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Resumo: A demanda por alimentos e/ou suplementos alimentares que promovam a
saude e bem-estar vem aumentando a cada ano. Neste contexto, destacam-se 0s
probiodticos, que sdo considerados alimentos funcionais, compostos de micro-
organismos vivos, que quando ingeridos em doses adequadas e com frequéncia,
trazem diversos efeitos benéficos a salde do hospedeiro. Nesse contexto, presente
estudo teve como objetivo avaliar a qualidade, viabilidade e caracterizar as
propriedades probioticas de diferentes microrganismos comercializados em capsulas
manipuladas. Para as analises experimentais, foram adquiridas capsulas contendo
microrganismos junto a farmacias de manipulacdo, as quais foram submetidas a
andlises quantitativas para verificar a concentragdo de microrganismos através do
método Pour-Plate, a andlises morfotintoriais e bioquimicas para caracterizacdo da
espécie e a testes de resisténcia ao suco gastrico artificial e aos sais biliares, onde se
identifica a viabilidade das cepas no organismo do hospedeiro. Todas as capsulas
analisadas continham bactérias bacilares coradas como gram-positivas e nao
reagentes a catalase, caracteristicas essas, compativeis com o género Lactobacillus.
Em relacdo a contagem de colbnias, observou-se que 66,66% das amostras
analisadas possuiam contagens iguais ou superiores as indicadas no roétulo,
entretanto, L. gasseri apesar de ter uma contagem inferior aquela indicada, ainda
estava dentro dos parametros estabelecidos para um probidtico, por outro lado, L.
bulgaricus e L. crispatus, tiveram contagens inferiores ao minimo estabelecido, 108
UFC. No tocante a resisténcia ao suco gastrico, a Unica espécie que sofreu inibicao
foi a L. reuteri, que apresentou uma taxa de inibicao igual a 4,91%, ja em relacao aos
sais biliares, L. acidophilus e L. crispatus sofreram inibicdo, sendo as taxas de inibicéo
de 31.73% e 64.74%, respectivamente. Conclui-se que algumas capsulas néao
atenderam a pelo menos um dos critérios avaliados, indicando a necessidade de um
controle de qualidade mais rigoroso.
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INTRODUCAO

A demanda por alimentos e/ou suplementos alimentares que promovam a saude e
bem-estar vem aumentando a cada ano. Neste contexto, destacam-se 0s probioéticos,
gue sao considerados alimentos funcionais, compostos de micro-organismos Vivos,
gue quando ingeridos em doses adequadas e com frequéncia, trazem diversos efeitos
benéficos a salde do hospedeiro. A modulacdo da microbiota do trato gastrointestinal
e a melhoria do transito intestinal séo os efeitos mais divulgados, entretanto, tem sido
observado que o consumo de probidticos pode estar associado ao tratamento da
diarreia, alivio dos sintomas de intolerancia a lactose, reducdo do colesterol no
sangue, tratamento da sindrome do intestino irritvel e doenca inflamatéria intestinal,
propriedades anticancerigenas, sintese de vitaminas e estimulacdo da imunidade
(KERRY et al., 2018). No mercado mundial, um grande numero de formulacfes
probidticas esta disponivel para consumidores como medicamentos, suplementos
alimentares e alimentos funcionais. As espécies microbianas contidas e sua
guantidade até o vencimento do produto, as alegacdes dos beneficios a saude sao
informacdes que devem estar nos rétulos dessas preparacdes. De acordo com Souza
et al. (2018), a escolha de um alimento, por um consumidor, € baseada nos habitos
alimentares do mesmo, nas condi¢cbes socioecondémicas e, por fim, nas informacoes
presentes nos rétulos. A rotulagem, portanto, é um dos fatores que induz o consumidor
a adquirir, ou ndo, determinado produto, devendo apresentar informacfes claras e

precisas, de modo a garantir gue 0 cCOnsumo seja seguro.

No Brasil, a ANVISA é 6rgao que determina as diretrizes dos produtos com alegacédo
de probidticos através de suas Resolucdes da Diretoria Colegiada RDC 323 de 2003;
241 e 243 de 2018 e Instrucdo Normativa IN 28 de 2018, que dispdem
respectivamente sobre o regulamento técnico de registro de medicamentos
probioticos, os requisitos sanitarios dos suplementos alimentares, os requisitos para
comprovacdo da seguranca e dos beneficios a satude dos probidticos para uso em
alimentos, além de alegacfes e de rotulagem complementar dos suplementos
alimentares (BRASIL, 2018).
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Segundo Mazzantini et al. (2021) enquanto as formulagdes comerciais mundialmente
conhecidas sdo submetidas a rigorosos controles de qualidade, geralmente s&o
aplicados regulamentos menos rigorosos as preparacdes categorizadas como
suplementos alimentares, principalmente os vendidos em capsulas manipuladas. Em
estudo realizado por Silva; Bender (2021), verificou que de modo geral, as farmacias
magistrais ndo atendem a todos os critérios descritos na legislacdo, como

concentracéo, prazo de validade e excipientes utilizados.

Nesse contexto, o projeto tem como objetivo avaliar a qualidade, viabilidade e
caracterizar as propriedades probidticas de diferentes microrganismos

comercializados em cdpsulas manipuladas.
METODOS

Para as analises experimentais, foram adquiridas capsulas contendo microrganismos
junto a farméacias de manipulacéo da cidade de Volta Redonda-RJ. As capsulas foram
armazenadas e transportadas em frascos plasticos, rotulados com a indicacdo da
espécie de microrganismo presente, da concentracao e do prazo de validade.

Para verificacdo da concentracdo de microrganismos, o conteudo da capsula foi
transferido individualmente para tubos contendo 9 mL de salina tamponada estéril.
Apés, foram realizadas diluicdes decimais seriadas e plagueamento pelo método
“Pour-plate” em meio Agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS), onde as placas foram
incubadas a 37°C durante 48 h. Posteriormente foi realizado a contagem e isolamento
de colbnias (TEIXEIRA, 2011).

Os isolados foram submetidos a uma observacdo microscépica apGs coloracdo de
Gram e ao teste de catalase em lamina, utilizando-se H.O: a 30% para caracterizacao

morfotintorial e bioquimica.

No intuito de se testar a viabilidade dos isolados, foram realizados testes de
resisténcia a acidez juntamente com as enzimas digestivas e aos sais biliares. Para
verificar a resisténcia a acidez, os isolados foram distribuidos em dois tubos, sendo
gue no tubo controle, 1 mL da suspensdo contendo 0s micro-organismos foram
inoculados em 9 mL de tampao fosfato salina (PBS) com pH 7,0. No tubo teste, 1 mL
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da suspenséo foi inoculada em 9 mL de tampéao PBS com pH ajustado a 3,0 utilizando
HCI 5 mol/L acrescido de pepsina a 3,2 g/L (suco gastrico artificial). Esses tubos foram
mantidos a 37°C por 3 h., apods este periodo, uma aliquota de 20 uL foi aplicada em
uma microplaca contendo 200 uL de caldo MRS/poco, sendo incubada por mais 18 h.
a 37°C. A absorbéancia dos cultivos foi determinada pela leitura de OD620 nm em
espectrofotometro e a porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada a
segundo a férmula (1-ASG/ACT) x 100, onde ASG significa a absorbancia da amostra
com o suco gastrico artificial e ACT significa a absorbancia da amostra controle.
(PAPAMANOLI et al., 2003). Para avaliar a tolerancia aos sais biliares, 100 yL de cada
cepa foi inoculada individualmente em 2 mL caldo MRS puro e em 2 mL caldo MRS
contendo 0,3% (p/v) de sais biliares, posteriormente aplicou-se 200 pL/pogo dos
in6culos em uma microplaca ficando incubada por 18 h. a 37°C. A absorbancia do
cultivo também foi determinada pela leitura de OD620 nm em espectrofotbmetro, bem
como o porcentual de inibicdo de crescimento foi calculada da mesma maneira no
teste de resisténcia a acidez (SCHIMITT et al., 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas capsulas de 9 microrganismos, rotulados como sendo das espécies
Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. crispatus, L. gasseri, L. helveticus,
L. jonsonni, L. reuteri e L. rhaminosus, todos na concentragdo de 10° UFC.

Apo6s contagem das coldnias pelo método Pour-plate em Agar MRS, observou-se que
as capsulas da espécie L. acidophilus continham em média 1,32 x 10! UFC, da L.
casei 8,83 x 10'° UFC, da L. helveticus 1,86 x 10° UFC, da L. jonsonni 1,6 x 10'° UFC,
1,7 x 10! UFC em média estavam presentes nas capsulas de L. reuteri e 4,11 x 10°
UFC nas de L. rhaminosus. Essas contagens, representando 66,66% das amostras
analisadas, sdo compativeis com a indicagédo do rétulo, sendo iguais ou superiores.
Segundo Silva; Bender (2021) a ANVISA estabelece que, um produto probidtico deve
apresentar uma quantidade minima viavel da cultura e deve estar na faixa de 108-10°

UFC no consumo diario dos microrganismos para causar o efeito desejado.
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As cépsulas da espécie L. gasseri apresentaram contagens inferiores a quantidade
estipulada pelo rétulo das capsulas inicialmente adquiridas, 3,18 x 108 UFC, mas ainda
dentro do parametro estabelecido.

Por outro lado, verificou-se que as capsulas da espécie L. bulgaricus em média tinham
2,4 x 10%° UFC e da L. crispatus, ndo apresentaram crescimento bacteriano nas
diluicdes realizadas, cuja menor realizada foi de 10-°. De acordo com Costa (2012)
nessas condicBes os probidticos talvez ndo exercam o beneficio desejado no

organismo ou o efeito sera em uma escala menor.

No tocante a caracterizacdo morfotintorial e bioquimica, todos os isolados analisados,
se apresentaram como bactérias Gram positivas, com formato bacilar e catalase
negativa. De acordo com Andrade (2018) bactérias do género Lactobacillus
apresentam morfologia bacilar, sdo anaerdbias, Gram positivas, ndo possuem flagelo
e produzem energia atravées de fermentacdo. Desta forma, os resultados obtidos no
presente estudo indicam a presenca de Lactobacillus spp. nas capsulas

comercializadas como informadas no rétulo.

Os microrganismos foram submetidos a testes de resisténcia, onde foram expostos
ao suco gastrico artificial e aos sais biliares intestinais (Tabela 1). O suco gastrico
possui um pH extremamente baixo que varia entre 1,5 e 2, a maioria das bactérias
nao consegue sobreviver nesse tipo de pH. A Unica espécie que sofreu inibicao foi a
L. reuteri, que apresentou uma taxa de inibicdo igual a 4,91%, as demais cepas
apresentaram resisténcia ao suco gastrico. Os sais biliares intestinais também sédo um
desafio para a maioria dos microrganismos, pois 0s sais possuem varios efeitos
inibitérios em uma gama de bactérias. Nesse teste apenas as espécies L. acidophilus
e L. crispatus sofreram inibicdo, L. acidophilus com uma taxa de inibicdo igual a
31.73% e L. crispatus com uma taxa de 64.74%. As demais espécies nao

apresentaram taxa de inibicdo, mas sim resisténcia aos sais biliares intestinais.
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Tabela 1 — Percentuais de inibicao frente ao suco gastrico e sais biliares

AMOSTRAS SUCO GASTRICO SAIS BILIARES

L. acidophilus -10.88% 31.73%

L. casei -7.59% -297.15%
L. crispatus -2.42% 64.74%

L. gasseri -2.49% -144.78%
L. helvectius -3.40% -174.02%
L. reuteri 4.91% -104.47%
L. rhaminosos -7.33% -73.86%

Fonte: O autor

Vale ressaltar que as cepas de L. bulgaricus e L. jonssoni ndo cresceram apos
determinado periodo e, portanto, ndo foram submetidas aos testes de resisténcia.

De acordo com Jin et al. (1998), os microrganismos devem resistir e manter a
viabilidade sob as condi¢cdes adversas no organismo do hospedeiro, caso as bactérias
nao sobrevivam a acidez, as a¢des das enzimas digestivas e dos sais biliares, os

efeitos benéficos dos probidticos ndo ocorrem.

CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos conclui-se que as cépsulas contendo Lactobacillus
acidophilus, L. bulgaricus, L. crispatus, L. jonsonni, L. reuteri ndo atenderam a pelo
menos um dos critérios avaliados, seja no tocante a concentracdo indicada ou a
resisténcia ao suco gastrico artificial e aos sais biliares. Isso indica que é necessario
se ter um controle de qualidade mais rigoroso quanto a manipulacdo de capsulas

contendo probidtico, a fim de garantir maior qualidade ao consumidor.
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