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Resumo: O uso de bactérias probidticas formadoras de esporos como Bacillus
spp., tem aumentado devido a capacidade de formar esporos resultando em maior
resisténcia durante os processos de producao, armazenamento e comercializagao.
O Bacillus clausii estda no mercado ha mais de 55 anos e é caracterizado pela
presenca de quatro cepas probidticas (O/C, SIN, N/R e T). Neste estudo o Bacillus
clausii, proveniente do produto comercial Enterogermina®, foi obtido em Farmacias
e Drogarias do municipio de Dourados-MS. Para caracterizar Bacillus clausii para
uso como probidtico foi realizado a analise de pH 2 e 3, teste de tolerancia e
hidrolise de sais biliares a 0,3%, teste de tolerancia a pepsina e pancreatina, teste
de adesao e atividade de hemalise. Nas analises de tolerancia ao pH acido, aos
sais biliares, a pepsina e pancreatina, nao apresentaram diferengas significativas
se comparados com o log de UFC/mL-1 de células iniciais. 67% de se aderir a chapa
de aco inox. Apresentou atividade de hidrdlise sais biliares e de y-hemolitica em
agar com sangue. Dessa forma indicando grande potencial probidtico.

Evaluation of the viability of Bacillus clausii spores in a simulation of the human
gastrointestinal tract

Abstract: The use of probiotic spore-forming bacteria, such as Bacillus spp., has
increased due to their ability to form spores resulting in greater resistance during
production, storage and commercialization processes. Bacillus clausii has been on
the marRet for over 55 years and is characterized by the presence of four probiotic
strains (O/C, SIN, N/R and T). In this study, Bacillus clausii , from the commercial
product Enterogermina ®, was obtained from pharmacies and drugstores in the city
of Dourados-MS. To characterize Bacillus clausii for use as a probiotic, pH 2 and 3
analysis, tolerance test and hydrolysis of bile salts at 0.3%, pepsin and pancreatin
tolerance test, adhesion test and hemolysis activity were performed. In the analyzes
of tolerance to acidic pH, bile salts, pepsin and pancreatin, there were no significant
differences compared to the log CFU/mL-1 of initial cells. 67% of adherence to
stainless steel sheet. It showed bile salt hydrolysis and y-hemolytic activity in blood
agar. Thus indicating great probiotic potential.
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Introducao

A Organizacao das Nacodes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) e a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) descrevem os probidticos como “micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (ZHU,
et al., 2021). Varios beneficios tém sido associados ao seu consumo, tais como tratamento de
diarreia, alivio dos sintomas de intolerancia a lactose, reducao do colesterol no sangue, tratamento
da sindrome do intestino irritavel (doenca inflamatéria do intestino), propriedades anticancerigenas,
sintese de vitaminas e aumento da imunidade (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020).

Entre as muitas bactérias probidticas descobertas as Bacillus spp.demonstraram possuir melhores
propriedades probidticas atribuiveis a sua capacidade de produzir substancias antimicrobianas
que sao ativas contra muitos microbios e sao nao patogénicas e nao toxicas, juntamente com
sua capacidade de esporulacao (ou seja, estende seu periodo de eficacia), da-lhes uma vantagem
dupla em termos de sobrevivéncia (tolerancia ao calor e maior vida util) em diversos ambientes em
comparagao com outros probidticos (KUEBUTORNYE; ABARIKE; LU, 2019).

Produtos probidticos medicamentosos contendo esporos sao comercializados em diversos
paises, ltalia apresenta uma longa histéria sobre o uso de probidtico a base de esporos para
consumo humano, por exemplo, a disponibilizacao no mercado italiano da suspensao de esporos
de Bacillus clausii que esta disponivel desde 1958 para tratamento de diarreia em criangas e para o
controle dos efeitos colaterais dos antibioticos (CELANDRONI, et al., 2019).

A Enterogermina® (Sanofi-Aventi®, Itdlia) € um medicamento probidtico contendo esporos de quatro
cepas de B. clausii resistentes a antibidticos (O/C, N/R, SIN, T), disponivel em 55 paises ao redor do
mundo em varias formulagdes: frascos liquidos ou capsulas liofilizadas contendo 2 bilhdes de unidades
formadoras de colénias (UFC), frascos liquidos contendo 4 bilhoes de UFC e pé liofilizado para suspensao
e granulos orodispersiveis contendo 6 bilhdes de UFC (PLOMER; PEREZ; GREIFENBERG, 2020).

Nos ultimos anos tem aumentado o uso de bactérias probidticas formadoras de esporos como
Bacillus spp., pois a sua capacidade de formar esporos resulta em maior resisténcia durante os processos
de producao industrial, armazenamento e comercializacao, além da sua capacidade de tolerancia ao pH
e enzimas digestivas, desta forma estas bactérias sao melhor absorvidas pelo organismo pois resistem
ao pH estomacal e as enzimas digestivas do estdbmago e do intestino (MAZIKOUR, et al., 2021).

Diante disso, esse trabalho tem como objetivo, caracterizar a capacidade de sobrevivéncia
de esporos de Bacillus clausii, simulando as condi¢des do trato gastrointestinal, seu aspecto de
segurancga, de acordo com as hormas de vigilancia existente.

Materiais e Métodos

A mistura comercialmente disponivel de cepas de B. clausii investigadas neste estudo
(Enterogermina®), foi obtido em Farmacias e Drogarias do Municipio de Dourados-MS e armazenada
no Laboratério de Pesquisa em Ciéncias da Saude (LPCS) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) para a posterior realizacao das analises.

Os flaconetes de B. clausii foram centrifugados a 12000 rpm a 8°C por 15 minutos em tubo falcon,
apo6s a centrifugacao o sobrenadante foi dispensado e foi utilizado somente a biomassa para as
analises de pH, pepsina, pancreatina e tolerancia de sais biliares.

Tolerancia ao pH acido

Apos a centrifugacao do flaconete, os esporos foram suspensos em tubos com 10 mililitro (mL) de caldo
Mueller-Hinton (MH), o pH foi ajustado para 2 e 3. As suspensoes preparadas foram incubadas a 37°C
durante O, 1, 2, 3 e 4h. Ao final da incubacao, a inoculacao foi feita em placas de agar MH pela técnica de
Spread plate e os resultados foram apresentados em log UFC/mL" (TOPCU; KAYA; IKABAN, 2020).

Teste de tolerancia a pepsina e pancreatina
Para a resisténcia a pepsina e pancreatina os esporos centrifugados foram suspensos em uma solucao
de 10mL de caldo MH (pH 2,0) contendo pepsina (3 mg/mL) e em 10mL de caldo MH (pH 8,0) contendo
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pancreatina (1 mg/mL). As populagoes de células viaveis foram determinadas em agar MH a 37°C no tempo
deO,1,2 e 3h com pepsinae 0, 1,2, 3 e 4h com pancreatina, respectivamente (MANTZOURANI et al., 2019).

Teste de tolerancia a sais biliares

A tolerancia a sais biliares foi avaliada por meio da suspensao de esporos centrifugados em
tubos com 10 mL de caldo MH (pH 8,0) contendo 0,3 % de sais biliares, as suspensdes preparadas
foram incubadas a 37°C nos tempos de O, 1, 2, 3 e 4h e feito a contagem de col6nias apds 24 horas
em agar MH (MANTZOURANI et al., 2019).

Hidrodlise de sais biliares (BSH)

Para investigar a atividade de BSH das cepas, o método pela técnica de esgotamento. As culturas foram
semeadas em agar MH acrescido 0,3% de sais biliares. As placas foram incubadas a 37°C durante 72h. Os
resultados foram confirmados com a presenca de halos precipitados ao redor das coldnias (SHARMA, et
al., 2021).

Teste de Adesao

O ensaio de aderéncia foi determinado em placas de aco inoxidavel, para tal, foram utilizadas
placas de 2,5 cm x 0,8 cm x 0,5 mm, que foram autoclavadas a 121°C por 15 minutos.

O inoculo foi padronizado na escala de 0,5 de MacFaland e adicionado em um tubo de vidro
contendo 9 mL do caldo MH e uma placa de aco inoxidavel. Apos 24 horas de incubacao a 37°C a placa
foi removida assepticamente, lavada com 10 mL agua peptonada a 1%. Em seguida foi colocada dentro
de um tubo contendo 10 mL de agua peptonada estéril a 1% e agitadas em vortex por 3 minutos a fim
de criar uma suspensao das células aderidas a superficie. Os numeros de células desta suspensao
foram determinados em agar MH apés incubacao a 37°C por 24 horas (MULAW et al., 2019).

Teste de Hemodlise

Para testar a atividade hemolitica a cepa de Bacillus clausii, em incubagao overnight, foi semeada
em placas com agar MH contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado e incubado por 24 horas
a 37°C. A atividade hemolitica foi observada através de zonas de hidrélise entorno das colbnias
em tons de marrom ([3-hemadlise), tons verdes (a-hemodlise) e nenhuma alteragao, para controle foi
utilizado Bacillus cereus ATCC 11778 (y-hemolise) (BRASIL, 2019).

Resultados e Discussées

Tolerancia ao pH acido

A sobrevivéncia das bactérias no suco gastrico depende da sua capacidade de tolerar o pH acido
do estbmago, que é uma das principais caracteristicas das bactérias probiodticas (PATEL; PATEL;
ACHARYA, 2020), no presente estudo, nenhuma diferenca estatistica significativa foi encontrada na
analise realizada de esporos de B. clausii incubado em pH 2 e 3 no intervalo de tempo de O a 4 horas,
comparado com o log de UFC/mL" de células iniciais (9,3), como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Contagem de Bacillus clausii em log de UFC/mL" ap6s a exposicao dos esporos ao pH 2 e
3,nos tempos de O, 1, 2, 3 e 4horas.

Horas pH?2 pH3
O hora 9,50 + 0,01 9,41+ 0,01
1 hora 9,56+ 0,02 9,37+ 0,02
2 horas 9,30 + 0,01 9,58 + 0,01
3 horas 9,38+ 0,03 9,37 +0,02
4 horas 9,46 + 0,01 9,44 + 0,01

Fonte: Elaborado pelos autores.
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As bactérias probidticas devem permanecer vivas no hospedeiro durante a passagem pelo
trato gastrointestinal (TGI) para atuar como probiotico (BORICHA, et al., 2019). O pH no estbmago
humano varia de 1,5 durante o jejum a 4,5 ap6s uma refeicao, a ingestao de alimentos pode levar
até 3h (SALIBA, et al., 2021), dessa forma o presente estudo indicou que os esporos de B. clausii sao
capazes de resistir as condi¢cdes altamente acidas semelhantes a do estdbmago.

Tais resultados coincidem com os obtidos por Jeon et al. (2017), que ao avaliar esporos de B. clausii
ATCC 700160, tratado com suco gastrico artificial (pH 2,5) por 3h, houve uma reducao apenas de
0,38 log de UFC/mL", ou seja, nao ocorreu alteragdes significativas se comparada com o numero
inicial de células analisadas, como o que ocorreu nesse estudo.

Ja na analise realizada por Patel, Patel e Acharya (2020) a cepa B. clausii UBBCO7 exibiu 85,33%,
75,33% e 71,33% de capacidade de sobrevivéncia apos 1h, 2h e 3h, respectivamente em pH 2,0 e no
3,0, ou seja, uma reducao populacional.

Teste de tolerancia a pepsina e pancreatina

Para proporcionar os beneficios de saude esperados 0s micro-organismos probiéticos devem ter
mecanismos de exclusao ou resisténcia a algumas condi¢cdes impostas pelo trato gastrointestinal
(TGI) (OZKKAN; DEMIRCI; AKIN, 2021), dessa forma os esporos de Bacillus clausii ndo sofreram
alteracoes significativas em log de UFC/mL"' quando exposto a pepsina e pancreatina nos tempos
determinados de, O, 1, 2 e 3 horas para pepsina e O, 1, 2, 3 e 4 horas para pancreatina, como
demonstrado na Tabela 2.

Vecchioneetal,, (2018) e Prakashetal.(2020),ao estudar os esporos de Bacillus clausii proveniente
do produto comercial Enterogermina® e os esporos de Bacillus clausii UBBO7, respectivamente, em
ambos expostos a pepsina, nao se verificou alteragoes significativas emlog de UFC/mL", semelhante
aos resultados no presente estudo.

Tabela 2 - Contagem de Bacillus clausii em log de UFC/mL" apds a exposicao a pepsina nos tempos
de O, 1,2, e 3 horas, e a pancreatina nos tempos de O, 1, 2, 3 e 4 horas.

Horas Pepsina Pancreatina
O hora 9,38 + 0,01 9,46 + 0,01
1 hora 9,36+ 0,02 9,46 + 0,01
2 horas 9,38+ 0,03 9,42 + 0,01
3 horas 9,44 + 0,01 9,40 + 0,01
4 horas | @ mmmmeeeeeeeee- 9,44 + 0,02

Fonte: Elaborado pelos autores.

Ja Ahire, KashikRar e Madempudi (2020), ao verificarem a sobrevivéncia dos esporos também
de Bacillus clausii UBBO7, Vecchione, et al., (2018) com os esporos de Bacillus clausii proveniente
do produto comercial Enterogermina® submetido a pancreatina, ambas pesquisas nao obtiveram
mudanca significativa registrada, equiparando com os resultados obtidos nessa pesquisa.

Teste de tolerancia a sais biliares

As concentragoes de sais biliares sao cruciais como mecanismo de defesa do organismo inibindo
a sobrevivéncia de micro-organismos nocivos a saude (SABO, et al.,2020), dessa forma a resisténcia
aos sais biliares é uma das qualidades mais significativas dos probidticos, pois o0s sais dissolvem
os lipidios das membranas dos micro-organismos levando ao vazamento e morte celular (SHARMA,
et al., 202I).

A analise de tolerancia aos sais biliares é essencial para que o probidtico sobreviva no intestino
delgado humano, onde a concentracao de bile varia de O,1% a 0,3% (SALIBA, et al., 2021). Diante
disso, a variacao de log de UFC/mL" nao apresentou alteracoes relevantes quando comparado com
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o valor obtido na contagem de célula inicial, como apresentado na Tabela 3, podendo evidenciar que
os esporos de Bacillus clausii sao capazes de tolerar uma concentracao de 0,3% de sais biliares por
4 horas.

Vecchione, et al, (2018) ao averiguar a suspensao de Enterogermina® (Bacillus clausii) na
concentracao de 0,3% de sais biliares por 6 horas, as bactérias presentes foram capazes de se
replicar, com um aumento significativo em seu numero a partir de 240 min (4 horas) de incubacao.
Ja no trabalho de Jeon et al., (2017) os esporos de Bacillus clausii ATCC 700160 na presenca de sais
biliares artificiais por 24h, os nUmeros populacionais aumentaram mais do que no controle.

Tabela 3 - Contagem de Bacillus clausii em log de UFC/mL" ap6s a exposicao dos esporos 0,3% de
sais biliares, nos tempos de O, 1, 2, 3 e 4 horas.

Horas Sais Biliares 0,3%
O hora 9,40 + 0,01
1 hora 9,43 +0,02
2 horas 9,68 + 0,01
3 horas 9,47 + 0,01
4 horas 9,44 + 0,01

Fonte: Elaborado pelos autores.

Patel, Patel, Acharya (2020) avaliando esporos de Bacillus clausii UBBCO7 exibiu 90,4%,
84,3% e 78,3% de capacidade de sobrevivéncia apos 1h, 2h e 3h de incubacao a 0,3% de sal biliar,
respectivamente, ou seja, houve uma diminuicao populacional com o aumento do tempo de
exposicao aos sais biliares, divergindo, com os resultados obtidos nesse estudo.

Hidrdlise de sais biliares (BSH)

ApOs o crescimento em 72 horas as colonias de B. clausii exibiram atividade de hidrolase de sal
biliar com halos precipitantes ao redor das colénias e morfologia de colénia diferenciada em placas
de agar MH suplementadas com 0O,3% de sais biliares em comparacao com as placas de agar MH
de controle.

O resultado de BSH positivo € uma das caracteristicas funcionais sugeridas para cepas
probidticas pela FAO/WHO (200I), pois a capacidade do probidtico em produzir a enzima BSH é
um dos critérios de selecao devido a capacidade de manejo da hipercolesterolemia (SALIBA et al.,
2020), melhorando a viabilidade celular e aliviando a inflamacao intestinal (WANG, et al., 2021).

Tais resultados também foram encontrados em pesquisas realizadas por Patel, Patel, Acharya,
(2020), Patel, et al., (2021) que ao verificarem a atividade da hidrolise de sais biliares em agar MRS
suplementado com 0,5% as cepas de B. clausii UBBCO7 ambos obtiveram resultados positivos de
atividade BSH.

Teste de Adesao

A capacidade de adesao as superficies mucosas e células epiteliais € uma caracteristica crucial
dos probidticos (Li et al., 2020), perante isso a capacidade de aderéncia de Bacillus clausii a chapa
de aco inox foi de 67%, ou seja, mais da metade foram capazes de se aderir.

Por meio da mesma metodologia utilizada nesse estudo, Harnentis, et al, (2020) verificaram a
capacidade de adesao de bactérias probidticas de acido lactico isoladas de alimentos fermentados
indigenas do oeste de Sumatra, utilizando chapa de aco inoxidavel, obteve a capacidade de adesao
maiores que 84%, Mulaw et al., (2019), estudaram a capacidade de adesao de bactérias probidticas
de bactérias de acido lactico isoladas de alguns produtos alimentares encontrando 32,75 e 36,30%
de adesao.

VoL.27,n.3,2024 Revista Brasieira Multidiscitinar - ReBraMv 107



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643819301112?casa_token=b-Xb7eKpmesAAAAA:CmAGu8UHjD6d7C1n10AAUcx-vLMdCVNkBbSoP8SHiyKiiUwS7gw-0EvHhdD-PsEWjdRDIEEMGDo

Delgado Junior et al.

Teste de Hemolise

No presente estudo, o Bacillus clausii nao apresentou atividade hemolitica, sendo, portanto,
considerada y-hemolitica, dessa forma indicando a impossibilidade patogénica, diferenciando-se
da cepa de Bacillus cereus ATCC 11778 usado como controle, em que apresenta atividade hemolitica
(B-hemolitica), descartando a possibilidade de ser um potencial probidtico.

Lakshmi, et al., (2017), ao verificar a seguranca de Bacillus clausii UBBCO7, Jeon, et al., (2017) de B.
clausii ATCC 700160 e Nighat, et al., (2020) de Bacillus clausii IKP10 ambos obtiveram os mesmos
resultados verificando as atividades hemoliticas das cepas, os mesmos também nao apresentaram
atividade hemolitica (y-hemolitica).

E como a atividade hemolitica esta associada a viruléncia de patégenos, tais resultados
contribuem para a verificagcao de seguranca das cepas de Bacillus clausii como probidtico, pois a
atividade hemolitica € uma determinacao exigida para garantir seguranca, na utilizagcao em produtos
probioticos, mesmo entre um grupo de bactérias com o status de GRAS e, portanto, cepas probioticas
precisam ser avaliadas quanto ao potencial hemolitico para descartar qualquer chance de hemolise
sanguinea no consumo por humanos (PRADHAN; MALLAPPA; GROVER, 2020).

Conclusao

O presente estudo indica que Bacillus clausii pode ser considerado um potencial agente
probidtico pois os esporos foram capazes de sobreviver as condigoes semelhantes as do TGl sem
alteragoes significativas nas andlises. Apresentou a capacidade de hidrolisar sais biliares o que
indica a possibilidade de auxiliar o manejo da hipercolesterolemia, além de possuir um potencial
de 67% de aderéncia indicando capacidade de aderir a substratos como a parede intestinal. Nao
apresentou potencial hemolitico, sendo considerado um probidtico seguro.
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