradores (2021) demonstraram que
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algumas linhagens de S. boulardii selvagens encontradas em alimentos apresentam atividade
enzimatica de protease em meio com soro bovino fetal em temperatura de 30°C, e até atividade
de fosfolipases em menor frequéncia [95]. A auséncia de atividade proteolitica e de fosfolipase,
assim como a baixa hidrofobicidade relativa de superficie e autoagregacdo em 37°C diz muito
sobre a capacidade de coloniacdo desta linhagem, e corrobora com o curto tempo de meia-vida e

wash-out desta levedura no trato gastrointestinal [10, 88].

Figura 13 - Fotografias da atividade enzimatica de fosfolipases de Candida ssp.. Observe em A, atividade de
fosfolipase evidente, com a formacao de halo de invasao no substrato (Pz = 0,470) eem B a
colonia sem a presenca de halo, nio evidenciando a atividade enzimatica de fosfolipase por este
isolado (Pz =1).

Kantarcioglu & Yiicel, 2002 (modificada)

Figura 14 — Fotografias das P. membranifaciens (A) e R. mucilaginosa (B) durante experimento atividade
enzimatica de fosfolipases em 23°C. Observa-se o halo de precipitaciao formado por P.
membranifaciens demonstrando uma atividade moderada (Pz = 0,640), enquanto R.
mucilaginosa nao apresenta o halo de precipitacao (Pz =1).

Fonte: do autor
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Figura 15 - Fotografias das placas de cultura dos testes de atividade enzimatica de protease (A) e atividade
enzimatica de fosfolipase (B) da levedura Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii. CNCM
1-745 utilizada como controle.

do autor

Pichia membranifaciens apresentou as maiores atividades enzimaticas dentre os isolados
estudados, apresentando Pz de 0,640 e Prz de 0,714 em 23°C, e alta capacidade de crescimento nos
meios. Todavia, em 37°C observou-se que esta levedura ndo cresce no meio para teste de protease,
e apesar de permanecer com alta capacidade de crescimento no meio de teste de fosfolipase,
apresentou uma redug¢do na atividade enzimatica de fosfolipases (Pz = 0,873) (tabelas 5 e 6).
Este dltimo fendmeno pode indicar que os mecanismos de adaptacdo ao estresse influenciam na
capacidade desta levedura em coletar nutrientes, um fendmeno que € observado em S. cerevisiae.
Contudo, esta ultima apresenta um aumento na liberacdo de proteases com o aumento da
temperatura, assim como diminuicao na producdo de 4cidos e captagcdo de oxigénio [96]. Por sua
vez, a diminui¢@o na capacidade de produzir proteases e fosfolipases de P. membranifaciens pode
estar relacionada com a temperatura 6tima de crescimento desta levedura, que deixa de apresentar
crescimento apds temperaturas de 40°C [97]. Ainda, pode-se supor que, o meio utilizado para
o teste de atividade de fosfolipase, apresente fatores nutricionais que favorecam a resisténcia
de P. membranifaciens ao estresse térmico, sendo este fendmeno justificado pela manutencao
do crescimento 6timo em extrapolar a zona inicial do inéculo (++) em ambas as temperaturas,
apesar da diminuicao considerdvel na atividade enzimética de fosfolipases na temperatura de
37°C (tabela 5).

Por sua vez, o isolado i3 ndo apresentou formacao visivel de coldnias que possibilitassem
a determinacdo de sua atividade enzimadtica de protease. Por ainda ndo ser identificada, apresenta-
se uma dificuldade em compreender o comportamento desta levedura sob as condi¢des estudadas.
Dessarte, conclui-se que esta ndo apresentou atividade enzimadtica de proteases consistentes com
o modelo do experimento. Contudo, no que tange a atividade de fosfolipase, observa-se que esta
levedura apresenta atividade de fosfolipases em ambas temperaturas avaliadas, apresentando

uma leve reducdo no valor Pz na temperatura de 37°C, que consiste de um aumento da atividade
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enzimatica e consistentemente corrobora com o aumento na sua taxa de crescimento no meio,
onde passou a extrapolar a zona inicial do in6culo. Em consoante com seu aumento significativo
na hidrofobicidade relativa de superficie, deve-se levar em consideracdo que esta levedura possa
apresentar um carater patogénico importante, e deve ser investigada com afinco em andlises
futuras. Entretanto, a presen¢a de microrganismos potencialmente patogénicos em alimentos
fermentados tradicionais ndo significa necessariamente que estes alimentos apresentem riscos
a saude, e este fendmeno € explicitado pela presenca de um microbioma vasto e complexo,
que possibilita uma diversificada rede de interacdes [98]. Dessarte, diversos estudos apontam
a importancia do quorum sensing e outros tipos de interacdo em microbiomas complexos e
diversificados. Candida albicans € um perfeito exemplo sobre esta questdo, sendo uma levedura
dimérfica que pode apresentar-se na forma de broto ou na forma de fungo filamentoso, sendo este
ultimo a sua forma patogénica [21]. Os mecanismos envolvidos na modificagdo morfoldgica de C.
albicans resultam de complexos fatores contextuais nos quais estas células estio inseridas, bem
como 0s microrganismos presentes no meio e nos biofilmes dos quais esta levedura faz parte [99].
A presenca de farnesol e triptofol produzidas por microrganismos, possuem a capacidade de
inibir a mudanga de morfotipo celular de C. albicans de broto para fungo filamentoso. Este
fendmeno ocorre no trato gastrointestinal em harmonia com fatores imunes e modificacdes
bioquimicas que favorecem que esta levedura seja um microrganismo comensal comum a muitas
espécies [100-102].

Tabela 5 — Atividade enzimatica de fosfolipases das leveduras estudadas.

Atividade de Fosfolipase

23°C 37°C
Levedura Pz Atividade Crescimento Pz Atividade Crescimento
S. boulardii 1 - - 1 - R
P. membranifaciens 0,640 Moderada ++ 0,873 baixa ++
R. mucilaginosa 1 - + 1 - _

i3 0,888  baixa + 0,761 baixa ++
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Tabela 6 — Atividade enzimatica de proteases das leveduras estudadas.

Atividade de Protease

23°C 37°C
Levedura Prz Atividade  Crescimento Pz Atividade  Crescimento
S. boulardii 1 - + 1 - -
P. membranifacies 0,714 baixa ++ 1 - -
R. mucilaginosa 1 - + 1 - -

i3 1 - - 1 - -

Dentre as leveduras analisadas, R. mucilaginosa apresentou as atividades enzimaticas
mais proximas do controle S. boulardii, nao apresentando atividade enzimaética de protease
ou fosfolipase em 23°C ou 37°C, assim como o controle. A diferenca entre esta levedura e S.
boulardii manifestou-se no crescimento, uma vez que R. mucilaginosa apresentou formagao
de colonia na temperatura de 23°C, mantendo-se na zona inicial do in6culo em ambos os
desafios enzimaticos, o que pode ser observado na figura 14. Em contrapartida esta levedura
ndo apresentou formacgdo de coldnia na temperatura de 37°C, indicando que por menor que
fosse sua atividade de protease e fosfolipase em 23°C, estas capacidades reduziram-se a ponto
de ndo permitir o crescimento celular na temperatura mais elevadas. Este fendmeno corrobora
com o perfil comensal de R. mucilaginosa, que apresenta, de modo geral, baixa a nenhuma
patogenicidade entre suas linhagens. Destarte, registros de fungemia causada por R. mucilaginosa
manifestam-se como um patdégeno oportunista, quando o individuo apresenta alguma fragilidade.
Herbert Hof [103] indica que infec¢des por Rhodotorula spp. podem ocorrer em situagdes de
comprometimento da parede intestinal, tal qual cirurgia abdominal, pacientes em estado grave de
cancer apds passar por terapia citostatica e pacientes em caso cronico de AIDS, cirrose hepatica
ou doencas inflamatdrias intestinais. Ainda, esta espécie pode causar patologias associadas ao
uso de catéteres, uma vez que possuem excelente capacidade de formacgao de biofilme, inclusive

em materiais hospitalares e implantes [103].

5.4 Analise metaboélica das interagoes

Metaboldmica é um campo que tem se tornado de suma importancia para a area de
ciéncia dos alimentos e nutricdo. A identificagdo de moléculas produzidas por microrganismos
oriundos ou presentes em alimentos € uma ferramenta potente que abre novas possibilidades
de investigacdo. A andlise de metabdlitos presentes em condi¢dao de co-cultura pode indicar
que tipos de interagdes beneficiaram a bactéria para manutencdo de sua viabilidade por lon-

gos periodos. Especialmente quando sabe-se muito pouco sobre os metabdlitos envolvidos
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em interacdes microbianas [104]. Verificando o mapa da rede molecular, observam-se 132 no-
dos identificados entre os 4 grupos analisados, totalizando 92 conjuntos (figura 16). Algumas
moléculas identificadas foram encontradas apenas em co-cultura, como fructosil-lisina, dcido
1,2,3,4-tetrahidroharmane-3-carboxilico, L-carnosina e tirosina-prolina. Entretanto, 91 dos no-
dos também foram identificados nas amostras onde a B. lactis foi cultivada em monocultura,
como N-fructosil isoleucina, acido latico e L-triptofano. Este tltimo ponto pode indicar que
estas moléculas ndo necessariamente favorecem as interagdes, mas podem sugerir indicios de

interacdes indiretas em que ha beneficiamento por parte dos microrganismos presentes.

Figura 16 — Rede de interacao molecular dos microrganismos estudados. As esferas indicam possiveis
compostos encontrados por Q-TOF. As cores indicam em que grupos foram identificados tais
compostos , sendo vermelho (HN019 + P. membranifaciens), verde (HNO019 + R. mucilaginosa),

azul (HN019 + i3) e laranja (HN019). Os niimeros referem-se ao peso molecular de cada aduto.
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Fonte: do autor

Os compostos encontrados apds os testes de interacdo estdo listados na tabela 7. A
tabela informa a massa do aduto encontrada por Q-TOF e a massa molecular sem o aduto, além
da formula quimica e quais as amostras que tais compostos foram encontrados. As estruturas
moleculares dos compostos estdo presentes na figura 17. As amostras foram classificadas nos
grupos G1 (HNO19 + P. membranifaciens), G2 (HNO19 + R. mucilaginosa), G3 (HNO19 +i3) e
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G4 (HNO19). Os compostos encontrados no grupo G4 sdo aqueles produzidos pelas B. animalis
subsp. lactis HNO19 em monocultura, e observando tais compostos, podemos observar alguns
tipos de correlacdo. A maculosina, por exemplo, € uma toxina versatil produzida por fungos
e bactérias que possui acao fitotoxica e bactericida e seus derivados também podem ter acao
antifungica [105-107]. Foi observado que este composto foi produzido pela HNO19 e ndo foi
alterado por acdo de P. membranifaciens ou R. mucilaginosa, porém, a auséncia deste composto
no grupo G3 indica que possivelmente o isolado i3 inibe sua produgdo ou possui a capacidade
de hidrolisar esta molécula. Ela € naturalmente utilizada por fungos fitopatogénicos e alguns
fungos marinhos como mecanismo de defesa bioldgica, inibindo a a¢do da planta hospedeira ou
de fitobactérias concorrentes [105, 107]. Contudo, algumas bactérias como Lysobacter capsici
possuem a capacidade de produzir maculosina também como forma de protecdo bioldgica [106].
Ainda, tirosina foi um composto encontrado em G4 que nao foi encontrado em G1 e G2, indicando
que estas leveduras podem ter consumido a tirosina secretada. E sabido que alguns fungos
utilizados em alimentos fermentados, como Aspergillus oryzae e Yarrowia lipolytica possuem a
capacidade de produzir L-dopamina a partir de tirosina [108]. A suplementagdo de tirosina em
Rhosotorula spp. apresenta influéncia na sintese de carotenoides, como o 3-caroteno [109]. Ainda,
Qian e colaboradores demonstraram que a tirosina participa de vias metabdlicas importantes
na atividade antioxidante de R. mucilaginosa, como alcool desidrogenases. Esse grupo de
enzimas participa da interconvercdo de édlcoois em aldeidos e cetonas, estando diretamente
relacionado com respostas de defesa contra etresse oxidativo e contra acdo de micotoxinas como
patulina [110].

Figura 17 — Estrutura molecular de compostos encontrados por analise da rede de interacdo molecular.
Compostos listados na Tabela 7.

(3) [V o}

Fonte: do autor



Capitulo 5. Resultados e Discussdo

52

Tabela 7 — Compostos encontrados através de QTOF, apos dindmica de interacio entre a bactéria e as

leveduras. G1 (HNO19 + P. membranifaciens), G2 (HN019 + R. mucilaginosa), G3 (HN019 +i3) e

G4 (HNO019).
Nuimero Composto Massa aduto Massa Fotm}lla Grupos
molecular quimica
1 Maculosina 261,109 (+H) 260,29 C14H 6N, O3 Gl,G2, G4
Ciclo (L-Fenilalanina-4-
2 hidroxi-Prolina) 261,109 (+H) 260,288 Ci4HigN,O3 | G1,G2,G3,G4
Ciclo (L-Leucina-4- Gl1, G2, G3,
3 hidroxi-Prolina) 227,126(+H) 226,27 C11HgN,O3 G4
4 Tirosina 182,071(+H) 181,19 CoH{NO3 G3,G4
5 Tirosina-Prolina 279,119 (+H) 278,30 Ci4HgN204 G2
6 L-Triptofano 205,086 (+H) 204,23 C11H;2N,0, GL, (C‘{jt G3,
o . 235,106
7 Histidil-Prolina (+H-H,0) 252,270 Ci1HgN4O3 G1,G2,G4
8 Acido 3-indol-litico 188,06 205,21 CiiHiINOs | G1,G2,G3,G4
(+H-H,0) ’ N
9 Ciclo (Prolina-Valina) 197,117 (+H) 196,25 CioH;N2O, | G1,G2,G3,G4
H-Prolina-Fenilalanina- 245115
’ C14H1gN,O
10 OH (+H-H,0) 262,30 14H18N203 1 G1,G2,G3,G4
11 Ciclo 211,133 (+H) | 210273 | CuHisN202 | G1,G2,G3,G4
(L-Leucina-L-Prolina) ’ ’ T
12 N-Fructosil-Isoleucina 294,138 (+H) 293,316 C12Hy3NOy G1,G2,G3,G4
13 L-Carnosina 227,101 (+H) 226,23 CoH4N4O3 G1,G3
14 Fructosil-lisina 309,148 (+H) 308,331 Ci2Hp4N, 07 G2
Acido 1,2,3,4-
B C13Hi4N,0
15 Tetrahidroharmane-3- | 231,101 (+H) | 230,26 PHAT G2
Carboxilico
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Dipeptideos ciclicos sdo comumente produzidos e secretados por fungos e bactérias
como mecanismo de defesa e como parte do quorum sensing. Este ultimo mecanismo € es-
sencialmente importante em alimentos fermentados e comunidades microbianas complexas
pois estdo atrelados a mecanismos de reducao de fatores de viruléncia [111]. Estes mecanis-
mos atrelados aos dipeptideos ciclios sdo especialmente relatados em dipeptideos contendo
prolina como um de seus mondmeros, o que inclui ciclo (L-tirosina-L-prolina), encontrada no
grupo G2, ciclo (L-prolina-L-valina), ciclo (L-fenilalanina-4-hidroxi-prolina), ciclo (L-leucina-
4-hidroxi-prolina) e ciclo (L-leucina-L-prolina) encontrados em todos os grupos, que possuem
acdo anti-bacteriana [111]. Estes dipeptideos com prolina sdo encontrados em kimchi, no qual
também sao reportados como ferramentas microbianas importantes para defesa e quorum sen-
sing de algumas bactérias como Lactobacillus spp. € Leuconostoc spp [112]. Por sua vez, a
presenga de acido 1,2,3,4-tetrahidroharmane-3-carboxilico no grupo G2 pode ter beneficiado a
HNO19, sendo um alcaloide de alto poder antioxidante, principalmente contra agdo de H,O»,
como demonstrado por Lamchouri e colaboradores (2022) [113]. Esta acdo pode ser de extrema
importancia para Bifidobacterium spp., pois na presenca de oxigénio, estas produzem grande
quantidade de H,O, [78].
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Figura 18 — Espectros de fragmentacao de tirosina e isoleucina-glutamato.
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Figura 19 — Espetros de fragmentacio de histidina-prolina e fructosil-lisina.
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Figura 20 — Espectro de fragmentacao de acido 1,2,3,4-tetrahidroharmane-3-carboxilico.
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5.5 Potencial biotecnologico

Os mecanismos de intera¢do microbiana t€ém ganhado cada vez mais evidéncia acadé-
mica e atualmente compreendemos o porqué. Com o aumento do interesse global por estudos
sobre microbiota e microbioma, observou-se que a interrelacao entre microrganismos € um
fator chave para a compreensao de diversos mecanismos regulatérios em sistemas bioldgicos
complexos [16, 114]. Os mecanismos de interac@o entre leveduras e bactérias podem ocorrer
por competi¢do, mutualismo, amensalismo, comensalismo, parasitismo e simbiose, contudo,
estendem-se entre fendmenos como antibiose, cross-feeding, endosimbiose facultativa, micofagia,
transferéncia horizontal de genes, comunicacido semioquimica, entre outros [114]. Consequéncias
dessas interacOes sao o aumento da versatilidade, por maior complexidade e variedade genética do
microbioma, € aumento na robustez microbiana com o aprimoramento de mecanismos de toleran-
cia ao estresse [62]. Espécies de Rhodotorulla sao reportadas em diversos tipos de ecossistemas,
sdo leveduras mesofilicas, mas podem também ser encontradas em regides antarticas e toleram
bem uma gama de condi¢des ambientais [115]. Também € uma levedura amplamente reportada
em néctar de flores, demonstrando ser uma levedura com importante capacidade osmotolerante,
0 que explica sua maior frequéncia nos primeiros momentos da fermentagdo [114]. Espécies
deste género nao realizam fermentacao, e a presenca desta em todas as amostras de kombucha
analisadas neste trabalho, bem como outras amostras reportadas na literatura, sugerem que esta
levedura possui um papel importante na manuten¢ao do microbioma da bebida, mas, também
abre possibilidade de que este microrganismo seja oportunista em algumas condigdes [45,89]. Na
kombucha, o fendmeno mais provdvel, é que esta levedura colabore com a dindmica microbiana

ao longo do processo de fermentacao, destarte que o sistema simbidtico da kombucha € capaz
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de inibir ou combater o crescimento de microrganismos que nio colaboram para o equilibrio
do mesmo [43]. Ademais, o beneficiamento da bactéria probidtica Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 pode ser um indicativo de que esta levedura é capaz de apresentar inte-
ragcdes vantajosas com diversos tipos de microrganismos e isso pode ser um fator importante
considerando que Rhodotorula spp. sdo frequentemente encontradas em dgua, solo, plantas e
animais e ndo é comumente associada com fungemias humanas, apesar de haverem ocorréncias
clinicas [89]. No ramo de alimentos, Rhodotorula é considerada um microrganismo deteriorante,
associada principalmente com alimentos lacteos, cdrneos, sucos e alguns vegetais. Ela € capaz
de crescer em ambientes dcidos com pH proximo de 2,2, permitindo assim seu crescimento na
kombucha. Nada obstante, espécies de Rhodotorula ainda podem ser utilizadas como ferramenta
biotecnoldgica de controle bioldgico de outros fungos deteriorantes de alimentos e bebidas, como
Botrytis cinerea e Penicillium expansum, sendo este um fendmeno observado também em R.
mucilaginosa, nesses casos considerado um fungicida nao sintético [89], e seu papel no processo
fermentivo da kombucha pode estar associado a inibi¢do de outros microrganismos deteriorantes.
Ainda, R. mucilaginosa pode apresentar potencialmente diversos efeitos benéficos a satude, uma
vez que produzem lipideos, carotenoides, folato, proteinas e enzimas importantes [103].

De fato, leveduras comensais como R. mucilaginosa e C. albicans também colaboram
para a dindmica microbiana intestinal, e as interagdes que estes microrganismos realizam sdo de
suma importancia para a manutencdo da homeostase. Linhagens de Staphylococcus aureus pos-
suem a capacidade de aderir-se a forma de hifa da C. albicans, mas ndo a sua forma de levedura.
Esta interacdo de coagregacdo inter-reino esté relacionada com a expressao da adesina/invasina
Als3, expressa pelo fungo apenas em sua forma filamentosa. Destarte, a bactéria aproveita-se
deste mecanismo secretando fatores de crescimento que estimulam a conversao morfotipica
do fungo, promovendo a formacgdo de biofilmes, estimulando uma maior resisténcia de ambos
microrganismos [116]. Als3 é uma adesina/invasina de amplo espectro que atua na interagao
fingica com células epiteliais orais, pelicula salivar, fibronectina, fibrinogénio, coldgeno do tipo
IV, células endoteliais e laminina [117]. Canabarro e colaboradores [118] reportaram associagdo
de Rhodotorula spp. com C. albicans em pacientes com periodontite subgengival cronica grave,
bem como outras espécies de leveduras, como C. parapsilosis, C. tropicalis e C. dubliniensis.
A capacidade de associagdo entre tais leveduras na formacao de biofilme sugere uma partici-
pacdo direta de Als3. Todavia, na maior parte dos casos, é evolutivamente mais vantajoso para
as leveduras manterem sua posicdo como microrganismo comensal. Tendo isso em visto, C.
albicans pode prevenir sua mudanga morfotipica de broto para filamento através da secrecio de
farnesol, um componente importante no guorum sensing fingico, que consequentemente atua
como agente antibacteriano, inibindo a fixacdo de S. aureus [116]. Dessarte, ambas as formas
de broto e filamento de C. albicans podem ser identificadas no trato gastrointestinal, e nao
apenas as interagdes entre os microrganismos sao responsaveis por este fendmeno. O sistema
imune do hospedeiro também € responsavel pela manutencdo da condi¢do de comensalismo das

leveduras, uma vez que imunoglobulinas IgA anti-C. albicans apresentam maior afinidade e
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forca de ligacdo a forma filamentosa do fungo, apresentando Als3 como principal alvo [101,102].
Por sua vez, um fendmeno semelhante deve ocorrer na manutengdo de R. mucilaginosa como
microrganismo comensal na micobiota humana. A ndo expressao de proteases e fosfolipases de
maneira significativa em temperatura de 37°C, pode ser um fator importante para ndo engatilhar
uma resposta imune do hospedeiro. Sabe-se ainda que Rhodotorula spp. ndo apresentam 1-3-83-
glucanas em sua parede celular, resultando na ndo ativagdo do receptor de dectina-1 (CL7C7A)
por macréfagos [103]. Este receptor ocorre principalmente em células do sistema imune inato
e atua no reconhecimento de padrdes moleculares (PRR), como receptores do tipo Toll, sendo
responsaveis principalmente pelas respostas imunes antifungicas. Ainda, € sabido que a auséncia
ou ineficécia deste receptor resulta no aumento da susceptibilidade as infeccdes flingicas bem
como uma piora no prognostico de fungemias [119]. Por fim, de fato R. mucilaginosa, como
microrganismo comensal, apresenta um papel fundamental na homeostase do organismo. E
reportado que a deplecdo de R. mucilaginosa, assim como outros fungos comensais, estao relaci-
onados com o aumento da gravidade de casos de COVID-19. Curiosamente, observou-se uma
correlagdo inversa significativa entre a quantidade de R. mucilaginosa no trato gastrointestinal e
a expressao da enzima conversora de angiotensina (ECA) no sangue, o principal alvo da proteina
SPIKE do virus SARS-COV-2 para entrada nas células hospedeiras [101].

A kombucha apresenta uma variedade considerdvel de microrganismos, especialmente
no que se diz respeito a biodiversidade de leveduras, dentre as leveduras mais comumente en-
contradas, reportam-se os géneros Saccharomycodes, Schizosaccharomyces e Zygosaccharomy-
ces [40,41,44-46]. Entretanto, tais géneros assim como Pichia, sdo importantes deteriorantes de
vinhos, ndo sendo diferente do caso de Pichia membranifaciens [120]. Esta espécie foi detectada
na kombucha k3, e apresentou uma excelente manuten¢ao da viabilidade de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 apds co-cultura. Pichia membranifaciens € uma levedura capaz
de formar peliculas na superficie de contato liquido-ar durante a producdo do vinho e outras
bebidas, assim como espécies de Brettanomyces/Dekkera [120,121]. Na kombucha, é esperado
que estas participem, em parte, do processo de formag¢do do SCOBY. Esta caracteristica pode
ser importante para o desenvolvimento de microrganismos anaerébios ou pouco tolerantes a
aerobiose como a HNO19, uma vez que pode ocorrer reducdo das trocas gasosas na superficie
ar-liquido, contudo, tal proposicao deve ser investigada. Ademais, outros alimentos fermentados
tradicionais como kefir, kimchi e chucrute podem ser utilizados como fonte de microrganismos
para novos usos biotecnoldgicos, entretanto, seu potencial patogénico ainda deve ser ponderado,
pois mesmo que estes microrganismos possam ser seguros se consumidos na matriz alimentar
fermentada, estes podem apresentar riscos se mal utilizados. Gut e colaboradores (2019) encon-
traram leveduras Saccharomyces spp. e Kluyveromyces spp. em kefir, das quais, apresentaram
atividade proteolitica moderada e baixa respectivamente. Ainda, o mesmo trabalho ressaltou que
a hidrofobicidade relativa de superficie explicitou grande variagc@o entre as leveduras isoladas,
de 15,58% a 88,75%. De modo contrario, a autoagregacao apresentou uma variagdo mais sutil,

de 30,59% a 42,86% [73]. Os dados de hidrofobicidade e autoagregacao apresentam uma certa
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semelhanca com os dados encontrados nas leveduras de kombucha, onde a variag@o na hidrofobi-
cidade foi significativamente maior entre espécies e até mesmo intraespécie quando analisadas
em diferentes temperaturas, por sua vez, nao foi observada grande variacao na autoagregacao
das leveduras, com exce¢do de P. membranifaciens. Esta ocorréncia pode indicar também que a
hidrofobicidade apresenta um papel importante na sobrevida de leveduras oriundas de alimentos.
Quando comparamos com Candida spp., observa-se uma variacao menor na hidrofobicidade,
apesar deste grupo ser parafilético. Dabiri e colaboradores (2018) observaram que a hidrofo-
bicidade entre as espécies de Candida analisadas variou de 10,24% =+ 3,46% para Candida
guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii), espécie encontrada geralmente em alimentos e em
ambiente natural, e 42,97% + 16,10% para Candida parapsilosis, espécie usualmente patogénica.
Corroborando, o mesmo estudo identificou a ndo atividade enzimadtica de proteases e fosfolipases
para C. guilliermondii e atividade enzimatica baixa para C. parapsilosis para ambas as enzimas.
Contudo, vale ressaltar que todas as linhagens analisadas no trabalho de Dabiri e colaboradores
foram isoladas em contexto clinico de suspeitas de candidiases [92].

Uma forma inusitada e pouco estudada de interacdo entre leveduras e bactérias, que
também pode explicar a sobrevivéncia da B. animalis subsp. lactis HNO19 em aerobiose, € a evi-
déncia de endossimbiose facultativa. Evidéncias cientificas demonstram que bactérias evoluiram
concomitantemente as células eucariotas para que se fosse possivel o estabelecimento de relacdes
endossimbidticas tempordrias e facultativas, ou seja, bactérias podem ser acomodadas no interior
de leveduras, mais precisamente em seus vacuolos, como demonstrado por Heydari e colabora-
dores (2020) [122]. Esta categoria de interacdo entre procariotos e eucariotos é conhecida, sendo
seu exemplo mais famoso e discutido, a origem de organelas como mitocOndrias e plastideos.
Ademais, a maneira como essa relacao é estabelecida, pode resultar em intera¢des de mutualismo,
amensalismo ou parasitismo [122, 123]. O vactiolo das leveduras é uma organela especializada
que pode ocupar a maior parte do compartimento citoplasmético celular, podendo ser facilmente
observada por microscopia optica. Este apresenta diversas fungdes como armazenamento de
nutrientes e outros compostos, bem como faz parte do aparelho celular de digestao e autofagia
para recuperacdo de componentes intracelulares [124]. Leveduras podem sequestrar bactérias em
situacOes de estresse, aumentando a sobrevida das bactérias e suprindo-as com nutrientes até que
as condi¢des extracelulares sejam favordveis para o crescimento de ambas [125]. Este fenomeno
ainda possibilita que as leveduras filhas também propaguem bactérias em seus vaciolos mesmo
apods brotamento da célula mae e sugere também que este mecanismo seja um importante sistema
de entrega de bactérias, advindas de alimentos fermentados e probidticos, no intestino [122, 125].
A endossimbiose facultativa pode ser induzida pelo fungo, o qual pode armazenar a bactéria até
que haja necessidade de sua liberacao no meio, para que a bactéria possa suprir uma desvantagem
metabolica de seu hospedeiro, sendo esse sistema denominado de “bacterial farming* [126]. Por
outro lado, a endossimbiose facultativa pode ser induzida pela bactéria, dependendo de sintese
de glucanases que possibilitem sua entrada através da parede celular da levedura [122].

Dada a complexidade ecolégica em alimentos fermentados tradicionais, € esperado que
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o fendmeno de endossimbiose facultativa ocorra. Algumas coldnias de leveduras isoladas de
kombucha no decorrer deste trabalho, passaram a apresentar pequenas colonias de caracteristicas
morfoldgicas distintas dentro da regido da colonia original apds muito tempo de cultura em
23°C, colonias estas geralmente esquecidas para descarte. Estas colonias menores usualmente
surgiam em regides onde as coldnias iniciais eram mais velhas. Além disso, esse fendmeno foi
observado em uma das placas dos testes preliminares de atividade enzimdtica de protease, para a
levedura R. mucilaginosa, que ndo apresentou crescimento em 37°C, mas que a partir do 4° dia de
cultura, apresentou 2 colonias sem coloracdo rosa ou laranja (caracteristica de Rhodotorula spp.)
(figura 21), e que nao apresentavam aspecto de levedura sob microscopio. Dessarte, supoe-se
que estas colonias sejam bactérias que estavam armazenadas em algumas células de levedura
€ conseguiram crescer no meio, uma vez que as leveduras passaram por situacio de estresse
celular. Entretanto, ndo foi possivel identificar qual o microrganismo. Dessarte, estes fendmenos
a principio foram considerados como contaminag¢ao das culturas até que foi encontrada na
literatura cientifica a possibilidade da endossimbiose facultativa estar ocorrendo, e que alguns
grupos de pesquisa depararam-se com fendmenos semelhantes. Assim, diversas técnicas foram
utilizadas até que as leveduras pudessem ser cultivadas de maneira axénica, quando nao mais foi
possivel identificar o surgimento das culturas morfologicamente distintas nas placas de cultura
das leveduras. Algumas Bifidobacterium spp., como B. longum, B. infantis e B. adolescencentis
apresentam exoglucanases, sendo um indicativo da capacidade destas bactérias em induzir
endossimbiose com leveduras, apesar deste fendmeno ainda nao ter sido reportado na literatura
até o momento da escrita desta dissertacdo [127, 128]. Ainda, ampla gama de registros cientificos
demonstram que (3-glucanas possuem efeito prebidtico em diferentes espécies de Bifidobacterium
spp., aumentando sua resisténcia a estresse celular, também sendo aprovadas pela Autoridade
Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) como um componente alimentar [127-130]. Fator
este que também pode contribuir para a manutencdo destas bactérias em co-cultura com a
leveduras. Ademais, outros fatores podem ser responsdveis pela manuteng¢ao da sobrevida das
bactérias, como a liberacdo de fatores de sobrevivéncia, liberagcdo de aminodcidos e outros

compostos nitrogenados no meio e quebra de substincias toxicas para as células [15, 16, 65].
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Figura 21 — Fotografia de colonias de microrganismos que surgiram no local do inéculo de R. mucilaginosa
apos esta nio crescer no teste de atividade enzimatica de protease. A drea marcada refere-se a
zona do inéculo de R. mucilaginosa no meio.

Fonte: do autor
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6 Conclusoes

Observa-se que as kombuchas, apesar de diversificadas em origem, possuem alguns
microrganismos em comum, contudo, a variacdo de microrganismos dificulta a padronizac¢ao do
processo fermentativo. Ademais, a predominancia de diferentes microrganismos ao longo do
tempo de fermentacao resulta em diferencas cruciais no processo. A presenca de Rhodotorula
mucilaginosa em todos os kombuchas estudados e sua excelente interacdo com a bactéria
probidtica Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 nas condi¢des de ensaio, demonstra que
essa levedura possui um potencial importante para possibilitar e consolidar a permanéncia desta
bactéria em uma kombucha, potencialmente resultando em uma bebida fermentada probidtica.
Ainda, outras leveduras como Pichia membranifaciens podem ser alvo de estudos sobre sua
potencial utilizac@o na constru¢do e manutencdo de um kombucha probiético ou sobre seu uso
como adjuvante em formulagdes probidticas com a linhagem HNO19. A levedura R. mucilaginosa
demonstrou caracteristicas de autoagregacdo, hidrofobicidade relativa de superficie, atividade
enzimdtica de proteases e fosfolipases sempre préximas do controle S. boulardii. Ainda, sua
baixa patogenicidade registrada na literatura cientifica demonstra que esta levedura apresenta
um importante potencial biotecnoldgico para dispor de microrganismos probidticos, dado sua
caracteristica cosmopolita, seu comportamento comensal e sua vasta capacidade de adaptacdo as
diferentes condi¢des ambientais que estes microrganismos sao encontrados. Ainda, através de
andlise metabdlica, observou-se um papel importante de dipeptideos, principalmente compostos
de prolina. Tal achado sugere que as interagdes entre Bifidobacterium e leveduras estdo associadas
a principalmente controle bioldgico e guorum sensing.

Assim, dois pontos se fazem de suma importancia na continuidade deste trabalho. Pri-
meiramente, deve-se focar na viabilizacdo da inser¢c@o de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19, seja durante ou pds-fermentacdo, em uma kombucha e monitorar a viabilidade desta
espécie ao longo do tempo de fermentacdo e armazenamento. A presenca de Rhodotorula mu-
cilaginosa se faz importante nesse momento. Segundamente, deve-se monitorar as relagdes
microbianas entre HNO19 e outros microrganismos presentes na rede. O enfoque em dipepti-
deos pode ser uma estratégia importante, uma vez que estes compostos foram encontrados na
monocultura de HNO19 e pode dar indicios de que a regulacdo da manuten¢do da viabilidade
da bactéria probidtica possa também se regulada por ela mesma, influenciando o metabolismo

secundario das leveduras.
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ANEXO A - Atividades Complementares

Figura 22 — Trabalho apresentado no “13° Simpésio Latino Americano de Ciéncia dos Alimentos” -
“Homemade and Commercial Kombucha Fermentation: Diferences and Similarities*‘.
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Figura 23 — Palestra do Nicleo de Estudos em Fermentacoes da Universidade Federal de Lavras -
“Kombucha: da cozinha para Indastria”.
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CERTIFICADO

Certificamos que,

Icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

Participou como ouvinte do 5° Ciclo de Palestras em Microbiologia — Kombucha:
da Cozinha para Indtstria promovide pelo Nicleo de Estudos em Fermentagdo
realizado no dia 10/09/2020 com duracao de 1 hora.

Lavras (MG), 10 de setembro de 2020
}
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Rosane Freitas Schwan
Coordenadora Geral
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Figura 24 — Palestra do Nicleo de Estudos em Fermentacoes da Universidade Federal de Lavras -
“Kombucha: definicao legal e registro de estabelecimento”.
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CERTIFICADO

Certificamos que,

Icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

Participou como ouvinte do 5° Ciclo de Palestras em Microbiologia — Kombucha:
defini¢do legal e registro de estabelecimento promovido pelo Nicleo de Estudos
em Fermentacdo realizado no dia 17/09/2020 com duragio de 1 hora.

Lavras (MGQ), 17 de setembro de 2020
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Rosane Freitas Schwan
Coordenadora Geral
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Figura 25 — Palestra do Nicleo de Estudos em Fermentacoes da Universidade Federal de Lavras -
“Desenvolvimento de novas bebidas probiéticas”.
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CERTIFICADO

Certificamos que,
icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

Participou como ouvinte do 5° Ciclo de Palestras em Microbiologia —
Desenvalvimento de novas bebidas probidticas promovide pelo. Nicleo de
Estudos em Fermenta¢do realizado no dia 24/09/2020 com duracio de 1 hora.

Lavras (MGQ), 24 de setembro de 2020
}
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Rosane Freitas Schwan
Coordenadora Geral
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Figura 26 — Artigo publicado na revista Fermentation (IF: 3,975)
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The Technological Perspectives of Kombucha and Its
Implications for Production
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Daniel Quarentei Rossini, Rayane de Souza and Cristina Stewart Bittencourt Bogsan *
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Abstract: Fermentation is one of the oldest biotechnological tools employed by mankind. Fermenting
food gives them better sensory and nutritional qualities, the latter including vitamins, phenolic
compounds, antioxidants, and antimicrobials. Kombucha is the result of the fermentation of a
sweetened Camellia sinensis infusion by the action of a symbiotic community of yeasts and bacteria
organized in a cellulosic biofilm called SCOBY and has gained great prominence among fermented
foods and beverages, with a considerable increase in its popularity in the last decade, both among
consumers and within the scientific community. This is explained by the particular functional and
microbial characteristics of this beverage, such as its antioxidant and antimicrobial potential, long-
term stable microbial communities, its suitability for fermentation under different conditions of
time and temperature, and amenability to other carbon sources besides sucrose. Thus, this review
aims to present and discuss the functional, microbial, and physicochemical aspects of kombucha
fermentation, covering the many challenges that arise in its production, in domestic, commercial, and
legislation contexts, and the next steps that need to be taken in order to understand this drink and its
complex fermentation process.

Keywords: traditional fermented food; heath; food technology; microbiome

1. Introduction

One of the oldest methods of preserving food is through the fermentation process.
The metabolites produced during fermentation generate desired characteristic flavors and
decrease food matrix pH, inhibiting the growth of pathogenic bacteria increasing shelf
life [1]. Fermented foods and beverages have been part of the cuisine of diverse populations
for thousands of years, all over the world, as explored in Sandor Katz’ book, The Art of
Fermentation, an important reference for artisanal producers [2]. Fermented foods were
probably the earliest processed foods, and the ancient fermentation techniques were known
by philosophers and alchemists [3]. Fermented foods, such as kefir, kombucha, sourdough
bread, kimchi, sauerkraut, tempeh, natto, and miso, and others, including, as some of
the most popular products, vinegar, beers, wines, and cheeses, are used in our daily lives
and represent the oldest known uses of biotechnology [4,5]. Concerning public health
and food culture, fermented foods confer microbiological safety and correspond to about
a third of the world’s diet [5]. It is known that there is a risk that foods of animal and
vegetable origin may be contaminated with viruses, fungi, and bacteria, which make
disease outbreaks transmitted by common foodstuffs a considerable public health problem
worldwide [6]. Thus, this review aims to present and discuss the functional, microbial,
physicochemical, and safety aspects of kombucha fermentation under the lens of the
differences identified in the literature regarding the home and industrial production of this
traditional fermented beverage.

Fermentation 2022, 8, 185. https:/ /doi.org/10.3390,/ fermentation8040185

https:/ /www.mdpi.com/journal/ fermentation
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Figura 27 — Artigo publicado na revista Current Geriatrics Reports (IF: 1,17)

Current Geratrics Reports
https://doi.org/10.1007/513670-020-00337-3

NUTRITION, OBESITY, AND DIABETES (SML RIBEIRO, SECTION EDITOR) @
Chock

g

updates.

Traditional Fermented Foods as an Adjuvant Treatment to Diabetes

Caroliny de Almeida Souza' « [caro Alves Cavalcante Leite de Oliveira® « Victoria Ananias de Oliveira Rolim" +
Cristina Stewart Bittencourt Bogsan ' (3

Accepted: 26 October 2020
) Springer Sdence+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2020

Abstract

Purpose of Review The use of traditional fermented foods as an aliernative therapy for diabetes treatment has been widespread
used without scientific proof, sometimes aggravating the clinical condition. This work explores the application of fermented
foods with anti-glycemie activity for adjuvant therapy which fight against diabetes and differentiates them from those popular
fermented foods generally used based on empirical knowledge.

Recent Findings The role of physiologically active components of foods has changed our understanding of diet effects on human
health, placing it in a prominent position, becoming a strategic and alternative treatment for metabolic diseases such as diabetes.
However, identifying the use efficacy is somewhat complicated since the diet promotes interference from multiple factors.
Summary It can be concluded that traditional fermented foods can be considered great helpers in the complementary and
alternative treatment of diabetes, improving mechanisms such as glycemic control, recovery or maintenance of body weight,

and antioxidant capacity.

Keywords Kombucha - Kefir - Traditional fermented foods - Diabetes - Glucose control - Antioxidant

Introduction

Fermentation is one of the oldest food preservation methods,
ensuring durability and microbiological safety, and adding
desired flavors [1]. Fermented foods and beverages have been
part of the cuisine for thousands of years by diverse societies
worldwide [2, 3]. The production and consumption of
fermented products is an old habit and represents one of the
carliest known uses of biotechnology. Examples of fermented
products are kefir, kombucha, sauerkraut, tempeh, natto, miso,
kimchi, sourdough bread, and even the most popular products
used in our daily lives such as vinegar, beers, wines, and
cheeses [4]. The role that fermented foods play is not only
related to the development of civilizations and cultural rela-
tions between countries but also a source of nutritional

This article is part of the Topical Collection on Nutrition, Obesity, and
Diabetes

[0 Cristina Stewart Bittencourt Bogsan
cris. bogsan@usp.br

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sio Paulo,
Av. Professor Lineu Prestes, 580, Sio Paulo, Brazil

Published online: 11 November 2020

importance [3. 5], microbiota modulation, and adjuvant ther-
apy for pathologies such as diabetes [6].

The microbiota function in maintaining the intestinal bar-
rier integrity leads to metabolic homeostasis, protecting
against infections and improving the host immune system.
Microbiota modification may be a new treatment strategy for
metabolic diseases, such as diabetes mellitus (DM) [7]. This
madification can oceur through the use of beneficial microbes,
such as probiotics in functional food, that is, “live microor-
ganisms that when consumed in adequate quantities have ben-
eficial effects on health and well-being of the host™ [8+=, 9].

Beneficial effects of probiotics utilization in the prevention
and treatment of DM are shown in experimental studies, per-
haps through modulation of the intestinal microbiota, immune
response, and other mechanisms [10, 11, 12]. However, to
verify the efficacy of probiotics usage in the glycemic control
of diabetic subjects is complex, due to the variables like feed-
ing habits, drug use, and body composition that affect the
intestinal microbiota, carbohydrate metabolism, insulin secre-
tion, energy balance. and other intestinal hormones [7].

New therapeutic strategies that benefit the diabetic patient
to promote the glycemic and weight control are highlighted in
the research field. Essential mechanisms for preventing chron-
ic complications and controlling the lipid profile, oxidative

@ Springer
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Figura 28 — Participacao como Revisor Técnido do livro “Fermentacio a Brasileira”. Editora:
Melhoramentos, 2020.

[EONARDO AVES DE ANDRADE

FERNANDO GOLDENSTEIN CARVALHAES

INSTITUTO BRASIL A GOSTO epresenta

FERMENTACAO
A BRASILEIRA

Explore o universo dos fermentados com
receilas e ingredientes nacionais
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Figura 29 — Participacao do Webinar “Fermented Foods and Health: Dows Today’s Science Support
Yersterday’s Tradition?*.

Continuing Professional Education
Certificate of Completion

Webinar: Fermentqd Foods and Health: Does Today's Science Support Yesterday's Tradition?
Participant Name: Icaro Oliveira

Date Completed: Apr 20, 2022

Session Number: 168363

CPEUs Awarded: 1.00

Suggested Performance Indicators: 8.1.1,8.1.3, 8.1.4,8.1.5

CDR Activity Type: 171

CPE Level: 2

Provider: Mary Ellen Sanders

This certificate is for your records and should be retained

by you to evidence your completion of the foregoing CPEUs.
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Figura 30 — Participacao do ““International Workshop on Advances of Probiotics and Prebiotics*‘.

INTERNATIONAL WORKSHOP
ON ADVANCES OF
PROBIOTICS AND PREBIOTICS

DECLARATION OF ATTENDANCE

The Dairy, Probiotics and Prebiotics Laboratory (LLPP) and
the Quantitative Food Microbiology Laboratory (LMQA) declare
that

icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

attended the International Workshop on Advances of
Probiotics and Prebiotics (IWAPP), held on November 24-25,
2020 in online format.

WORKSHOP TEORICO PRATICO

XXIV SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA

LV Semana Universitaria Paulista de Farmacia-Bioquimica

BIRLANA ARG TUTICA 74 GHIMCLA | TICAGAEM
b a4 AL A PR AL

CERTIFICADO

Certificamos que fcaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira apresentou o trabalho Exploiting
kombucha's yeast metabolism on bacteria stress resistance na XXIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e
Tecnologia, realizada no periodo de 27 de setembro a 1 de outubro de 2021, em formato de VIDEO
CIENTIFICO na categoria de MESTRADO.

Sdo Paulo, 19 de outubro de 2021.

Prof. Dr. Eduardo Lani Volpe da Silveira Prof. Dr. Jodo Paulo Fabi Prof. Dr. Humberto Gomes Ferraz
Presidente da Comissio de Avaliagio de R e Presidente da Comissdo Organizadora Diretor da FCF-USP
Videos e Comissio de Avaliacio de Apresentacbes Orais
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Figura 32 — Participacao no “International Symposium - Fungi: From The Environment To The Host.

unesp®

SAD PAULO STATE UNIVERSITY

1st International Symposium

FUNGI: FROM THE ENVIRONMENT TO THE HOST

We certify that

[caro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

attended the 1st International Symposium Fungi: from the enviroment to the host,
held virtually from November do 23rd to 27th, 2020

November, 23rd - 27th, 2020

D\T‘nﬁr == WM tnelhon &L ‘,_{./I i J&.@-A

Prof. Dr. Mafia José Sodres es Glannini Prof. Dr. Marcia de Souza Carvalho Melhem P of 0 Alessa %19 e ae 0 e ra
f the Biosciences and Biotechnalogy Applied 1o Pharmacy Geaduate Prograrn Steering Committee
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Figura 33 — Histérico escolar do mestrado - parte 1 de 2.

21/03/2022 10:39

J'a Nnius - Sisterma Administrativo da Pos-Graduagdo
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9133 - 11430780/1 - Icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

Email: icaro.biotech@usp.br

Data de Nascimento: 2211211991

Cédula de Identidade: RG - 3.560.877 - PB

Local de Nascimento: Estado da Paraiba

MNacionalidade: Brasileira

Graduagéo: Bacharel em Biotecnologia - Universidade Federal da Paraiba - Paraiba - Brasil - 2018

Curso: Mestrado

Programa: Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica

Area: Tecnologia de Alimentos

Data de Matricula: 20/05/2019

Inicio da Contagem de Prazo: 20/05/2019

Data Limite para o Depésito: 19/05/2022

Orientador: Prof(a). Dr(a). Cristina Stewart Bittencourt Bogsan - 20/05/2019 até o presente. Email:
cris.bogsan@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, 20/05/2019

Data de Aprovagdo no Exame de Aprovado em 15/12/2020

Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagdo da
Banca:

Data de Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 20/05/2019
Aluno matriculado no Regimento da Pds-Graduagio USP (Resolugéo n® 7493 em viger a partir de 29/03/2018).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 21/03/2022
Impresso em: 21/03/2022 10:37:55
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Figura 34 — Histérico escolar do mestrado - parte 2 de 2.

21/03/2022 10:39

Fanus - sistema Administrativo da Pés-Graduag
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Universidade de Sao Paulo

FICHA DO ALUNO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

9133 - 11430780/1 - icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Hc(.:r?l?l Cred. Freq. Conc. Exc. Situacao
e Lopioos Expaioks.am e ioga Bioquimcg- 12/08/2019  20/10/2019 30 2 100 A N Concluida
FETOTOr ExlicacnmoinemsProbicbenahehior®  oaopiis 20002010 160 4 100 A N Concluida

Utilizagao de Saccharomyces cerevisiae como
BTCS5819- Organismo Madelo em Biologia Molecular (Curso .
211 Interunidades: Biotecnologia - Universidade de Sag  2//09/2019 28/11/2019 60 & 78 A N Conduida
Paulo)
PO Aoz Drondtioos em Alimentos e suas Implicagdes "2 151012019 2511112019 60 4 91 A N Concluida
Fsaﬁoo‘ ?f;g&?;&%%ﬂ;ﬁf&igza de 03/02/2020 05/04/2020 80 6 9 A N Concluida
FBAS728- . . Turma
49 Aprimoramento Pedagdgico 17/03/2020  13/04/2020 &0 4] - - N cancelada
PBAS025- Introdugao a Docéncia para o Ensino Superior Pré-
174 (Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos  15/10/2020  23/12/2020 60 0 - - N matricula
- Universidade de Sdo Paulo) indeferida
Preparagao Pedagdgica para Aperfeicoamento do
TNM5784- Ensino de Ciéncias (Instituto de Pesquisas .
6/2  Energéticas e Nucleares - Universidade de Sao 1602021 26/042021 30 2 100 A NI Conclufsa
Paula)
FBT5712- ¢ . :
a1 Biotecnologia de Produtos Naturais 22/03/2021  07/05/2021 30 2 100 A N Concluida
5 . i Pré-
EAHS001- Preparagdo Pedagdgica (Escola de Artes, Ciéncias z
144 e Humanidades - Universidade de Sao Paulo) 23/03/2021  15/06/2021 60 0 - - N i:‘:;?;:‘éz

Créditos minimos exigidos

Créditos obtidos

Para exame

de qualificacdo

Para deposito da dissertacdo

Disciplinas: 0 25 26
Estagios:
Total: 0 25 26

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Transferéncia,

Conceito a partir de

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 21/03/2022

Impresso em: 21/03/2022 10:37.55
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ANEXO C - Curriculo Lattes

Figura 35 — Curriculo Lattes - parte 1 de 6.

Icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira

Enderego para acessar este CV: hittp://lattes.cnpq.br/9008454 158049520
1D Lattes: 9008454158049520
Ultima atualizagdo do curriculo em 28/03/2022

Entusiasta por biotecnologia, atualmente €& mestrando do Programa de Pés-Graduacdo em Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica - FCF/USP, pela Universidade de S&o Paulo. Trabalhou durante a graduagdo com imunologia
e epidemiologia de doencas infecciosas, como as leishmanioses humanas e HPY, e gestdo de qualidade em
laboratério de citopatologia clinica. Ainda na graduagdo, realizou pesquisa sobre o desenvolvimento de protdtipos
para implementagdo em tecnclogia cervejeira. Possui muito interesse nas dreas de fermentagdo de bebidas
alcodlicas, fermentados tradicionais, probidticos, interagdes em comunidades microbianas, relagao probidtico-
hospedeiro, suas implicagdes na salde humana, bem como em empreendedorismo e novas tecnologias. (Texto

informado pelo autor)

Identificagdo

Nome

Nome em citagdes bibliograficas
Lattes iD

Endereco

Icaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira g
OLIVEIRA, I. A. C. L.;DE OLIVEIRA, ICARO ALVES CAVALCANTE LEITE

©  hup:iattes.cnpq br90084541 58049520

Formagao académica/titulacdo

2019

2014 - 2018

2010 interrompida

Formacao Complementar
2014 - 2014

2011 - 2011

2006 - 2008

Atuacao Profissional

Mestrado em andamento em Tecnologia Bioquimice-Farmacéutica (Conceito CAPES 5).
Universidade de Sdo Paule, USP, Brasil.
Titulo: Avaliagdo da Interagiio entre leveduras isoladas de kombucha e bactérias

probidticas, Orientador: 9 Cristina Stewart Bittencourt Bogsan.

Palavras-chave: Fermentados tradidonais; Microbioma; HN019; Bifidobacterium.
Grande area: Ciéncias Agrérias

Graduagdo em Biotecnologia.

Universidade Federal da Paraiba, UFPB, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento de protdtipos visando a captura, criopreservagao, manutengao e propagagao
de leveds para fins carvejei

Orientador: Kristerson Reinaldo de Luna Freire,

Graduagao interrompida em 2012 em Ciéndas Biologicas - Licenciatura e Bacharelado.
Universidade Federal da Paraiba, UFPB, Brasil.

Ano de interrupcdo: 2012

Caracterizagdo da fungdo enzimidtica de novos genes de reparo de DNA e de. (Carga horaria: 2h).
Sociedade Brasileira de Genética, SBG, Brasil.

Introdugdo a Etnozoologia. (Carga hordria: 6h).

Universidade Federal da Paraiba, UFPB, Brasil.

Curso de Especializagéo para Adultos. (Carga horaria: 120h).

Wizard Brasil, WIZARD, Brasil.
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Figura 36 — Curriculo Lattes - parte 2 de 6.

Universidade Fedaral da Paraiba, UFPE, Brasil.

Vinculo institucional
2016 - 2017

Dutras informactes
Vinculo institucional
2015 - 2016

Qutras informagbes

Atividades
2017 - 2018

2016 - 2017

2014 - 2016

Universidade de SSo Pauls, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2019 - Atual

Atividades
2019 - Atual

Linhas de pesquisa

Vincule: Voluntario, Enquadramento Funcional: Inidacio Cientifica, Carga horaria: 20, Regime:
Dedicacio exclusiva.
Volunlario CNPy - Programa Instibucional de Violunlanos de Inicacio Gentifica (PTVIC)

Vincule: Voluntdrio, Enquadramento Fundonal: Inidacio Cientifica, Carga hordria: 20, Regime:
Dedicacio exclusiva,
Yoluntano CNPy - Programa Instilucional de Voluntanos de Inidagdoe Gentifica (FIVIC)

Pesguisa @ desenvolvimento, Centro de Bioleonologia.

Linhas de pesquisa

Tecnologia cervejeira

Pesguisa e desanvolvimento, Centro de Bioleonologia - Campus T

Linhas de pesquisa

Gestao de Qualidade em laboratdrio de citopatelogia clinica

Pesquisa & desanvolvimento, Centro de Bioteonologia - Campus 1.

Linhas de pesquisa

Bictecnologia Aplicada & Sadde: Estudo munoldgico em doencas infeccicsas

Vincule: Bolsista, Enguadramento Funcional: Mestrado, Carga hordria: 48, Regime: Dedicacio
exclusiva.

Pesquisa e desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Linhas de pesquisa

Ciencia & Tecnologia de Alimentos

Microhinlogia de Alimantos

Tecnologia das Fermentactes

Projetos de pesquisa

EBictecnclogia Aplicada & Sadde: Estudo imunaldgion em doencas infeccicsas
Gestao de Qualidade em laboraldric de clopatelogia dinica

Tecnologia cervejeira

Ciéncia e Ternologia de Alimentos

Microhinlogia de Alimentos

Tecnologia das Rermentactes

2017 - 2018

2016 - 2017

Desenvalvimants de protdtipes visande a caplura, cricprésenvacdo, manulengio e propagasio de
leweduras para fins cervjeiros

Descrigdo: Busca-se a elaboragio de um protétipo padronizado, organizado na forma de wm ?kE?, que
confere aa usudrio a capacidade de caplurar e solar microrganismes silvestres com alto polendal e
direcicnamente para a cenvejaria, pessibilitando sua B0 @ Usade sagura e viavel Do
mesme modo, fem-se por meta o desenvehvimento de um sequndo pretdtipo, igualments apresontado
naforma da 7kE?, qua concade ao usuaria a propensan para estocar leveduras em temperatura de
=209C por tempoe considerdvel, mantendo a viabilidade e alla concenlragio celular, bem como uma boa
taxa de recuperacio da vitalidade de fermentacan. Para tal fim, pode-se desenvelver prototipos que
newessaramente devem consistir de onicas simples, de baixe cuslo, seguras e gue pessibilitemn a
manipulagae & estocagem de microrganismos, como as leveduras cervejeiras, em ambiente doméstico..
Situagio: Conchiido; Matureza: Pesquisa.

Alunas envelvidos: Graduagie: (1) .

Integrantes: fraro Alves Cavalcante Leite de Oliveira - Coordenador J Kristersen Reinaldo de Luna
Freira - Integrante.

Papiloma Virus Humano: Esludo de marcadores imunolégicos & sua importincia no progndsbico para
carcinoma de colo utering.

Descricac: O projeto busca realizar o levantamento epidemicldgico das neoplasias intraspiteliais
cervicals benignas @ malignas do estado da Paraiba e avaliar o peril imunolégico & a resposta imune
sistémica do HPV através da CaracterizacBo quantitativa da subpopulagie linfocitaria do sangue
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Figura 37 — Curriculo Lattes - parte 3 de 6.

periférice em mulheres infectadas com o HPY de baixn ou alta risco onceqénics e portadoras de lesfes
intraepiteliais cervicais de baixo e alto grau..
Situacda: Conchuida; Naturera: Pesquisa.

Inlegranles: fraro Alves Cavalcante Leite de Oliveira - Integrante / Taljana Keesen de Scuza Lima -
Integrante  Ronara Adriane Goncabees - Integrante [ Danieke Idalino Janebro - Coordenador.

2014 - 2016 Leishmaniosa Visceral Humana: Estuda de marcadares imunaligicos e sua importinga no progndstico
de doenca sintomatica e assntomatica
Descrigdo: O prieto faz parte do EDITAL 0L/ 13-PPSUS finandado pelas entidades M5/CNPg
JFAPESGYSES & visa identificar e valdar marcadores maleculares & genédticos frente  infeogiio por
Lesishimania infantum @ elaborar urn mapa de rsco para a grande Jodo Pessoa incluindo informagdes
epidaminldgicas da populagan humana, canina & da presenca de mamiferas silvestres infactados..
Situacda: Em andamento; Natureza: Pesquisa..
Sitwagao: Conchuida; Malureza: Pesguisa.
Inlagrantes: frarn Alves Cavaleante Leile de Oliveira - Integrante | Taljana Keesan da Sousza Lima -
Coordenador | Nilon Guedes - Integranle | Frandsco de Assis Paiva - Integrante | Pedro Eslrela
Cordeire de Andrade Pinto - Inkegrante | Rafaed de Almeida Travassos - Integrante [/ Cayro de Macede
Mendes - Integrante [ Fabiola da Cruz Nunes - Integrante.

Idiomas

Portugués Compreends Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Inglés Compreends Bem, Fala Bemn, L& Bem, Escreve Bem.

Francés Compreends Razoavelmente, Fala Razoavelmente, L& Poucn, Escrave Pouco.

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Razoavelments, Escreve Pouco.

Prémios e titulos

2018
2017

Produgdes

Laurea Académica Destague da Graduacio, Universidade Federal da Paraiba.
Honra av Mérito per melher Lrabalho apresentade, Congresse Nadonal de Saude e Meio Ambiente,

Praducao bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

Crdenar par
l Ordem Cronalégica v
1 ¢ DE ALMEIDA SOUZA, CAROLINY ; DE OLIVEIRA, ICARO ALVES CAVALCANTE LEITE ; DE OLIVEIRA ROLIM, VICTORLA

ANANIAS ; BOGSAN, CRISTINA STEWART BITTENCOURT | Traditional Fermented Foods as an Adjuvant Treatment to Diabetes, Current
Gerlatrics Reparts JOR v 0, p. 242-250, 2020

Citagfes: WEE OF SCIEMCE™ 1

Capitulos de livros publicados
1. 7 OLIVEIRA, 1. A. C. L.; Freire, K.

R L. . Leveduras Cervejeiras: o estado da arte. In: Giselle Medeiros da Costa One. (Org.). Sallde

Interativa, led. Jofio Pessoa: instilulo Medeiros de Educacio Avancada - IMEA, 2019, w 2, p. LO16-1039.

2. OLIVEIRA, I. A. €. L.; GONGALVES,

R. A ; CRUZ, E. ; LIMA, T, K. 5. ; JANEBRO, . 1., Sadde da Mulher: Gestao de Qualidade em

laboratdrio de citopatologia dinica. In: Giselle Medeiros da Costa One; Maria Luisa Souto Porto, (Org.). Sadde! Os Desafios do Mundo
Contempordnen. 1ed Iodo Pessca: Inslitulo Medeires de Educagiio Avangada 7 IMEA, 2018, v. 1, p. 281-297.

Resumos publicados em anais de congressos
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GOMES, 1. C. G. ; GOMCALVES, R. A ; OLIVEIRA, [. A. C. L. ; DIAS, C. M. &. ; MACEDO, B. G. ; LIMA, V. S. ; CRUZ, E. A ; LIMA, TK.S. ;
JAMEBRO, D, 1, . Cylelexic Profile Analyses of CD8 T Lymphocytes in Women Infected with Human Papillomavirus. In: XLII Congress of the
Brarilian Society of Immunaology 2017, 2017, Salvador XLTT Cangress of the Brazilian Society of Immunalogy 2017 - X Extra Section of Clinical
Immunclogy, 2017,

CRUZ, E. A ; OLIVEIRA, 1. A, C. L. ; GONCALVES, R. A ; LIMA, T. K. 5. ; JANEBRO, D, 1. . Epidemiclogia da infeccio pelo HPY - Anilise
das lesdes cervicais de baixo e alte grau na Paraiba, In: 179 Congresso Brasileire de Citologia Clinica - 22 Jomada Brasileira de Diagndstics
Laboralorial, 2017, Gaidnia. 177 Congresso Brasieiro de Clologia Qinica - 23 Jomada Brasileira de Diagnistico Laboratorial, 2017

CRUZ, E. A ; OLIVEIRA, I.A.C. L. ; GOMCALVES, R A, ; UMA, T. K. 5. ; JANEBRO, [, 1. . Levantamento epidemiclagice das stipias
celulares cervicais da Paraiba. In: 179 Congressa Brasileiro de Citologia Clinica - 28 Jornada Brasileira de Diagndstico Laboratorial, 2017,
Goidnia. 179 Congressa Brasileimn de Citologia Clinica - 22 Jornada Brasileira de Diagndstico Laboratorial, 2017

OLIVEIRA, L. A. €. L.; MMNEBRO, D, 1. . Perfil Epidemiolégica de Mulheres Porladoras de Lesdes Intraepitelias ou Carcinoma Cervical em
Jodn Pesso-PB. In: X300 Encaontro de Iniciacgo Cientifica da UFPE, 2017, Jodo Pessoa. XXV Encontra de Iniciacan Cientifica da UFPE. Joda
Pessoa: Editora UFFE, 2017w 1.

OLIVEIRA, L A. C. L.; GONCALVES, R, A. ; CRUZ, E. A. ; MACHADOD, R. 5. N. ; MEIRA, 1. 5. M. ; LIMA, T. K. S. ; JANEBRO, D 1. . Gestio de
qualidade: Levantamento dos indices de qualidade em laboratério de citopatologia clinica. In: 449 Congresso Brasileire de Andlises Clinicas,
2017, Joda Pessoa. Revista Brasileira de Andlises Clinicas. Rio de Janeirs: Trasso Comunicacdo, 2017, v. 49, p. 44-45.

OLIVEIRA, iacC L; LTMA, T. K. 5. . AvaliacSo Saroldgica de Individucs Assintemélicns Infectades par Leishmania infanbum em Jodo
Pessoa. In: XXIV ENCONTROD DE ]]‘IICMCE.D CIENTIFICA DA UFPB, 2016, Jofio Pessoa. XXV ENCONTRO DE IN ICIN;E.O CIENTIFICA DA
LIFPE 2016 ?Farmacie Cidada: Diversidade e Dialago de Saberes?. Joda Pessca: Editora UFPB, 2016. v 1. p. 250-250.

OLIVEIRA, I. A. €. L; GONGALVES, R, A. ; GOMES, L C. G, ; LIMA, T, K. 5. . Activation Profile in €04, CDB and Double Megative T cells
from human Visceral Leishmaniasis patients. In: XL Congress of the Braglian Sodely of Immunclogy, 2015, Guaruja. Innate Immunity 2015 -
XL Congress of the Brazilian Sodety of Immunodogy/ YT ESCI - Extra Sedion of Clinical Immunclogy, 2015,

RQCHA, J. C. ; RODRIGUES, K, A, F ; LIMA, Y. S, ; NEWES, P G. R, ; PEIXOTO, R F ; SILVA, L V. ; MACEDO, B, G, ; OLIVEIRA; 1 A G L. ;
GOMES, L. C. G, ; LIMA, T. K. 5. . Quercatin Anti-Leishmania amazonensis activity induces deareased moenogytes infection rate. In: XL
Congress of the Brazilian Society of Immunology, 2015, Guaruja, Innate Immunity 2015 - XL Congress of the Brazilian Society of
TrnmunclogyVIIT ESCT - Exbra Section of Clinical Immunalogy, 20105,

Artigos aceitos para publicacao

1 77 OLIVEIRA, L. A. €. L.; ROLIM, V. A, O, ; GASPAR, R. P, L. ; ROSSIN, D, Q. ; SOUZA, R ; BOGSAN, C. 5. B. . The tachnolagical
percpactivas of kombucha and its implications for production. Fermentation- Basel Jor, 2022,

Apresentagbes de Trabalho

1. OLUIVEIRA, Lac L.; BOGSAN, C, 5, B, . Exploiling kombucha's yeast metabolism on bacteria stress resistance. 2021, (Apresentagdio de
Trabalho/Comunicagao).

2, CRUZ, E. A ; MACHADO, R. 5. N.; SANTOS, W ; LIMA, T. N.; SILVA, ), C. ; JAMEBRO, D. L ; LIMA, T.K. 5. ; OLIVEIRA, I A. €. L. .
Comparagan da Avaliagdo des Indicadores do Manitoramenta Inlerne da Qualidade dos Exames Cilopatoligicos do Centro Espedalizade de
Diagndstice do Cincer na Paraiba nos anos de 2016-2017 20109, {Apresentacie de Trabalho/Congrassa),

3. OLIVEIRA, L. A. C. L.; GASPAR, R, P. L. ; FONSECA, R, M. M., ; BAPTISTA, D. B V. ; BOGSAN, C, 5, B, . Homemade and Commerdal
Kombucha Fermentation: Diferences and Similarities. 2019. (Apresentacso de Trabalho,/Simpisio).

&, OLIVEIRA, L. A. €. L; Freire, K. R. L. . Leveduras Cervejeiras: o estado da arte, 2018, (Apresentacio de Trabakho/Congresso),

5. OLIVEIRA, iaC L.; MNEBRO, D. 1. ; GONCALVES, R. A.; CRUZ, E. A, ; LIMA, T K. 5. . Salde da Mulher: Gestao de qualidade em
laharatdria de citopatolegia dinica. 2017, (Apresentacdo de Trabalho/Congresse).

[N OLIVEIRA, LAC L.; JAMEBRD, D 1. . Perfil Epidemiolégico de Mulheres Porladoras de Lesdes Intraepiteliais vu Cancinoma Cervical em
Jodo Pesso-PB. 2017, (Apresentacie de Trabalho/Gutra).

7. SILVA, LA ; OLIVETRA, i.ac.L ; CAVALCANTE, P.E. S ; LIMA, T K. 5. . Avaliacio soreldgica de individues assintomaticos infeclados
por Leishmania infantum em Jodo Pessoa utilzando mélodo ELISA. 20M7. {Apresentacan de Trabalho/Congresso).

B. CRUZ, E. A : OLIVEIRA, I.A. C. L. ; GONCALVES, R. A 3 LIMA, T. K. 5. ; JANEBRO, D, 1. . Enidemiclogia da infeccia pela HPV - Andlise
das lesdes carvicais de baiko e alte grau na Paraiba. 2017 {Apresentacio de Trabalho/Congressa).

9, CRUZ E. A ; OLIVEIRA, 1. A, C. L. ; GONCALVES, R, A ; LLMA, T, K. S, ; JANEBRO, D, 1. . Levantamento epidemiclogico das lipias
celulares cervicais na Paraiba, 2017, (Apresentacdo de Trabalho/Congressa).

10. GOMES, 1. . G. ; GONCALVES, R. A ; OLIVEIRA, I. A. C. L. ; DIAS, €. N. 5. ; MACEDQ, B. G. ; LTMA, V. 5. ; CRUZ, E. A ; LTMA, TK. S ;
JAMEBRO, D. 1. . Cylolexic Profile Analyses of CD8 T Lymphocytes in Women Infected with Human Papillomavinus. 2017, (Apresentagdo de
Trabalhc/Congressa).

11. OLIVEIRA, . A. C. L; LIMA, T. K. 5. . Avaliaco Sorolégica de Individucs Assintomaticos Infectades por Leishmania infantum em Jodo
Pessaa. 2016. (Apresentacio de Trabalha/Oubra).

12, W OLIVEIRA, L. A. C. L.; GOMCALVES, R, A, ; GOMES, L C. G. ; LIMA, T. K. 5. . Activation Profile in CD4, CD8 and Double Megative T cells

from human Visceral Leishmaniasis patients. 2015, (Apresentagdo de Trabalho/Congressc).

Producao técnica

Assessoria e consultoria

1.

OLIVEIRA, T. A. €. L.; COSTA JUNIOR, P.S. P : BORGES, P. Q. . Fermentacio 3 Brasileira. 2020.
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Trabalhos técnicos

Entrevi mesas redondas, prog e comentarios na midia
1. CONTRERAS, E. ; OLIVEIRA, 1. A. C. L. ; BOGSAN, C. 5. B. . KOMBUCHA: O QUE DIZEM 05 NOVOS ESTUDOS. 2021. (Programa de radio
ou TV/Entrevista). B4

Redes sociais, websites e blogs
1. OLIVEIRA, 1. A. C. L. Levedos Levados. 2020; Tema: Divulgacdo cientifica na rea de alimentos fermentados, satide e desenvolvimento
tecnologico.. (Rede social).

Demais tipos de producdo técnica

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. 559 edicdo da Semana Universitaria Paulista de Farmada e Bioquimica (SUPFAB). 2021, (Outra).

2. Congresso Nacional de Satide e Meio Ambiente. Salde da Mulher: Gestdo de gualidade em laboratdrio de dtopatologia clinica. 2017,
(Congresso).

3. XL Congress of Brazilian Society of Immunology 2015. Activation Profile in CD4, CD8 and Double Negative T cells from human Visceral
Leishmaniasis patients. 2015, {Congresso).

4. 11 Simpdsio de Genética Humana e Médica do Nordeste, 2014, (Simpésio).

5. XX Encontro de Genética do Nordeste. 2014, (Encontra).

6. 1I Encontro Paraibano de Etnobiologia e Etnoecologia. 2011. (Encontro).

7. VI Encontro Nordestino de Etnobiclogia e Etnoecologia. 2011. (Encontra).

8. 1 ENCONTRO DE BIOLOGIA DO CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, 2010, (Encontro).

Inovagao

Projetos de pesquisa

2017 - 2018 Desenvolvimento de protdtipos visando a captura, criopreservacao, manutencdo e propagacao de
leveduras para fins cervejeiros
Descrigao: Busca-se a elaboragdo de um protétipo padronizado, organizado na forma de um ?7kit?, que
confere ao usudrio a capadidade de capturar e isolar microrganismos silvestres com alto potendal e
direcionamento para a cervejaria, possibilitando sua o @ uso de ira segura e viavel. Do
mesmo mode, tem-se por meta o desenvelvimento de um segundo pretdtipo, igualmente apresentado
na forma de 7kit?, que concede ao usudno a propensao para estocar leveduras em temperatura de
-20°C por tempo consideravel, mantendo a viabilidade e alta concentragdo celular, bem como uma boa
taxa de recuperacdo da vitalidade de fermentagdo. Para tal fim, pode-se desenvolver protatipos que
necessariamente devem consistir de técnicas simples, de baixo custo, seguras e que possibilitern a
manipulagdo e estocagem de microrganismos, como as leveduras cervejeiras, em ambiente doméstico..
Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) .

Integrantes: fcaro Alves Cavalcante Leite de Oliveira - Coordenador / Kristerson Reinaldo de Luna
Freire - Integrante.

Educacdo e Popularizacggo de C& T

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia
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1. CONTRERAS, E. ; OLIVEIRA, 1. A. C. L. ; BOGSAN, C. 5. B. . KOMBUCHA: O QUE DIZEM OS NOVOS ESTUDOS. 2021. (Programa de rédio
ou TV/Entrevista). B4

Redes sociais, websites e blogs

1. OLIVEIRA, L. A. C. L. Levedos Levados. 2020; Tema: Divulgacio cientifica na area de alimentos fermentados, salide e desenvolvimento
tecnoldgico.. (Rede social).
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