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RESUMO

O presente trabalho objetivou caracterizar a estrutura quimica fina dos
polissacarideos quimiotransformados de farelo de soja, e avaliar suas capacidades de
ligacdo e inibicdo da ades&o in vitro a bactérias enteropatogénicas. Para tanto, uma
solucdo de farelo de soja (150 g-L-") teve seu pH ajustado para 2,0 e foi submetida a um
tratamento térmico (120°C, 1 atm, 1 h). Apos filtragcdo, neutralizagéo e centrifugacao, o
sobrenadante obtido foi submetido a um novo processo térmico (120°C, 1 atm, 15 min).
A solugdo final foi entdo tratada com TCA e em seguida os polissacarideos foram
precipitados com etanol. Esta fracdo polissacaridica foi fracionada e submetida a
analises quimicas e espectroscopicas para determinacdo da estrutura quimica.
Adicionalmente, as fragdes foram avaliadas in vitro quanto a capacidade de adeséo a
Salmonella enterica sv. Typhimurium, usando um produto comercial e BSA como
controles positivo e negativo, respectivamente. Estes resultados foram analisados
estatisticamente pelo programa R usando uma equagao sigmoidal que descreve a
cinética de crescimento bacteriano. A fragdo bruta (FS-Ep) apresenta alto teor de
carboidratos (85,0%) e baixo teor de proteinas (4,7%). As demais fragdes obtidas (FS-R,
FS-Tp, FS-A e FS-Es) apresentaram elevados teores de proteinas (39,1 — 86,8%) e
menores teores de carboidratos (8,7 — 37,2%). Todas as fragbes apresentaram
galactose, arabinose e acido urbnico como monossacarideos principais. O
fracionamento de FS-Ep permitiu a identificacdo de dois grupos de moléculas: um
primeiro grupo de alta massa molar (Mw = 500 kDa), composto de pectinas parcialmente
despolimerizadas, com unidades de o-D-GalpA-(1—4)-ligadas e cadeias laterais de o-L-
Araf-(1—5)-ligadas e p-D-Galp-(1—4)-ligadas; e um segundo grupo composto por uma
B-D-galactana (1—4)-ligada de baixa massa molar (Mw = 8 kDa). Com excec¢&o da
fragdo composta por pectinas purificadas, todas as demais fragbes apresentaram
capacidade de aderir a enterobactérias, apresentando resultados estatisticamente
equivalentes ao produto comercial, mostrando-se como potenciais substitutos. Os
resultados indicam que a presenga de manose nao € o unico fator responsavel pela
ligac@o da bactéria as moléculas de interesse, outros fatores/biomoléculas participam do
processo de adesdo. Delineamento experimental do tipo DCCR permitiu otimizag&o das
condicbes de extracdo do farelo de soja em fungcdo do rendimento do processo e
obtenc&o de extratos com alta capacidade de adeséo a enterobactérias. Os rendimentos
dos extratos brutos foram elevados em 10x, passando de 7,9% (extrato bruto FS-A,
antes da otimizagéo) para 77,3% (extrato CS). Os melhores rendimentos (63,9 e 77,3%)
e extratos com maiores atividades de ades@o a enterobactérias (219,9 e 215,8% em
relacdo ao controle positivo) foram obtidos em pH 0,5, 60 min e [farelo] de 300 g-L-' e pH
13,0, 60 min e [farelo] de 300 g-L-'. Analises indicam a presenca de proteinas e
carboidratos nos extratos biologicamente ativos. Adicionalmente, resultados
demonstram que os extratos de farelo de soja mantém atividade apds processo de
digestdo, bem como apresentam potencial de inibir a ades&o de enterobactérias a
receptores analogos conhecidos. Todos 0s resultados em conjunto demonstram o
potencial econdémico e biotecnologico dos extratos quimiotransformados de farelo de
soja na prevencdo de infecgcdes causadas por enterobactérias, e uma das
consequéncias esperadas de sua utilizacdo pode ser a reduc&o do uso de antibidticos
na pecuaria.

Palavras-chave: Resisténcia a antibidticos. Enterobactérias. Adesdo bacteriana.
Receptores Analogos. Farelo de Soja. Polissacarideos.



ABSTRACT

This study aimed to characterize the fine chemical structure of
chemotransformed polysaccharides from soybean meal and evaluate their binding
capacity and inhibition of adhesion in vitro to enteropathogenic bacteria. For this
purpose, a soybean meal solution (150 g-L™") had its pH adjusted to 2.0 and was
subjected to a heat treatment (120°C, 1 atm, 1 h). After filtration, neutralization and
centrifugation, the supernatant obtained was subjected to a new thermal process
(120°C, 1 atm, 15 min). The final solution was then treated with TCA and then the
polysaccharides were precipitated with ethanol. This polysaccharide fraction was
fractioned and subjected to chemical and spectroscopic analysis to determine the
chemical structure. In addition, the fractions were evaluated in vitro for their ability to
adhere to Salmonella enterica sv. Typhimurium, using a commercial product and
BSA as positive and negative control, respectively. The results were statistically
analyzed in the R software following a sigmoidal equation that describes the kinetics
of bacterial growth. Crude fraction (FS-Ep) had a high carbohydrate content (85.0%)
and low protein content (4.7%). The remaining fractions obtained (FS-R, FS-Tp, FS-A
and FS-Es) had elevated protein levels (39.1 to 86.8%) and lower carbohydrate
content (8.7 to 37.2%). All fractions showed galactose, arabinose and uronic acid as
main monosaccharides. The FS-Ep fractionation allowed the identification of two
groups of molecules: a first group of high molecular weight (Mw = 500 kDa),
composed of partially depolymerizated pectins, with units o-D-GalpA-(1—4)-linked
units as main chain and (1—-5)-linked-a-L-Araf and (1—4)-linked-B-D-Galp side
chains; and a second group composed of a B-D-Galactan (1—4)-linked of low molar
mass (Mw = 8 kDa). Except for the fraction consisting of purified pectins, all other
fractions showed ability to adhere to the enterobacteria, with statistically equivalent
results to the commercial product, showing up as potential replacements. The results
indicate that the presence of mannose is not the only factor responsible for the
binding of the bacteria to the molecules of interest, other factors/biomolecules
participate in the adhesion process. Experimental design, type CCRD, allowed
optimization of the soybean meal extraction conditions on the yield of the process
and obtain extracts with high capacity of adherence to the enterobacteria. The yields
of the crude extracts were high at 10x, going from 7.9% (crude extract FS-A, before
optimization) to 77.3% (CS extract). The best yields (53.9 and 77.3%) and extracts
with activity greater adhesion to the enterobacteria (219.9 and 215.8% compared to
the positive control) were obtained at pH 0.5, 60 min and [meal] 300 g-L-' and pH
13.0, 60 min, [meal] 300 g-L"'. Analyzes indicate the presence of protein and
carbohydrates in biologically active extracts. Furthermore, results demonstrate that
soy meal extracts retain activity after digestion process and have the potential to
inhibit the adhesion of enterobacteria to known analogue receptors. All the results
together demonstrate economic and biotechnological potential of the
chemotransformed extracts from soybean meal in preventing infections caused by
enterobacteria, and as an expected consequence of their use may be to reduce the
use of antibiotics in livestock.

Key words: Antibiotics Resistance. Enterobacteria. Bacterial adhesion. Analogue
Receptors. Soybean Meal. Polysaccharides.
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1  INTRODUGAO GERAL

As infecgdes entéricas sdo hoje uma das causas globais de morbidade e
mortalidade, atingindo mundialmente milhdes de pessoas/ano. Entre os
enteropatdogenos de maior importancia e interesse estéo espécies de Campylobacter
e Salmonella, causas frequentes de gastroenterites humanas.

Estas bactérias propagam-se de animais para seres humanos
principalmente via cadeia alimentar, refletindo que, além de um problema de saude
humana, as doencgas entéricas s&o um dos maiores problemas na pecuaria. O uso
de antibidticos, na pecuaria, tem tido nas ultimas décadas a finalidade de controlar
patdgenos intestinais (reduzir mortalidade) e promover a performance ou saude
animal. No entanto, seu uso generalizado em animais produtores de alimentos tem
contribuido para a selecéo de diferentes cepas de bactérias resistentes em todo o
mundo. Dessa forma, existe grande necessidade de criacdo de métodos alternativos
de defesa contra doencgas causadas por bactérias zoondticas.

Entre as estratégias terapéuticas ja propostas como alternativas ao uso de
antibidticos e controle da resisténcia bacteriana estéo a utilizagdo de certos tipos de
carboidratos e glicoconjugados. Essas moléculas aderem aos patdgenos, impedindo
a colonizagdo do trato gastrointestinal e, consequentemente, inibindo seu efeito
patogénico. Contudo, séo limitadas as informagdes sobre sacarideos e suas fontes
de obtencdo, acessibilidade, concentracdo e possiveis estruturas envolvidas no
processo de adesdo bacteriana. Mais estudos s&o requeridos para elucidar tais
informacdes e identificar o mecanismo de efeito anti-adesédo dessas moléculas sobre
enterobactérias.

Polissacarideos de diversas origens (OFEK; HASTY; SHARON, 2003) ja
foram relatados como agentes anti-adesdo de enterobactérias, entre eles
polissacarideos derivados de soja (NEESER; KOELLREUTTER; WUERSCH, 1986;
NEESER; WURSCH, 1990; KIERS et al., 2002; KIERS et al., 2003; BECKER et al.,
2007; BECKER; GALLETTI, 2008; RODRIGUES, 2012; NOSEDA et al., 2012).

A soja é um grédo bastante versatil utilizado pela agroindustria, industria
quimica e de alimentos. Seu principal destino é a extragdo de 6leo, cujo processo
gera grandes quantidades de farelo de soja, um subproduto de alto valor nutricional,

baixo custo direcionado principalmente a fabricac&o de racbes animais.
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Dentro dessa perspectiva, buscam-se novas moléculas, obtidas a partir de
farelo de soja, capazes de impedir a ligagdo de enterobactérias a mucosa intestinal,
podendo, desta forma, se tornar uma alternativa ao uso de antibidticos e atuar como

substitutos aos produtos comerciais que ja apresentam esse apelo bioldgico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar a  estrutura quimica fina dos  polissacarideos
quimiotransformados de farelo de soja, e avaliar suas capacidades de ligacédo e

inibicdo da adeséao in vitro a bactérias enteropatogénicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Obter extratos modificados quimicamente (quimiotransformados) de farelo de
s0ja;

- Determinar, por métodos quimicos e espectroscopicos, a composicao e
estrutura quimica dos extratos quimiotransformados obtidos;

- Isolar e purificar polissacarideos quimiotransformados a partir de farelo de
s0ja;

— Determinar, por métodos quimicos e espectroscopicos, a estrutura quimica
fina dos polissacarideos quimiotransformados;

- Avaliar a estabilidade in vifro dos extratos quimiotransformados frente a
condigcdes similares as encontradas no estdbmago e intestino de animais
monogastricos (digestéo in vitro);

- Determinar a capacidade de adeséo in vitro dos extratos brutos, extratos apds
digestao in vitro e polissacarideos purificados;

- Comparar a capacidade de adeséo in vitro entre os extratos/polissacarideos
testados:

- Determinar in vitro a capacidade dos extratos brutos em inibir a adeséo de
Salmonella spp. a mananas;

— Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos sobre Sa/monella spp.;
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- Determinar a concentragdo minima para atividade de adesdo dos extratos
brutos:

- Otimizar processo de produgéo dos extratos quimiotransformados de farelo de
soja, tendo como respostas rendimento do processo e capacidade de adeséo a
enterobactérias;

- Validar o processo de otimizagdo de produgdo dos extratos
quimiotransformados de farelo de soja;

— Determinar, por métodos quimicos, espectroscdpicos e termogravimétricos, a
composi¢ao dos extratos otimizados de farelo de soja;

- Correlacionar a composigao/estrutura dos extratos/fragbes com a capacidade
de adesdo a enterobactérias;

- Realizar analise econdmica preliminar da produgcéo de extratos bioativos de

farelo de soja.

1.2 JUSTIFICATIVA

O Brasil € mundialmente o segundo maior produtor de soja. O principal uso
da soja € na producéo de dleo refinado, obtido a partir do éleo bruto. Esse processo
gera elevadas quantidades de farelo de soja. O farelo representa em torno de 70%
da semente de soja, portanto, a cada tonelada de grdo que € destinada para
extracdo de 6leo, 700 kg de farelo de soja sdo gerados. A previsdo para a safra
2015/2016 é de que sejam produzidos no Brasil 30 milhées de toneladas de farelo
de soja. A maior parte desse farelo é destinada a producé&o de ragdo animal. Sua
composi¢cdo nutricional inclui alto teor de proteinas e carboidratos, indicando ser
uma fonte com potencial de utilizagdo para fins biotecnoldgicos. Pesquisas e
processos tém sido desenvolvidos utilizando subprodutos de soja, com o intuito de
obter produtos refinados com maior valor agregado.

Existem poucos estudos cientificos sobre a atividade bioldgica de
polissacarideos obtidos do farelo de soja. A pesquisa por novas moléculas bioativas
produzidas a partir do farelo de soja torna-se de alta relevancia, uma vez que
permite o conhecimento de novas fontes com potencial bioldgico provenientes de um

subproduto de baixo custo e alta disponibilidade no Brasil.
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A resisténcia a antibidticos € um dos grandes problemas do mundo
globalizado do século XXI. Buscas constantes s&o realizadas com o intuito de se
encontrar substituintes que apresentem eficacia similar sem ocasionar as mesmas
consequéncias. Sacarideos e glicoconjugados de diversas fontes tém sido descritos
como produtos alternativos, no entanto, incerteza a respeito das estruturas quimicas
ideais persistem € 0 mecanismo de acdo ainda ndo € totalmente compreendido.

Estudo anterior, realizado no laboratorio de Quimica de Carboidratos da
UFPR, indicou que extratos brutos de farelo de soja apresentam potencial de adeséao
a Salmonella enterica sv. Typhimurium (NOSEDA et al., 2012; RODRIGUES, 2012).
Esses extratos eram compostos por [(-galactanas-(1—4)-ligadas e pectinas.
Entretanto, mais estudos ainda s&o necessarios para viabilizacido do processo de
producdo desses extratos de farelo de soja e identificacdo das moléculas
responsaveis pela atividade bioldgica.

Sendo assim, busca-se no presente trabalho estudar polissacarideos
quimiotransformados obtidos de farelo de soja, quanto a sua estrutura quimica fina e

capacidade de adesao as bactérias enteropatogénicas.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

Com o intuito de facilitar a leitura deste documento, a tese esta dividida em
quatro capitulos distintos.

No primeiro capitulo foram compiladas informacbes sobre resisténcia
bacteriana em animais destinados a alimentacdo e exemplos da utilizacdo de
sacarideos e glicoconjugados, obtidos a partir de diferentes fontes, no controle de
doencas de origem alimentar, causada por agentes gram-negativos. O capitulo foi
escrito em formato de artigo, em inglés, para submissdo futura no Journal
Biotechnology Advances.

No segundo capitulo estdo compilados os resultados relacionados a
extracao, isolamento e purificacdo de polissacarideos quimiotransformados de farelo
de soja, bem como a composi¢cdo quimica dos extratos brutos e estrutura quimica
fina dos polissacarideos purificados.

No terceiro capitulo estdo agrupados os resultados obtidos nos ensaios de

capacidade de adesdo a enterobactérias realizados com os extratos brutos e
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polissacarideos purificados, caracterizados previamente no capitulo anterior, e
consideragdes a respeito da relacdo estrutura-atividade.

No quarto capitulo, foram reunidos os resultados referentes a otimizacéo
do processo de extracdo de farelo de soja, para obtencao de melhores rendimentos
e extratos com alta capacidade de adesdo a enterobactérias, aplicando um
Delineamento Composto Central Rotacional. Adicionalmente, estdo compilados os
resultados referentes aos ensaios de digestdo in vitro, inibicdo da ades&o e
citotoxicidade realizados com as fragbes extraidas nas condi¢bes Otimas de

processo.
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CAPITULO 1

CARBOHYDRATES AND GLYCOCONJUGATES USE IN ENTEROPATHOGEN
CONTROL AND PREVENTION OF BACTERIAL RESISTANCE - REVIEW PAPER
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1.1 ABSTRACT

The widespread use of antibiotics in food-producing animals has contributed
to the emergence of different strains of resistant bacteria around the world. These
resistant bacteria can spread from animals to humans via the food chain, or other
less common pathways. This transfer implies often in failed treatments, generating
serious public health problems. Thus, alternatives to antibiotics are urgently needed.

Among the main therapeutic strategies already proposed for the control of
bacterial resistance is the use of carbohydrates or glycoconjugates. These molecules
have been extensively reported in the literature as analogue receptors, i.e., they
mimic natural receptors involved in the adhesion process of the pathogen to host
tissue. The great advantage of this strategy is the fact that analogue receptors
prevent the infection without bactericidal action, minimizing the selective pressure
that causes resistance.

This review compiles information about the use of antibiotics in food-
producing animals and its consequences, and thoroughly reports extensive research
involving the use of carbohydrates and glycoconjugates in controlling foodborne

illness, with particular focus on gram-negative pathogens.

Key-words: antibiotic resistance; analogue receptors; adhesion; enteropathogen;,

carbohydrates; glycoconjugates.

1.2 INTRODUCTION

Antibiotics, one of the greatest discoveries of the 20th century, are
culminating in a major concern of the 21th century, the bacteria resistance
(GUZMAN-MURILLO; ASCENCIO, 2000; HEILIG; LEE; BRESLOW, 2002,
AARESTRUP, 2005; ANDERSSON; HUGHES, 2011; SEAL et al., 2013). The “magic
bullets”, described by Paul Ehrlich, which were once lifesaver are now worthless and
in the near approaching future, may have ceased its use (BOSCH; ROSICH, 2008;
HUTTNER et al., 2013; THE LANCET INFECTIOUS, 2013; WOOLHOUSE;
FARRAR, 2014).

Bacteria resistance is a health care problem worldwide (WITTE, 2013)
recognized by leading global health organizations (MARSHALL; LEVY, 2011) that
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requires global solutions (HOWARD et al., 2013; LAXMINARAYAN et al., 2013) for
responsible utilization. Different causes of resistance are described, for example,
inappropriate and excess use of antibiotics for nonbacterial infections such as viral
infections or colds (DOWELL; SCHWARTZ; PHILLIPS, 1998; MARSHALL; LEVY,
2011; PERSELL et al., 2013) and extensive use for animal farming and agricultural
purposes, mainly as growth promoter in animals (AGP) (SALISBURY et al., 2002;
MARTINEZ, 2009).

It is estimated that 20 tons of antibiotics are produced every hour in the world
(WOOLHOUSE; FARRAR, 2014), reaching up to 200,000 tons per year (WISE,
2002). Approximately 50-70% of all antibiotics produced are intended for food
producing animals (MELLON, BENBROOK; BENBROOK, 2001; BUSH et al., 2011;
DANTAS; SOMMER, 2014). Substantial portions of these are used for the
nontherapeutic purposes of growth promotion (VAN DEN BOGAARD;
STOBBERINGH, 2000; SMITH et al., 2002).

Substantial controversy exists about the impact of agricultural antibiotic use
on the subsequent emergence of antibiotic-resistant bacteria in humans. Animal food
products are contaminated with antibiotic-resistant bacteria, mainly gram negatives,
generated by antibiotic usage as growth promoters or for treatment or control of
animal diseases (SMITH et al., 2002). It has been reported that annually 48 million
people contract a foodborne illness in the United States (CDC, 2014b). In severe
cases, use of antibiotics may be required in the treatment of foodborne illness,
making antibiotic resistance in foodborne pathogens a considerable concern
(MATHEW et al., 2007).

It is already enormous the economic and human cost of antibiotic resistance
(BUSH et al., 2011). For instance, there were 386,000 infections cases by multidrug-
resistant bacteria, and 25,000 attributable deaths, in European Union (EU), Iceland
and Norway in 2007, two-thirds being due to gram-negative bacteria, most
responsible for foodborne iliness (ECDC/EMEA, 2009; TILLOTSON, 2013). A recent
report by the United States (US) Centers for Disease Control and Prevention
estimated that antibiotic-resistant pathogens cause at least 2 million illnesses and
23,000 deaths each year in the US (CDC, 2014a). Antibiotic-resistant infections lead
to a cost of $20 billion per year in excess direct healthcare in the US (ROBERTS et

al., 2009). In Europe, these extra costs were estimated in €1.5 billion each year,
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being €870 million with antibiotic-resistant gram-negative bacteria (ECDC/EMEA,
2009).

As antibiotics are losing effectiveness due to the increase in the number of
resistant bacteria, the discovery of new therapeutic agents with novel modes of
action becomes urgent and crucial (CHOPRA et al., 2008; OLDFIELD; FENG, 2014).
However, there is a gap in antibiotics pipeline, as just four new classes of antibiotics
were launched in the past 40 years, none to treat gram-negative bacteria (TALBOT
et al., 2006; COATES, HALLS; HU, 2011; COOPER; SHLAES, 2011; CAIN, 2012;
BUTLER; BLASKOVICH; COOPER, 2013). The cost of bringing a new antibiotic to
market is estimated among US$ 800 million to 1.7 billion and demands about 15
years of research (IDSA, 2004; VICENTE et al., 2006; BERDY, 2012). The cost and
time consumed, combined with the poor return of the investment, makes
pharmaceutical industries reluctant to pursue antibiotic research (LEEB, 2004,
NORRBY; NORD; FINCH, 2005; COOPER; SHLAES, 2011). These companies are
focusing investments on more lucrative areas, such as debilitating or chronic
illnesses and mood disorders, which need treatments used for over years or a
lifetime, rather than for just a week or two as the antibiotics (LEEB, 2004; ALANIS,
2005; CHOPRA et al., 2008).

Given this complex situation, the search for novel therapeutic strategies to
replace antibiotics has been intense (COX; WRIGHT, 2013). However, the true
efficacy remains unclear because the present results are often inconsistent
(GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010; ALLEN et al., 2013). These approaches
commonly include the use of pre-, pro- and symbiotics, antibacterial vaccines, phage
therapy, herbs, plant extracts and etheric oils, exogenous enzymes and organic
acids.

Often mistakenly, carbohydrates or glycoconjugates are categorized as
prebiotic, however their functions may be not related to the growth of beneficial
bacterial populations (GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010).
Mannanoligosaccharides (MOS), widely marketed, may act as inhibitors of bacterial
adhesion, functioning as a mimetic or analogue receptor. These saccharides bind to
adhesins, e.g. mannose-specific lectin, of gram-negative pathogens that express
Type-1 fimbriae, such as Salmonella and E. coli, resulting in their excretion from the
intestine (OFEK; MIRELMAN; SHARON, 1977; LINDHORST, KIEBURG,;
KRALLMANN-WENZEL, 1998; SPRING et al., 2000). Similarly, other molecules of
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the same class may act as analogue receptors for different types of bacteria
adhesins. In this context, this review compiles information about bacterial resistance
in food-producing animals, and report examples of the use of saccharides and
glycoconjugates, obtained from different sources, as analogue receptors in the

control of foodborne iliness, caused by gram-negative pathogens.

1.3 BACTERIA RESISTANCE IN FOODBORNE ANIMALS

1.3.1  Emergence of Bacterial Resistance — Source and Mechanisms

The antibiotics' history began in 1929 with the discovery of penicillin by
Alexander Fleming (FLEMING, 1929). Years later, in 1936, Gerhard Domagk
discovered the first sulfonamide drugs (or sulfa drugs) in a synthetic dye, the
Prontosil (CONGRESS, 1995; STORK, 2005). Later, René Dubos, in 1939, found
gramicidin, an antibacterial agent which inhibits the growth of gram positive (DUBOS,
1939A; B; DUBOS; CATTANEO, 1939). In 1940, researchers Emst Chain and
Howard Florey gave sequence to Fleming studies (CHAIN et al., 1940). They purified
penicillin and showed the compound could be used to treat infections in animals.
During World War |Il, large scale penicilin production was implemented
(GUSTAFSON; BOWEN, 1997), and since then, antibiotics have been widely used
for a variety of purposes, particularly infectious disease control (DAVIES;
SPIEGELMAN; YIM, 2006). Amid the dawn of the antibiotic era, the danger of
creating resistant bacteria was clear (LEVY, 2014), and alerting the increase in
resistant bacteria are not new. Fleming in his acceptance speech of the Nobel Prize
warned of the development of bacterial resistance (FLEMING, 1945).

However, the origin of antibiotic resistance is controversial and continues to
divide opinions. Some researchers defend the idea of bacterial resistance as a
modern phenomenon, facilitated by selective pressure of millions of tons of
antibiotics used since its introduction, on sensitive strains, favoring the survival of
resistant strains (MITSUHASHI, 1993; VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000;
ARASON et al.,, 2002; LEVY; MARSHALL, 2004, DAVIES; DAVIES, 2010;
HUTTNER et al., 2013; LAXMINARAYAN et al., 2013). Other researchers argue that
bacterial resistance is an ancient and natural phenomenon (HUGHES; DATTA, 1983;
BARLOW: HALL, 2002; BHULLAR et al., 2012; COX; WRIGHT, 2013; RODRIGUEZ-
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ROJAS et al., 2013), already existing for two billion years (Hall; Barlow, 2004). They
claim inconsistency in the arguments of bacterial resistance as a contemporary
emergency. Antibiotics would select only resistant determinants already pre-existing
(COSTA et al., 2011).

Leaving aside the temporal origin of bacterial resistance (pre or post
antibiotic era), antibiotic resistance exists in two different phenotypes: intrinsic and
acquired. Intrinsic resistance is a common evolutionary phenotype to all members of
a specific taxonomic group of bacteria (genus, species, and subspecies), regardless
of previous exposure to antibiotics and not obtained from horizontal gene transfer
(HGT) (FAJARDO et al., 2008). This resistance is directly related with the structural
or functional characteristics inherent to the native microorganism (SALISBURY et al.,
2002; BOERLIN; WHITE, 2013). Conventional examples refer to resistant
phenotypes displayed by gram-negative bacteria that are intrinsically resistant to
many classes of antibiotics effective against gram-positive bacteria (COX; WRIGHT,
2013). Triclosan biocide is broadly effective against gram-positive bacteria, however
it is unable to inhibit the growth of members of the gram-negative genus
Pseudomonas (BLAIR et al., 2015). This drug, in susceptible species, hinders fatty
acid synthesis by inhibition of enoyl-acyl carrier protein (ACP) reductase, however,
this genus carries a fabV gene, that encodes triclosan-resistant enoyl-ACP reductase
isozyme (FabV), culminating in the absence of a susceptible target (ZHU et al.,
2010).

In addition to intrinsic resistance, bacteria can acquire or develop resistance
to antibiotics. This acquired resistance occurs when normally susceptible organisms
develop resistance through genetic alterations (by mutations in chromosomal genes)
or horizontal acquisition of new genes carried by mobile genetic material (plasmids,
transposons, integrons, bacteriophages and naked DNA) (MAZEL; DAVIES, 1999;
HOGAN; KOLTER, 2002; SALISBURY et al., 2002; MARTINEZ, BAQUERO;
ANDERSSON, 2007; BOERLIN; WHITE, 2013). When associated with mobile
genetic elements, the acquisition of resistance determinants may occur between
bacteria of the same species or different species and genus by transduction (DNA
transfer by a bacteriophage); conjugation (mobilization of DNA through inter-
organism contact); transformation (naked DNA incorporation released from another

microorganism); or transposition (DNA mobilization into the organism's genome)



36

(DAVISON, 1999; DZIDIC; BEDEKOVIC, 2003; ROE; PILLAI, 2003, LEVY;
MARSHALL, 2004; WRIGHT, 2007).

These resistant phenotypes are expressed by several antibiotic resistance
mechanisms. Such mechanisms can be divided into four major groups: (1) reduced
in cell permeability, decreasing diffusion of antibiotics into the cell (NIKAIDO, 1994;
DE et al., 2001; MCDERMOTT; WHITE, 2011); (2) change in efflux pumps that
extrude the drug from the interior cell to the external environment (LEVY, 1992;
NIKAIDO, 1996; WEBBER; PIDDOCK, 2003); (3) inactivation of the drug due to
degradation or structural modification, either before or after penetrating the cell
(ALEKSHUN; LEVY, 2004; WRIGHT, 2005); and (4) modification and protection of
target sites that may reduce the affinity of the antibiotic to the target (LAMBERT,
2005; BLAIR et al., 2015). Different mechanisms can, alone or together, confer
resistance to one antibiotic, a class of antibiotics, a group of classes of related
antibiotics or even to antibiotics of several different classes resulting in multidrug
resistance (BOERLIN; WHITE, 2013).

1.3.2 Transfer of Antibiotics Resistance among Animals and Humans

The effectiveness of any antibiotic is compromised by the potential
development of tolerance or resistance from its initial use (DAVIES; DAVIES, 2010).
The use of antibiotics, therefore, impose a natural selection (BAQUERO et al., 1998;
WITTE, 2000), generating many reservoirs of resistant strains (ALLEN, 2014).

Resistance genes and resistant bacteria flows constantly between different
environments (SINGER et al.,, 2003). Thus, the transmission interface between
humans and animals is complex due to the numerous possible transmission routes,
and frequent transfer of genes between different species of bacteria (KRUSE;
SORUM, 1994; OKEKE; EDELMAN, 2001; WEGENER, 2012). Therefore, concrete
evidence of dissemination and routes of spread between humans and animals are
difficult to obtain (MARSHALL; LEVY, 2011; LAXMINARAYAN et al., 2013), however,
several studies have been published demonstrating indirect evidence of this
transmission.

Bezanson, Khakhria and Bollegraaf (1983) identified, from a hospital
outbreak in newborns, in Canada, resistant strains of Salmonella enterica sv.

Typhimurium coming from dairy cattle, possibly transmitted by raw milk. An outbreak,
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in Denmark, involving the same Salmonella species was investigated by Mglbak et
al. (1999). The studies found that such strains were resistant to quinolones. A total of
eleven people was hospitalized and two died. Molecular epidemiology indicated that
the primary source of contamination was a swine herd. Hoelzer et al. (2010) isolated
in human multidrug resistant strains of Sa/monella enterica serotypes Newport and
Typhimurium. Epidemiological results identified cattle dairy farms as a source of
transmission.

Lee (2003) studied cattle, pigs and chicken’s isolates, collected between
2001 and 2003. Strains of methicillin (oxacillin)-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) were identified. To determine the genetic relationship between animals and
human’s isolates, during the entire period of the study, human samples were
collected. Molecular studies have shown that the genome of six animal MRSA isolate
were very closely related to those of some human MRSA isolates, indicating that the
source of contamination arises possibly through contaminated food intake. In
Denmark, two cases of MRSA were also researched and linked to a livestock
reservoir (HARRISON et al., 2013). Phylogenetic analyzes of isolated human and
animal support zoonotic transmission probability.

While the majority of studies on the epidemiology of antibiotic susceptibility
has focused animals as primary sources of transmission of resistance antibiotics,
some studies have shown that transmission between animals and humans can occur
bilaterally (SCHWARZ, KEHRENBERG; WALSH, 2001), making it difficult to quantify
and identify the responsibility of each part involved (SINGER et al., 2003;
COLLIGNON; ANGULO, 2006). Seguin et al. (1999) followed for 13 months, horses
that attended a veterinary hospital and developed post-infection procedures
performed on site. MRSA strains were isolated; however, such strains are very
uncommon animal isolates and common human isolates. Thus, samples of people
associated with equine surgery and recovery were collected in an attempt to identify
a possible source of the organisms. Results indicated that the isolates originated
from a common source, and it is speculated that the hospital staff were the primary
source of infection, although the specific mode of transmission is not clear. O'mahony
et al. (2005) reported similar observations. MRSA strains identified in animals may
have had its origin human hospitals.

The spread between the different hosts can occur by direct contact, through
the environment or via the food chain (PENDERS et al., 2013; CANTAS; SUER,
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2014). In the new host, the bacteria can colonize and infect, transmit their resistance
genes to different bacteria (commensal and pathogenic), besides to accept
resistance genes from other bacteria (SALYERS; GUPTA; WANG, 2004). There is a
direct relationship between the number of resistant bacteria and the potential spread
and transmission. The greater the number of resistant bacteria, the higher the
probability of transmission to potentially pathogenic bacteria and to the environment
(VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000; O'BRIEN, 2002). Thus, the subject
resistance in zoonotic pathogens deserves attention. The increased prevalence
among animals increases the spread to humans. Therefore, it is necessary an
application of an antibiotic management system by the veterinary medicine and
animal husbandry to prevent or minimize the emergence and spread of antibiotic
resistance in the sector (LAXMINARAYAN et al., 2013).

1.3.3 Zoonosis

Zoonosis are diseases and infections that can be naturally transmitted by
animals to humans (PAHO, 2001; ALEMAYEHU, 2012). The most common zoonosis
are foodborne infections caused by the presence of zoonotic bacteria of genera
Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Listeria and enterohemorrhagic Escherichia
coli in production animals (AARESTRUP; WEGENER, 1999; BLANCOU et al., 2005).

The gastrointestinal tract of animals serves as a reservoir of zoonotic agents
(POOLE et al., 2004), and foodborne infections come from direct contact with the
animal or contamination through the food chain (ANGULO; NUNNERY; BAIR, 2004;
WEGENER, 2012; STANTON, 2013). Food contamination can happen at any stage
of the production chain, including slaughtering (fecal contamination), milking and
other subsequent processes (COLLINS; WALL, 2004; GAGGIA; MATTARELLI,
BIAVATI, 2010; HUE et al., 2010). Other forms of contamination, less frequent, may
also occur, by water or vegetables grown in soils fertilized with contaminated
excrement or irrigated with contaminated water (TEUBER, 2001; HANNING; NUTT;
RICKE, 2009; EFSA, 2014).

There is considerable debate surrounding the use of antibiotics in livestock
and the risks of its use for human health. This is due, mainly, to the direct correlation
between antibiotics use and frequency of resistant genes in food animals (AUSTIN;
KRISTINSSON; ANDERSON, 1999; BRUINSMA et al., 2003; CHANTZIARAS et al.,
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2014). Inappropriate and excessive use of antibiotics contributes to the emergence of
resistance in zoonotic pathogens (PERRETEN et al., 1997, BERENDS et al., 2001;
ANDERSON et al., 2003; FORSLUND et al., 2013).

Among the zoonotic bacteria of greater importance and concern are species
of Campylobacter and Salmonella, frequent cause of human gastroenteritis
(THORNS, 2000; NEWELL et al., 2010; BEHRAVESH; WILLIAMS; TAUXE, 2012). It
is estimated, all around the world, a total of 94 million cases of nontyphoidal
Salmonella infections per year resulting in approximately 155 thousand deaths
(WHO, 2014). A report recently issued by the European Food Safety Authority and
European Centre for Disease Prevention and Control (EFSA/ECDC), on the
occurrence of foodborne illness in the European Union (EU) in 2013, indicated
214,779 and 82,694 confirmed cases of campylobacteriosis and salmonellosis,
respectively, covering approximately 95% of total disease (EFSA/ECDC, 2015b). In
the same year, it was reported in 10 US sites (approximately 15% of the US
population), 17,856 confirmed cases of foodborne iliness, being 7,277 and 6,621
cases of salmonellosis and campylobacteriosis cases, respectively, corresponding to
78% of total cases (CRIM et al, 2014). The Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) estimate that across the US occur each year around 1.3 million
Campylobacter infections and 1.2 million nontyphoidal Sa/monella infections (CDC,
2014a). These data show the alarming rate at which infections caused by zoonotic
bacteria are growing.

Resistant zoonotic bacteria have been extensively identified worldwide
(ENGBERG et al., 2001; GEBREYES; ALTIER, 2002; ENGBERG et al., 2004;
CANTON et al., 2008; HAWKEY, 2008; GESER et al., 2011; MATHER et al., 2013
SCHMID et al.,, 2013; VERNET et al.,, 2014, WHO, 2014; SHAIKH et al., 2015).
Treatment options for some of the most common foodborne infections have
decreased, because isolates from antibiotic-resistant bacteria continue to emerge.
That was the conclusion published by EFSA at the beginning of 2015, after analysis
of the data reported by 28 Member States for the year 2013 (EFSA, 2015).

Official data released by the report issued by EFSA/JECDC, show that
Salmonella strains resistant to commonly used antibiotics were isolated from
humans, animals (mainly turkeys and broiler) and meat products (EFSA/ECDC,
2015a). Multidrug resistance rates were high, 31.8% in humans, 56% in broiler, 73%

in turkeys and 37.9% in pigs. In human’s isolates, high proportions of strains resistant
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to ampicillin, sulfonamides and tetracyclines were observed. Low rates of resistant
strains to third-generation cephalosporins and non-suscetible to fluoroquinolones
were also found. In animal’s isolates (turkeys and broiler meat), strains with high
resistance to fluoroquinolones were observed. The results for Campylobacter also
worry. Resistant strains were isolated from humans, animals (mainly broiler, pigs and
cattle) and broiler meat. For the specie, Campylobacter jejuni, more than half of the
isolates in humans and broiler are resistant (54.6% and 54.5%, respectively),
alongside 35.8% in cattle. For the specie, Campylobacter coli numbers are even
higher, 66.6% In humans, 68.8% in broiler and 31.1% in pigs. In human’s isolates,
high proportions of strains resistant to ciprofloxacin, tetracyclines and
fluoroquinolones, and low to moderate proportions to erythromycin were observed. In
animals isolates extremely high levels of resistance to ciprofloxacin, nalidixic acid
and tetracyclines were observed.

Estimates made by the CDC indicate that approximately 24% and 8% of all
cases of campylobacteriosis and salmonellosis, in US, are caused by resistant
strains (CDC, 2014a). Most of the identified Campylobacter strains are resistant to
ciprofloxacin, and a minority to azithromycin. Most of the identified Salmonella strains
are multidrug resistant (five or more antibiotic classes), and some were resistant to
ceftriaxone and criprofloxacin.

Thus, resistance in zoonotic bacteria poses a threat to human health, as it
can be propagated and easily disseminated through the food chain, besides often
causing failure of antibiotic treatment (SALISBURY et al., 2002; ZHAO et al., 2005;
MELLATA, 2013). Furthermore, there is a significant impact on public health
worldwide, since food animals and foods of animal origin are traded worldwide
(AARESTRUP; WEGENER; COLLIGNON, 2008; CAVACO; AARESTRUP, 2013).

1.3.4 Antibiotic Use in Food-Production Animals

Antibiotics are widely used in food-production animals. In some countries, the
amount of antibiotics, for the livestock reaches up to four-times the amount used in
human medicine (FDA, 2012; 2014a). The reasons for the use of antibiotics in food-
producing animals are diverse. Modern intensive livestock operations, with high
population density, allows the rapid spread of pathogens, requiring aggressive

management strategies, which often include the use of antibiotics therapy (Landers
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et al., 2012). Among the main indications are the treatment and prevention of enteric
diseases and respiratory disorders in young animals, mastitis and skin and organs
abscesses (TEUBER, 2001; CASAL et al., 2007). Thus, the use of these antibiotics
allows the growth of more healthy and productive animals, with lower incidence of
diseases, ensuring animal welfare and leading to reduced morbidity and mortality
(PAGE, 2006; OLIVER; MURINDA; JAYARAO, 2011).

Antibiotics are used in four different ways, including prevention (prophylaxis),
control (metaphylaxis), treatment of diseases (therapeutic use) and promoting growth
and improves feed efficiency (use as a growth promoter) (MCEWEN; FEDORKA-
CRAY, 2002; WEGENER, 2003; MARSHALL; LEVY, 2011). The therapeutic use is
defined as treating infections in clinically sick animals (PHILLIPS et al., 2004). The
treatment involves individual animals, for a short period at doses of antibiotics that
exceed the minimum inhibitory concentration of the target pathogen (BARTON,
2000).

The metaphylaxis and prophylaxis settings are similar and often overlap.
Metaphylaxis is the treatment of a group of animals immediately after the appearance
of first clinical symptoms in some animals, thus infections are treated before they
become clinically visible (SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001; SINGER et
al., 2003; AARESTRUP, 2005; MATHEW, CISSELL; LIAMTHONG, 2007). The same
authors define prophylaxis as the treatment of healthy animals, used as a preventive
measure to the emergence of disease. Doses involved in treatments are moderate to
high, usually applied by water or feed, for a predefined period to a group of animals
(GUSTAFSON; BOWEN, 1997; GRAHAM; BOLAND; SILBERGELD, 2007). It is
important to remark that prophylaxis requires caution since the appropriate duration
of therapy is not well defined (GIGUERE; ABRAMS-OGG: KRUTH, 2013).

Use the promotion of growth includes continued usage of antibiotics in animal
feed, in order to promote growth and increase efficiency of feed conversion (VAN
DEN BOGAARD,; STOBBERINGH, 2000; VIOLA; DEVINCENT, 2006). Antibiotics
used for this purpose are commonly called antibiotic growth promoters (AGP). AGPs
are included in the formulation of feed, in non-therapeutic concentrations for long
periods (VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000; RETI et al, 2013,
REDONDO et al., 2014).

The non-therapeutic use of antibiotics in food-animals is quite old. The

growth promoting effect was first described by Moore et al. (1946), soon the end of
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the war. It was reported that chicks showed better growth when sulfasuxidine and
streptomycin were added to the diet. Shortly thereafter, Stokstad et al. (1949)
observed that chickens fed with aureomycin fermentation byproducts had better
weight gain with less feed. Numerous subsequent investigations have documented
the same efficacy for other food-animals and similar effects were also identified in
other antibiotics (BARTLEY; FOUNTAINE; ATKESON, 1950; CUNHA et al., 1950;
COATES et al., 1951; RUSOFF, DAVIS; ALFORD, 1951; SLINGER et al., 1951;
SHEFFY et al., 1952; LASSITER, 1955).

In 1951, the United States approved the use of AGPs in animals (JONES;
RICKE, 2003; HUME, 2011). In the following years, European countries approved
regulations about the use of antibiotics in animal feeds (CASTANON, 2007). This
practice was, therefore, implemented as a way to meet the increasing demand for
food (ALLEN et al., 2013), coinciding with the modernization of the livestock system,
which began involving confinement rearing of food animals in a large scale
(GUSTAFSON; BOWEN, 1997; MATHEW, CISSELL; LIAMTHONG, 2007). Over
time, the practice of non-therapeutic use of antibiotics has become an integral part of
intensive livestock (BARTON, 2000; BUTAYE, DEVRIESE; HAESEBROUCK, 2003;
LAXMINARAYAN et al., 2013).

Many hypotheses have been launched in an attempt to unravel completely
the AGP mode of action. What is clear is that the action is mediated by antibacterial
effect, since the effects in germ-free animals are smaller or zero (COATES et al,,
1963; FEIGHNER; DASHKEVICZ, 1987; PAGE, 2006; NIEWOLD, 2007). Therefore,
the studies on mechanisms have focused the interaction between antibiotics and the
microbiota, favoring performance in different ways: (i) improvement in the absorption
and utilization of nutrients because of thinning of the intestinal wall (COATES;
DAVIES; KON, 1955, FEIGHNER; DASHKEVICZ, 1987; GASKINS; COLLIER;
ANDERSON, 2002; PAGE, 2006; NIEWOLD, 2007); (ii) reduction in the incidence
and severity of intestinal subclinical infections, leading to reduction of metabolic costs
of the immune system (innate) (FEIGHNER; DASHKEVICZ, 1987; GASKINS;
COLLIER; ANDERSON, 2002; BRENNAN et al., 2003; DIBNER; RICHARDS, 2005);
(iii) reduction of microbial use of nutrients (FEIGHNER; DASHKEVICZ, 1987;
DIBNER; RICHARDS, 2005; NIEWOLD, 2007; HUYGHEBAERT, DUCATELLE AND
IMMERSEEL, 2011); (iv) reducing the toxins production by intestinal bacteria
(KNARREBORG et al., 2004; DIBNER; RICHARDS, 2005; PAGE, 2006; NIEWOLD,
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2007; LIN, 2014); (v) stimulation of vitamins synthesis, and (PAGE, 2006; MODI et
al., 2011); (vi) anti-inflammatory effect by inhibiting the production and excretion of
catabolic intestinal inflammatory mediators by cells, thereby providing the catabolic
advantage to the host (NIEWOLD, 2007; COSTA et al., 2011, HUYGHEBAERT,
DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011; MENCONI et al., 2014).

1.3.5 Banned Antibiotic Growth Promoters

Discussions about the use of AGPs are therefore old and their use is
controversial due to the potential transfer of antibiotic resistance from animals to
humans (KELLY et al., 2004), aggravated the fact that there is no clear division
between antibiotics for human and animal use (HEILIG; LEE; BRESLOW, 2002;
WEGENER, 2003; LANDERS et al., 2012).

Evidence of resistance in animals-production began to appear shortly after
the beginning of utilization. Elam, Gee and Couch (1951) reported penicillin resistant
microorganisms in chicks receiving a feed containing such antibiotic. In the same
year, Starr and Reynolds (1951) identified streptomycin resistance bacteria in turkeys
fed streptomycin. In the 1960s, alarmed by the rise in multidrug-resistant
enterobacteria, resistance transmission evidence of antibiotics to animals for human
and the widespread use of antimicrobial agents as growth promoters, the United
Kingdom’s Swann Report of 1969 recognized the possibility that AGPs were
contributing largely to the problem of drug-resistant infections (SCIENCE AND
TECHNOLOGY COMMITTEE, 1998, WITTE, 2000; MARSHALL; LEVY, 2011).
Therefore, recommended banning the use of human or animal therapeutics
antibiotics as growth promoter for animals (HOUSE OF LORDS, 1998). The
recommendation was implemented first in England and then in other European
countries and Canada (HOUSE OF LORDS, 1998; AARESTRUP, 2005; MARSHALL;
LEVY, 2011).

Despite the Swann Report, the first prohibition of the use of any antibiotic in
order to promote growth in animals came only 17 years later, in 1986, in Sweden
(WIERUP, 2001). Following the bans by Sweden, Denmark and Norway banned the
use of avoparcin as growth promoter in 1995 (HOFSHAGEN et al., 2000; SARMAH;
MEYER; BOXALL, 2006). In the same year, the Norwegian food animal industry
voluntarily stopped all use of AGPs (GRAVE et al., 2006).
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EU banned the use of other antibiotics as growth promoters in the following
years, such as avoparcin, virginiamycin, tylosin, bacitracin, spiramycin, carbadox and
olaquindox (DIBNER; RICHARDS, 2005). The Danish food animal industries decided
in 1998 to voluntarily discontinue all further use of AGPs by the end of 1999, thus the
AGPs were gradually phased out in Denmark (AARESTRUP et al., 2001). Finally, in
2006, all AGPs were banned in the EU (EC, 2005). However, other regions have not
followed this suit. The practice continued in the United States, but the Food and Drug
Administration (FDA) proposed a plan of action on the overuse of antibiotics through
a project of guidelines for judicious use of antimicrobials in animal husbandry for food
production (ALLEN et al., 2013; LAXMINARAYAN et al.,, 2013; HEDE, 2014).
Importantly, many countries, organizations and professional associations have
developed (or are in the process of developing) guidelines and codes for the prudent
use of antibiotics in animals (BARTON, 2000; GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE,
2008; WERTHEIM et al., 2013; WHO, 2015).

1.3.6 Estimate Antibiotic Use for Food-Producing Animals

There is a correlation between the antibiotic consumption and subsequent
development of antibiotics resistance (BELL et al., 2014). Countries with high
antibiotic prescription rates tend to reach unacceptable levels of resistance, making
ineffective most of the drugs (GARAU et al., 2014). Since its introduction, millions of
tons of antibiotics have been produced and employed for a wide variety of purposes
(DAVIES; DAVIES, 2010), however data for amounts of antibiotics sold for or used in
animals are still scarce (LAXMINARAYAN et al., 2013). Reliable figures are rare, and
estimates are only available for a few regions of the world (WHO, 2002,
AARESTRUP, 2005).

The FDA recently released a report of sales and distribution data of
antibiotics used in food-producing animals. The amount of important antibiotics sold
grew by 16% from 2009 to 2012, totaling about 54,000 tons sold in this period, only in
2012 were sold 14,618 tons of antibiotics (FDA, 2014b). A few years ago (MELLON,;
BENBROOK; BENBROOK, 2001), estimated values were well next to recently
released by FDA, in their report, estimated 16 million kg of antimicrobial compounds
are used annually in the US, and approximately 70% are used for nontherapeutic

purpose.
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In EU and European Economic Area (EAA), sales achieved 8,046 tons of
antibiotics in 2012 (EMA/ESVAC, 2014). Australia, between 2005 to 2010, had
consumed 2,932 tons, and 6% were used as growth promoters (APVMA, 2014). In
the same period, Japan sold 687 tons of antibiotics, and in New Zealand, among
2004-2008, 32 tons of antibiotics were used (NVAL/MAFF, 2009; MAF, 2010; HOSOI
et al., 2014).

Sweden, Denmark and Norway, the first countries to ban the use of AGPs in
food-producing animals, had over the years, the significant decrease in the amount of
antibiotics used (GRAVE et al., 2006). Sweden reduced from 21 tons of antibiotics
consumed in 1996 to 11 tons in 2013, a decrease of approximately 48%
(BENGTSSON et al., 2001; ASPEVALL et al., 2014). Sales of antibiotics in Denmark
and Norway, between 1994 and 2013, were reduced from 206 tons to 112 tons and
11 tons to 6 tons, respectively, reaching 46% reduction in sales (BLAGER et al,
1999; HOFSHAGEN et al., 2000; AGERSU et al., 2014; ANDERSEN et al., 2014). It
is also possible to observe reduction in antibiotics sales in other EU countries, such
as France, United Kingdom, Netherlands and Czech Republic. Together, these
countries reduced sales by 35%, from 2,366 tons in 2005 to 1,543 tons in 2012
(EMA, 2011; EMA/ESVAC, 2014).

Different organizations and experts in the field continue to question the use of
antibiotics in food-producing animals (ASOA, 2014; RUMA, 2014; SCIENCE AND
TECHNOLOGY COMMITTEE, 2014). Conflicts for a responsible prophylactic use are
evident. Thus, the prohibition of AGPs seems not to prevent prolonged and routine

use of such antibiotics in healthy animals.

1.4 NEED FOR ALTERNATIVES TO REPLACE ANTIBIOTICS

The use of antibiotics in food-producing animals favors the selection of
resistant bacteria (ZHAO et al., 2005; GULLBERG et al., 2011). In a globalized world,
this problem is even more urgent, since resistance genes are travelling faster and
over long distances (VERNET et al., 2014). Oblivious to these facts the question of
pipeline of new drugs is faltering (TOMAYKO et al., 2014).

The removal of antibiotics as AGPs appears to result in a decrease in the
prevalence of some resistant bacteria (PANTOSTI et al, 1999, VAN DEN
BOGAARD; BRUINSMA; STOBBERINGH, 2000; BOERLIN et al, 2001;
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LAUDERDALE et al., 2007). However, negative impacts on productivity, health and
animal welfare are described (AARESTRUP, 2002; CALLESEN, 2002; TORNQE,
2002; COGLIANI; GOOSSENS; GREKO, 2011). There is an increased incidence of
infectious diseases, leading to an increased use of antibiotics for therapeutic
purposes (LARSEN, 2002; CASEWELL et al., 2003). This generates an increase in
animal production costs and therefore making the final product more onerous
(FERBER, 2003; KELLY et al., 2004).

Increasing restrictions on antibiotic propose challenges to modern livestock
and related industries. Viable and effective alternatives are required to maintain the
current animal production levels without threatening public health (WANG et al.,
2012). The challenge is complex. It is required that such alternatives contribute to the
stagnation of resistance to antibiotics, show effectiveness on animal performance
and assist in the reduction or elimination of pathogens, thereby controlling the
morbidity and mortality (GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010; ALLEN et al.,
2013).

On the economic and financial aspects, returns on investments for
alternatives to antibiotics are dependent on the biological impact, dynamics of the
market price and effect on the performance levels (REDONDO et al., 2014).
Furthermore, (HUYGHEBAERT; DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011) reinforce the
need to consider the variability in production costs between the different possible
alternatives. The same authors estimate that the returns on investments can vary
among 2-25 (€ / ton) compared to 1-2 (€ / ton) of feed antibiotics.

Several alternatives to antibiotics have been proposed, include the use of
pre-, pro- and symbiotics (CALLAWAY et al., 2008; GAGGIA; MATTARELLI,
BIAVATI, 2010, HUYGHEBAERT; DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011), antibacterial
vaccines (ALEKSHUN; LEVY, 2004), paghe therapy (ATTERBURY, 2009; PIRNAY
et al.,, 2011), herbs, plant extracts and etheric oils (SMITH-PALMER; STEWART,
FYFE, 1998; GUPTA et al., 2007; WINDISCH et al., 2008, BARBOSA et al., 2009;
DJENANE et al., 2011; YAN; MENG; KIM, 2012), exogenous enzymes (JACKSON et
al., 2003; ADEOLA; COWIESON, 2011; LIU; GUO; GUO, 2012; ZHANG et al., 2014),
organic acids (JOHNY et al., 2009; SANTOS et al., 2009; JOHNY et al., 2012),
cooper and zinc (PETTIGREW, 2006; JACELA; DEROUCHEY; TOKACH, 2010;
AMACHAWADI et al., 2011) and anti-virulence therapies (CEGELSKI et al., 2008;
RASKO; SPERANDIO, 2010). Moreover, in a recent review, (THACKER, 2013)
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described less traditional alternatives to antibiotics as antimicrobial peptides, clay
minerals, egg yolk antibodies, eucalyptus oil-medium chain fatty acids, rare earth
elements and recombinant enzymes.

Glycoconjugates, polysaccharides and/or oligosaccharides can act as
modulators of intestinal microbiota and often are mistakenly categorized as prebiotic.
Gibson and Roberfroid (1995) define prebiotic as nondigestible food ingredients that
stimulate the growth and/or activity of bacterial resident in colon, beneficially affecting
the health of the host. In addition of prebiotic activity, these carbohydrates and
glycoconjugates may act on another mechanism, modulating the intestinal microbiota
by eliminating pathogenic bacteria. In summary, these molecules mimicking the
receptors located in the intestinal mucosa of the host, leading to inhibition of
adhesion of pathogenic bacteria and therefore infection. Various saccharides have

been reported in the literature with this property.

1.4.1 Use of Analogue Receptors

Pathogens adhesion to the gut epithelium surface (colonization) is the first
critical step in the infection process (OFEK; MIRELMAN; SHARON, 1977; WILSON
et al., 2002). It is mediated by specific adhesins. There are three main types of
adhesin-receptor interactions: lectin-carbohydrate; protein-protein and protein-
hydrophobins (OFEK; SHARON; ABRAHAM, 2006). Lectins-carbohydrate-
interactions are widespread in most pathogens, so it has been extensively studied
(OFEK; HASTY; SHARON, 2003). It is important for cell-cell communication in
various physiological processes and have a crucial role in the pathogenic event
(LINDHORST; KIEBURG; KRALLMANN-WENZEL, 1998). The lectins recognize and
bind to complementary available carbohydrates on the surface of the host intestinal
tissue, thereby initiating the process of bacterial adhesion (BURGER et al., 2000)
(Figure 1.1). Thus, strategies using anti-adhesion agents, named analogue
receptors, can be effective in reducing infections, disease and the risk of
transmission (BECKER et al., 2007). Furthermore, anti-adhesion therapy appears to
be safer, softer and sustainable with the added benefit of minimizing selective
pressure because the pathogens are prevented from binding to host cells rather than
being killed (THOMAS, 2010).
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FIGURE 1.1 - NORMAL ADHESION MECHANISM: ADHESINS PRESENT ON THE SURFACE OF
THE BACTERIA BINDS TO COMPLEMENTARY RECEPTOR ON THE SURFACE OF THE HOST
ENTERIC TISSUE (a); USE OF ANALOGUE RECEPTORS: THE BACTERIA VIA CARBOHYDRATE-
SPECIFIC ADHESINS BINDS TO THESE RECEPTORS, WHICH ARE SACCHARIDES
STRUCTURALLY SIMILAR TO THE NATIVE RECEPTORS. THUS, ADHESION DOES NOT
HAPPEN AND THE BACTERIA ALONG WITH THE ANALOGUE RECEPTOR ARE ELIMINATED
FROM THE INTESTINE (b).
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SOURCE: Adapted from MORAN (2009).

Yeast derivatives, such as yeast cell wall and yeast autolysate products,
have been sold in the feed supplements market for a long time, reaching worldwide.
These products contain mainly mannose in their structure and claim to bind and
reduce enteropathogenic bacteria. Various in vivo studies (LINE et al, 1998;
SPRING et al., 2000; HOFACRE et al., 2003; MOURAO et al., 2006; BAURHOO et
al., 2007; BIGGS; PARSONS, 2008; YANG et al., 2008, BAURHOO; GOLDFLUS;
ZHAOQO, 2009; JACOBS; PARSONS, 2009; EL-KHALEK et al.,, 2012) and in vitro
(SALIT; GOTSCHLICH, 1977; KORHONEN et al., 1980; MIRELMAN; ALTMANN;
ESHDAT, 1980; FERNANDEZ;, HINTON; VAN GILS, 2000; 2002; BECKER,;
GALLETTI, 2008, BOROWSKY, CORCAOQO; CARDOSO, 2009; GANAN et al., 2009;
GANNER et al., 2010; BADIA et al., 2012; BADIA et al., 2013; GANNER et al., 2013)
showed the benefits of these products on animal health and performance. The
presence of mannose is essential. It binds to the pathogen adhesin, preventing the
adhesion to the receptor in the gut wall, leading to elimination of bacteria with the

digesta flow.
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Though, there is much confusion throughout the animal feed industry
concerning the quality of yeast products (GANNER et al., 2013). As result, products
derived from other sources have gained ground. Mannose-based polysaccharides
obtained from various gums types are subject of several patents and researches
around the world (SHINICHI, TAKASHI; MITSURO, 1996, TSUTOMU; YUKIKO;
SHIGEMITSU, 1996; KROSS, 2000; BARBERA; SANZ, 2003; BARBERA et al,,
2009a; BARBERA et al., 2009b; BADIA et al., 2012; BADIA et al., 2013).

Patents claiming products with anti-adhesion ability is not restricted to
saccharides containing mannose. Derived from various sources containing different
monosaccharides residues are also objects of invention documents, as macro and
microalgae polysaccharides (LINDBERG; SVENSSON, 1983; PRIETO; RUIZ-
PALACIOS, 1999; AJISAKA; TOBA, 2002; VIEIRA; DE MORAIS, 2008; NOSEDA et
al., 2013), food ingredients (NEESER; WURSCH, 1990; BAILLON; GIFFARD, 2001;
NOSEDA et al.,, 2012), mik (MORROW; NEWBURG,; RUIZ-PALACIOS, 2010),
glycoproteins (SAKANAKA et al., 2002) and synthetic compounds (SCHENGRUND;
THOMPSON, 1998; HEERZE; ARMSTRONG, 2000; VANMAELE; ARMSTRONG,
2000; MUNIR et al., 2001; YANMAELE; ARMSTRONG, 2001; KLINGEBERG et al,,
2003; KLINGEBERG et al, 2006; BRUGGEMAN; DESCHEPPER, 2007,
STUTZENBERGER et al., 2010, MORROW, NEWBURG; RUIZ-PALACIOS, 2011b;
a, BRUGGEMAN; DESCHEPPER, 2014).

There are, however, some important practical uncertainties concerning the
use of analogue receptors. Some of these questions are due doubts of the exact
mechanisms related to the anchoring of many strains to the enterocytes surface
(BARDIAU; SZALO; MAINIL, 2010). It is known that most pathogens possess genes
encoding more than one type of adhesin, so that during the infectious process more
than one of these adhesins can be expressed by the pathogen population (OFEK;
HASTY; SHARON, 2003; WITTSCHIER et al., 2007). Moreover, the adhesion may
also involve other factors, such as hydrophobic interactions or other non-specific
interactions. For the anti-adhesion therapy to be completely effective, it is necessary
the use of multiple agents that specifically inhibit each adhesin type of the infecting
pathogen, or a single agent with anti-adhesion broad spectrum of activity (BECKER;
GALLETTI, 2008, THOMAS, 2010).

Numerous studies have been conducted over the past 30 years trying to find

viable and effective alternatives to minimize the use of antibiotics and elucidate the
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adhesion process for the different strains involved in foodborne iliness (Appendix 1, 2
and 3).

1.5 CARBOHYDRATES AND GLYCOCONJUGATES THAT PRESENT
POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS AND ACT
AS ALTERNATIVE TO ANTIBIOTICS

1.5.1 Alternatives to Control Campylobacter

Adhesion of C. jejuni to the epithelium of the small intestine and colon is
mediated by polar flagella and outer membrane adhesins, including PEB1a, PEBS3,
JIpA, MOMP, CapA and CadF (KONKEL et al., 2001; VAN VLIET; KETLEY, 2001;
MAHDAVI et al., 2014). The use of anti-adhesive compounds for prevention and
treatment of campylobacteriosis is increasingly being discussed, but so far, few data
are available.

Some monosaccharides have been identified over the years as potential
inhibitors of bacteria of the genus Campylobacter. L-Fucose and D-mannose partially
inhibited adhesion of C. jejuni to intestinal cells, suggesting the presence of different
adhesins, which cooperate for binding of the pathogen to the host (CINCO et al.,
1984; MCSWEEGAN; WALKER, 1986). Before long, Naess, Johannessen and
Hofstad (1988) observed that L-rhamnose caused a slight reduction in adhesion of C.
Jejuni and C. coli to porcine intestinal brush border membranes. D-Galactose,
D-mannose, D-maltose and D-glucose, but not the L-sugar equivalents, inhibited, in a
dose-dependent manner, the binding of C. jejuni to human colonic Caco-2 cells
(RUSSELL; BLAKE, 1994). More recently, Day et al. (2009) demonstrated, through
glycan array, that C. jejuni has preference for gastrointestinal niches within host
tissues containing terminal mannose, N-acetylneuraminic acid, galactose or fucose.

Bode (2012) reviewed the properties of human milk oligosaccharides.
Glycans containing fucose a-(1—2)-linked are associated with the prevention of C.
Jejuni. Lane, Marifio, Naughton, et al. (2012) identified that oligosaccharides from
bovine colostrum also prevent infection by Campylobacter. It was observed that
these oligosaccharides dramatically reduced the invasion and translocation of
bacteria to HT-29 cells in a concentration dependent manner. Furthermore, bovine

colostrum oligosaccharides completely prevented the pathogen binding to chicken
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intestinal mucin, in vitro. Treatment of oligosaccharides with periodate led to loss of
anti-adhesion activity, suggesting a direct oligosaccharide-bacterial interaction.

Ganan et al. (2010) investigated the ability of pectic oligosaccharides to
inhibit adherence and invasion of Caco-2 cells by C. jejuni. Pectic oligosaccharides
were extracted from Valencia orange mesocarp using nanofiltration. The equal
amounts of galacturonic acid and rhamnose suggest that oligosaccharides are
derived from a rhamnogalacturonan | (rhamnose and galacturonic acid in the
backbone with arabinose and galactose attached to the rhamnose in side-chains).
The results of the present study indicate that pectic oligosaccharides did not
significantly affect the adherence of pathogen to Caco-2, however, can affect the
invasion of intestinal epithelial cells. Thus, it was concluded that the oligosaccharides
interfere with cell invasion by altering the effectiveness of cell adhesion.

Wittschier et al. (2007) and Lengsfeld, Faller and Hensel (2007) studied
polysaccharides isolated from fruit of the okra plant (Abelmoschus esculentus).
Results revealed the presence of rhamnogalacturonans type | in the fractions that
showed anti-adhesive activity in vitro. However, this positive anti-adhesive effect
under in vitro conditions were not reproduced under conditions in vivo, indicating that
intestinal decontamination of previously infected chickens with C. jejuni is not
possible by the oral application of these compounds.

Byrne, Clyne and Bourke (2007) compared the interaction of human and
chicken mucus with C. jejuni. The results showed that chicken mucus, but not human
mucus, significantly reduced the interaction of the pathogen to the intestinal
epithelium cells. Reduction of invasion and cell adhesion was dose-dependent
manner. Given the evidence obtained, the authors suggest that one of the chicken
mucus components can be responsible for the differences between humans and
birds after exposure to the pathogen. Alemka et al. (2010) demonstrated that mucins
purified from small and large intestines of chicken inhibited adhesion and
internalization of C. jejuni to human intestinal cell line HCT-8. To assess whether
glycosylated portion of mucin were involved in inhibition activities, mucins were
treated with sodium metaperiodate. Binding and internalization by HCT-8 cells
returned to levels observed in the untreated controls, demonstrating that the O-
glycans expressed on the secreted intestinal mucins of chickens can inhibit pathogen
colonization. Similar results were presented by Struwe et al. (2015). Purified mucin

from chicken’s intestine also inhibited adhesion and invasion of C. jejuni to HCT-8
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cells. Several structures, absent in human intestinal mucins, were identified in
chicken mucins, besides that O-glycans released from chicken mucin are more

sulphated compared to human mucin.

1.5.2 Alternatives to Control Salmonella

The pathogenesis of Salmonella enterica infections requires adherence to
various host cell surfaces, and a wide number of adhesive structures may be found.
Adhesive mechanisms of S. enterica were reviewed by Wagner and Hensel (2011).
Gene clusters for more than 10 different fimbrial adhesins were identified, depending
on the serotype, with type | fimbriae such as Fim, Lpf (long polar fimbriae), Tafi (thin
aggregative fimbriae) or the type IV pili. In addition, non-fimbrial adhesins have been
identified as adhesins secreted by type | secretion systems and autotransporter
adhesins. The structural and functional properties of many adhesins are not
completely understood (WAGNER; HENSEL, 2011). FimH is the best-studied and the
most common fimbrial adhesin (KISIELA et al., 2006). It is encoded by the fim
operon, highly specific for mannose residues (CLEGG; GERLACH, 1987).

Feed supplemented with various components to eliminate Sal/monella from
the intestine has been investigated. D-Mannose and o-methylmannoside has been
widely reported to suppress the colonization of S. enterica sv. Enteritidis and S.
enterica sv. Typhimurium in vitro (OLD, 1972; KORHONEN et al., 1980; LINDQUIST
et al., 1987; MCHAN et al., 1989; OYOFO et al., 1989; PARKER et al., 2010) and in
vivo (OYOFO et al., 1989a; OYOFO et al., 1989b; AGUNQOS et al., 2007). These
studies also demonstrated the anti-adhesion ability of other monosaccharides as L-
arabinose, D-galactose, L-fucose, D-fructose and N-acetylgalactosamine, and
disaccharides as lactose and 3-1,4-mannobiose. Moreover, studies by Chessa et al.
(2009) showed that the std operon present in S. enterica sv. Typhimurium encodes
o(1-2)-fucosylated residues. Thus, adhesion of the bacteria to Caco-2 cells was
blocked by Fuca1-2Galp1-4GIcNAc.

Ishihara et al. (2000) evaluated the in vivo potential by enzymatic
hydrolysates of galactomannans derived from guar gum (Cyamoposis
tetragonolobus). The results indicate an increase in the number of beneficial bacteria

and decrease the incidence and number of pathogenic bacteria, suggesting that the



53

hydrolyzed promotes the excretion of S. enterica sv. Enteritidis. Searle et al. (2009);
Searle et al. (2010) and Tzortzis et al. (2005) showed that nondigestible
oligosaccharides such as galactoligosaccharides reduced Sa/monella adhesion and
invasion in vitro in the human colonic cell line (HT-29) and also in vivo in the ileum
gut loop model in mice.

Parkar et al. (2010) compared different pectic polysaccharides obtained from
the kiwifruit cultivar Actinidia deliciosa Hayward. Pectin called Monok, extracted with
monopotassium phosphate, was superior to commercial products (inulin, guar gum
and citrus pectin), enhancing the adhesion of Lactobacillus rhamnosus and
decreasing the adhesion of S. enterica sv. Typhimurium to Caco-2 cells. Galacturonic
acid was the dominant sugar residue in this fraction, comprising around 87% of the
total, followed by galactose, arabinose and small amounts of other sugar. Similar
results were presented by Roberts et al. (2013). Acid polysaccharides from plantain
(Musa spp.) also inhibited the adhesion of S. enterica sv. Typhimurium to Caco-2
cells.

Feed and food ingredients were evaluated by Becker et al. (2007) and
Becker and Galletti (2008) for the ability to bind to different strains of Salmonella.
Extracts of pumpkin, sesame, sunflower, carrots, palm kernel, soybean tempe,
konjac, thyme, tomato and Biomos® were able to bind enterobacteria. Several studies
demonstrated the anti-adhesion capacity for S. enterica sv. Enteritidis by palm kernel
extracts (SUNDU; KUMAR; DINGLE, 2006). These extracts are obtained from Elaeis
guineensis and may comprise small amounts of xylan, arabinans, galactans, glucans
and mannans.

Many glycoconjugates have proved active against Sa/monella. Yang et al.
(2008) isolated by enzymatic hydrolysis a soy glycopeptide, B-conglycinin, capable of
minimizing the adhesion of S. enterica sv. Typhimurium to LoVo cells (human colon
adenocarcinoma cell line). B-Conglycinin is a glycoprotein which contains
approximately 5% carbohydrate, being mainly high-mannose moieties, followed by N-
acetylglucosamine. It is suggested that the mannose structure is responsible for
bacterial recognition.

Recently, Sakarya et al. (2010) showed that the presence of N-
acetylneuraminic acid increases S. enterica spp. enterica sv. Tiphy recognition
capability. Sialylglycopeptide, sialyloligosaccharide and its asialooligosaccharides

derived from hen egg yolk inhibited the S. enterica sv. Enteritidis adhesion to Caco-2
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cells (SUGITA-KONISHI et al., 2002). /In vivo assays showed, however, that these
molecules were rapidly absorbed in the gastrointestinal tract. In trying to solve the
problem, Sugita-Konishi et al. (2004) conjugated sialylglycopeptide to
carboxymethyldextran via EDC  (1-ethyl-3-dimethylaminopropyl-carbodiimide)
reaction. Further in vivo tests results showed that sialylglycopeptide-CMD was able to
inhibit Salmonella at a concentration of 10 uM. Ghosh et al. (1996) and Vimal et al.
(2000) describe glycoproteins obtained from rat intestinal brush border and mucus
membrane. Cell adhesion of S. enterica sv. Typhimurium was inhibited by these
glycoproteins. Fractionation of the molecules indicated the presence of mannose in
the fractions with maximum activity. Thus, it is suggested that the mannose is
recognized by the bacterial fimbriae during the recognition process.

Fractions derived from human and bovine milk containing acid and neutral
oligosaccharides (COPPA et al.,, 2006; MALDONADO-GOMEZ et al., 2015), o-
lactoalbumin, glycomacropeptide (BRUCK et al., 2006), sulfatides (NEWBURG et al.,
1999) and mucin (PARKER et al., 2010) showed potential to act in Salmonella

prevention, since inhibited the adhesion of pathogens to different cells lines.

1.5.3 Alternatives to Control Escherichia

The classification of enteropathogenic E. coli is related to their virulence
properties: enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxinogenic E. coli (ETEC),
enterohaemorrhagic E. coli (EHEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), verotoxinogenic E.
coli (VTEC), enteroaggregative E. coli (EAEC) and diffusely adherent E. coli (DAEC)
(NATARO; KAPER, 1998). During the last years, several adhesins and putative
colonisation factors have been described for each of the E. coli strains (BARDIAU,
SZALO; MAINIL, 2010).

ETEC is among the most common E. coli strains causing diarrhea-associated
morbidity and mortality (ZHANG; SACK, 2012) followed EPEC (EVANS; EVANS,
1996). Fimbriae expressed by ETEC isolated from animals include K88 (F4), F18,
K99 (F5), 987P (F6), and F41 (F7) (ZHANG et al., 2007) and isolated from humans
include colonization factor antigens (CFA) CFA/I and CFA/lIl (EVANS; EVANS;
DUPONT, 1979; BLANCO; GONZALEZ; ANADON, 1985).

Payne, O'reilly and Williamson (1993); Grange et al. (1998); Grange et al.
(1999) and Grange et al. (2002) studied the intestinal receptors K88 (F4) fimbrial
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adhesin. It was revealed that these receptors are composed of N- and O-glycans
containing galactose, glucose, sialic acid, mannose, N-acetylhexosamine and fucose.
However, ETEC preferentially binds to N-acetylhexosamine (HexNAc), in the terminal
position or, alternatively, in the penultimate position with galactose in the terminal
position. Bind to D-galactosamine (LAUX et al., 1986) and terminal B-D-galactosil
(GIBBONS; JONES; SELLWOOQOD, 1975) have also been described.

Gonzalez-Ortiz et al. (2013); Gonzalez-Ortiz et al. (2014) and Hermes et al.
(2011) compared the ability of different feed ingredients, to bind to ETEC K88, using
in vitro microtitration-based models, and reduce bacteria attachment to the porcine
intestinal epithelial cell-line (IPEC-J2) and mucus. Casein glycomacropeptide
(CGMP), locust bean, wheat bran and exopolysaccharide (EPS) from olive
fermentation brines exhibited the highest adhesion to pathogen and decreased the
number of bacteria adhered to the cells and the intestinal mucus. CGMP is a
glycoprotein originated during cheese manufacture. Contains heterogenous
glycosilation sites, based on a core of GalB-(1—3)-GalNAc- and NeuAc-(2—5)-Gal-,
which may act as potential analogue receptors. The locust bean was obtained from
the Ceratonia siliqua tree (mixing locust pods and seeds). Analysis of locust bean
extracts has identified the presence of galactomannans and phenolic compounds.
Wheat bran is a by-product rich in carbohydrates (arabinoxylans and glucans) and
proteins. Enzymatic fractionation of wheat bran extracts identified that the
glycoproteins present may be involved in the recognition process of K88 fimbriae.
The EPS is derived from the natural fermentation process of green olive brines by
Lactobacillus pentosus, and maily containing glucose, galactose and rhamnose.
According to authors, EPS could offer several complementary molecules to bacterial
and mucus lectins due to complex chemical structures of the present
polysaccharides. Thus, these products become good candidates against
colibacillosis, since they can be included in the animal’s diet.

In vivo experiments in pigs challenged with ETEC K88 also showed that
supplementation of animal diet with wheat bran results in reduction in the incidence
of diarrhea and the number of E. coli in the intestinal tract (HERMES et al., 2009;
MOLIST et al., 2010; MOLIST et al., 2011). This reduction may result from the
promotion of beneficial bacteria favoring the competitive exclusion and/or binding
capacity to ETEC. Similar results have also been reported in experiments with
animals supplementation CGMP (HERMES et al., 2013).
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Other in vitro studies also describe the effect of glycans on the adhesion of
ETEC. EPS containing glucose, galactose and fructose produced by Bifidobacterium
breve (ALP et al., 2010) and Lactobacillus reuteri (WANG; GANZLE; SCHWAB,
2010) impeded effectively the adhesion of E. coli to Caco-2 cells and
hemagglutination of porcine erythrocytes.

Roubos-Van Den Hil and Nout (2011) reviewed various studies on the
influence of soybean tempe on the adhesion of ETEC to intestinal cells. Tempe is a
fermented food made from boiled soybean inoculated with a fungus, usually of the
genus Rhizopus (KIERS et al.,, 2002). Soybean tempe extract prevent adhesion in
vitro of ETEC to intestinal epithelial cells. In vivo experiments show that dietary
supplementation of animals, with tempe, reduces ETEC excretion, incidence,
duration and severity of diarrhea in animals. Inhibition of adhesion, which results in
anti-diarrheal effect, is mediated by carbohydrates present in the soybean tempe
extracts. Purification experiments have indicated that arabinose, responsible for the
bioactivity, originate from arabinan or arabinogalactan of soybean pectin side chains.

Besides soybean tempe, tofu, extracts of raw, soaked and cooked soya
beans can reduce adhesion in vifro of ETEC K88 to Caco-2 intestinal epithelial cells
(ROUBOS-VAN DEN HIL et al., 2009) and piglet intestinal brush border cells (MO;
ZHU; NOUT, 2012), although the effect was lower than that of tempe extracts.
Traditionally, tempe is made from soybean, however other substrates were also
reported to be suitable substrates to produce tempe. Roubos-Van Den Hil et al.
(2010) studied different cooked and fermented products with Rhizopus microspores
var. microsporus. Soybean, cowpea, green pea and red beans cooked and
fermented significantly inhibited the adhesion of the pathogen to intestinal cells to
values lower than 20% of the positive control. Anti-adhesion activity increased after
the fermentation process. Authors suggest that during the fermentation process an
active component was released or formed by enzymatic hydrolysis from leguminous
substrates. Glycopeptide derived from soybean B-conglycinin was also able to
decrease the adhesion of EPEC strains O114 and O111 to LoVo cells (YANG et al.,
2008).

Der Meulen, Panneman and Jansman (2010) evaluated the effect of
inclusion of pea (Pisum sativum), faba beans (Vicia faba) and their hull fractions in
diets for piglets orally infected with ETEC serotype O149:K91:K88. From 10 days

after the challenge, there was no fecal excretion of pathogen in any of animals. The
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use of legume seeds or their hull also caused a change in the ileal microbiota
composition suggesting a potential for prevention of intestinal disorders in piglets.
Right after, Becker et al. (2012) studied the binding capacity of different grain
fractions from pea and faba beans to ETEC K88ac. Pea hulls, specially, showed a
higher binding to bacteria and its characteristics and binding capacity were preserved
even after in vitro digestion. ETEC may be binding to xyloglucan «1,2-
fucosyltransferase present in pea seeds, offering an alternative of binding sites.

The binding capability to enteropathogens of other food and feed
components was tested by Becker and Galletti (2008). Pumpkin, tempe, sesame,
sunflower, tomate, coffe, artchoke and Biomos® were most efficient binding matrices
to ETEC serotypes 0149:K91:K88ac and 09:K35:K99. Sesame seed extract was
effective both in vitro and in vivo to bind ETEC K88 (MAIORANO et al., 2007).
Sesame seed extract reduced the number of E. coli faecal and improved faeces
consistency in weaning pig challenging with pathogen.

Rhoades et al. (2006) examined the potential of commercial chito-
oligosaccharides as antiadhesive agents against strains of E. coli (VTEC; EPEC).
Chito-oligosaccharides (97% deacetylated, degree of polymerisation~4), composed
of glucosamine with smaller quantities of N-acetylglucosamine inhibited the EPEC
adherence to HT-29 human cells. Quintero-Villegas et al. (2013) evaluated the ability
to chito-oligosaccharides of varied degree of polymerization and acetylation to inhibit
the adhesion of EPEC to HEp-2 cells. Hydrolysates with a low degree of acetylation
were more effective in reducing adhesion. The degree of polymerization did not
influence the adhesion potential. The same oligosaccharides were investigated by
Liu et al. (2008) and Liu et al. (2010) as the ability to impede adherence by ETEC
K88 in pigs. Results showed that animals group fed a diet supplemented with chito-
oligosaccharides had a decrease in incidence of diarrhea caused by the pathogen.
The reason suggested may be due to an increase in the concentration of beneficial
bacteria (Lactobacillus) and reduced population of E. coli in the intestinal tract
favored by declining the adhesion of pathogen to intestinal cells.

The anti-adhesion potential, in vifro and in vivo, of synthesized
galactooligosaccharides (GOS) were evaluated by Tzortzis et al. (2005). GOS were
produced by the activity of galactosyltransferases from Bifidobacterium bifidum
41171 on lactose. The novel GOS mixture and the disaccharidic fraction impeded the

EPEC adhesion to HT-29 cells. Disaccharidic fraction, composed of two galactose
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units a(1—6)-linked, inhibited 90% of the adhesion. The administration of GOS
mixture also increased the density of Bifidobacteria when added to commercial diet
of piglets, suggesting a great prebiotic potential. Shoaf et al. (2006) tested adherence
of EPEC strain E2348/69 (0127:H6) on HEp-2 and Caco-2 cells, in the presence of
several oligosaccharides. Commercial GOS exhibited the greatest adherence
inhibition on both cells lines, reducing the adherence, dose dependent manner, about
70%. The lactulose (BGal-(1—4)-B-Fru) also significantly prevented adhesion for both
cell lines. Galactose monosaccharide, when tested alone, did not showed activity.

Aqueous extracts from carrots (carrot soup) containing acidic
oligosaccharides and acid polysaccharides from plantain (Musa spp.) are able to
block adherence of EPEC and ETEC to HEp-2 and Caco-2 cells in vitro (KASTNER
et al., 2002; ROBERTS et al., 2013). Furthermore, it was observed that the adhesion
blocking ability is dependent on the degree of polymerization of the molecule. For
oligosaccharides from carrots, the trigalacturonic acid was the most effective.
Rhoades et al. (2008) also reported the anti-adhesion effects of pectic
oligosaccharides from orange peel purified against VTEC and EPEC. Dose of
2.5mgmL"' of oligosaccharides was effective to reduce 70% of the pathogen
attachment to HT-29 cells compared to the negative control. More information about
the carbohydrate structure is required to elucidate the mechanism of the effect of
anti-adhesion molecules in E. coli strains.

Numerous studies have indicated that bovine and human milk protect against
infections caused by E. coli Coppa et al. (2006) isolated acid and neutral
oligosaccharides from human milk. All fractions inhibited the adhesion of EPEC
serotype 0119 to Caco-2 cells. Characterization of neutral fractions indicated the
presence of fucosylated oligosaccharides. Similarly, isolated and purified human milk
oligosaccharides prevented the binding of EPEC strain 2348/69 (serotype O127:H6)
to intestinal epithelial cells (HeLa and Hep-2 cells) (MANTHEY et al., 2014). Infant
formula containing GOS, were also tested, but did not show anti-adhesion effect,
indicating absence of an active component recognized by pathogens.

Martin, Martin-Sosa and Hueso (2002) and Martin-Sosa, Martin and Hueso
(2002) studied the potential of human milk oligosaccharides to bind ETEC strains
expressing different fimbriae. Sialylated fraction of milk oligosaccharides proved to be

efficient at inhibiting hemagglutination mediated by this pathogen. ETEC strains,
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expressing K99, F41 and F17 adhesin, exhibit high affinity for a(2—6)-sialylated acid.
The expression of B23 adhesin exhibit affinity for a(2—3)-sialylated isomers and B64
adhesin seem to require N-acetylglucosamine for binding. ETEC strains, expressing
CFA/l and CFA/Il fimbriae, are inhibited by sialylated fraction, however desialylated
fractions also inhibit adhesion, requiring only larger quantities. These results indicate
that despite the acid residue is involved in the recognition process, it is not alone
responsible for the inhibition. Other structures of oligosaccharide can participate in
the binding process.

Lane, Marifio, Rudd, et al. (2012) reported that 3'-sialyllactose and a mixture
of bovine colostrum oligosaccharides (lactose, 3'-sialyllactosamine, 3'-sialyllactose,
6'-sialyllactosamine, 6'-sialyllactose and disialyllactose) inhibited the E. coli O157:H7
adhesion to differentiated HT-29 cells. Maldonado-Gomez et al. (2015) studied
different fractions obtained from bovine colostrums that are able to prevent the EPEC
strain E2348/69 (serotype 0127:H6) attachment to HEp-2 cells. Results showed little
difference between the oligosaccharide profiles, with predominance of sialylated
trisaccharides. In addition to the carbohydrates, the fractions also contained small
peptides, including glycopeptides as glycomacropeptide (GMP), lactoferrin and f3-
lactoglobulin.

Several milk glyconjugates have also been reported to have anti-adherence
activity against different E. coli strains (NEWBURG, 1999; PETERSON et al., 2013)
including glycomacropeptide (BRUCK et al., 2006), mucins (PARKER et al., 2010),
lactoferrin (NAIDU, 1991; TERAGUCHI et al., 1996; KAWASAKI et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2001) and immunoglobulin (DEMIERRE et al., 1975, ATROSHI et
al., 1983; WOLD et al., 1990; SILVA, GIAMPAGLIA, 1992; CAMARA et al., 1994,
CARBONARE et al., 1995, DELNERI et al., 1997; FERNANDES et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2007). Furthermore, nonimmunoglobulin fractions have also been
shown to inhibit pathogen binding (HOLMGREN; SVENNERHOLM; AHREN, 1981;
ASHKENAZI; MIRELMAN, 1987: ARAUJO; GIUGLIANO, 2000; PALMEIRA et al.,
2001).

Glycoconjugates derived other sources were also evaluated for anti-adhesion
capacity. Ramos-Clamont et al. (2007) isolated immunoglobulin from porcine serum.
This IgA inhibited hemagglutination of erythrocytes by ETEC K88. It is suggested that

the oligosaccharides present in the structure of this glycoprotein is interacting with
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the pathogen. Results from glycoprotein-blocking studies indicate that terminal
GIcNAc and GalNAc, presents in ovine submaxillary mucin and ai-acid glycoprotein,
may play a role in the interaction of the K88 adhesin with brush border receptors
(ANDERSON; WHITEHEAD; KIM, 1980). Metcalfe et al. (1991) and Erickson et al.
(1992) propose that E. coli K88 binds to glycoproteins obtained from porcine
intestinal brush border and porcine small intestine mucus. In addition, Seignole et al.
(1994) proposed that the K88 adhesin recognizes Galp(1—3)GalNAc and
Fuca(1—-2)Galp(1—3,4)GIcNAc on the pig intestinal receptor and reported that
K88ac binding totally disappeared after fucosidase treatment. Galactosylceramide
also has been reported to be responsible structure in the recognition of intestinal
mucus receptors by the K88 adhesin (BLOMBERG et al., 1993).

Therapeutic effects against E. coli K88 have been observed by egg yolk
derivatives, suggesting the presence of structures recognized by the pathogen. Jin et
al. (1998) isolated egg yolk antibodies capable of decreasing between 84.6 to 97% of
ETEC adhesion to intestinal mucus piglet. Sialylglycopeptide, sialyloligosaccharide
and its asialooligosaccharides derived from hen egg yolk inhibited the E. coli K88
adhesion to Caco-2 cells (SUGITA-KONISHI et al, 2002). Sialylglycopeptide
conjugated to carboxymethylcellulose was able to inhibit E. coli at a concentration of
50 uM (SUGITA-KONISHI et al., 2004).

Synthetic oligosaccharide-protein conjugates (neoglycoproteins) obtained by
non-enzymatic lactosylation of serum albumin from different species, as porcine
serum albumin (PSA)-lactose or bovine serum albumin (BSA)-lactose, can reduce
ETEC K88 adherence to mucin in vitro (LEDESMA-OSUNA; RAMOS-CLAMONT;
VAZQUEZ-MORENO, 2009; SARABIA-SAINZ et al., 2009). Chemically synthesized
N-acetyllactosamine glycosides covalently coupled to BSA (LacNAc-BSA) or gold
nanoparticles impede the EPEC strain E2348/69 (serotype 0127:H6) binding to HEp-
2, Caco-2 and T84 cells, even reaching 98.5% inhibition in HEp-2 cells (VANMAELE;
HEERZE; ARMSTRONG, 1999; HYLAND et al., 2006).

Laparra et al. (2011) synthesized glycoconjugates from galactosylation and
lactosylation of B-lactoglobulin and sodium caseinate obtained via Maillard reaction.
All glycoconjugates obtained significantly reduced adherence to mucin E. coli in vitro.
In vitro digestion assays have identified galactose as partial responsible to the

recognition of glycoconjugates.
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Receptors K99 (F5) fimbrial adhesin have a high specificity for N-
acetylneuraminic acid and N-acetylgalactosamine (MORRIS; STEVENS; SOJKA,
1977, LINDAHL, WADSTROM, 1984; LINDAHL, 1989; LINDAHL; CARLSTEDT,
1990). Thereby, several sialic acid conjugates has been described as receptor sites
for t fimbriae. This fimbriae seems to recognize sequences NeuGca3GalB4Glcp
(Willemsen and De Graaf, 1993) present in glycolipids (NeuGc-GMs, N-Glycoly-GMs
and N-glycolulsialoparagloboside) from piglet small intestine (KYOGASHIMA;
GINSBURG; KRIVAN, 1989; TENEBERG et al.,, 1990) and gangliosides (NeuGc-
GMs, NeuGc-GM2 and NeuGe-GD1) from calf small intestine (TENEBERG et al.,
1994). It is also recognize GM2 ganglioside derived from newborn meconium (FARIS,
LINDAHL; WADSTROM, 1980), glycolipids (NeuGcLacCer, NeuGc-GMz) from
equine erythrocyte (SMIT et al.,, 1984; ONO et al., 1989) and oligosaccharides
NeuAc(a2—6)GalNAc of human erythrocyte glycophorin (LINDAHL; WADSTROM,
1984). Mouricout et al. (1990), Mouricout (1991) and Mouricout and Julien (1987)
identified bovine plasma glycoproteins composed of several oligosaccharides with at
least Neu5Gc or NeuSAc(a2—3)Gal nonreducing terminal sequence. All these
structures are at least minimally similar to receptors in the intestinal epithelium used
during the process of bacterial adhesion.

ETEC expressing F17 fimbriae recognize receptors located in the mucus and
brush border membrane of young calves (SANCHEZ et al., 1993). Adherence to
mucus and brush border membranes was restrained by different glycoproteins:
fetuin, ovomucin, mucin, hen egg white and cow plasm. Bovine erythrocyte
glycophorin also inhibited hemagglutination of erythrocytes by ETEC F17
(MOURICOUT et al., 1995). The F17 fimbriae interacted specifically with glycosylated
units of glycophorin. Its affinity is affected by GIcNAc bond position, p(1—3)-linked
have high affinity, but sequences of GIcNAcB(1—3)Gal in internal position in the
chain are recognized too.

ETEC expressing CFA/lI are mannose resistant (EVANS; EVANS; DUPONT,
1979). Bartus et al. (1985) identified that CFA/I specifically bound to sialic acid
present in glycoconjugates. Sialoglycoprotein isolated from human erythocytes
inhibited at low concentrations, hemagglutination by ETEC CFA/I. This glycoprotein

contains high levels of sialic acid, corresponding to 25% of the total carbohydrate
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present. Other molecules containing sialic acid, ganglioside GMz2, mucin type 2, N-
acetylneuraminic acid, also were effective in higher concentrations.

Several fimbriae have been implicated as potentially important in EPEC
adhesion and pathogenesis. Among them are the type | fimbriae (KARCH et al.,
1987; ELLIOTT; KAPER, 1997). However the role of the EPEC type | fimbriae in
human enteric infections is still unclear, since the adhesion usually is mediated by
the plasmid-borne type IV fimbriae known as bundle-forming pili (Bfp) (TORRES,;
ZHOU; KAPER, 2005).

Type | fimbriae are highly specific for mannose residues and several studies
reported the ability of D-mannose, methyl a-D-mannoside, mannooligosaccharides or
oligomannoside-type glycopeptide to inhibit E. coli adhesion to intestinal cells
(RIVIER; DAREKAR, 1975; OFEK, MIRELMAN; SHARON, 1977; OFEK; BEACHEY,
1978, NEESER; KOELLREUTTER; WUERSCH, 1986; LEUSCH et al., 1991; AL-
GHAZZEWI; TESTER, 2014). Other monossaccharides, as fucose, glucose, D-
fructose, N-acetylmannosamine (SALIT; GOTSCHLICH, 1977, ASHKENAZI;
MIRELMAN, 1984) and fructoligosaccharides (NAUGHTON; MIKKELSEN; JENSEN,
2001) also been described to present anti-adhesion ability.

EHEC expressed a series of fimbrial proteins (Lpf1, Lpf2, curli, ECP, F9,
ELF, Sfp, HCP, and type 1 fimbriae) related to the process of adhesion and
colonization of different surfaces (MCWILLIAMS; TORRES, 2014). The anti-adhesion
capacity of glycoproteins derived from mucin has been investigated. Ovomucin
glycopeptides (OGP), obtained from hydrolysis enzymatic of hen egg ovomucin,
binds to EHEC (KOBAYASHI et al., 2004). Ovomucin is a highly glycosylated protein
containing different carbohydrates. It consists mainly of N-acetylneraminic acid,
followed by N-acetylhexosamines and galactose. Treatment with periodate indicated
that the bacterium binds to OGP carbohydrate portions. Treatment with
neuraminidase abolished binding capacity to the pathogen, indicating that sialic acid
has an important role in the recognition of the molecule.

Sajjan and Forstner (1990a) found one of six strains of EHEC 0O157:H7,
called CL-49, which binds to purified rat intestinal mucin by fimbriae expression of
type 1. Mucin purified impeded hemagglutination caused by EHEC, in minimal
concentration, and was 7-fold more potent than the native mucin. Its composition

includes GIcNAc, GalNAc, galactose, fucose, mannose and sialic acid (SAJJAN;
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FORSTNER, 1990B). Deglycosylation abolished the activity of the molecule,
demonstrating that CL-49 exhibits specificity to the glycans.

1.5.4 Alternatives to Control Other Pathogens

Studies of other gram-negative bacteria related to enteric diseases and
zoonosis have been described in smaller number. Among the main genres are
Shigella, Yersinia and Vibrio.

Guhathakurta, Sasmal and Datta (1992) demonstrated that Shigella
dysenteriae and S. flexneri are sensitive to fucose, N-acetylneuraminic acid and N-
acetylmannosamine. Glucose, mannose, fructose and o-methylmannoside also
reduced binding to intestinal cell and hemagglutination of erythrocytes by S. flexneri
(OLD, 1972; ASHKENAZI; MIRELMAN, 1984). Polysaccharides obtained from
plantain (Musa spp.), containing uronic acids, glucose, and mannose (Roberts et al.,
2013), guinea pig mucus (DINARI et al., 1986) and human milk glycoproteins
(WILLER; LIMA; GIUGLIANO, 2004; BRUCK et al., 2006) inhibited adherence of
different strains of Shigella to HelLa cells and Caco-2.

Izhar et al. (1982) isolated a lipopolysaccharide (LPS) from S. flexneri able to
reduce bacterial adhesion to pig colonic cells. It is composed of rhamnose, glucose
and N-acetylglucosamina. Proteins portions were also identified. Periodate oxidation
and saponification affect the inhibition capacity, indicating that a carbohydrate moiety
of LPS is recognized by the adhesin of the bacteria.

Jensen and Paerregaard (1991) identified human and bovine milk fractions
able to reduce the attachment of different strains of Yersinia enterocolitica to brush
border vesicle and epithelial cells (IPI-2l). It is suggested that present
nonimmunoglobolin components are responsible for the reduction. Paerregaard et al.
(1991) and Mantle et al. (1989) identified that mucus from rabbit and mucin decrease
adhesion by Y. enterocolotica to brush border cell. It is unknown which adhesins
mediate the binding of Y. enterocolitica to mucin, however Mantle and Husar (1993)
found that galactose, N-acetylgalactosamine and lactose decrease this connection.
Additionally, Mantle and Husar (1994) purified oligosaccharides present in rabbit
mucin. Results of treatments of mucin with protease, periodate oxidation and
trifluoromethanesulfonic acid allowed to evidence that N-acetylgalactosamine, either

alone or with galactose attached, is closely involved in bacterial binding.



64

Vibrio cholerae El Tor and Classic has been reported to be sensitive to D-
mannose, L-fucose and D-fructose (JONES; FRETER, 1976, BHATTACHARJEE;
SRIVASTAVA, 1978; HANNE; FINKELSTEIN, 1982; EHARA et al., 1987; SANCHEZ,
JONSON, 1990). Ehara et al. (1991) showed that D-glucose and N-
acetylglucosamine also inhibit hemagglutination of erythrocytes by V. cholerae O1
fimbriate.

Human milk inhibits hemagglutination of chicken erythrocytes by V. cholerae
(HOLMGREN; SVENNERHOLM; AHREN, 1981; HOLMGREN; SVENNERHOLM;
LINDBLAD, 1983). Results suggest that free oligosaccharides and high molecular
weight glycoproteins containing fucose, are responsible for inhibition of classical
strains. For El Tor vibrios glycoproteins containing mannose mediated inhibition.
Fractions containing glycolipids were not effective. Similar results were reported by
Coppa et al. (2006).
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1.6 CONCLUSIONS

Uncontrolled and excessive usage of antibiotics has led to a wide range of
environmental, economic and public health problems. Thus, the identification and
development of compounds that mimic natural receptors, allowing the elimination of
pathogens without generating resistance, is seen as a promising strategy opposite
the context of the increasing incidence of resistant strains worldwide.

In recent years, numerous studies have been published proposing
alternatives to the antibiotics use in control of enteropathogens. However, there are
still inconsistencies regarding its practical use. More information is needed to
elucidate the exact mechanism of action and receptors structures involved in
bacterial adhesion process. It should be noted that the central target of most previous
studies involving enteropathogen, does not include the two main genera involved in
foodborne illness (Campylobacter and Salmonella), extra reason to justify the need
for more research and involvement of other stakeholders.

There is no way back in time, the consequences of rampant use of antibiotics
is reality. We urgently need to create firm alternatives that result in benefits for the

future and minimize the consequences of the past still present.
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APPENDIX 1

TABLE 1.1- CARBOHYDRATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(continue)
Target Material Reference
Campylobacter spp. L-Fucose (Cinco et al., 1984)
C. jejuni L-Rhamnose (Naess; Johannessen; Hofstad, 1988)
L-Fucose, D-Mannose (Mcsweegan; Walker, 1986)
D-Galactose, D-Mannose, D-Maltose, D-Glucose (Russell; Blake, 1994)
Bovine colostrum oligosaccharides (Lane; Marifio; Naughton, et al., 2012)
Pectic oligosaccharides from Valencia orange mesocarp (Ganan et al., 2010)
Synthesized oligosaccharide containing terminal mannose, N-acetylneuraminic acid, (Day et al., 2009)
galactose and fucose
Rhamnogalacturonans from fruit of the okra plant (Abelmoschus esculentus) (Wittschier et al., 2007)
Aqueous extracts and polysaccharides from fruit of the okra plant (Abelmoschus (Lengsfeld; Faller; Hensel, 2007)
esculentus)
ActiveMOS® (Baurhoo; Goldflus; Zhao, 2009)
C. coli L-Rhamnose (Naess; Johannessen; Hofstad, 1988)
S. enterica Biomos® (Borowsky; Corcao; Cardoso, 2009)
S. enterica sv. Enteritidis D-Mannose, p1-4 mannobiose (Agunos et al., 2007)
Guar gum hydrolysates (Ishihara et al., 2000)
Pumpkin, sesame and sunflower extracts (Becker; Galletti, 2008)
S. enterica sv. Typhimurium  D-Mannose (Oyofo; Deloach, et al., 1989b)
D-Mannose, a-Methylmannoside (Lindquist et al., 1987)
Mannose, a-Methylmannoside, Arabinose, Galactose (Oyofo; Droleskey, et al., 1989)
D-Fructose, D-mannose, a-Methylmannoside (Old, 1972)
L-Fucose, N-Acetylgalactosamine, D-Galactose, L-Arabinose, D-Mannose (Mchan et al., 1989)
Lactose,D-Mannose (Oyofo; Deloach, et al., 1989a)
o~-Methylmannoside, D-mannose, D-fructose and soluble yeast mannan (Korhonen et al., 1980)
Terminal o(1,2) fucose (Chessa et al., 2009)
Bovine colostrum fractions (Maldonado-Gomez et al., 2015)
Galactoligosaccharides (Tzortzis et al., 2005)
Galactoligosaccharides (Bimuno®) (Searle et al., 2009; Searle et al., 2010)
B-Galactomannans (Salmosan®) and Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (Badia et al., 2012; Badia et al., 2013)
Pectin from kiwifruit (Actinidia deliciosa ‘Hayward’) (Parkar et al., 2010)
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TABLE 1.2- CARBOHYDRATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(continuation)

Target

Material

Reference

S. enterica sv. Typhimurium

S. enfterica sv. Dublin

S. enterica spp. enterica sv.
Tiphy

Salmonella fyris
Escherichia coli

Escherichia coli K-12

Escherichia coli K-36
EIEC
EPEC

Polysaccharides from plantain (Musa spp.)
Carrot extract, palm kernel extract, soybean tempe, Biomos®

Biomos®

Konjac, palm, sesame, thyme, Biomos®, pumpkin, tomate, soya and sunflower

extracts

Biomos®

Pumpkin, sesame and tomate extracts
N-Acetylneuraminic acid

Human milk oligosaccharides
D-mannose

D-mannose, a-Methylmannoside
Biomos®, purified lignin
ActiveMOS®

Grobiotic P®

Biomos®

Bovine colostrum oligosaccharides
Chito-oligosaccharides

Wheat bran

Palm kernel meal
D-galactosamine

a-Methylmannoside, D-Mannose, D-Fructose, N-Acetylmannosamine, Yeast mannan
Commercial fructooligosaccharides, Mannose

Fucose, Glucose, Mannose
D-Mannose, a-Methylmannoside
Chito-oligosaccharides

Galactoligosaccharides
Galactoligosaccharides, lactulose
Bovine colostrum fractions
Human milk oligosaccharides

Pectic oligosaccharides from carrot

(Roberts et al., 2013)
(Becker et al., 2007)
(Spring et al., 2000)
(Becker; Galletti, 2008)

(Spring et al., 2000)
(Becker; Galletti, 2008)
(Sakarya et al., 2010)

(Coppa et al., 2006)

(Ofek; Mirelman; Sharon, 1977)
(Ofek; Beachey, 1978)

(Baurhoo et al., 2007)

(Baurhoo; Goldflus; Zhao, 2009)
(Biggs; Parsons, 2008)

(El-Khalek et al., 2012)

(Lane; Marifio; Rudd, et al., 2012)
(Liu et al., 2008)

(Hermes et al., 2009)

(Yusrizal et al., 2013)

(Laux et al., 1986)

(Salit; Gotschlich, 1977)

(Naughton; Mikkelsen; Jensen, 2001)
(Ashkenazi; Mirelman, 1984)

(Rivier; Darekar, 1975)

(Rhoades et al, 2006; Quintero-
Villegas et al., 2013)

(Tzortzis et al., 2005)

(Shoaf et al., 2006)
(Maldonado-Gomez et al., 2015)
(Coppa et al.,, 2006; Manthey et al.,
2014)

(Kastner et al., 2002)
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TABLE 1.3- CARBOHYDRATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(continuation)

Target Material Reference

EPEC Pectic oligosaccharides from orange peel (Rhoades et al., 2008)

ETEC Fucose, glucose, mannose (Ashkenazi; Mirelman, 1984)
Exopolysaccharides by Lactobacillus reuteri (Wang; Génzle; Schwab, 2010)
Exopolysaccharides by Bifidobacterium breve A28 (Alp et al., 2010)
Chito-oligosaccharides (Liu et al., 2010)
Human milk oligosaccharides (Martin; Martin-Sosa; Hueso, 2002;

Martin-Sosa; Martin; Hueso, 2002)

Pectic oligosaccharides from carrot (Kastner et al., 2002)
Glucomannan hydrolysates, mannose (Al-Ghazzewi; Tester, 2014)
Polysaccharides from plantain (Musa spp.) (Roberts et al., 2013)
Pea (Pisum sativum), faba beans (Vicia faba) (Becker et al., 2012)
Pea (Pisum sativum var. Attika), pea hulls, faba beans (Vicia faba var. Divine),faba (Der Meulen; Panneman; Jansman,
bean hulls 2010)
Wheat bran (Molist et al., 2010; Molist et al., 2011)
Wheat bran, casein glycomacropeptide, manoligosaccharides, locust bean extract, (Hermes et al., 2011)
Aspergillus oryzae fermentation extract
Casein glycomacropeptide, locust bean, exopolysaccharide from olive fermentation (Gonzalez-Ortiz et al., 2013; Gonzalez-
brines, wheat bran Ortiz et al., 2014)
Sesame seeds extract (Maiorano et al., 2007)
Biomos®, pumpkin, soybean tempe, sesame, sunflower, tomate, coffee, artchoke (Becker; Galletti, 2008)
Tofu, soybean tempe, cooked soybean (Mo; Zhu; Nout, 2012)
Extracts of raw, soaked and cooked soya beans and tempe (Roubos-Van Den Hil et al., 2009)
Soybean, cowpea, green pea, red beans cooked and fermented with Rhizopus (Roubos-Van Den Hil et al., 2010)
microsporus

VTEC Pectic oligosaccharides from orange peel (Rhoades et al., 2008)

Shigella dysenteriae Fucose, N-acetylneuraminic acid, N-acetylmannosamine (Guhathakurta; Sasmal; Datta, 1992)

Shigella flexneri

Shigella sonnej
Vibrio cholerae

Fucose, N-acetylneuraminic acid, N-acetylmannosamine
D-Fructose, D-mannose, a-Methylmannoside

Fucose, glucose, mannose

Polysaccharides from plantain (Musa spp.)

D-mannose

L-fucose, D-mannose

D-mannose, D-glucose, D-fructose, N-acetylglucosamine

(Guhathakurta; Sasmal; Datta, 1992)
(Old, 1972)

(Ashkenazi; Mirelman, 1984)
(Roberts et al., 2013)
(Bhattacharjee; Srivastava, 1978)
(Jones and Freter, 1976)

(Ehara et al., 1991)
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TABLE 1.4- CARBOHYDRATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS
(conclusion)

Target Material Reference
Vibrio cholerae Human milk oligosaccharides (Coppa et al., 2006)
Vibrio cholerae Classic and  D-mannose, L-fucose (Ehara et al., 1987; Sanchez; Jonson,
El tor 1990)
Mannose, Fructose (Hanne; Finkelstein, 1982)
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APPENDIX 2

TABLE 1.5 - GLYCOCONJUGATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(continue)

Target

Category

Material

Reference

C. jejuni

S. enfterica sv. Enteritidis

S. enterica SV.

Typhimurium

Escherichia coli

Glycoprotein

Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoconjugate
Glycoconjugate

Glycoprotein
Glycopeptide
Glycopeptide
Glycoprotein,
monosaccharide
Glycoprotein,
monosaccharide
Glycoconjugate,
monosaccharide
Glycolipid
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glyconjugates
Glycoprotein
Glycoprotein
Glyconjugates,
monosaccharide
Glycoconjugate,
monosaccharide
Glycoconjugate

Purified chicken mucin

Human and chicken mucus
Yeast mannoprotein
Sacharomyces boulardii

Sialylglycopeptide from egg yolk conjugate with CMC and CMD
Egg-yolk-derived sialyloligosaccharide (YDS),

sialylglycopeptide of YDS
Trichosporon mycotoxinivorans cell wall
B-conglicinin from soybean

o-Lactoalbumin and Glycomacropeptide of human milk
Rat intestinal brush border membrane glycoprotein, D-mannose

Rat mucus, mannose, o-Methylmannoside,

Bovine Muc 1, D-Galactose, L-Fucose, N-acetylneuraminic acid

Human milk sulfatides

Yeast mannoprotein commercials
Trichosporon mycotoxinivorans cell wall
Sacharomyces cerevisae
Sacharomyces boulardii

Aromatic a-glycosides of mannose
Trichosporon mycotoxinivorans cell wall
Sacharomyces cerevisae

Bovine lactoserum, D-mannose, a-Methylmannoside

Bovine Muc 1, L-Fucose, N-acetylgalactosamine,
acetylglucosamine, N-acetylneuraminic acid

asialo-YDS,

(Alemka et al.,, 2010; Struwe et al.,
2015)

(Byrne; Clyne; Bourke, 2007)

(Ganan et al., 2009)

(Line et al., 1998)

(Sugita-Konishi et al., 2004)
(Sugita-Konishi et al., 2002)

(Ganner et al., 2010)
(Yang et al., 2008)
(Bruck et al., 2006)
(Ghosh et al., 1996)

(Vimal et al., 2000)
(Parker et al., 2010)

(Newburg et al., 1999)

(Ganner et al., 2013)

(Ganner et al., 2010)

(Mirelman; Altmann; Eshdat, 1980)
(Line et al., 1998)

(Leusch et al., 1991)

(Ganner et al., 2010)

(Mirelman; Altmann; Eshdat, 1980)
(Demierre et al., 1975)

(Parker et al., 2010)

Glycoconjugates of B-lactoglobulin and sodium caseinate were (Laparra etal., 2011)

obtained via Maillard reaction with galactose and lactose
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TABLE 1.6 - GLYCOCONJUGATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(continuation)

Target

Category

Material

Reference

Escherichia coli

Escherichia coli K-12

DAEC
EAEC

EHEC

EIEC
EPEC

ETEC

Glucoconjugate

Glycoprotein
Glycoprotein
Glycolipid
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein,
oligosaccharide
Glycoprotein
Glycoconjugate

Glycoconjugate
Glycopeptide
Glycopeptide
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycolipid,
neoglycoprotein
Glycoconjugate
Glycoconjugate
Glycoconjugate
Glycoconjugate

Glycoconjugate

Glycoconjugate

Nonimmunoglobulin fraction of human milk and colostrum

Bovine lactoferrin

slgA from human colostrum
Galactosylceramide from piglet ileal mucus
Human milk glycoprotein

Human milk glycoprotein

slgA from human colostrum

Ovomucin glycopeptide from hen egg ovomucin
Rat mucin

Rat mucin and oligomannosyl derivatives

IgA from human colostrum
N-Acetyllactosamine-bovine serum albumin glycoconjugates

N-Acetyllactosamine-gold nanoparticles glycoconjugates
B-conglicinin from soybean

o-Lactoalbumin and Glycomacropeptide of human milk
slgA from human colostrum

Bovine milk and colostrum

Human colostrum and milk

Rabbit mucin

Asialo-GM1 and GM:, globoside and lacto-N-neotetraose

Nonimmunoglobulin fraction of human milk and colostrum

Immunoglobulin and nonimmunoglobulin fractions of human milk
Sialylglycopeptide from egg yolk conjugate with CMC and CMD
Egg-yolk-derived sialyloligosaccharide (YDS), asialo-YDS,

sialylglycopeptide of YDS

Sialoglycoprotein from human erythrocytes, GM2, mucin type 2 and

N-acetylneuraminic acid
Lactose-bovine serum albumin glycoconjugates

(Holmgren;  Svennerholm;  Ahren,
1981)

(Teraguchi et al., 1996)
(Wold et al., 1990)
(Blomberg et al., 1993)
(Aratjo; Giugliano, 2000)
(Aratjo; Giugliano, 2000)
(Fernandes et al., 2001)
(Kobayashi et al., 2004)
(Sajjan; Forstner, 1990b)
(Sajjan; Forstner, 1990a)

(Carbonare et al., 1995)
(Vanmaele;, Heerze;  Armstrong,
1999; Hyland et al., 2006)
(Hyland. et al., 2006)
(Yang et al., 2008)

(Bruck et al., 2006)
(Camara et al., 1994)
(Palmeira et al., 2001)
(Silva; Giampaglia, 1992)
(Smith; Kaper; Mack, 1995)
(Jagannatha et al., 1991)

(Ashkenazi; Mirelman, 1987)
(Oliveira et al., 2007)

(Sugita-Konishi et al., 2004)
(Sugita-Konishi et al., 2002)

(Bartus et al., 1985)
(Ledesma-Osuna; Ramos-Clamont;

Vazquez-Moreno, 2009; Sarabia-
Sainz et al., 2009)
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TABLE 1.2 - GLYCOCONJUGATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(continuation)

Target

Category

Material

Reference

ETEC

Glycolipid

Glycoconjugate

Glyconjugates
Glycoprotein
Glycopeptide
Glycoprotein,

monosaccharide

Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein

Glycoprotein

Glycoprotein
Glycoprotein
Glycoprotein

Glycolipid
Glycolipid
Glycolipid

Glycolipid
Glycoprotein
Glycolipid
Glycolipid

NeuGcLacCer from equine erytrhocytes
Egg yolk antibodies

Aromatic a-glycosides of mannose
Yeast mannoprotein commercials
Casein glycomacropeptide

Fetuin, ovomucin, mucin, hen egg white, cow plama glycoprotein,

mannose and glucose

Human colostrum and milk

Lactoferrin and free secretory component of human milk
Bovine lactoferrin

Human lactoferrin

Glycoproteins from bovine and porcine colostrum
Glycoproteins and fractions from sow colostrum

Fat globule membrane of sow milk

Ovine submaxillary mucin and o1-acid glycoprotein

IgA oligosaccharides from porcine serum

Mucin-type sialoglycoproteins from porcine intestinal cells
Porcine brush border glycoprotein

Porcine small intestinal mucus

Glycophorin from bovine erythrocytes
Human glycophorin and bovine submaxilary mucin
Bovine plasma glycoprotein

Glycosphingolipids
Glycosphingolipids from pigs
Glycolipids from piglets intestine

Glicolipids and porcine serum transferrin
NeuGcLacCer from equine erytrhocytes
NeuGc-GMs from equine erythrocytes
Ganglioside GM:2

(Ono et al., 1989)

(Jin et al., 1998)
(Firon et al., 1987)
(Ganner et al., 2013)
(Hermes et al., 2013)
(Sanchez et al., 1993)

(Delneri et al., 1997)

(Oliveira et al., 2001)

(Kawasaki et al., 2000)

(Naidu, 1991)

(Lindahl, 1989)

(Gibbons; Jones; Sellwood, 1975)
(Atroshi et al., 1983)

(Anderson; Whitehead; Kim, 1980)
(Ramos-Clamont et al., 2007)

(Grange et al., 1998)

(Erickson et al., 1992; Seignole et al.,
1994)

(Lindahl; Carlstedt, 1990; Metcalfe et
al.,, 1991)

(Mouricout et al., 1995)

(Lindahl; Wadstrom, 1984)

(Mouricout; Julien, 1987; Mouricout et
al., 1990; Mouricout, 1991)

(Payne; O'reilly; Williamson, 1993)
(Grange et al., 1999)

(Kyogashima; Ginsburg; Krivan, 1989;
Teneberg et al., 1990)

(Grange et al., 2002)

(Ono et al., 1989)

(Smit et al., 1984)

(Faris; Lindahl; Wadstrom, 1980)

601



TABLE 1.2 - GLYCOCONJUGATES THAT PRESENT POTENTIAL TO INHIBIT THE ADHESION OF ENTEROPATHOGENS

(conclusion)

Target Category Material Reference

ETEC Glycolipid Ganglioside GM3 (Willemsen; De Graaf, 1993)
Glycolipid Gangliosides GM3, GM:2 and GD+a from calf intestine (Teneberg et al., 1994)

S.dysenteriae Glycoprotein Human milk glycoprotein (Willer; Lima; Giugliano, 2004)

S.flexneri Glyconconjugate, Lipopolysaccharide from Shigella flexneri, fucose and glycopeptide (Izhar; Nuchamowitz; Mirelman, 1982)
monosaccharide  derived from lactotransferrin
Glycopeptide o-Lactoalbumin and Glycomacropeptide of human milk (Bruck et al., 2006)
Glycoprotein Guinea pig mucus (Dinari et al., 1986)
Glycoprotein Human milk glycoprotein (Willer; Lima; Giugliano, 2004)

S. sonnei Glycoprotein Human milk glycoprotein (Willer; Lima; Giugliano, 2004)

V. cholerae Classic

V. cholerae Classic and
El tor

Y.enterocolitica

Y.enterocolitica

Glucoconjugate
Glucoconjugate
Glycoconjugate
Glycoprotein

Glycoprotein

Glycoprotein,
oligosaccharide

Nonimmunoglobulin fraction of human milk and colostrum

Human milk

Nonimmunoglobulin fraction of human milk

Rabbit mucus

Rabbit and human mucins

Rabbit and human mucins, mucins oligosaccharides

(Holmgren;  Svennerholm;  Ahren,
1981)

(Holmgren; Svennerholm; Lindblad,
1983)

(Jensen; Paerregaard, 1991)
(Paerregaard et al., 1991)

(Mantle et al., 1989; Mantle and
Husar, 1993)

(Mantle; Husar, 1994)
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APPENDIX 3

TABLE 1.7 - PATENTS CLAIMING MOLECULES WITH POTENTIAL PATHOGEN INHIBITION

(continue)
Source Material Active Components Targets ID Patent Reference

Galactan or carrageenans Galactoligosaccharides ETEC EP0089940 (Lindberg; Svensson,

hydrolysate 1983)

Ovalbumin, soya flour and Oligomannosides E. coli, S. enferica US4939123 (Neeser; Wursch,

bean flour sv. Typhimurium, 1990)

Shigella flexneri
Soybean meal extract B-galactan (1—>4)-linked S. enterica sv. BR1020120309106 (Noseda et al., 2012)
Tiphymurium
Guar beans, copra meal Mannose-based polysaccharides Salmonella sp. JP8173055 (Shinichi; Takashi;
Mitsuro, 1996)

Beet pulp, chicory, citrus Fructooligosaccharide, galactooligosaccharide, C.jejuni, E.coli, S. WO2001065949 (Baillon; Giffard, 2001)

pulp, rice bran, carob bean, inulin, lactosucrose, maltooligosaccharide, enterica

gum talha and coconut xylooligosaccharide and/or raffinose

endosperm fiber

Guar gum, locust bean gum,  Mannose-based polysaccharides containing or Salmonella sp. JP8099884; (Tsutomu;, Yukiko;

tamarind gum, xanthan gum,  not galactose, rhamnose, ribose, galactosamine, US6126961; Shigemitsu, 1996;

gum tragacanth, gum Arabic, fucose and/or arabinose residues WO2003101219; Kross, 2000; Barbera

Cassia gum, pectin, pullulan, EP2110024; and Sanz, 2003;

algin, carrageenan, locust WO02009144070 Barbera et al., 2009a;

bean seed, and palm kernel Barbera et al., 2009b)
meal

Fucoidan Fucose residue in a{1—2)-linkage E. coli, V. cholerae WO1999056754; (Prieto; Ruiz-Palacios,

JP2002226496 1999; Ajisaka; Toba,
2002)

Milk Oligosaccharide or glycoconjugate containing Campylobacter, W0O2010120682 (Morrow; Newburg;
fucose, galactose, mannose, sialic acid or N- Vibrio and other Ruiz-Palacios, 2010)
acetylglucosamine infectious agents

Hen's egg yolk, Sialyloligosaccharides, sialyloligosaccharide S. enteritis, ETEC JP2002121138 (Sakanaka et al., 2002;

oligosaccharide-bound
proteins and oligosaccharide-
bound peptides

proteins and sialyloligosaccharide peptides

Schengrund;
Thompson, 1998)
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TABLE 1.8 - PATENTS CLAIMING MOLECULES WITH POTENTIAL PATHOGEN INHIBITION

(continuation)

Source Material Active Components Targets ID Patent Reference
Porphyridium cruentum Polysaccharide sulphated containing rhamnose, E.coli and other PT103983 (Vieira; De Morais,
glucose, fructose, ribose, galactose, xylose, infectious agents 2008)
mannose, galacturonic or glucoronic acid
Microalgae Extract (Paviova B-glucans and heteropolysaccharides containing  S. enterica sv. BR1020130107980 (Noseda et al., 2013)
girans and Pavlova lutheri) glucose, mannose and xylose Tiphymurium
Oligosaccharide comprising sequences of: N- ETEC WO2000051644; (Vanmaele; Armstrong,
Chemical synthesis acetylgalactosamine; difucosyllactose; lacto-/N- UsS6291435 2000; Yanmaele;
fucopentaose isomers; GM1, GM2, GM3 Armstrong, 2001)
gangliosides; lactosamine of N-linked
glycoproteins; O-linked glycoproteins or
glycolipids
Chemical synthesis Oligosaccharide comprising sequences of: ETEC US6069137 (Heerze; Armstrong,
BGal(1-4)BGlc, BGal(1-3)BGalNAc, BGalNAc(1- 2000)
4)BGal, BGal(1-3)BGal, BGal(1-3)BGalNAc(1-
4)BGal, and aNeuAc(2-3)BGal covalently
attached to derivatized silica particles
Chemical synthesis Biofunctionalized nanoparticles containing D- E.coli, C. jejuni US7682631 (Stutzenberger et al.,
mannose 2010)
Chemical synthesis Oligosaccharide or glycoconjugate containing V. cholerea, C. jejuni, US7893041; (Morrow; Newburg;
employing recombinant yeast fucose group a(1—3,4)-linkage to N- EPEC, ETEC, US20110207659 Ruiz-Palacios, 2010;
and bacteria acetylglucosamine or galactose; fucose group EHEC, Shigella and 2011a)
a(1,3)-linkage to glucose group; 2'-fucosyllactose  other infectious
or 2'-fucosyl-N-acetyllactosamine agents
1-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol, 6-O-a-D- Salmonella, E. coli, PT1357917, (Munir et al., 2001;
glucopyranosyl-sorbitol, lactobionic acid, Shigella W0O2002060452; Klingeberg et al., 2003;
maltobionic acid, condensed palatinose, EP1698341 Klingeberg et al., 2006)

difructose dianhydrides, fructooligosaccharides,
hydrated fructooligosaccharides,
chitooligosaccharides, chitosanoligosaccharides,
galactomannan oligosaccharides and
oligogalacturonide

43"



TABLE 1.9 - PATENTS CLAIMING MOLECULES WITH POTENTIAL PATHOGEN INHIBITION

(conclusion)

Source Material Active Components Targets ID Patent Reference
Homotrimer, heterotrimer, homotetramer and/or Escherichia, WO2007138047; (Bruggeman;
heterotretramer of pentose (such as ribose, Salmonella, Shigella, US8729051 Deschepper, 2007,
arabinose, xylose and lyxose), hexose (such as Campylobacter, Bruggeman,;

allose, altrose, gulose, idose, talose and
mannose), glucuronic acid, galacturonic acid or
their derivatives and mixtures

Vibrio and other
infectious genres

Deschepper, 2014)

149"
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CAPITULO 2

EXTRAGAO E CARACTERIZAGAO DE POLISSACARIDEOS
QUIMIOTRANSFORMADOS DE FARELO DE SOJA
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2.1 INTRODUCAO

O Brasil € mundialmente o segundo maior produtor de soja (Glycine max (L.)
Merrill) (MDIC, 2014). No ano de 2016 estima-se que o “Complexo Soja” (gréos,
farelo e Oleo) injete na economia, somente com exportagdes, mais de 30 bilhdes de
reais (ABIOVE, 2015D).

Embora seja um grdo com aplicacido bastante versatil, seu uso mais
conhecido € na producdo de 6leo refinado. Esse processo de extracdo do bleo bruto
da soja gera altas quantidades de um subproduto conhecido como farelo de soja
(HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998).

A composicdo nutricional do farelo de soja inclui alto teor de proteinas e
carboidratos, razdo que justifica o fato do farelo de soja ser a principal matéria prima
utilizada na fabricagéo de ragbes para alimentacdo animal e sua principal utilizagéo
industrial. Sua composi¢éo nutricional, baixo custo e alta disponibilidade tornam o
farelo de soja uma fonte com potencial de utilizagcdo para fins biotecnoldgicos.
Assim, diversas pesquisas e processos tém sido desenvolvidos com o intuito de
obter produtos refinados, de maior valor agregado (STROHER, 2010).

Estudo anterior, realizado no laboratorio de Quimica de Carboidratos da
UFPR, indicou que extratos brutos de farelo de soja tratados quimicamente,
apresentaram alto potencial de adesdo a Salmonella enterica sv. Typhimurium
(NOSEDA et al., 2012; RODRIGUES, 2012). Esses extratos eram compostos por B-
galactanas-(1—4)-ligadas e pectinas, com unidades de a-D-GalpA-(1—4)-ligadas e
cadeias laterais de a-L-Araf-(1—>5)-ligadas e p-D-Galp-(1—4)-ligadas. Entretanto,
mais estudos ainda s&o necessarios para identificacdo das moléculas responsaveis
pela atividade biologica.

O objetivo deste capitulo foi, portanto, extrair, isolar e purificar os
polissacarideos quimiotransformados de farelo de soja, bem como determinar, por
meétodos quimicos e espectroscdpicos, a composi¢ado quimica dos extratos brutos e

determinar a estrutura quimica fina dos polissacarideos purificados.
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2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

221 SOJA

2.21.1 A Soja e a Economia

A soja [Glycine max (L.) Merrill] tem origem na China, onde é cultivada ha
mais de cinco mil anos (LIU, 1999; JOHNSON; WHITE; GALLOWAY, 2008). No
Brasil, foi introduzida apenas em 1882, como cultura forrageira. Em 1914, no Rio
Grande do Sul, comec¢ou a ser produzida como cultura de verdo nas areas de cultivo
de trigo (EMBRAPA, 2004). Em decorréncia do sucesso como cultura entressafra,
em meados dos anos 50, intensificaram-se as pesquisas e exportacdes. Inicialmente
a producéo estava concentrada na regido Sul, sendo expandida para as regides do
Brasil Central entre as décadas de 70 e 80 (EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA, 2009).
Hoje a soja ja esta difundida em grande parte do Brasil.

Os principais produtores mundiais de soja sdo os Estados Unidos, com
producao de 106,9 milhdes de toneladas na safra 2014/15, seguido pelo Brasil e
Argentina, que na mesma safra, produziram 96,2 e 60,8 milhdes de toneladas,
respectivamente (USDA, 2015). Os trés paises sao responsaveis por mais de 80%
da produgcao mundial. No Brasil, os maiores produtores de soja sao os estados do
Mato Grosso e Parana, com producdes, em 2014/15, de 28 e 17,2 milhdes de
toneladas, respectivamente (CONAB, 2015).

A soja brasileira € destinada a produgéo de graos, farelo e 6leo, formando o
chamado “Complexo Soja”, responsavel por 13,9% do total das exporta¢des (MDIC,
2014). Como resultado das exportagbes, em 2014 injetou US$ 31 bilhdes na
economia brasileira, US$ 7 bilhées apenas com farelo de soja (MDIC, 2014;
ABIOVE, 2015b). Segundo dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos
Vegetais (ABIOVE) a estimativa para a proxima safra € que o volume total de soja e

derivados exportados ultrapasse 69 milhées de toneladas (ABIOVE, 2015a).

2.2.1.2 Composicao da Soja

A soja, € uma espécie herbacea, cuja posicdo taxondmica se insere na

subdivisdo Angiospermae, classe Dicotyledoneae, divisdo Magnoliophyta classe
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Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae e ao género Glycine, que compreende varias espécies, sendo a Glycine
max (L.) Merrill, a espécie comercial amplamente difundida (CARUSO, 1997).

Sua composigdo quimica média em base seca do gréao de soja €
demonstrada na Tabela 2.1. O teor dos compostos é bastante variavel, estando
diretamente ligado a fatores como cultivar, época do plantio, localizagdo geografica e
estresse ambiental (LIU, 1999).

TABELA 2.1 - COMPOSICAO APROXIMADA DO GRAO DE SOJA

x % do Composi¢do Quimica (% massa seca)
Parte do Grdo grao Proteinas Lipidios Carboidratos Outros*
Casca 8 9 1 86 43
Hipocétilo 2 41 11 43 44
Cotilédone 90 43 23 29 50
Total 100 40 20 35 5,0

NOTA: * Minerais, vitaminas, fitatos e isoflavonas.
FONTE: LIU (1999).

A soja é a cultura de maior teor proteico (40%) e segundo maior teor de
lipideos (20%), superada apenas pelo amendoim, que apresenta um teor de lipideos
em torno de 48% (LIU, 1999). Ao contrario de outras proteinas vegetais, a proteina
da soja € considerada uma proteina completa, pois apresenta todos 0s aminoacidos
essenciais (MICHELFELDER, 2009). O dleo de soja contém alta propor¢éo de
acidos graxos insaturados (80-85% do total de lipideos) das séries ©-3, 0-6 € ©-9,
tais como acido linoleico, linolénico e oleico (DESAI, 2000).

A soja apresenta também alto teor de carboidratos, aproximadamente 35%,
sendo 2% deste valor encontrado sob a forma de amido. Sua parede celular é
composta de aproximadamente 30% de pectinas, 50% de hemicelulose e 20% de
celulose (GUO, 2009). Cerca de apenas 11% do total de carboidratos da soja
corresponde a carboidratos soluveis, sendo encontrados tragos de monossacarideos
como glucose e arabinose, e quantidades mensuraveis de dissacarideos como a
sacarose (40-68% do total de carboidratos soluveis) e oligossacarideos, como
estaquiose e rafinose (HONIG; RACKIS, 1979; JOHNSON; WHITE; GALLOWAY,
2008; GUO, 2009).

Além disso, estdo presentes, em menores quantidades, diversas outras
substancias, conhecidas como fitoquimicos (isoflavondides, fitoesterois, saponinas,
fitatos, acidos fendlicos), correlacionadas nos ultimos anos com beneficios unicos a
saude (LIU, 1999; MESSINA, 1999).



118

2.2.1.3 Usos da Soja

A soja € um grao altamente versatil o qual origina produtos e subprodutos
utilizados pela agroindustria, industria quimica, farmacéutica, cosmética e
alimenticia. A soja entra na composicdo de alguns embutidos, chocolates e
temperos. E também usada pela industria de nutrientes, alimentacdo animal,
adubos, formulador de espumas, fabricagdo de fibra. Sua proteina € base de
ingredientes de padaria, massas, produtos de carne, cereais, misturas preparadas,
bebidas, alimentacdo para bebés e alimentos dietéticos (EMPRAPA, 2015).

No entanto, seu uso mais conhecido € como 6leo refinado, obtido a partir do
Oleo bruto. Além do bleo, durante esse processo, se obtém a lecitina, um agente
emulsificante largamente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética
(WU; WANG, 2003). Mais recentemente, a soja vem sendo também alvo de estudos
na busca por alternativas sustentaveis aos combustiveis fosseis, na producgéo de
biocombustiveis (SIQUEIRA et al., 2008; VASUDEVAN; BRIGGS, 2008; LETTI et al.,
2012; SOCCOL et al., 2013).

A soja também vem sendo investigada por seus beneficios na prevengao e
no tratamento de doengas crénico-degenerativas como cancer, osteoporose,
diabetes e doencas cardiovasculares. Estudos sugerem que 0 consumo regular de
derivados de soja reduz a incidéncia de cancer de prostata (ZHOU et al., 1999). E
também utilizada no tratamento de osteoporose (MESSINA, 1999) e reducdo de
sintomas associados a menopausa (TAKU et al., 2012; MESSINA, 2014), ja que
apresenta uma molécula com estrutura quimica semelhante ao estradiol (principal
hormdnio feminino). Seu consumo tem sido associado ainda com redugdo da
glicemia, hipercolesterolemia, estresse oxidativo e fatores de risco para doencas
cardiovasculares (HERMANSEN et al., 2001; FUKUDA et al., 2007; SHAHBAZIAN et
al., 2007; SONG et al, 2007; CHANG et al, 2008; CLERICI et al., 2011,
VILLANUEVA et al., 2011; SEDAGHAT et al., 2015).

Jimenez-Escrig et al. (2008) demonstraram que o okara, residuo obtido
durante a extracdo do leite de soja, apresenta efeitos prebidticos e alta capacidade
antioxidante. Adicionalmente, sua fracdo proteica apresenta qualidades
emulsificantes e propriedades anti-hipertensivas e antioxidantes (O'TOOLE, 1999;
JIMENEZ-ESCRIG et al., 2010).
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Um estudo realizado por Plewa et al. (1999) demonstrou que o extrato
alcodlico, obtido de um subproduto do processamento da soja, foi capaz de reprimir
danos induzidos no DNA e mutagdes em células de mamiferos. Estudo
complementar, realizado por Berhow et al. (2000) identificou, em extratos
metandlicos de soja, saponinas com potencial antigenotoxico, sugerindo que 0s
produtos e subprodutos comerciais da soja podem ser importantes fontes de novos

quimioprotetores.

222 FARELO DE SOJA

Pichat (1995) define a palavra residuo (do latim residum) como toda
substancia que o produtor abandona ou que se encontra for¢cado a abandonar.
Mundialmente nos ultimos anos, tém-se despendido grande esfor¢o para o
processamento de residuos, convertendo-os em subprodutos de modo a agregar
valor as cadeias produtivas e reduzir possiveis impactos ambientais negativos (VAZ
JR, 2010; ROSA et al., 2011).

Essa necessidade crescente de agregacao de valores se mostra como uma
fonte de possibilidades para o desenvolvimento de rotas de obtencdo de novos
produtos menos impactantes ao meio ambiente e alternativo aos produtos ja
atuantes no mercado. A potencialidade de uso desses residuos e/ou subprodutos €,
portanto, evidente, cabendo estabelecer métodos que Vviabilizem seu
aproveitamento. A diversificacdo de produtos a ser obtida impacta de forma positiva
o setor agroindustrial, repercutindo em beneficios para a sociedade (VAZ JR, 2010).

Dos residuos de produtos industrializados a base de soja consumidos nos
paises asiaticos poucos sdo reaproveitados ou transformados (LI et al., 2013). Ja
nos EUA, praticamente todo o material derivado da soja é processado. Alimentos a
base de soja contém uma mistura complexa de compostos bioativos que agem por si
s6 ou pela interagdo com outros compostos ou moléculas do organismo do individuo
(LIMA, 2008).

Entende-se por farelo de soja 0 subproduto resultante da extracdo mecanica
ou quimica do Oleo dos graos de soja (Glycine max (L.) Merrill) (HUISMAN;
SCHOLS; VORAGEN, 1998). Seu preco varia em torno de R$ 1150,00/t, entre
industrias e cooperativas no Brasil (APROSOJA, 2015). A variacdo do prego é

decorrente da disponibilidade e tipo de farelo (porcentagem de proteina). E um
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subproduto relativamente barato com grande potencial de uso como suplemento,
fonte de nitrogénio, proteina, polissacarideos ou substrato em processos
biotecnoldgicos.

O farelo representa em torno de 70% da semente de soja. Sua composi¢ao
pode variar, sendo aproximadamente 50% proteinas, 40% de carboidratos e 10% de
cinzas e outros componentes (BAINY et al.,, 2008). A fragcdo de carboidratos do
farelo de soja inclui agucares simples (monossacarideos e dissacarideos),
oligossacarideos e polissacarideos (celulose, hemiceluloses, pectina e amido) (LIU,
1999). Sua composi¢cédo quimica pode apresentar variagbes devido a diferencas nas
condicdes ambientais, variedades genéticas e condi¢des de processamento
(umidade, tempo e temperatura de secagem, tostagem) (STROHER, 2010).

O elevado teor em proteinas, e suas caracteristicas de digestibilidade, fazem
do farelo de soja a principal matéria prima na fabricacéo de racbes para alimentagao
de animais. Quase 70% do conteudo proteico das ra¢gdes animais provém do farelo
de soja (CROMWELL, 2012). Embora grande parte deste subproduto seja destinada
a ragdes animais, diversas pesquisas e processos tém sido desenvolvidos com o
intuito de obter produtos refinados, com um valor agregado, destinados diretamente

ao consumo humano ou a producéo de ingredientes proteicos (STROHER, 2010).

223 POLISSACARIDEOS DE SOJA

Carboidratos de soja s&o 0 segundo maior componente depois das proteinas
indicando um importante valor econdmico para a industria de soja (BAINY et al.,
2008). Discrepancias entre valores encontrados dos monossacarideos obtidos a
partir da soja sdo devido a diferen¢a nos bioprodutos estudados e na variacdo da
composicao entre as variedades de soja (MATEOS-APARICIO et al., 2010).

Segundo Aspinall (1988), os polissacarideos da soja podem ser separados
em uma maior fragdo ndo-celuldsica e uma menor fragdo celuldsica, sendo a fragéo
nao-celuldsica constituida de polissacarideos acidos e arabinogalactanas. Aspinall,
Begbie, et al. (1967) afirmam que o principal agucar acido presente na soja € o0 acido
galacturdnico. Esses polissacarideos acidos possuem entdo acido b-galacturdnico e
L-ramnose na cadeia principal com cadeias laterais constituidas principalmente de
unidades de galactose e arabinose (FURUTA; TAKAHASHI; TOBE; KIWATA, et al.,
1998; HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998).
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Numerosos trabalhos relatam a extracdo de polissacarideos de soja, sob
diversas condi¢des diferentes. S&o reportadas extracdo de polissacarideos com
agentes quelantes (KAWAMURA; NARASAKI, 1961), extracbes em pH neutro
(FURUTA et al., 1995; NANAE; JUNKO; AKIHIRO, 2007), extracdes acidas sob
temperatura elevada e/ou pressado (YAMAGUCHI et al., 1994; FURUTA et al., 1996;
NOGUCHI; SHIKANUMA, 1996; YAMAGUCHI; OTA; HATANAKA, 1996; FURUTA,;
TAKAHASHI; TOBE; KIWATA, et al., 1998, FURUTA; TAKAHASHI; TOBE; MOMEN,
1998, HUA et al.,, 2010; QIl, 2010; TU et al., 2010, NAKAMURA et al.,, 2012;
NOSEDA et al., 2012; RODRIGUES, 2012; FASOLIN, 2013; CHIVERO et al., 2014;
XIONG et al., 2015), extragcbes alcalinas sob temperaturas elevadas e/ou presséo
(MORITA, 1965; LABAVITCH; FREEMAN; ALBERSHEIM, 1976; NAKAOQO;
MIYASHITA; TODA, 1978; JATOBA, 1996; MA, 2006; XIONG et al., 2015), e ainda
extracdes decorrentes de acdo enzimatica (LI, 2010; YAO; ZHENYU; HUA, 2011).
Em comum, em relacdo a composi¢cdo monossacaridica observa-se a presenca de
arabinose, galactose e acido galacturdnico, indicando possivelmente a presencga de
pectinas (HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998).

Bainy et al. (2008) encontraram teores de 45% de carboidratos para farelo
de soja, sendo a galactose, arabinose e acidos urdnicos 0s monossacarideos mais
presentes. Glucose foi encontrada em quantidades baixas, o que estd em acordo
com o trabalho de Huisman, Schols e Voragen (1998). Furuta, Takahashi, Tobe,
Kiwata et al. (1998), além de galactose, arabinose e acidos urénicos encontraram a
presenca de manose em suas fragcbes, um indicativo de remocgao incompleta das
cascas da soja, uma vez que estas consistem em grandes extensfes de
galactomananas (Whistler e Saarnio, 1957).

Dentre os polissacarideos obtidos da soja, as arabinogalactanas tém sido
estudadas intensamente (MORITA, 1965; ASPINALL; BEGBIE, et al, 1967,
ASPINALL, COTTRELL, et al., 1967; LABAVITCH; FREEMAN; ALBERSHEIM,
1976). De modo geral, sdo constituidas por cadeias principais de B-D-Galp-(1—4)-
ligadas, substituidas em O-3 por cadeias laterais de L-Araf (1—>5)-ligadas. No
entanto, uma grande variacdo esta presente no grau de ramificacéo e na distribui¢ao
dos substituintes na cadeia (HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998).

Cipriani et al. (2009) isolaram a partir de farelo de soja uma

arabinogalactana do tipo | (Figura 2.1). Sua cadeia principal é composta de unidades
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B-D-Galp-(1—4)-ligadas, substituidas em O-3 por unidades a-L-Araf, que por sua
vez, sdo substituidas em O-5, 0-3,5 e 0-2,5. Esta estrutura esta provavelmente
ligada em O-4 de unidades ramnosil de ramnogalacturonanas do tipo I, formada pela
repeticdo de grupos (1— 4)-o-D-GalpA-(1— 2)-a-L-Rhap. Similarmente, Fransen et
al. (2000) isolaram, a partir do mesmo tipo de material, ramnogalacturonanas
ramificadas em O-4 por cadeias laterais de arabinogalactanas. As arabinogalactanas
s&o constituidas por galactanas p-(1—4)-ligadas, ramificadas por unidades de
arabinose em proporc¢éo de Gal:Ara de 1,16:1, resultados similares aos encontrados
por Brillouet e Carré (1983) e Tsubaki et al. (2009), onde a propor¢ao Gal:Ara foi de
2~3:1.

FIGURA 2.1 - MODELO DE ESTRUTURA DA ARABINOGALACTANA TIPO | ISOLADA DE FARELO
DE SOJA
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FONTE: CIPRIANI et al. (2009).

Nakamura et al. (2001) isolaram, a partir de cotilédones de soja
deslipidificados e desproteinizados, um polissacarideo denominado pelos autores de
Polissacarideo Soluvel da Soja (SSPS). A estrutura detalhada do SSPS foi
determinada por degradacdo enzimatica (Figura 2.2). As moléculas sao
polissacarideos acidos contendo 18% de &cido galacturénico (GalA) (NAKAMURA et
al., 2002b). A cadeia principal consiste em galacturonana (GN), composta de [—>4)-
a-D-GalA-(1—] e ramnogalacturonana (RG), composta de unidades repetidas de

diglicosil [—4)-a-D-GalA-(1—>2)-a-L-Rha(1—]. O grau de polimerizagdo da GN é
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estimado em cerca de 4-10 residuos de GalA, com 15, 28 e 100 de unidades de
repeticdo de GalA-Rha (NAKAMURA et al., 2001, NAKAMURA et al., 2002b). As
cadeias laterais de (1—4)-B-galactanas, cujo grau de polimerizagéo € estimado em
cerca de 43 - 47, sdo ramificadas com residuos de fucose e arabinose; e as cadeias
laterais de (1—3) e (1—>5)-a-arabinanas, estédo ligadas ao C-4 dos residuos de
ramnose nas regides RG. Alguns acidos galacturénicos s&o modificados em C-3 por
oligossacarideos xilosil (grau de polimerizacdo = 4 ou 7), que sdo compostos de
xilose B-1,4- e B-1,2-ligada (NAKAMURA et al, 2002a). Estrutura similar foi
encontrada por Li et al. (2009), na fracdo de alto massa molecular (550 kDa), apos

submeter SSPS a precipitacdo etandlica.

FIGURA 2.2 - MODELO DE ESTRUTURA QUIMICA DO SSPS
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FONTE: NAKAMURA et al. (2002b).

Yamaguchi, Ota e Hatanaka (1996) isolaram de okara polissacarideos
pécticos que compreendem regides de galacturonana e ramnogalacturonana com
cadeias laterais compostas principalmente por arabinanas e galactanas. As regifes
de galacturonana séo distribuidas nas extremidades redutoras e ndo redutoras do
polimero.

Outros polissacarideos como arabinanas, arabinogalactanas do tipo I,

glucanas, xiloglucanas, xilanas e galactomananas também ja foram reportadas para
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a soja. Aspinall e Cottrell (1971) isolaram uma arabinana altamente ramificada,
contendo arabinofuranose (1—3) e (1—5)-ligada.

Liao et al. (2001) e Wu et al. (2011) encontraram polissacarideos de soja
preta com caracteristicas de a-D-glucanas. A cadeia principal € formada por
unidades (1—6)-a-D-Glcp, substituidas em O-3 e O-4 por residuos de galactose e
manose (1—-3)- ou (1—>4)-ligados. Liu, Wen, Kan et al. (2015) identificaram dois
polissacarideos, denominados BSPS-1 € BSPS-3, isolados de soja preta. BSPS-1 é
uma glucana linear a-D-(1—6)-ligada de 195 kDa, enquanto BSPS-3 € uma
arabinogalactana do tipo Il, de 188 kDa, cuja cadeia principal € formada por
unidades B-D-Galp (1—3)-ligadas, substituidas em O-6 por grandes quantidades de
terminais a-L-Araf, e menores quantidades de residuos 4-O-Me-B-D-GIcAp ou

cadeias laterais de a-L-Araf (1—5)-ligadas e a-L-Rhap (1—2)-ligadas (Figura 2.3).

FIGURA 2.3 - ESTRUTURAS PROPOSTAS PARA OS POLISSACARIDEOS ISOLADOS DE SOJA
PRETA, (A) GLUCANA LINEAR, (B) ARABINOGALACTANA DO TIPO Il
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FONTE: LIU, WEN, KAN et al. (2015).

Huisman et al. (2000), por extracdo alcalina, extrairam fracdes
polissacaridicas de farelo de soja contendo xiloglucanas. As xiloglucanas
encontradas sdo fucosiladas e compostas por unidades XXXG, similar a outras

xiloglucanas originarias de outras plantas (Figura 2.4).
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FIGURA 2. 4 XILOGLUCANA OBTIDA POR EXTRAQAO ALCALINA DE FARELO DE SOJA
HQ C—% XZA @P\

PN Sy SN I

FONTE: HUISMAN et al. (2000).

Hsiao, Anderson e Dale (2006) evidenciaram a presenga de f-mananas em
farelo de soja. Seu conteudo variou entre 1,02 — 1,51% m/m nos diferentes farelos
analisados. Whistler e Saarnio (1957) isolaram galactomananas da casca da soja.
Andlises desses polissacarideos extraidos indicaram uma cadeia principal de (1—4)-
D-Manp substituidas em O-6 por unidades de D-galactopiranosil (Figura 2.5).
Aspinall, Hunt e Morrison (1966) apds sucessivas extragcdes da casca de soja,
encontraram em adi¢cdo as galactomananas, uma xilana. Esta xilana € insoluvel em
agua, constituida por ligagdes glicosidicas do tipo pB-(1—4)-ligadas, caracterizada por
conter baixa propor¢cao de cadeias laterais. Xilanas com esta estrutura estao

associadas com celulose em tecidos lignificados.

FIGURA 2.5 - ESTRUTURA DAS GALACTOMANANAS ISOLADAS DA CASCA DA SOJA

FONTE: WHISTLER, SAARNIO (1957),

2.2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS DE SOJA

Polissacarideos de diversas origens (plantas; bactérias — proteoglicano de
membrana, exopolissacarideos, lipopolissacarideos da parede celular; e fungos —
polissacarideos derivados da parede celular, citoplasma de reserva) podem atuar
como modificadores de resposta biolégica. A estrutura destes polissacarideos é

bastante diversificada, podendo ser constituidos por diferentes unidades
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monossacaridicas, apresentar grupos fosfato, acetil, carboxilicos, sulfatos, peptideos
e lipideos, e suas ligagbes glicosidicas podem ser a-, B-, (1—-2), (1-3), (1—>4) ou
(1—6) (LEUNG et al., 2004).

Koga e Kikuchi (1993) isolaram um complexo polissacarideo-proteina, a
partir de farinha de soja, capaz de modular o sistema imune in vitro e in vivo. O
complexo aumentou a glicolise, a producéo de interleucinas 1 pelos macrofagos e a
proliferacdo de esplendcitos. Liao et al. (2001) isolaram polissacarideos de soja
preta, com caracteristicas de (1—6)-a-D-glucana, capazes de estimular macréfagos
e linfécitos T, sugerindo entdo que estes polissacarideos podem inibir proliferacéo e
induzir a diferenciacdo de células leucémicas U397 via ativacdo de células
mononucleares, resultando em resposta bioldgica modificadora e efeito
imunopotencializador. Em estudos posteriores, Liao, Chen e Yang (2005) concluiram
que além das atividades ja descritas, os polissacarideos de soja preta promovem
mielopoiese em medula 6ssea suprimida apds quimioterapia ou radioterapia.

Chen et al. (2010a) testaram os efeitos de oligossacarideos de soja sobre
niveis de lipidios séricos, glucose e estresse oxidativo em ratos alimentados com
dieta rica em gordura. Resultados mostraram uma reducdo dos niveis de todas as
respostas avaliadas nas doses de 150, 300 e 450 mg-kg™' indicando capacidade
para reverter doengas cardio-cerebrovascular. Adicionalmente, Chen et al. (2010b)
demonstraram que os oligossacarideos de soja, compostos por galactose (65,3%),
manose (15,6%), frutose (7,8%) e glucose (8,7%) foram também capazes, em doses
de 150 e 300 mg-kg™', de reverter os niveis plasmaticos de acido latico, dxido nitrico
e fator de crescimento do endotélio vascular, assim como melhorar a atividade de
Ca?*, Mg?* e Na*-K*-ATPases. Estes resultados indicam que esses oligossacarideos
podem ter efeitos benéficos na terapia de algumas doencas cardiacas, tais como as
doencas das artérias coronarias.

Jimenez-Escrig et al. (2008) e Mateos-Aparicio et al. (2010) identificaram
polissacarideos, derivados de okara (polpa resultante da extragéo do leite de soja),
que apresentam potencial antioxidante in vitro e in vivo. Essa atividade pode ser
atribuida aos polissacarideos pécticos, embora a contribuicdo de proteinas residuais
nao possa ser excluida. Liu, Wen, Zhang, et al. (2015) identificaram que
polissacarideos brutos e purificados, obtidos de soja preta, apresentam alto

potencial antioxidante, sendo eficazes na eliminacido de anions superdxidos e
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radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Polissacarideos de soja parcialmente
degradados com perodxido de hidrogénio inibiram efetivamente a formacao de cristais
de oxalato de calcio, reduzindo o risco de formacé&o de pedras nos rins (YAO et al.,
2012). Em adigdo, esses polissacarideos degradados enfraqueceram o dano
oxidativo de células renais de macacos, resultando em aumento da viabilidade
celular.

Tsai et al. (1983) testaram os efeitos da ingestéo de polissacarideos de soja
nas fun¢des gastrointestinais, balanco nutricional, excrecdo de esteroides, tolerancia
a glucose, niveis de lipideos séricos e parametros do sangue em humanos. Apos 17
dias de suplementacdo com os polissacarideos de soja, ndo houve mudancas
significativas nos parametros de sangue e niveis de lipideos séricos. No entanto, os
estudos revelaram um significativo aumento do peso do conteudo fecal e seu teor de
agua, além disso, mostraram ainda potencial capacidade hipoglicemiante. Ward e
Reichert (1986) e Takahashi et al. (1999) em seus trabalhos demonstraram que
polissacarideos de soja soluveis possuem a capacidade de reduzir o tempo de
transito gastrointestinal devido a elevada presenca de fibras em sua composicao.

Shiga et al. (2002) e Mitamura et al. (2003) demostraram que a ingestéo de
fibras soluveis de soja impede a osteopenia e hipercolesterolemia induzida por
ovariectomia ou gastrectomia em ratos. Adicionalmente, a ingestdo das fibras de
soja melhoraram a anemia e performance de exercicios em ratos gastrotecmizados
(SHIGA et al., 2003).

Cipriani et al. (2009) isolaram a partir de farelo de soja uma
arabinogalactana capaz de inibir lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos,
indicando um potencial efeito gastroprotetor. Os possiveis mecanismos descritos
para este tipo de atividade dos polissacarideos estdo nas habilidades de ligacéo a
superficie da mucosa agindo como uma camada protetora; diminuicdo da atividade
secretbria de acido e pepsina e protecdo da mucosa pelo aumento da sintese de
muco €/ou radicais de limpeza (MATSUMOTO; MORIGUCHI; YAMADA, 1993;
YAMADA, 1995; NERGARD et al., 2005).

Neeser, Koellreutter e Wuersch (1986), Neeser e Wursch (1990), Kiers et al.
(2002), Kiers et al. (2003), Becker et al. (2007), Becker e Galletti (2008), Rodrigues
(2012) e Noseda et al. (2012) demonstraram em seus trabalhos a capacidade da
soja e derivados em adsorver enterobactérias como Salmonella sp. e Escherichia

coli, de modo a evitar a colonizagdo subsequente do patdgeno. A teoria mais aceita
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sobre 0 mecanismo de adsorcdo dessas bactérias sugere que as fimbrias do tipo |
reconhecem o0s carboidratos, ligando-se a eles, uma vez que estes estariam mais
facilmente disponiveis do que os carboidratos existentes na superficie da mucosa
intestinal (OFEK; HASTY; SHARON, 2003).
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2.3 MATERIAL E METODOS

23.1 MATERIAL

Amostras de farelo de soja (Imcosoy® 46), provenientes da IMCOPA
(Importacédo e Comércio Parana — Araucaria/PR), foram gentilmente cedidas pela
empresa BlIO4 — Solugbes Biotecnologicas. Este farelo de soja é o produto
resultante do esmagamento dos graos de soja destinados a extracio de éleo de soja

contendo 5% de lipideos residuais.

2.3.2 PROCESSO DE EXTRACAO

O processo de extragdo do farelo de soja foi conduzido de acordo com
Rodrigues (2012). O farelo de soja apds suspensédo em agua destilada (150 g-L)
teve seu pH ajustado para 2,0 com HCI 1 M, e foi submetido a uma presséo relativa
de 1 atm, a 120°C por 1 h (tratamento térmico). Apds este tratamento, o material foi
filtrado com auxilio de um coador de pano; o filtrado foi neutralizado com
NaOH 0,5M e centrifugado (8000 rpm, 10°C, 15 min). O precipitado obtido foi
reunido ao material retido anteriormente na filtracao e liofilizado, gerando a frac&o
FS-R. O sobrenadante foi ressubmetido ao processo de tratamento térmico por mais
15 min, e em seguida concentrado até 30% do seu volume original. Uma aliquota,
igual a um terco, dessa solugdo concentrada foi retirada, dialisada contra agua
destilada em membrana de 6-8 kDa e liofilizada, gerando a fracdo FS-A. Uma
solucdo de TCA (80% m/v) foi entdo adicionada na solugdo restante, numa
propor¢éo de 1:6 (uma parte de TCA para seis partes da solugdo de amostra) para
precipitacdo de proteinas. A mistura foi homogeneizada durante 10 min e
centrifugada (10000 rpm, 5°C, 10 min). O precipitado foi ressolubilizado em agua
destilada, neutralizado, dialisado contra agua destilada, em membrana de 6-8 kDa, e
liofilizado, originando a fragdo FS-Tp. Ao sobrenadante foi adicionado trés partes de
etanol (96°GL; 4°C, 18 h) para precipitacédo de polissacarideos. Apds centrifugacéo
(10000 rpm, 5°C, 10 min) o precipitado obtido foi ressuspenso em agua,
neutralizado, dialisado contra agua destilada, em membrana de 6-8 kDa, e liofilizado,
dando origem a fracdo FS-Ep. O sobrenadante etandlico apds ter seu volume

reduzido, foi neutralizado, dialisado contra agua destilada em membrana de 6-8 kDa,
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e liofilizado, dando origem a fracdo FS-Es. A retirada dos sais e componentes de
menor massa, através de didlises, foi monitorada por condutividade, até valor
proximo ao da agua destilada. O esquema geral de obtencdo dos polissacarideos

quimiotransformados do farelo de soja esta apresentado na Figura 2.6.

FIGURA 2.6 - FLUXOGRAMA GERAL PARA OBTENGAO DE EXTRATOS DE FARELO DE SOJA
FARELO DE SOJA

- Agua destilada (150 g.L'")
- Acidificagéo (pH 2, HCl 1M)
- Tratamento térmico (120 °C, 1 atm, 1 h)

l - Filtragéo
RES SOB
- Neutralizagdo (NaOH 0,5M)
- Liofilizagdo i - Cenrlr'lfugq;&o (8000 rpm, 10 °C, 15 min)

m_ - Tratamento térmico (120°C, 1 atm, 15 min)
- Didlise (6-8 kDa) | - Concentragéio

- TCA 80% m/v (1:6)
- Homogeneizagéio (10 min)
- Centrifugagdo (10000 rpm, 5 °C, 10 min)

- Liofilizagéo

L
- Nevtralizagéio

- Concentragéio SOB PPT

- Didlise (6-8 kDa) - Precipitacdo (Etanol, 3V) - Neutralizagdo

- Liofilizag&@o - Centrifugagdo (10000 rpm, - Concentracéo
SOB 5°C, 10 min) - Didlise (6-8 kDa)

- Neutralizagée - Liofilizacéo

- Didlise (6-8 kDa)
- Liofilizagéo FS-Tp

NOTA: RES: Residuo; PPT: Precipitado; SOB: Sobrenadante.
FONTE: O autor (2016).

233 METODOS ANALITICOS GERAIS PARA CARACTERIZACAO DOS
EXTRATOS BRUTOS E DAS FRACOES PURIFICADAS

2.3.3.1 Métodos Colorimétricos
2.3.3.1.1 Dosagem de Acucares Totais

As dosagens de agucares totais foram realizadas pelo método do fenol-acido
sulfdrico (DUBOIS et al., 1956), que possui intervalo linear entre 10 - 85 ug-mL-" de
galactose. O principio desta técnica baseia-se na a¢do do acido sulfurico sobre o

agucar, que perde duas moléculas de agua para formar o derivado
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hidroximetilfurfural (para as hexoses) ou furfural (para as pentoses). Estes reagem
com o fenol formando um composto colorido que absorve no comprimento de onda
de 490 nm. A curva padrdo foi montada a cada dosagem utilizando como padréo

galactose (1 mg-mL™") ou misturas de galactose e &cido galacturénico (1 mg-mL™).

2.3.3.1.2 Dosagem de Proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Lowry et al.
(1951), que possui intervalo linear entre 5 - 100 pg-mL™" de proteina. O principio do
método baseia-se na reacdo das proteinas com uma solu¢do de cobre alcalino e
reagente de Folin-Ciocalteau. O desenvolvimento de um composto com coloragéo
azul intensa acontece em duas etapas: a reacao entre proteinas e cobre em meio
alcalino, e a subsequente redugéo do reagente de Folin-Ciocalteau. A coloragéo &
medida em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 660 nm. A curva padréao
foi montada a cada dosagem utilizando como padréo soro-albumina bovina

cristalizada (1 mg-mL™).

2.3.3.1.3 Dosagem de Acidos Urénicos

As dosagens de acidos urbnicos foram realizadas pelo método do m-
hidroxibifenil, descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), que possui intervalo linear
entre 0,97 — 38,8 yg-mL"' de acidos urbnicos. Neste método os aglcares s&o
tratados com acido sulfurico concentrado a fim de gerar produtos que reagem com 0
reagente de cor m-hidroxibifenil, formando um composto colorido que absorve no
comprimento de onda de 525 nm. A curva padrédo foi montada a cada dosagem

utilizando como padréo acido galacturénico (0,1 mg-mL™).

2.3.3.2 Determinacéo da Rotac&o Optica

A determinacado da rotagéo oOptica especifica ([a]p) foi realizada a 25°C em
polarimetro Jasco, modelo P-2000, com as amostras na concentragéo de 0,2% (m/v)
em agua destilada. Os valores de rotacédo &ptica especifica foram calculados pela

seguinte formula (Equacédo 2.1):
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2sec @100

G (21)

[a]p

onde a é a rotacdo observada em graus (valor obtido no equipamento); L é o
comprimento do caminho éptico em decimetros e C é a concentragdo da solugado em
g/100 mL.

2.3.3.3 Determinacéo da Composicdo Monossacaridica

A composicdo monossacaridica dos polissacarideos foi determinada por
meio da hidrolise acida total seguida de derivatizacdo até acetatos de alditdis.
Aproximadamente 2 mg das fragdes obtidas nas extracSes foram hidrolisados com
1,0 mL de TFA 2 M, durante 6 h a 100°C (LIAO et al., 2001). Apos hidrdlise o acido
foi removido por evaporagdo e os produtos de hidrdlise foram ressuspendidos em
H20 e reduzidos com NaBH4 overnight. Apds a etapa de redugdo, 0 excesso de
borohidreto foi transformado em &acido bdrico pelo abaixamento do pH pela adi¢cdo
de acido acético até pH 5,0. O acido bdrico formado foi eliminado por coevaporagéo
com metanol, na forma de borato de trimetila. Os alditdis formados foram acetilados
(anidrido acético, 120°C, 1 h), extraidos em cloroférmio, e lavados com bicarbonato
de sbddio e agua para retirada dos acidos e sais formados. Apos evaporagdo do
cloroférmio os monossacarideos na forma de acetatos de alditois foram analisados
por Cromatografia Liquido-Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CLG-EM)
e identificados pelos seus tempos de retencao e perfis de fragmentacéo obtidos por
impacto de elétrons (JANSSON et al., 1976).

2.3.3.4 Analise de Metilagéo

O processo de metilagdo do polissacarideo foi conduzido de acordo com o
método de Ciucanu e Kerek (1984). Apds solubilizacdo em DMSO (10,0 mg de
polissacarideo para cada 1,0 mL) foi adicionado NaOH pulverizado (30,0 mg),
mantendo esta mistura sob agitacdo por 30 min. Em seguida, adicionou-se
iodometano (0,1 mL) sendo mantida a agitagcédo por mais 30 min. Esse processo de

adicdo de NaOH e iodometano foi repetido mais duas vezes. Seguidamente, a
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reacdo foi interrompida, com agua purificada (2 mL), e neutralizada (acido acético
50%). Os produtos metilados foram dialisados, contra agua destilada, liofilizado e
ressubmetidos ao processo de metilagdo. Os produtos foram entéo hidrolisados
(acido férmico 45%, 16 h, 100 °C) seguidos por reducdo com NaBD4 e acetilagéo
(conforme descrito no item 2.3.3.3). Os acetatos de alditois parcialmente metilados,
foram analisados por CLG-EM e identificados pelos seus tempos de retengdo e
perfis de fragmentacédo obtidos por impacto de elétrons (JANSSON et al.,, 1976;
SASSAKI et al., 2005; CARPITA; SHEA, 1988).

2.3.3.5 Métodos Cromatograficos

2.3.3.5.1 Cromatografia de Excluséao

Objetivando o fracionamento dos polissacarideos, a fragdo FS-Ep foi
submetida a varias cromatografias de exclusdo em coluna de vidro (100 cm x
2,5 cm d.i.) contendo 430 mL de Sepharose 6B (faixa de fracionamento de 1 x 10% a
4 x 10°Da). As eluicbes foram realizadas utilizando agua destilada ou NaCl 1 M
como fase movel e fluxo médio de aproximadamente 0,7 e 1 mL-min™,
respectivamente.

Apds aplicacdo da amostra na coluna, o volume morto foi coletado (~30% do
volume do gel) numa proveta e usando um coletor de fragdes, o restante do volume
total da coluna foi coletado, agrupando fragdes de 7 mL/tubo. A deteccdo de
carboidratos foi acompanhada pelo teste colorimétrico do fenol — acido sulfurico
(DUBOIS et al., 1956). Apods, todas as fracdes foram congeladas e liofilizadas. As
fracbes obtidas utilizando NaCl como fase movel foram dialisadas contra agua

destilada em membranas de 6-8 kDa antes de seguirem para liofilizagdo.

2.3.3.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A amostra FS-EpA (fragdo obtida apds fracionamento por cromatografia de
exclusao) foi submetida a cromatografia em camada delgada, de modo a identificar a
identidade do agucar acido presente nesta fracdo. A analise de CCD foi realizada em
placa de silica gel (Sigma-Aldrich) com 10 cm de altura total. As amostras foram
hidrolisadas (TFA 2 M, 6 h, 100°C). Apds hidrélise o acido foi removido por
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evaporacdo; o0s produtos de hidrolise foram ressuspendidos em H20 na
concentracéo de 20 mg-mL™" e, utilizando capilares, 8 microgotas foram aplicados na
placa. Foi utilizado como fase moével uma mistura de acetato de etila:acido acético:n-
propanol:agua (4:2:2:1, v/iv) e como revelador orcinol:H2S04 (0,2 g de orcinol, em
95 mL de etanol e 5 mL de H2SO4) (Stahl, 1969). Padrées de acido galacturénico e
acido glucurdnico (10 mg-mL™", 2 microgotas) foram utilizados para comparacgdo dos

fatores de retencéo (Rf).

2.3.3.5.3 Cromatografia Liquido-Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CLG-EM)

Os componentes monossacaridicos foram quantificados utilizando através
de cromatdgrafo a gas VARIAN, modelo 3800, acoplado a um espectrometro de
massas da marca SATURN 2000R, modelo ITD 800, (tipo ion trap), equipado com
coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 d.i.), revestida internamente com a fase
estacionaria DB-225. As injecbes no cromatdgrafo foram feitas mantendo-se a
temperatura inicial em 50°C, seguido de aumento de acordo com a programagao de
temperatura num gradiente de 40°C por minuto, até 230°C, mantendo-se constante
a partir deste valor. Foi utilizado hélio como gas de arraste, com fluxo de
1,0 mL-min-'. As areas dos picos de interesse foram determinadas por integracdo em
software. Os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV,
repetidamente a cada 1/8 de segundo, abrangendo fragmentos com relacéo
massal/carga (m/z) variando de 40 a 300. Este método foi utilizado para
quantificacdo de acetatos de alditois (SLONEKER, 1972) sendo identificados por
meio de seus tempos de retencdo e perfis caracteristicos de fragmentacdo por
impacto de elétrons comparados com padrées descritos na literatura (CARPITA,
1989).

2.3.3.5.4 Cromatografia Liquida de Permeacdo em Gel ou Exclus&o Estérica
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2.3.3.54.1 Cromatografia de Excluséo Estérica de Alta Press&o acoplada a
detector de indice de Refracdo Diferencial e Espalhamento de Luz em Multiangulos
(HPSEC-MALLS/RID)

Para as analises de homogeneidade e de determinagdo da massa molecular
ponderal media (Mw) as amostras foram solubilizadas em nitrito de sdédio
(NaNO2 0,1 M) e azida sodica (NaN3 200 ppm) numa concentragido de 1 mg-mL™",
sendo filtradas em membrana Millipore (éster de celulose ou acetato de celulose)
com porosidade de 0,22 um.

Os ensaios de homogeneidade e a determinacdo da massa molar das
amostras foram realizados em cromatografo de exclusdo estérica de alta pressao
(HPSEC) WATERS, equipado com um detector de indice de refracédo (RID)
diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em
multidngulos (MALLS - Multi Angle Laser Light Scattering) WYATT TECHNOLOGY,
modelo DAWN DSP com 18 canais, acoplados em série, dispostos ao redor da
fotocélula em diferentes angulos. Utilizaram-se quatro colunas de gel permeacéo
WATERS Ultrahydrogel™ dispostas de forma sequencial e apresentando diferentes
limites de exclus&o: 7x10° (coluna 2000); 4x10° (coluna 500); 8x10* (coluna 250) e
5x10% (coluna 120). O eluente utilizado foi uma solugdo de nitrito de sbdio
(NaNO20,1 M) contendo azida sodica (NaN3 200 ppm), com fluxo de 0,6 mL-min™',
monitorado por uma bomba peristaltica WATERS 515.

A taxa de variagéo do indice de refragdo com relagéo a concentracdo (dn/dc)
foi determinada para amostras homogéneas, utilizando solugbes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
e 1,0 mg das amostras em 1 mL de nitrito de sddio (NaNO2 0,1 M) e azida sédica
(NaNs3 200 ppm). As massas molares foram determinadas a partir do perfil de eluigéo

e valores de dn/dc. Os calculos foram efetuados pelo software ASTRA.

2.3.3.54.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) acoplada aos detectores
de indice de Refracdo Diferencial (RID) e de espalhamento de luz a 7° (LALLS) e
90° (RALLS)

Amostras que nao foram detectadas por HPSEC-MALLS/RID foram
analisadas por um cromatdgrafo liquido GPC, Viscotek Dual equipado com colunas

de polimetacrilato da Shodex-OHpak SB-806 HQ, com limite de exclusdo de
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2x107 g-moL™', conectadas em série. O cromatdgrafo € acoplado a multidetectores:
um refratdmetro diferencial (RID) da Viscotek modelo VE3580; um detector de
espalhamento de luz laser, modelo 270 Dual Detector (Viscotek), continuo por baixo
angulo a 7° (LALLS — Low Angle Laser Light Scattering) e angulo de 90° (RALLS -
Right Angle Laser Light Scattering) com comprimento de onda de 632,8 nm, em
30°C, usando como eluente solugdes de nitrito de sddio 0,1 M, contendo azida de
sodio 200 ppm num fluxo de 0,4 mL-min'. As amostras foram solubilizadas no
mesmo eluente, em concentracdo de 1 mg-mL™, filtradas em membrana de acetato
de celulose com porosidade de 0,22 um. A calibracdo do equipamento foi realizada

com padrdes de dxido de polietileno (23000 g-moL-") e dextrana (70000 g-moL").

2.3.3.6 Métodos Espectroscdpicos

1.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear Monodimensional ('H, '3C, DEPT-135) e
Bidimensional (HSQC, COSY e TOCSY)

As fracbes soluveis foram analisadas por ressonancia magnética nuclear
(RMN) mono e bidimensionais, com o objetivo de identificar as estruturas presentes
nessas fragdes. Os espectros de RMN foram obtidos em espectrémetro da marca
BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, com uma sonda de 5 mm (widebore
probe). As amostras foram solubilizadas em agua deuterada (D20, 99%), em
concentragdes de 80 mg-mL™" para as andlises de '>C e DEPT-135, e 20 mg-mL""’
para as andlises de "H e RMN bidimensionais, com temperaturas entre 50-70°C. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm, utilizando acetona como padréao
interno (30,2 e 2,224 ppm para '3C e 'H, respectivamente). Os espectros de RMN de
13C (desacoplado) e 'H foram obtidos na frequéncia base de 100,61 MHz e

400,13 MHz, respectivamente.
2.3.3.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Estado Sdélido
As fracdes insoluveis foram analisadas por RMN em estado sélido, com o

objetivo de identificar as estruturas presentes nessas fragbes. Os espectros de

ressonancia magnética nuclear usando a técnica CP/MAS, Polarizagc&o Cruzada sob
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Rotacdo de Angulo Magico (Cross Polarization with Magic Angle Spinning) foram
adquiridos num espectrdmetro Bruker AVANCE 400 operando a 94 Tesla,
observando o nucleo de '°C a 100,62 MHz, equipado com uma sonda multinuclear
para solidos (MAS) de 4 mm com giro no angulo magico. Os espectros de RMN de
13C foram adquiridos por polarizacé&o cruzada com o tempo de contato de 2,0 ms
(utilizando amplitude variavel 50-100%), desacoplamento de alta poténcia durante
aquisicao por pulsos compostos (tipo: spinal64) de 0,2 ms e tempo de recuperacéo
de 5,0 s. Os espectros de RMN de '3C foram adquiridos com 2 k pontos, acimulo de
2 k promedia¢des para cada amostra e girando as amostras a 5 kHz. Os espectros
foram processados pela aplicacdo de uma multiplicacéo exponencial nos FIDs por
um fator de 50 Hz, seguido da Transformada de Fourier com 4 k pontos,

respectivamente.
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24 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.41 EXTRACAO E OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS

O farelo de soja apos diluido em agua destilada e ajuste do pH inicial da
solucdo (6,5) para 2,0, foi submetido ao tratamento termoquimico por 1 h. Apds este
tratamento, o material foi filtrado, neutralizado e centrifugado. O precipitado obtido
foi reunido ao material retido anteriormente na filtracéo e liofilizado, gerando a fragéo
FS-R (60,4% m/m de rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja). O
sobrenadante foi ressubmetido ao tratamento termoquimico por mais 15 min,
seguido por reducdo de volume. Parte dessa solugdo concentrada foi aliquotada,
dialisada e liofilizada gerando a fragdo FS-A (7,9% de rendimento em relacédo a
massa seca de farelo de soja). Apds adicdo de TCA na solugéo restante, a mistura
foi homogeneizada e centrifugada. O precipitado obtido foi ressuspenso em agua,
neutralizado, dialisado e liofilizado, originando a fragdo FS-Tp (2,8% de rendimento
em relacdo a massa seca de farelo de soja). Ao sobrenadante foi adicionado etanol
e apos centrifugacdo o precipitado etandlico obtido foi ressuspenso em agua,
neutralizado, dialisado e liofilizado, originando a fragdo FS-Ep (2,5% de rendimento
em relagdo a massa seca de farelo de soja). O sobrenadante etandlico foi
neutralizado e apds reduc¢do do volume, foi dialisado e liofilizado, dando origem a

fracdo FS-Es (0,9% de rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja).
2.4.2 ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

Todas as fracGes obtidas foram analisadas comparativamente (Tabela 2.2)
quanto a rendimento, teor de proteinas, teor de carboidratos totais e composigcao
monossacaridica.

A fracdo FS-R, correspondente ao residuo da extracdo aquosa, apresentou
o maior rendimento do processo, 60,4% m/m. Esse alto rendimento pode indicar que
0 processo de extracdo nao foi totalmente efetivo, dessa forma o residuo pode ser
ressubmetido a um novo processo de extragcdo. Em trabalho anterior, a submiss&o
do residuo a um novo ciclo de extragdo resultou em 23% de aumento no rendimento
total (RODRIGUES, 2012).
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TABELA 2.2 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS

Fracdo Rendimento PTN Carbo_idratos Composi¢ao Monossacaridica (mol%)¢
(%) (%)>  Totais (%)° Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UA®
FS-R 60,4 62,5 22,0 59 24 159 191 83 275 157 52
FS-A 7.9 39,1 37,2 tr tr 245 35 21 469 40 19,0
FS-Tp 2,8 86,8 8,7 18 28 139 29 229 56 213 287
FS-Ep 25 47 85,0 83 10 152 58 20 284 6,8 325
FS-Es 0,9 58,0 21,2 1,3 tr 102 tr tr 2,6 tr 858

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-R: Residuo da extracdo de farelo de soja; FS-A: Extrato
aquoso de farelo de soja; FS-Tp: Fracdo insolivel obtida ap6s tratamento com TCA; FS-Ep: Fragéo
polissacaridica obtida ap6s precipitacdo com TCA e etanol; FS-Es: Fracdo do sobrenadante etanélico
obtido ap6s precipitacio com TCA e etanol. 2 Rendimento relativo a massa seca inicial de farelo de
soja (% m/m); ® Lowry et al. (1951); ¢ Dubois et al. (1956); ¢ Monossacarideos neutros quantificados
como acetato de alditois; ¢ Filizetti-Cozzi; Carpita (1991); tr: percentagem menor ou igual a 1,0%.
FONTE: O autor (2016).

A fracdo FS-A apresentou rendimento de 7,9% m/m. As demais fragbes,
FS-Tp, FS-Ep e FS-Es apresentaram baixos rendimentos, entre 0,9 — 2,8% m/m.
Isso € decorrente das etapas de purificacdo inseridas ao processo de extragio,
obtendo-se, por fim, fracées de baixo rendimento, porém com maior teor de pureza.
Todos os rendimentos foram semelhantes aos obtidos por Rodrigues (2012), quando
as mesmas condi¢cdes de extracao foram aplicadas, atingindo rendimentos de 13,4%
e 1,5% m/m para o extrato bruto e fracdo polissacaridica, respectivamente
(RODRIGUES, 2012).

Observa-se, através da Tabela 2.2, que ocorreu grande perda de massa
durante o0 processo, 26,5% m/m. Essa perda € decorrente das varias etapas de
didlises realizadas durante todo o processo. Estudos de otimizacdo podem ser
realizados, de modo a aumentar o rendimento das fracdes de interesse e diminuir a
perda de massa resultante.

A fracdo FS-A, correspondente ao extrato bruto de farelo de soja,
apresentou teor de carboidratos e proteinas de 39,1 e 37,2%, respectivamente.
Estes valores sado semelhantes aos descritos por Honig e Rackis (1979), Bainy et al.
(2008) e Giannoccaro, Wang e Chen (2006), que para o extrato bruto, obtido a partir
de farelo de soja, encontraram teores proximos a 40% para carboidratos e 50% para
proteinas.

A fracdo polissacaridica FS-Ep apresentou alto teor de carboidratos, 85,0%,

em decorréncia do tratamento com TCA ao qual esta fragcdo foi submetida, de modo
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que as proteinas foram precipitadas, concentrando os carboidratos no sobrenadante.
Nota-se ainda, que a fracdo correspondente ao precipitado etandlico (FS-Ep)
apresentou teor de carboidratos totais superiores a fragdo correspondente ao
sobrenadante etandlico (FS-Es: 21,2%). O inverso aconteceu para o teor de
proteinas, onde a fragdo FS-Es apresentou teor mais elevado em comparagéo com
FS-Ep, 58,0 e 4,7%, respectivamente. A fragdo FS-Tp, como esperado, apresentou
alto teor de proteinas e baixo teor de carboidratos, 86,8 e 8,7%, respectivamente,
comprovando a eficiéncia do tratamento com TCA + etanol para precipitacdo de
proteinas.

Observa-se a partir dos resultados obtidos que o tratamento térmico aplicado
ao farelo de soja foi efetivo para extracdo de fragbes ricas em carboidratos.
Extracdes aquosas de farelo de soja realizadas em temperatura ambiente e 80°C,
sem ajuste de pH, ndo apresentam a mesma eficacia para a extracdo de
polissacarideos, conforme resultados evidenciados por Rodrigues (2012). As fragcbes
nativas, extraidas sem tratamento térmico, eram compostas por altos teores de
proteinas (> 66%) e baixos teores de carboidratos (< 8,2%), sendo estes,
oligossacarideos, majoritariamente sacarose.

Majoritariamente, a composicdo monossacaridica das fracdes obtidas
apresentou arabinose, galactose e acidos urbnicos como constituintes
monossacaridicos principais, sugerindo a presencga de pectinas no farelo de soja. A
presenca de arabinose, galactose a acidos urbnicos tem sido amplamente
evidenciada para soja e seus derivados (MORITA, 1965; ASPINALL; BEGBIE et al.,
1967; ASPINALL, COTTRELL et al., 1967; LABAVITCH; FREEMAN; ALBERSHEIM,
1976; BRILLOUET; CARRE, 1983; ASPINALL, 1988; YAMAGUCHI; OTA;
HATANAKA, 1996; FURUTA, TAKAHASHI; TOBE; KIWATA et al., 1998; HUISMAN;
SCHOLS; VORAGEN, 1998; FRANSEN et al., 2000; NAKAMURA et al., 2001;
NAKAMURA et al., 2002a; b; CIPRIANI et al., 2009; LI et al., 2009; TSUBAKI et al.,
2009).

Nas fracbes FS-R e FS-Tp a glucose, xilose e manose aparecem em
quantidades significativas. Outros monossacarideos foram também encontrados em
menores quantidades. A presenga de glucose, manose e xilose ja foram
evidenciadas anteriormente (WHISTLER; SAARNIO, 1957; ASPINALL; HUNT,;
MORRISON, 1966; FURUTA, TAKAHASHI; TOBE; KIWATA et al., 1998, HUISMAN;
SCHOLS; VORAGEN, 1998; HUISMAN et al., 2000; LIAO et al., 2001; WU et al.,
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2011; LIU et al., 2015). A presenca de manose pode indicar presenca de cascas de
soja, uma vez que estas consistem majoritariamente de galactomananas
(WHISTLER; SAARNIO, 1957).

2.4.3 ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As fragbes FS-A, FS-Ep e FS-Es foram analisadas e comparadas por RMN
de 3C (Figura 2.7). Observa-se, nas fragdes FS-A e FS-Es, sinais caracteristicos de
proteinas: 40-10, 55-50, 135-115 e 180-170 ppm, correspondentes a cadeias laterais
alifaticas, carbonos-o., carbonos aromaticos e carbonos carbonilicos,
respectivamente (OPELLA; FREY; CROSS, 1979; ZERI et al., 1996). Além dessas
regides, visualiza-se sinais intensos caracteristicos de carboidratos, entre 110 e
60 ppm. Essas informacdes corroboram com as dosagens colorimétricas, uma vez
que a fracdo FS-Ep apresentou maior teor de carboidratos e menores teores de

proteinas quando comparada as fracdes FS-A e FS-Es.

FIGURA 2.7 - ESPECTROS DE RMN DE '3C DAS FRACOES FS-A, FS-Ep E FS-Es
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NOTA: Solvente: D20 (70°C); acetona como padrao interno (30,2 ppm).
FONTE: O autor (2016).
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Na Figura 2.8 sdo comparados os espectros de RMN '3C das fragdes FS-Ep
e FS-Es. A regido anomérica (110 — 90 ppm) apresenta um sinal intenso em
104,4 ppm correspondente ao C-1 das unidades de B-D-Galp (FRANSEN et al,
2000; CIPRIANI et al., 2004; LIMA, 2008). Sao observados também sinais em 77,6;
745, 735, 72,1; 60,9 ppm, correspondentes ao C-4, C-5 C-3, C-2 e C5,
respectivamente, das unidades de B-D-Galp-(1—4)-ligadas (GORIN; MAZUREK,
1975; FRANSEN et al., 2000; LIMA, 2008; CIPRIANI et al., 2009).

FIGURA 2.8 - ESPECTRO DE RMN DE '3C DAS FRACOES FS-Ep E FS-Es
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FONTE: O autor (2016).

Destaca-se, na fragdo FS-Es a reducédo do sinal em 104,5 ppm referente as
unidades de B-D-Galp (FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al., 2004; LIMA, 2008); e
sinais mais evidentes em 107,7; 107,3 e 106,5 ppm atribuidos as unidades de
ao-L-Araf (FRANSEN et al.,, 2000; CIPRIANI et al., 2004, CAPEK et al., 2010;
GOLLNER; BLASCHEK; CLASSEN, 2010). Também é possivel identificar sinais
correspondentes a unidades de a-D-GalpA (100,1 e 99,3 ppm, respectivos ao C-1
das unidades esterificadas e ndo esterificadas) (WANG; LIU; FANG, 2005;
COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2011). Observa-se ainda, sinais em 173,4
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ppm referentes aos grupos carboxilicos livres do &cido galacturénico (C-6)
(DELGOBO et al., 1999; CIPRIANI et al., 2004; COZZOLINO et al., 2006). Os grupos
metil-éster dos grupos carboxilicos ressonam em 52,8 ppm (COZZOLINO et al.,
2006; MARIA-FERREIRA et al., 2013). Sinais na regiéo entre 84 e 80 ppm podem
ser atribuidos a C-2, C-3 ou C-4, das unidades de a-L-Araf e em 67,3 ppm ao C-5
substituido das unidades de a-L-Araf (1—5) ligadas (FRANSEN et al., 2000; CAPEK
et al, 2010). Esses dados corroboram com o0s dados de composi¢cao
monossacaridica, sugerindo a presenc¢a de uma homogalacturonana substituida por
unidades de arabinose.

A fracéo FS-Tp, embora com baixo teor de carboidratos foi, assim como as
demais, analisada por ressonancia magnética nuclear. No entanto, em fungdo da
sua alta insolubilidade empregou-se uma técnica de RMN em estado sodlido
utilizando Polarizagdo Cruzada sob Rotacdo de Angulo Méagico (CP/MAS) (Figura
2.9). Observam-se sinais com aspectos alargados, correspondentes a proteinas. Os
sinais entre 185 - 165 ppm correspondem aos carbonos carbonilicos da cadeia
principal e grupos carboxilicos da cadeia lateral de aminoacidos acidos; 0s sinais
entre 135 - 115 ppm séo atribuidos aos carbonos da cadeia lateral de aminoacidos
aromaticos; entre 65 - 45 ppm e 45 - 25 ppm sé&o atribuidos aos carbonos o e B,
respectivamente; e os sinais entre 25 - 15 ppm correspondem aos grupos metil e

metileno distantes da cadeia principal (MIZUNO et al., 2000; KEALLEY et al., 2008;
MA et al., 2015).

FIGURA 2.9 - ESPECTRO DE RMN CP/MAS '3C DA FRAGAO FS-Tp

,,,,,,
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FONTE: O autor (2016).
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Em raz&o da fracdo FS-Ep apresentar o maior teor de carboidratos, esta foi
escolhida para realizacdo das analises subsequentes dos polissacarideos

quimiotransformados.

2.4.4 ANALISE POR HPSEC-MALLS-RID

A fracdo FS-Ep foi submetida a anadlise de homogeneidade em sistema
cromatografico de exclus&o estérica, acoplada a detectores de espalhamento de luz
e de indice de refragdo (HPSEC-MALLS-RID) (Figura 2.10). Por meio do detector de
indice de refracdo € possivel visualizar um perfil cromatografico heterogéneo,
polidisperso, indicando a presenca de massas moleculares diferentes, eluindo apdés
0s 40 min. O pico centrado em torno de 42,5 min foi detectado por ambos os
detectores, indicando ser constituido por moléculas de alta massa molar em grande
concentracdo. Picos detectados pelo detector de indice de refragdo em 48 e 53 min
ndo foram detectados pelo detector de espalhamento de luz, indicando alta
concentracdo, porém baixa massa molecular. Pico préximo a 70 min (volume total do

sistema cromatografico) indica a presenca de tracos de sal na amostra.

FIGURA 2.10 - PERFIL DE ELUIGAO DE HPSEC-MALLS/RID DA FRAGAO FS-Ep

Espalhamento de luz (volts)

indice de Refracio (volts)

0 20 40 60 80
Tempo (min)

FONTE: O autor (2016).
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2.4.5 FRACIONAMENTO DA FRACAO FS-Ep

Com o objetivo de se obter uma fragéo polissacaridica homogénea, a fragéo
FS-Ep foi submetida a fracionamento utilizando cromatografia de exclusdo em
coluna de Sepharose 6B, tendo agua destilada como eluente. O perfil de eluigdo
mostrado na Figura 2.11 indica que a fracdo FS-Ep € constituida por dois grupos de
moléculas, permitindo assim a separagdo em duas novas subfracdes, FS-EpA e
FS-EpB. A subfracdo de maior rendimento, FS-EpA, representando 69,7% do
material recuperado, apresenta um pico bastante alargado, sugerindo a presenca de
uma fragcé&o polissacaridica polidispersa. O percentual de recuperagao total médio
das fracbes nesta coluna foi de 68,3% relativo a massa polissacaridica inicial
aplicada.

Para permitir a obtencdo de uma quantidade de amostra suficiente das duas
subfracbes para as analises posteriores, varias aliquotas da fragdo FS-Ep foram
cromatografadas. Como esperado, todos os perfis de eluicdo obtidos se mostraram

bastante semelhantes (resultados nao mostrados).

FIGURA 2.11 - PERFIL DE ELUIQAO DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DA FRAQAO FS-Ep
EM SEPHAROSE 6B (ELUENTE: H20)
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FONTE: O autor (2016).

As subfracdes foram também comparadas quanto as suas composicdes
monossacaridicas (Tabela 2.3). Observa-se que a fracdo FS-EpA apresentou como
componentes majoritarios: acido urénico e galactose. Ja a fracdo FS-EpB é

constituida majoritariamente por galactose. Outros monossacarideos estéo
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presentes em ambas as fracdes, em menores quantidades. Analise de rotagao
Optica especifica indica valores de +72° e +56,2° para as fragdes FS-EpA e FS-EpB,
respectivamente, compativeis com polimeros compostos majoritariamente por

moléculas na conformacéo enantiomérica da série D.

TABELA 23 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS
SUBFRACOES OBTIDAS POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DA FRACAO BRUTA FS-Ep

Fracdo Rendimento PTN Carbo_idratt()js Composicdo Monossacaridica (mol%)e¢ [o]o®
(%) (%) Totais (%)° Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UAf
FS-Ep 2,52 47 85,0 83 10 152 58 20 284 6,8 325 +68,5
FS-EpA 69,70 3,3 93,9 41 1,9 5,7 48 - 383 73 37,9 +720
FS-EpB 30,30 48 95,9 - - 8,5 ftr - 73,4 148 3,3 +56,2

NOTA: PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl:
Xilose; Man: Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-Ep: Fragdo polissacaridica obtida apés
precipitacdo com TCA e etanol; FS-EpA e FS-EpB: Fracbes eluidas com agua destilada durante
fracionamento cromatografico da fracdo FS-Ep em Sepharose 6B. @ Rendimento relativo a massa
seca inicial de farelo de soja (% m/m); P Rendimentos relativos a fracdo de origem FS-Ep (% m/m); ©
Lowry et al. (1951); 9 Dubois et al. (1956); ¢ Monossacarideos neutros quantificados como acetato de
alditois; f Filizetti-Cozzi; Carpita (1991); 9 [«]o: Rotagdo Optica especifica, determinada a 25°C em
solugdes aquosas 0,2% (m/v); tr: percentagem menor ou igual a 1,0%; -: ndo detectado.

FONTE: O autor (2016).

A fragdo FS-EpB, foi analisada por HPSEC-MALLS/RID, no entanto o
detector de espalhamento de luz permaneceu instavel durante a analise (dados nao
apresentados). O processo de extragdo conduziu a producéo de fragcdes de baixa
massa molecular de forma que o detector-multidngulos (MALLS) n&o foi capaz de
detectar tais moléculas. Assim, optou-se por verificar a homogeneidade dessa fragcéo
em outro cromatografo com uma configuragdo mais adequada para detectar
moléculas de baixa massa molar. Nesse caso foi utilizado um cromatografo
acoplado a detector de espalhamento de luz estatico a 90° (RALLS) e de indice de
refracdo (GPC-RALLS/RID). E possivel observar que a fracdo apresenta carater
homogéneo, sendo detectada por ambos os detectores, apresentando um pico
maximo em 9,5 mL, proximo ao volume final do sistema cromatografico (Figura
2.12).
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FIGURA 212 - PERFIL DE ELUICAO DA CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEAGAO (GPC-
RALLS/RID) DA FRACAO FS-EpB
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FONTE: O autor (2016).

A fragdo de maior rendimento, FS-EpA, diferentemente, apresentou um perfil
assimétrico (Figura 2.13) em HPSEC-MALLS/RID, sendo dessa forma submetida a
uma nova cromatografia de exclus&o, em coluna contendo Sepharose 6B, utilizando

NaCl 1M como fase movel (Figura 2.14).

FIGURA 2.13 - PERFIL DE ELUICAO DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-
MALLS/RID) DA FRACAO FS-EpA
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 2.14 - ESQUEMA DE FRACIONAMENTO DA FRACAO FS-Ep POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSAO

CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
EXCLUSAO Sepharose 6B EXCLUSAO Sepharose 6B
Agua NaCl 1M

(see) nmp —NEEEEN 1)
S —

NOTA: Rendimentos expressos em porcentagem em relacdo & massa seca total recuperada em cada
etapa (% m/m).
FONTE: O autor (2016).

E interessante observar que a fragdo FS-EpA mostrou novamente um perfil
altamente polidisperso (Figura 2.15), maior ainda que aquele observado na
cromatografia utilizando H20 como eluente (Figura 2.11). Esse perfil poderia ser
explicado pela presenca de agregados moleculares que foram desfeitos pela forca
ibnica do eluente (NaCl 1 M). O eluato foi dividido arbitrariamente em 8 subfracdes
(F1-F8). Dentre as subfracdes obtidas apods refracionamento de FS-EpA, apenas
aquelas de maior rendimento, F2 (8,6%), F3 (18,4%), F4 (18,4%), F5 (27,6%) e F6
(17,1%), foram submetidas a analise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR
(Figura 2.16a). E possivel observar que as fracdes F2, F3 e F4 apresentam perfis
cromatograficos homogéneos (Figura 2.16b). A fracdo F5 apresentou-se
heterogénea, sendo possivel visualizar dois picos, em 43 e 47 min, indicando que
esta amostra possivelmente contém residuos da fracdo anterior F4. A fracdo F6 foi
apenas detectada pelo indice de refragdo, sugerindo uma molécula de baixa massa

molecular.
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FIGURA 2.15 - PERFIL DE ELUICAO DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DA FRAGAO FS-EpA
EM SEPHAROSE 6B (ELUENTE: NaCl 1 M)
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 2.16 - PERFIL DE ELUICGAO HPSEC-MALLS/RID DA FRACAO FS-EpA E SUBFRAGOES
(a); FRACOES HOMOGENEAS F2, F3 E F4 (b)
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FONTE: O autor (2016).

A massa molecular ponderal média (Mw) de todas as fracbes homogéneas

obtidas por processo de cromatografia de excluséao foi determinada baseando-se na
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taxa de variacdo do indice de refragdo com relacdo a concentracdo (dn/dc),

calculada com auxilio do Software ASTRA (Tabela 2.4).

TABELA 2.4 - MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA (Mw) CALCULADA PARA AS FRACOES
HOMOGENEAS

Fracao dn/dc? Mw (kDa)
F2 0,162 700,6
F3 0,148 540,3
F4 0,143 395,6

FS-EpB 0,155 8,7

NOTA: F2-4: Fragdes eluidas com NaCl 1 M durante fracionamento cromatografico da fracdo FS-EpA
em Sepharose 6B; FS-EpB: Fracio eluida com &gua destilada durante fracionamento cromatografico
da fracdo FS-Ep em Sepharose 6B. 2 Taxa de variacdo do indice de refracdo com relacdo a
concentracio de cada fracdo (calculadas utilizando o Software ASTRA).

FONTE: O autor (2016).

Todas as subfragbes, obtidas apos refracionamento de FS-EpA, foram
comparadas quanto a composicdo monossacaridica (Tabela 2.5). Observa-se que
assim como a fracdo mae, todas as subfracbes apresentam galactose e acido
urénico como componentes majoritarios. Cromatografia em camada delgada do
hidrolisado total da fracdo F3 indicou que o acido urdnico corresponde ao acido
galacturdnico (Figura 2.17), resultado em acordo com Aspinall, Begbie, et al., 1967.
Todas as fracdes apresentam também consideraveis teores de arabinose, xilose e
ramnose. Diferentemente das demais fragGes, a fracdo F8, de menor rendimento,
contém manose além dos demais monossacarideos, e alto contetido de glucose. E
possivel observar uma semelhanca entre as fragdes F1 a F5, juntas correspondem a
aproximadamente 80% do total da fracdo original. Por essa razdo essas fraces

foram escolhidas para as analises subsequentes de RMN.
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TABELA 25 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS
SUBFRACOES OBTIDAS APOS CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DA FRACAO FS-EpA

Fragio Rendimento Composigdo Monossacaridica (mol%)¢
(%)? Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UA¢
FS-EpA 69,7° 41 19 57 48 - 383 7,3 379
F1 56 75 53 116 120 - 404 - 2372
F2 8,6 73 44 89 95 - 428 22 249
F3 18,4 73 43 70 88 - 483 - 243
F4 18,4 85 48 11,5 101 - 465 - 186
F5 27,6 73 33 125 86 - 498 12 173
Fé 171 6,3 45 92 115 - 435 172 76
F7 3,7 49 55 146 100 14 180 152 304
F8 0,7 55 32 105 135 71 417 185 -

NOTA: UA: Acido Urbnico; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man: Manose;
Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-EpA: Fracido eluida com agua destilada durante fracionamento
cromatografico da fracdo FS-Ep em Sepharose 6B; F1-8: Fracdes eluidas com NaCl 1 M durante
fracionamento cromatografico da fracdo FS-EpA em Sepharose 6B. 2 Rendimentos relativos a fracao
de origem FS-EpA (% m/m); ® Rendimento relativo a fracdo de origem FS-Ep (% m/m); °
Monossacarideos neutros quantificados como acetato de alditéis; ¢ FILIZETTI-COZZI; CARPITA
(1991); tr: percentagem menor ou igual a 1,0%; -: ndo detectado.

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 217 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PARA A FRAQAQ F3 APOS
HIDROLISE TOTAL. GalA: ACIDO GALACTURONICO; GicA: ACIDO GLUCURONICO. EM
DESTAQUE REGIAO CORRESPONDENTE A GalA

GalA
GclA
F3

FONTE: O autor (2016).
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2.46 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) E
METILACAO

O espectro de RMN de '3C da fracdo F2 é apresentado na Figura 2.18. No
espectro € possivel visualizar seis sinais principais, as quais foram atribuidas as
unidades de B-D-Galp-(1—4)-ligadas em 104,4; 77.6; 74,5; 73,5, 72,1, 60,9 ppm
correspondentes ao C-1, C-4, C-5, C-3, C-2 e C-6, respectivamente. Outros sinais de
baixa intensidade e alguns deles de baixa intensidade e resolugdo também podem
ser observados, como o conjunto de sinais entre aproximadamente 100-98.5 ppm
atribuidos ao C-1 das unidades de a-D-GalpA esterificadas e nado esterificadas
(WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008; CIPRIANI
et al., 2004, RENARD et al., 1998). O sinal em 68,8 ppm corresponde ao C-6 de

hexoses substituidas.

FIGURA 2.18 - ESPECTRO DE RMN DE *C DA FRACAO F2
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrao interno (30,2 ppm).
FONTE: O autor (2016).

O espectro apresenta ainda, em campo mais alto, deslocamentos quimicos

em 16,7 e 20,2 ppm referentes ao —CHs das unidades de ramnose (C-6) e
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grupamento acetil, respectivamente (WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al,,
2006). Os grupos metil-éster dos grupos carboxilicos (acidos urdnicos esterificados)
ressonaram em 52,9 ppm (COZZOLINO et al.,, 2006; VRIESMANN, 2008). Estes
dados juntamente com os dados de composicdo monossacaridica corroboram a
existéncia de fragmentos de pectina (acido galacturénico e ramnose) com elevados
teores de galactanas 3-D-(1—4)-ligadas nestas fragcoes.

As subfracées F1-F5 foram também comparadas por RMN de 'H (Figura
2.19). Essa analise comprova a semelhanga quanto a composi¢do monossacaridica
evidenciada anteriormente (Tabela 2.5). De modo geral os mesmos sinais podem
ser observados em todas as fracées. Na regido anomérica observa-se um sinal
intenso em 4,62 ppm, com constante de acoplamento de 7,96 Hz, atribuido ao H-1
das unidades de B-D-Galp. Outro sinal intenso € observado em 4,16 ppm referente
ao H-4 ligado dessas mesmas unidades.

E possivel observar outros sinais na regido anomérica de campo mais baixo,
caracteristicos de unidades em configuracéo a. Os sinais em 5,18; 5,15 e 5,08 ppm
foram atribuidos ao H-1 de unidades terminais a-L-Araf (1—, unidades a-L-Araf
(1—2,5)-ligadas e o-L-Araf (1—5)-ligadas, respectivamente (FRANSEN et al., 2000;
POLLE et al., 2002; HABIBI et al., 2004, OVODOVA et al., 2009; CAPEK et al.,
2010; CORDEIRO et al., 2012; MARIA-FERREIRA et al., 2013; POPOV et al., 2014).
Sinal em 524 e 503 ppm correspondem ao H1 de unidades de a-L-Rhap e
a-D-GalAp (COLQUHOUN et al., 1990; WINN; MILLER; WILKINSON, 1995; POLLE
et al., 2002; CARDOSO et al., 2007).

As fracdes apresentaram também deslocamentos quimicos em 3,86 ppm
atribuido ao metil-éster dos grupos carboxilicos; deslocamentos em campo alto em
2,10 e 2,16 ppm atribuidos aos grupos acetil das unidades de a-D-GalAp e 1,36;
1,33; 1,31 e 1,25 ppm correspondentes ao C-6 das unidades de a-L-Rhap (WINN;
MILLER; WILKINSON, 1995; MARIA-FERREIRA et al., 2013; NASCIMENTO et al.,
2013).
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FIGURA 2.19 - (a) RMN DE 'H DAS SUBFRACOES F1-F5; (b) AMPLIACAO DE SINAIS DA REGIAO
a-ANOMERICA DA FRACAO F4
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrao interno (2,224 ppm).
FONTE: O autor (2016).

A regido dos hidrogénios do anel, entre 3,5 e 4,4 ppm, mostra varios outros
sinais, no entanto ndo foram atribuidos a nenhuma das unidades em fun¢édo da
complexidade. Por essa razéo, a fragdo FS-EpA foi submetida ao experimento de
HSQC (Figura 2.20). Esta técnica heteronuclear, permite a partir do mapa de
correlagcdes, determinar quais atomos de hidrogénio ('H) estdo ligados aos
respectivos atomos de carbono ('3C) e contribuir no assinalamento dos espectros 1D
de "H e '3C.
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FIGURA 2.20 - ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRAGAO F2
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrao interno (30,2 e 2,224 ppm).
FONTE: O autor (2016).

Na regido anomérica, observa-se correlacbes em 1044/462 e
96,5/4,59 ppm, correspondentes ao C1/H1 de unidades de galactose
B-(1—4)-ligadas e terminais redutores de galactose, anémero 8 (COLQUHOUN et
al., 1990; FRANSEN et al., 2000; POLLE et al., 2002; CIPRIANI et al., 2004; HABIBI,
MAHROUZ; VIGNON, 2005; CIPRIANI et al., 2009; OVODOVA et al., 2009; CAPEK
et al., 2010; CORDEIRO et al.,, 2012; POPOV et al.,, 2014). Na mesma regido
visualizam-se também sinais em 107,1/5,18; 107,6/5,08, 107,6/5,10 e 107,1/5,14
atribuidos aos terminais ndo redutores de a-L-Araf, as unidades de a-L-Araf (1—>5)-
ligadas e as unidades de a-L-Araf O-3 e O-2 substituidas (FRANSEN et al., 2000;
POLLE et al., 2002; HABIBI et al., 2004, OVODOVA et al., 2009; CAPEK et al.,
2010; CORDEIRO et al., 2012; MARIA-FERREIRA et al., 2013; POPOV et al., 2014).
Deslocamentos quimicos detectados em campo alto: 16,8/1,31; 16,7/1,25 e
16,6/1,33 ppm correspondem ao CHs de unidades ramnosil (COLQUHOUN et al.,
1990; WINN; MILLER; WILKINSON, 1995; POLLE et al.,, 2002; CARDOSO et al,,
2007). Correlagbes em 20,4/2,17 e 20,2/2,10 ppm foram atribuidos a grupos acetil
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localizados em C-2 e C-3 de unidades a-D-GalpA (NASCIMENTO et al., 2013). As
demais correlagdes para cada uma dessas unidades estao dispostas na Tabela 2.6,
bem como outros assinalamentos de carbonos e hidrogénios presentes na fragdo
FS-EpA.

TABELA 2.6 - ASSINALAMENTOS DE CARBONO E HIDROGENIO DOS POLISSACARIDEOS
PRESENTES NA FRACAQO FS-EpA

Deslocamentos Quimicos (ppm)
C1/H1 C2/H2 C3/H3  C4/H4 C5/H5;H5’ C6/H6;H6’
a-L-Araf-(1— 107,1/5,18 - 76,5/3,96 84,2/408 62,5/3,81 -
—5)-a-L-Araf-(1—» 107,6/5,08 81,0/4,13 76,9/4,01 82,0/4,20 66,7/3,88;3,80 -
—2,5)-a-L-Araf-(1— 107,1/5,14 87,0/4,16 76,4/4,08 82,4/4,21 66,4/3,93;3,85 -
—3,5)-a-L-Araf-(1— 107,6/5,10 79,3/4,28 84,0/4,04 81,2/4,31 66,4/3,93;3,83 -
B-D-Galp-(1— 104,4/4,59 71,7/3,63 73,6/3,68 68,7/3,91  75,1/3,67 60,9/3,73
4)-B-D-Galp 96,5/4,59 72,4/3,56 71,9/3,77 77,4/412 - -
—4)-B-D-Galp-(1— 104,4/462 72,0/3,68 73,4/3,78 77,6/416 74,6/3,71 60,8/3,8;3,71
—4,6)-B-D-Galp-(1— 104,4/4,55 72,0/3,77 71,9/3,66 77,9/4,07 74,6/3,82 69,3/4,03;3,87
16,8/1,31;
a-L-Rhap nd/5,24 - - - - 16,7/1,25;
16,6/1,33
a-D-GalpA 99,0/5,03 - - - - -

NOTA: Grupos Acetil: 20,4/2,17; 20,2/2,10; Grupos OMe: 52,8/3,86; nd: ndo detectado.
FONTE: O autor (2016).

Unidade

A partir dos dados obtidos nao foi possivel, com os experimentos
empregados nesse estudo, elucidar a estrutura quimica fina das subfracdes isoladas
de FS-EpA. No entanto, o presente trabalho esbogou caracteristicas gerais dos
polimeros obtidos, além de permitir a obtengéo de trés fragcbes homogéneas. Outras
técnicas de ressonancia magnética nuclear juntamente com carboxiredugdo e
analise de metilacdo devem ser utilizadas.

Assim como foi apresentado para as subfracdes de FS-EpA, a fragéo
homogénea FS-EpB também foi analisada por ressonéncia magnética nuclear,
objetivando a elucidacdo da estrutura quimica do polissacarideo. Na analise de RMN
de '3C dessa fragéo (Figura 2.21) foram verificados seis sinais principais na regiéo
de carboidratos (entre 60 e 110 ppm), referentes aos seis carbonos do anel de
galactose (componente majoritario desta fragdo: 73,4%). S&o eles: 104,4 ppm
referente ao carbono anomérico (C-1) em anomericidade 3; em 72,0 e 73,4 os sinais
referentes ao C-2 e C-3; em 77,6 o sinal correspondente ao C-4 ligado; em 74,5 e

60,8 ppm sinais referentes aos C-5 e C-6 livre, respectivamente (GORIN;
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MAZUREK, 1975, FRANSEN et al.,, 2000; CIPRIANI et al., 2004; LIMA, 2008;
CIPRIANI et al, 2009). Esses sinais indicam a presenga de [-galactanas

(1—4)-ligadas.

FIGURA 221 - ESPECTRO DE RMN DE '3C DA FRAGAO FS-EpB. NO DETALHE: SINAL
INVERTIDO NO EXPERIMENTO DE '*C-DEPT-135
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrado interno (30,2 ppm).
FONTE: O autor (2016).

Essa fragcdo foi entdo submetida a analise de RMN de '3C DEPT-135, uma
técnica que permite a inversao dos sinais de carbonos do tipo CH2 Tratando-se de
polissacarideos, os carbonos susceptiveis a inverséo séo os C-5 e C-6 de pentoses
hexoses, respectivamente. No detalhe da Figura 2.21 € possivel observar que
apenas o sinal em 60,8 ppm inverteu. Esse sinal corresponde ao C-6 livre, n&o
substituido, das unidades de B-D-Galp.

A fragdo FS-EpB também foi analisada por RMN de 'H (Figura 2.22). Essa
analise evidéncia um sinal na regido anomérica em 4,62 ppm atribuido ao H-1 das
unidades de B-D-Galp. O valor de 7,91 Hz para a constante de acoplamento deste
sinal confirma a anomericidade B dessas unidades. Observa-se também outro sinal
intenso em 4,16 ppm referente ao H-4 ligado a carbono substituido (C-4) dessas
mesmas unidades.

Os sinais em 5,37, 533 e 4,97 ppm foram atribuidos a unidades de
ao-D-Glcp-(1—4)-ligadas, terminais n&o redutores e unidades o-D-Glcp
(1—4,6)-ligadas, respectivamente (GIDLEY, 1985, TELEMAN et al, 1999;
RICHARDSON et al., 2000; CHENG; NEISS, 2012; JORDAN et al., 2014; DEPAOLI-
ROACH et al., 2015; KUZMINA et al., 2015). A identificacdo de todos esses sinais
indica presenca de amido nessa fracdo. Integrando a area correspondente ao sinal

do H-1 das unidades B-D-Galp (4,62 ppm) e ao-D-Glcp (5,37 ppm) é possivel
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determinar uma raz&o Gal:Glc de 10:1, corroborando com os dados de composi¢ao

monossacaridica para esta fracao.

FIGURA 2.22 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO FS-EpB. NO DETALHE: AMPLIACAO DE
SINAIS DA REGIAO a-ANOMERICA
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrao interno (2,224 ppm).
FONTE: O autor (2016).

Na mesma regido a-anomérica, € possivel visualizar também sinais em 5,18;
515 e 5,08 ppm caracteristicos de H-1 de unidades terminais ndo redutoras de
a-L-Araf-(1—), unidades a-L-Araf (1—5)-ligadas substituidas em O-2 e a-L-Araf
(1—5)-ligadas, respectivamente (FRANSEN et al., 2000; POLLE et al., 2002; HABIBI
et al., 2004, OVODOVA et al., 2009; CAPEK et al., 2010, CORDEIRO et al., 2012;
MARIA-FERREIRA et al., 2013; POPOV et al.,, 2014). Outros sinais podem ser
visualizados na regido dos hidrogénios do anel, entre 3,5 € 4,4 ppm, que pela sua
intensidade podem ser atribuidos aos outros hidrogénios das unidades de B-D-Galp,
a-D-Glcp (H-2, H-3, H-4, H-5 e H6) e a-L-Araf (H-2, H-3, H-4 e H-5), no entanto, n&o
foi possivel fazer uma atribuicdo especifica para cada sinal em funcdo da
complexidade dos mesmos.

Para elucidagdo da estrutura quimica fina, a fracdo FS-EpB foi entdo
submetida ao experimento de HSQC (Figura 2.23), assim como apresentado para a
fracdo anterior, e adicionalmente aos experimentos de COSY (Figura 2.24) e

TOCSY (Figura 2.25) (técnicas homonucleares utilizadas para correlacionar os
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deslocamentos quimicos dos nucleos de prétons vicinais (COSY) e demais nucleos
do sistema spin acoplado (TOCSY).

E possivel observar, na regido de carbonos anoméricos do espectro de
HSQC a correlacdo em 104,4/4,62 ppm correspondente ao C1/H1 de unidades de
galactose B-(1—4)-ligadas, além de outras quatro correlagdes em 104,3/4,59;
104,4/4,55; 96,5/4,60 e 92,4/5,27 ppm referente aos C1/H1 de unidades de terminais
nao redutores de galactose; unidades de galactose O-4-ligadas e O-6-substituidas, e
terminais redutores de galactose na forma B e a (GORIN; MAZUREK, 1975;
COLQUHOUN et al., 1990, DELGOBO et al., 1999; FRANSEN et al., 2000; POLLE
et al., 2002; HABIBI; MAHROUZ; VIGNON, 2005; OVODOVA et al., 2009; WEFERS;
TYL; BUNZEL, 2014). Correlacdo em 69,6/4,03 ppm, referente ao C6/H6 confirma a
presenca de unidades de galactose substituidas. As demais correlagdes referentes
aos C/H do anel foram assinaladas conforme literatura e estdo descritas na Tabela
2.7.

Na regido anomérica existe também um grupo de sinais, em regido de
campo mais baixo, que tipicamente caracterizam as unidades de a-L-Araf. As
correlagdes de C1/H1 em 107,6/5,08; 107,2/5,18 e 107,1/5,14 ppm foram atribuidas
as unidades de (—5)-a-L-Araf-(1—), aos terminais ndo redutores de a-L-Araf e as
unidades de (—2,5)-a-L-Araf-(1—)-ligadas, respectivamente (FRANSEN et al., 2000;
POLLE et al., 2002; HABIBI et al., 2004, OVODOVA et al., 2009; CAPEK et al.,
2010; CORDEIRO et al., 2012; MARIA-FERREIRA et al., 2013; POPOV et al., 2014).
Observam-se também correlagbes (C-5/H-5;H-5") caracteristicas de ligagbes a-L-
(1—5) de Araf em 66,9/3,89;3,80 e 66,4/3,93;3,80 ppm. As correlagcbes em 87,4/4,15
e 84,1/4,04 ppm foram atribuidas as correlagdes C-2/H-2 e C-3/H-3 das unidades de

a-L-Araf O-5 ligadas substituidas em O-2 e O-3, respectivamente.
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FIGURA 2.23 - ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRAGAO FS-EpB
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padréo interno (30,2 e 2,224 ppm).
FONTE: O autor (2016).

FIGURA 2.24 - ESPECTRO DE RMN DE COSY DA FRACAO FS-EpB
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrdo interno (2,224 ppm).
FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 2.25 - ESPECTRO DE RMN DE TOCSY DA FRAGAO FS-EpB
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NOTA: Solvente: D20 (50°C); acetona como padrdo interno (2,224 ppm).
FONTE: O autor (2016).
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Observam-se ainda as correlagbes 99,8/5,37; 71,8/3,6; 73,2/3,96; 77,5/3,64;
71,2/3,83 e 63,9/3,81;3,79 ppm atribuidas respectivamente ao C1/H1, C2/H2, C3/H3,
C4/H4, C5/H5 e C6/HB;H-6’ livre das unidades de a-D-Glcp (1—4)-ligadas derivadas
de cadeias de amilopectina (TELEMAN et al., 1999; CHENG; NEISS, 2012;
JORDAN et al., 2014). A correlagédo em 99,8/5,33 ppm corresponde aos terminais
nao redutores de unidades D-Glcp (CHENG; NEISS, 2012; JORDAN et al., 2014;
KUZ'MINA et al., 2015).

Todos os assinalamentos de carbonos e hidrogénios presentes na fragdo
FS-EpB est&o dispostos na Tabela 2.7.

Para confirmacgéo da posi¢ao das ligagbes glicosidicas, a fragdo FS-EpB foi
submetida a analise de metilagdo (Tabela 2.8). As unidades de galactose
apresentaram-se majoritariamente na forma do derivado 2,3,6-MesGal (90,43%),
correspondente as unidades de galactose (1—4)-ligadas. A presenca de pequena
quantidade de unidades Galp 4,6-di-O-substituida (1,04%) evidencia um baixo grau

de ramificacdo, com razdo entre as unidades nao substituidas e substituidas de
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1:0,01, indicando que ha aproximadamente uma ramificagdo a cada 100 unidades

da cadeia principal.

TABELA 2.7 - ASSINALAMENTOS DE CARBONO E HIDROGENIO DOS POLISSACARIDEOS
PRESENTES NA FRACAQO FS-EpB

Deslocamentos Quimicos (ppm)
C1/H1 C2/H2 C3/H3 C4/H4 C5/H5;H5’ C6/H6;H6’

a-L-Araf-(1— 107,2/5,18 81,2/4,13 76,6/3,96 84,1/4,08 62,5/3,81 -
—b5)-a-L-Araf-(1—» 107,6/5,08 81,1/4,13 77,0/4,00 82,3/4,20 66,9/3,89;3,80 -
—2,5)-a-L-Araf-(1— 107,1/5,14 87,4/4,15 76,9/4,04 nd 66,4/3,93;3,80 -
—3,5)-a-L-Araf-(1— 107,4/5,10 79,3/4,28 84,1/4,04 81,8/4,27 66,4/3,91;3,78

B-D-Galp-(1— 104,3/4,59 71,7/3,59 73,3/3,68 68,8/3,91 74,9/3,66 -

4-)-a-D-Galp 92,4/5,27 69,0/3,89 nd/3,94 78,2/422 69,7/4,11 -

4)-B-D-Galp 96,5/4,60 nd/3,58 71,9/3,76 77,4/412 74,5/3,80 -
—4)-B-D-Galp-(1—> 104,4/4,62 71,9/3,68 73,3/3,78 77,7/4,16  74,5/3,71 60,8/3,8;3,71
—4.6)-p-D-Galp-(1— 104,4/4,55 71,7/3,64 71,9/3,76 78,1/4,07 74,6/382 69,6/4,03

a-D-Glep-(1— 99,8/5,33 72,2/3,56 nd/3,40 - - -
—4)-a-D-Glcp-(1— 99,8/5,37 71,8/3,6 73,2/3,96 77,5/364 71,2/3,83 63,8/3,81;3,79
—4,6)-a-D-Glcp-(1— nd/4,97  nd/3,56 - nd/3,6 - -

NOTA: nd: ndo determinado.
FONTE: O autor (2016).

Unidade

TABELA 2.8 - ANALISE DE METILAGCAO DO POLISSACARIDEO FS-EpB

Alditois acetatos

parciglmente -(I:-:)pr(r)eg::)_ri\%ae%\at: ;ztr:ﬁga%i Mol%*® Proporc¢ao
metilados?
2,3,5-MesAra a-L-Araf-(1— 6,595 1,37 0,01
2,3-Me2Ara —5)-a-L-Araf-(1— 8,401 2,98 0,03
2,3,4,6-MeGal B-D-Galp-(1— 8,578 2,69 0,02
2-MeAra —2,5)-a-L-Araf-(1—> 9,869 1,5 0,03
2,3,6-MesGal —4)-B-D-Galp-(1—> 10,851 90,43 1
2,3-MexGal —4,6)-B-D-Galp-(1— 15,943 1,04 0,01

NOTA: @ Metilacdo realizada segundo CIUCANU; KEREK (1984); ® Tempo de retencdo (min) dos
derivados em coluna DB-225; ¢ Percentual relativo dos derivados metilados nos polissacarideos.
FONTE: O autor (2016).

Além disso observa-se a presenga de terminais ndo redutores de Araf
(1,37%) e Galp (2,69%) e unidades de Araf 5-O- (1,5%) e 2,5-di-O- substituidas
(2,98%), corroborando com os resultados de RMN apresentados anteriormente. O
teor subestimado de terminais ndo redutores de Araf € decorrente da alta
volatibilidade dessas unidades, sendo perdidas nas etapas de evaporacéo durante o

processo de preparacdo de alditdis acetatos.
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Esses resultados permitem concluir que 0 polissacarideo consiste de uma
galactana com cadeia principal (1—4)-ligada. Esse polissacarideo ndo ocorre de
maneira nativa, o tratamento termoquimico utilizado durante o processo de extragao
do farelo de soja permitiu uma despolimerizacdo da pectina extraida, gerando a
producdo de uma p-galactana neutra. Comumente na literatura s&o reportadas
extracbes de farelo de soja que resultam em cadeias de arabinogalactanas com
razbes médias entre Gal:Ara de 2~3:1 (MORITA, 1965; BRILLOUET; CARRE, 1983;
CIPRIANI et al., 2009; TSUBAKI et al., 2009) resultados diferentes aos encontrados
nesse trabalho, onde obteve-se uma razdo Gal:Ara de 10:1.

Com base nos resultados apresentados é possivel afimar que a
cromatografia de exclusdo em Sepharose 6B foi eficiente na separagdo de
subfragdes constituidas por um grupo de moléculas de alta massa molar,
caracterizadas como pectinas parcialmente despolimerizadas (FS-EpA) e uma

subfracéo que apresenta uma (B-D-galactana de baixa massa molar (FS-EpB).
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2.5 CONCLUSOES

O processo de extragdo (tratamento quimico do farelo de soja) utilizado
permitiu a obtencdo de uma fragdo bruta (FS-Ep) que apresenta alto teor de
carboidratos (85,0%) e baixo teor de proteinas (4,7%). As demais fragcdes obtidas
(FS-R, FS-Tp, FS-A e FS-Es) apresentaram elevados teores de proteinas e baixos
teores de carboidratos. Todas as fragbes apresentaram galactose, arabinose e acido
urénico como monossacarideos principais.

O fracionamento de FS-Ep, por cromatografia de exclusdo, utilizando
Sepharose 6B como fase estacionaria e agua destilada/NaCl 1M como fase movel
foi efetivo para purificacdo de dois grupos de moléculas (FS-EpA e FS-EpB). O
primeiro grupo de moléculas, FS-EpA, apresenta alta massa molar (Mw = 500 kDa),
sendo composto por acido galacturdnico, galactose, arabinose, xilose e ramnose.
Analises de ressonancia magnética nuclear evidenciam a presenca de
polissacarideos do tipo pectina, com unidades de «-D-GalpA-(1—4)-ligadas e
cadeias laterais de a-L-Araf-(1—5)-ligadas e B-D-Galp-(1—4)-ligadas. A outra fragcéo
obtida, FS-EpB € composta majoritariamente por uma (B-bD-Galactana-(1—4)-ligada
de baixa massa molar (Mw = 9 kDa). Esses polissacarideos nao ocorrem
naturalmente, sdo resultados de uma despolimerizacdo da pectina extraida pelo
tratamento termoquimico utilizado durante o processo de extracdo do farelo de soja,
gerando a producdo de uma [-galactana neutra e uma pectina parcialmente

despolimerizada.
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CAPITULO 3

CAPACIDADE DE ADESAO DE EXTRATOS DE FARELO DE SOJA A Salmonella

enterica sv. Typhimurium
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3.1 INTRODUCAO

Infecgbes entéricas sdo uma das causas globais de morbidade e mortalidade
(WHO, 2014). Salmonella esta entre os principais patdégenos zoondticos causadores
de doencas entéricas (THORNS, 2000; NEWELL et al., 2010; BEHRAVESH,;
WILLIAMS; TAUXE, 2012). As espécies comumente reportadas em casos de
salmonelose s&o S. enterica sv. Enteritidis e S. enterica sv. Typhimurium (GANNER
et al., 2010; CRIM et al, 2014; EFSA/ECDC, 2015).

Antibiodticos tém sido usados intensivamente para controle desses patdégenos
em animais (FDA, 2012; 2014). A reagao por uso prolongado e excessivo desses
produtos tem sido a resisténcia bacteriana (ZHAO et al., 2005; GULLBERG et al.,
2011). Consequentemente, pesquisas com alternativas ao uso de antibidticos tém
sido intensificadas (SHARON; OFEK, 2000; BIGGS, PARSONS; FAHEY, 2007).
Alternativas naturais fazendo uso de pré-, pro- e simbibticos, vacinas
antibacterianas, terapia fago, extratos de plantas, 6leos essenciais, enzimas
exogenas e acidos organicos tém sido propostas (ALEKSHUN; LEVY, 2004; GUPTA
et al., 2007; CALLAWAY et al., 2008, SANTOS et al., 2009; ADEOLA; COWIESON,
2011; PIRNAY et al., 2011).

Glicoconjugados, polissacarideos efou oligossacarideos, categorizados
muitas vezes como prebidticos, podem atuar como receptores analogos, modulando
a microbiota intestinal ao bloquear a ades&do do patdégeno ao tecido hospedeiro. A
adesao a superficie do epitélio intestinal (colonizac&o) € a primeira etapa critica do
processo de infeccdo (OFEK; MIRELMAN; SHARON, 1977; LINDHORST,;
KIEBURG; KRALLMANN-WENZEL, 1998; WILSON et al., 2002). Ela é mediada por
fatores de aderéncia microbiana, chamados de adesinas, presentes na superficie do
patdgeno que se ligam a receptores complementares localizados na superficie do
epitélio intestinal do hospedeiro. Impedindo a adesédo, evita-se o0 processo de
colonizac&o do intestino.

Dessa forma, a capacidade de bloquear a adesao bacteriana representa
uma estratégia ideal para combater a patogénese bacteriana devido a sua
importancia no inicio do processo infeccioso. E também adequada para aplicagdo
como uma estratégia profilatica para evitar a infec¢do, uma vez que impedindo a

colonizacdo de patdogenos no intestino humano e animal se reduz 0 nudmero de
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infecgbes gastrointestinais e o risco de transmisséo pela cadeia alimentar (BECKER,
2005; BECKER et al., 2007; GANNER et al., 2010).

Sacarideos atuam como agentes anti-adesao ideais, uma vez que nao sao
mutagénicos e bactericidas, evitando-se 0 risco de resisténcia e minimizando a
pressao seletiva (SHARON; OFEK, 2000; THOMAS, 2010). No entanto, informacbes
sobre sacarideos e suas fontes de obtencio, acessibilidade, concentracdo e
possiveis estruturas dos receptores para adesdo bacteriana ainda nio estdo
explicitas. A variacdo bioldgica de produtos naturais faz as predi¢gdes, quanto ao
potencial de adesé&o, ainda mais dificeis e abrangentes (GANNER et al., 2013). Mais
estudos sdo necessarios para elucidar tais informac¢des (BECKER; GALLETTI,
2008).

Adicionalmente, existem algumas incertezas a respeito do uso desses
receptores analogos quanto ao exato mecanismo de adesdo de diversas cepas a
superficie dos enterdcitos (BARDIAU; SZALO; MAINIL, 2010). Além disso, grande
parte dos patdgenos possui genes para mais de um tipo de adesina, de modo que
durante o processo infeccioso, mais de uma destas adesinas possam ser expressas
pela populacéao de patdogenos (OFEK; HASTY; SHARON, 2003; WITTSCHIER et al.,
2007).

A adesdo pode também envolver outros fatores além de adesinas-
receptores, tais como interacdes hidrofébicas ou outras interagdes nao-especificas
(OFEK; HASTY; SHARON, 2003). Para a terapia anti-adeséo ser completamente
efetiva, € necessario o uso de multiplos agentes que inibem especificamente cada
tipo de adesina do patdgeno infectante ou um simples agente com amplo espectro
de atividade anti-adesdo (BECKER; GALLETTI, 2008; THOMAS, 2010).

Os objetivos deste capitulo foram, portanto, avaliar a capacidade de adeséo
dos extratos e polissacarideos purificados de farelo de soja, caracterizados no
Capitulo 2, a Salmonella enterica sv. Typhimurium, utilizando ensaios in vitro; e
correlacionar a composigao/estrutura dos extratos/fracbes com a capacidade de

adesdo a enterobactérias.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.21 PROCESSO DE EXTRACAO
A obtencdo dos extratos de farelo de soja foi realizada conforme itens 2.3.2

e 2.3.3.5.1 apresentados detalhadamente no Capitulo 2. O esquema geral de

obtencao dos extratos € demostrado na Figura 3.1.

FIGURA 3.1 - FLUXOGRAMA GERAL PARA OBTENGAO DE EXTRATOS DE FARELO DE SOJA
FARELO DE SOJA

- Agua destilada (150 g.L ")
- Acidificag&o (pH 2, HCl 1M)
- Tratamento térmico (120 °C, 1 atm, 1 h)

- Filtracdo
RES SOB
- Neutralizagéio (NaOH 0,5M)
- Liofilizagdio l - CenI’h‘ugq;&o (8000 rpm, 10°C, 15 min)

- Tratamento térmico (120°C, 1 atm, 15 min)
‘m - Didlise (6-8 kDa) | - Concentracéio

- Liofilizagdo - TCA 80% m/v (1:6)
- Homogeneizagéo (10 min)
- Centrifugagdo (10000 rpm, 5 °C, 10 min)

L |
- Neutralizagéo -

- Concentracéio

v

SOB PPT

- Didlise (6-8 kDa) - Precipitagdo (Etanol, 3V) - Neutralizagéo
- Liofilizagéo - Centrifugagéo (10000 rpm, - Concentracéio
SOB 5°C, 10 min) - Didlise (6-8 kDa)

- Neutralizagéo L - Liofilizagdo
- Didlise (6-8 kDa) h

- Cromatografia de Excluséo
(Sepharose 6B)
- Liofilizagdo

NOTA: RES: Residuo; PPT: Precipitado; SOB: Sobrenadante.
FONTE: O autor (2016).

322 ENSAIO PARA DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE ADESAO A
ENTEROBACTERIAS IN VITRO

3.2.2.1 Principio
Bactérias foram incubadas em microplacas, cujos micropogos foram
previamente revestidos com as amostras sob estudo num ensaio de adeséao

miniaturizado, adaptando um método descrito por Becker et al. (2007) e Ganner et



181

al. (2010). Este método avalia a adeséao in vitro de bactérias (Sa/monella enterica sv.
Typhimurium ATCC 14028) as amostras por meio da densidade Optica das
suspensdes bacterianas, 0 que indica o crescimento das bactérias ligadas. Ha uma
relacido inversa entre as densidades celulares iniciais (numero de bactérias
aderidas) e a taxa de crescimento: quanto maior o numero de células bacterianas
aderidas as amostras, mais rapido sera o crescimento € menor sera o tempo de
deteccao para atingir certo nivel de densidade celular, indicando dessa forma, uma

alta capacidade de adesao da amostra testada.
3.2.2.2 Parametros de Crescimento
Os parametros de crescimento foram determinados usando o modelo de

cinética bacteriana (Equacdo 3.1) previamente descrito por Groot et al. (1996) e

adaptado por Becker et al. (2007):

A
fOD(t):l-l_L;—CC (3.1)

onde, fop(f) denota a densidade Optica do meio contido em cada pog¢o da placa no
tempo t apds a incubagdo da mesma, A representa o0 valor da assintota da
densidade Optica no estado estacionario, B representa o tempo de incubagdo onde
metade da densidade 6ptica maxima foi obtida e C é uma constante que determina o
comportamento da curva.

A primeira derivada, fop(t) é:

ABCC

c\2 3.2
tC+1<1+f—C> (52)

flop(t) =

Além disso, pela segunda derivada da equagéo (3.1), pode-se determinar fy

que € o tempo correspondente ao ponto de inflexao da curva:

tyi = B(E)% (3.3)



182

Assim também, a determinacdo da fase lag aparente ou o tempo de

deteccéo, t+t(3.4), pode ser determinada pelas equagdes (3.1), (3.2) e (3.3):

lget = Up; — M (3.4)

fIOD(tpi)
Adicionalmente, foi determinado o tempo fop-os (Equacdo 3.5),

representando o tempo de deteccdo para se atingir a densidade éptica (OD) de 0,1

em 690 nm:

1
BC _0,1 /C

O tempo top=07 assim obtido sera avaliado em relagdo a quantidade de

bactérias ligadas por meio da curva de calibragao.
3.2.2.3 Indculo e Condig¢des de Cultura

Os testes foram realizados com a enterobactéria Salmonella enterica sv.
Typhimurium ATCC 14028. As culturas estoque foram crescidas em caldo BHI
(Infusdo de Cérebro e Coracédo) e mantidas a -20°C com adi¢cdo de glicerol 15%
(vIv). As cepas foram cultivadas primeiramente em Agar BHI, e crescidas por 24 h a
37°C em condi¢gbes aerdbicas e estocadas por ndo mais do que duas semanas a
4°C. Para cultura, uma algada de coldnias foi inoculada em caldo TSB (Caldo
Triptona de Soja) e crescida por 18 h a 37°C sem agitagdo. As culturas foram
sucessivamente cultivadas, no minimo cinco vezes, para enriquecer seletivamente
as fimbrias do tipo | como descrito por Old e Duguid (1970) e Snellings, Tall e
Venkatesan (1997). A OD das suspensdes bacterianas foi ajustada para 0,1, em
comprimento de onda de 690 nm, para os experimentos como descrito previamente

por Ganner et al. (2010).
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3.2.2.4 Curva de Calibragao

Diluicbes seriadas de culturas frescas foram plagqueadas, em triplicata, em
Agar TSB, incubadas por 24 h, seguida de contagem das UFC. Simultaneamente,
oito repeticbes de cada suspensdo bacteriana (200 pL/pogo) foram incubadas em
leitor de microplacas, por 18 h a 37°C para determinagéo das caracteristicas de
crescimento. As ODs foram determinadas em comprimento de onda de 690 nm, em
intervalos de 15 min. O esquema geral para realizagdo da curva de calibragéo &
apresentado na Figura 3.2.

A curva de calibracdo (regresséao linear) foi compilada, plotando o tempo em
horas necessario para cada uma das suspensdes bacterianas atingir a fase
exponencial (OD de 0,1 a 690 nm) em fungc&o do numero de bactérias contadas nas
placas de agar (UFC-mL"), permitindo dessa forma, determinar o nimero de células

bacterianas ligadas as amostras testadas.

FIGURA 3.2 - ESQUEMA GERAL PARA CURVA DE CALIBRACAO
1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

9mL de
meio
em cada
Inéculo tubo

inicial OD 0,1 » | -l > -l -l -l

=
DiluicBes 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100000 1:1000000 1:10000000 1:100000000
10t 102 10 104 10° 10°° 107 108

100 pL 100 uL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 uL 100 pL
(Triplicata) (Triplicata) (Triplicata) (Triplicata) (Triplicata) (Triplicata) (Triplicata) (Triplicata)

Incubacdo 37°C/24 h

” 200 L (oito pogos)

9 10 11 12

LeituraOD’s

OD (Abs)

\ 690nm/37°C/18 h
(15/15 min)

FONTE: O autor (2016).

3.2.2.5 Ensaio de Capacidade de Adeséao

Solugbes das amostras em concentragdes de 1% (m/v) foram dissolvidas em

tampé&o fosfato salino (PBS: fosfato de sédio 10 mmol.L™"; NaCl 0,15 mol.L™"; pH
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7,0), agitadas em vértex e homogeneizadas em banho de ultrassom por 30 s por trés
vezes. Em seguida 300 pL dessas solugdes foram transferidos em ftriplicata aos
pocos da placa de poliestireno de alta aderéncia. Apds incubacgéo a 4°C durante
16-18 h, a placa foi lavada trés vezes com 300 uL de PBS por po¢o para remogéo do
material ndo ligado. O bloqueamento dos espagos n&o ocupados pelo produto e a
prevencao de ligagbes inespecificas se deu com 300 yL de BSA (Albumina Soro
Bovina) 1% (m/v), 4°C, durante 1 h, seguida de lavagem com 300 uL de PBS por
trés vezes. Na sequéncia, 300 plL/pogo de uma suspensdo bacteriana foram
adicionados a microplaca. As bactérias foram previamente crescidas, em meio TSB
durante 2 h a 37°C, suspensas em PBS e tiveram a OD ajustada para 0,01 a
690 nm. A microplaca foi entdo incubada por 1 h a 37°C. Apds lavagem por seis
vezes com 300 pL de PBS, para retirar as bactérias que n&o se ligaram ao produto,
foi adicionado TSB (200 pL), e uma gota de Oleo de parafina, para que né&o
houvesse evaporagao do meio. Assim a placa foi incubada em leitor de microplacas
(SpectraMax 340; Molecular Devices Ltd) a 37°C, com leituras a cada 15 min a
690 nm, por 16 h. Todas as leituras foram realizadas em trés ensaios independentes
(realizados em dias diferentes) e em ftriplicata por ensaio. A placa foi
automaticamente agitada sob intensidade média por 3 s antes de cada leitura. O
esquema geral para realizagdo dos ensaios de capacidade de adeséo € apresentado
na Figura 3.3.

Controle de crescimento, controle negativo, controle positivo, controle do
meio e branco das amostras foram também avaliados em cada ensaio. O controle de
crescimento consistiu em pogos previamente bloqueados com BSA, contendo uma
suspensao bacteriana em meio TSB com OD 0,01. O controle negativo consistiu em
pocos contendo apenas o bloqueio com BSA e a bactéria sem adicionar o produto a
ser testado. O produto comercial BioMos® da Alitech foi utilizado como controle
positivo. Os brancos das amostras consistiram em pog¢os previamente bloqueados
com BSA, contendo o produto a ser testado sem adigéo de bactérias.

As curvas de crescimento das bactérias aderidas aos produtos testados
foram referenciadas como curvas de adesdo para distingui-las das curvas de

crescimento obtidas a partir de diluicdo seriada da bactéria.
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3.2.2.6 Tratamento dos Dados e Estatistica

Os dados obtidos pelo programa da leitora de microplacas foram convertidos
em arquivos de texto e analisados utilizando o Programa R (versdo 2.15.1; The R
Foundation for Statistical Computing). Todos os dados de OD foram processados
aplicando a regresséo nao linear, equacédo 3.1, dada anteriormente. Os parametros
entéo obtidos foram usados para calcular fpi, tdet € top=0,1 usando as equacgdes 3.3, 3.4
e 3.5

Os valores de fop=0,1, determinados para cada amostra foram transformados
em numero de UFC por meio da regresséo linear obtida a partir da curva de
calibracdo (ltem 3.2.2.4), obtendo-se entdo o numero de bactérias inicialmente
ligadas as amostras testadas. O numero de UFC deduzido para cada amostra foi
comparado ao Controle Positivo, estabelecendo o numero de bactérias ligadas ao
controle como 100%.

Todos os parametros foram avaliados estatisticamente aplicando analise de
variancia (ANOVA). Diferengas entre médias foram determinadas usando teste de
Tukey. Dados com p valor menor que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todos os gréaficos foram gerados a partir do software GraphPad Prism
5 (version 5.03, GraphPad Software Inc, 2010, San Diego, USA).



FIGURA 3.3 - ESQUEMA GERAL PARA OS ENSAIOS DE CAPACIDADE DE ADESAO IN VITRO
)

1 Solugdo de Agitagdo vortex 300 ulL/pogo e F:'Ffigﬁrp
. B _— > AORARAOAR
amostras Sonicagdo (3x/30 i | Lavagem dos pogog #wp%‘%‘;':r
o, onicagao (3x intuplicat L e FAC
1% r:é; em 95) (Quintuplicata) 10 (3x com PBS) an'lI'-TiTl? 0000,
Incubacg&o (overnight/4°C )
2 BSSOAquSO d/e 300 uL/pogo ) ? =l=T= - T= : 3 l Repicagem E
om/v — > Tl | PTF : : ncubacio !
em PBS Lavagem dos pocos i\'-.!'r. ! rr’fi-ﬁlﬁfi ! (37‘LC/DSErcnight] | i
(3)( com pgs) \ ST U R . ) 10000 rpm/ 1mL 1mL !
! Meio novo 15 min T8 TB ( Ccepa b
: Diluicio 1:10 i
[ . ' :
3 \ : Incubagio 1
\\ : (2h/37°C) 10000 rpm/ . i
3 Suspensio 300 uL/poco ! .ﬁ%-’rﬁ / \,’ : [ Au::+"m.) L i s (8
bacteriana — -;Fﬂﬁr?rf.%}g%r% F £ : : em PES ’ diluida :
0D 0,01 AAA AL Lavagem dos pogos ' Leitura .
il.'rif.l.r-ril.lil'ﬁ (6x com PBS) opgorm NN
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TR . SRRREECLCh o
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Oe06000060 0 COOO00000 (15/15 min)

NOTA: 1) Incubacdo das amostras de interesse; 2) Bloqueio dos espacos ndo ocupados e prevencéo de ligacdes inespecificas com BSA; 3) Incubacéo das
bactérias; 3’) Preparo da suspenséo bacteriana a ser incubada; 4) Adicdo de meio e leitura das densidades 6pticas.

FONTE: Adaptado de RODRIGUES (2012).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Ensaio de Capacidade de Adeséao

Os ensaios de capacidade de adeséo in vitro a bactérias enteropatogénicas
foram realizados segundo as metodologias propostas por Becker et al. (2007) e
Ganner et al. (2010), onde a quantidade de bactéria aderida as fragdes testadas é
mensurada pela densidade Optica das suspensdes, o que indica o crescimento das
bactérias aderidas.

O experimento foi realizado em microplacas com superficie de poliestireno
de alta adesdo que possibilitam a ligagdo de moléculas. Essa propriedade é
decorrente de uma modificagcdo do poliestireno para um estado elevado de ligagéo,
por uso de radiacdo. A superficie resultante € essencialmente hidrofébica, com
intermitentes grupos carboxilicos capazes de interagdes ibnicas com grupos
carregados positivamente em biomoléculas. O mecanismo de imobilizagdo é passivo
de adsorg¢éo por meio de interagbes hidrofobicas e idnicas (CORNING, 2015). As
matrizes de adesdo, alternativas aos receptores do epitélio intestinal, consistem
principalmente de compostos glicosilados, se ligando as placas de poliestireno via
ligagcéo de hidrogénio (BECKER et al., 2007).

Este ensaio compreende quatro etapas principais: 1) incubacdo das
amostras de interesse; 2) bloqueio dos espagos nao ocupados pelas amostras e
prevencao de liga¢des inespecificas; 3) incubacao da bactéria e por fim 4) adicdo de
meio de cultura e leitura das densidades Opticas. Em todos os experimentos foram
utilizados diferentes controles que consistiram em: controle negativo, controle
positivo, controle de crescimento, branco da amostra e controle do meio de cultura.

O controle negativo ou controle de ligagdo consistiu em BSA e bactéria sem
adicdo das moléculas de interesse a fim de eliminar os sitios de ligacédo
inespecificos. Embora o BSA seja um produto proteinaceo puro, diferente da matriz
de adesdo glicidica, ele ndo se comporta de maneira inerte perante a bactéria
(BECKER; GALLETTI, 2008), resultando apenas em crescimento mais lento quando
comparado as amostras testadas. Assim, o controle negativo n&o apresentou
crescimento bacteriano antes de 5,5 h.

O controle positivo, utilizado neste estudo, consiste em um produto

comercial derivado de parede celular de levedura. Produtos com essa composi¢c&o
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sao amplamente comercializados em todo 0 mundo em razéo de suas propriedades
de adesdo a enterobactérias. Inumeros estudos in vifro (SALIT; GOTSCHLICH,
1977, KORHONEN et al., 1980; MIRELMAN; ALTMANN; ESHDAT, 1980;
FERNANDEZ, HINTON; VAN GILS, 2000; 2002, BECKER; GALLETTI, 2008;
BOROWSKY; CORCAO; CARDOSO, 2009; GANAN et al., 2009; GANNER et al.,
2010; BADIA et al., 2012; BADIA et al., 2013; GANNER et al., 2013) e in vivo (LINE
et al., 1998; SPRING et al., 2000; HOFACRE et al., 2003; MOURAO et al., 2006;
BAURHOO et al., 2007; BIGGS; PARSONS, 2008; YANG. et al., 2008; BAURHOO;
GOLDFLUS; ZHAO, 2009; JACOBS; PARSONS, 2009; EL-KHALEK et al., 2012)
tém mostrado os beneficios desses produtos sobre a saude e performance animal.

O controle de crescimento consistiu em uma suspenséo bacteriana com OD
0,01 adicionada aos pogos, previamente bloqueados com BSA, apenas na quarta
etapa do processo. Esse controle permite identificar eventuais problemas ocorridos
durante todo o0 processo de crescimento bacteriano.

Os brancos das amostras consistiram em amostras e BSA sem adigdo de
células bacterianas, incluindo todas as etapas do teste, a fim de identificar possiveis
contaminagbes da amostra com outras bactérias. O controle do meio de cultura
consistiu em pog¢os contendo apenas o meio, a fim de identificar possiveis
contaminagdes. Ambos os controles (brancos e controle do meio) nao apresentaram
crescimento antes de 10 h.

Em raz&o da baixa afinidade de lectinas bacterianas para sacarideos (OFEK;
HASTY; SHARON, 2003), uma alta concentragdo de carboidratos é requerida para
efetiva adeséo in vitro. Assim, a concentracdo escolhida para a realizagdo dos

ensaios foi de 1% m/v, ou seja, 3 mg de amostra/poco.

3.3.2 Curva de Calibragdo e Parametros de Crescimento

Para determinacdo da capacidade de ades&o das fracGes de interesse a
construcdo de uma curva de calibracédo € necessaria. Para tanto, uma suspenséo de
Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC 14028 com densidade Optica de 0,1 foi
submetida a diluicéo seriada (101 - 108). Apds o periodo de incubacéo e obtencéo
das suas respectivas densidades Opticas, curvas de crescimento foram plotadas

(Gréfico 3.1). E possivel observar que em uma faixa linear, a janela de medicéo do
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equipamento utilizado permite detectar todas as densidades celulares entre 10" e
108 UFC-mL".

O crescimento bacteriano normalmente apresenta fases distintas.
Primeiramente, uma fase lag em que a taxa de crescimento se inicia em valor zero e
acelera gradativamente a um valor maximo num certo periodo de tempo, apos a taxa
de crescimento diminui retornando ao valor inicial, atingindo a assintota de
crescimento (ZWIETERING; ROMBOUTS; RIET, 1992). Quando a curva de
crescimento representa a contagem microbiana através do tempo, as variacdes da
taxa de crescimento resultam em comportamento sigmoidal (ZWIETERING et al.,
1990), como demonstrado no Grafico 3.1, com uma fase lag iniciada apds o tempo

zero, seguida por uma fase exponencial e entdo uma fase estacionaria.

GRAFICO 3.1 - CURVAS DE CRESCIMENTO: TEMPO-DEPENDENTE DE APARECIMENTO DE
Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC 14028: LOG (DENSIDADE CELULAR INICIAL)
0.8+
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NOTA: Dados representam valores médios.
FONTE: O autor (2016).

Dessa forma um modelo sigmoidal (equacdo 3.1) foi aplicado a fim de
determinar os parametros de crescimento da Salmonella enterica sv. Typhimurium.
Modelos matematicos tém sido amplamente utilizados para descrever o

comportamento desses microorganismos frente as condicbées ambientais testadas
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(ZWIETERING et al., 1990; BARANYI; PIN, 1999; DALGAARD; KOUTSOUMANIS,
2001; BARANYI: GEORGE; KUTALIK, 2009). Esses modelos proporcionam um
caminho rapido para obtencdo de dados confiaveis em relagdo aos parametros de
crescimento.

O paréametro A representa a densidade Optica assintética na fase
estacionaria. Seus valores aumentam sutimente em razdo do aumento da
densidade celular inicial (Gréfico 3.2). Inversamente, o parametro de crescimento C,
que representa a constante que determina o comportamento da curva, diminui

linearmente com o aumento da densidade inicial de células (Grafico 3.2).

GRAFICO 3.2 - CORRELAGAO ENTRE DENSIDADE CELULAR INICIAL E PARAMETROS DE
CRESCIMENTO AE C. A (OD) E C: PARAMETROS DA CURVA SIGMOIDAL
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NOTA: Dados representam valores médios £ DP.
FONTE: O autor (2016).

QOutros parametros como B (tempo apds incubacdo em que metade do
crescimento maximo € atingido), t,i (tempo que indica o ponto de inflex&o da curva),
teet (tempo que indica a fase lag aparente) e fop=0,7 (tempo em horas necessario para
bactéria atingir uma densidade Optica de 0,1) diminuem com o aumento da
densidade inicial de células (Gréfico 3.3), sugerindo relagdes lineares entre esses

par@metros e as densidades celulares iniciais. O comportamento de todos os
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parametros de crescimento obtidos para Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC

14028 foram similares aos encontrados por Becker et al. (2007).

GRAFICO 3.3 - CORRELACAO ENTRE DENSIDADE CELULAR INICIAL E PARAMETROS DE

CRESCIMENTO B, ty;, tet E fop=01
124

-+ B
- tpi
10+ B tyet
= top=0,1

114
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i

0 T T T T
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NOTA: B: par&@metro da curva sigmoidal; toi: ponto de inflex30; taet: tempo de detecgdo; top=o,1: tempo
para OD=0,1. Dados representam valores médios + DP.
FONTE: O autor (2016).

A partir dos parametros obtidos, uma regresséo linear foi compilada plotando
UFC-mL" pelo tempo de deteccdo das diluicdes em série necessério para as
suspensdes bacterianas atingirem densidade optica de 0,1 (top=0,1) (Grafico 3.4). O
R? obtido para a regresséo linear foi de 0,996, indicando um excelente ajuste do
modelo. Aplicando essa regressao, a quantidade desconhecida de bactérias ligadas
€ calculada em fungao do tempo de detecgdo. Em um intervalo linear, foi possivel a
detecgéo das densidades celulares entre 1,41 e 1,41 x 10’ UFC-mL™".

Quanto menor for a densidade celular inicial da solugao, maior sera o tempo
necessario para que o crescimento bacteriano atinja densidade optica de 0,1, o
inverso € verdadeiro. Isto esta relacionado a capacidade de adesdo das moléculas
de interesse, quanto maior o poder de adesdo, maior 0 numero de bactérias
aderidas inicialmente as moléculas de interesse, mais rapido sera o crescimento

bacteriano e menor o tempo necessario para atingir a OD desejada.
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GRAFICO 3.4 - REGRESSAO LINEAR PARA Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC 14028
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NOTA: Segundo tempo de deteccio (topb-0,1): tempo em horas necessério para bactéria atingir uma
densidade 6ptica de 0,1. Dados representam valores médios £ DP.
FONTE: O autor (2016).

3.3.3 Determinacéo da Capacidade de Adesédo dos Extratos obtidos de Farelo de

Soja

O Gréfico 3.5 mostra as curvas de adesdo para Salmonella enterica sv.
Typhimurium em microplacas revestidas com as diferentes fracbes obtidas a partir
de farelo de soja. Baseado na correlacdo entre o tempo e densidade celular inicial, €
possivel observar que as fragbes FS-Es, FS-Tp, FS-R, FS-Ep e FS-A se destacam
das demais, indicando um maior nudmero de bactérias inicialmente aderidas,
evidenciando um alto poder de adesao. Além disso, é possivel visualizar claramente
que o controle negativo, contendo apenas BSA, necessita de um tempo maior para

atingir sua fase exponencial em comparacéo as demais fragoes.
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GRAFICO 3.5 - CURVAS DE ADESAO DE Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC 14028 EM
MICROPLACAS REVESTIDA COM AS AMOSTRAS
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NOTA: Dados representam valores médios £ DP.
FONTE: O autor (2016).

A partir das densidades O&pticas obtidas para cada uma das amostras
testadas, foram calculados os parametros de crescimento para a cepa em estudo
(Tabela 3.1). Todos os produtos testados, com exce¢do da fracdo FS-EpA, aderiram
significativamente mais bactérias que o controle negativo. A fracdo FS-Es
apresentou capacidade de adesdo superior ao controle positivo. As demais fracbes
(FS-Tp, FS-R, FS-Ep, FS-A e FS-EpB) apresentaram potencial similar ao controle
positivo.

Para o par@metro A n&o houve diferenca significativa entre as fragdes,
resultados justificados em funcido de o par@metro aumentar apenas sutiimente em
razao do aumento da densidade celular inicial, conforme discutido anteriormente
(Grafico 3.2). Contudo € possivel observar que a fragdo com maior potencial de

adesdo (FS-Es) atingiu valor assintético de 0,71, resultado superior ao controle
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negativo, que atingiu um valor assintético de 0,58, indicando uma alta densidade

inicial da fracdo com maior valor de A.

TABELA 3.1 - PARAMETROS DE CRESCIMENTO PARA Salmonella enterica sv. Typhimurium
ATCC 14028 EM MICROPLACAS REVESTIDAS COM EXTRATOS DE FARELO DE SOJA

UFc/3  lem
Amostras A(OD) B(h) Cc toi(h)  tger (h) top=0,1 (h) relacido
mg

ao C+

FS-Es 0,71 5,938 4,448 5,24¢ 3,02¢ 3,87¢  6,21x104 4313

FS-Tp 0,66 565¢ 5,878 517¢  3,27BC  4,04BC 441x104 306,3

FS-R 0,66 5,563¢ 5,788 516¢ 3,35BC 4,04BC 439x104 3049

FS-Ep 0,68 562¢ 5468 523¢D 3368C 4,058BC 433x104 3007

FS-A 0,64 569¢ 5558 524¢D 332BC 4108C 383x10¢ 266,0
FS-EpB 063 6,088C 5738 57080 367BC 45280 160x10* 1111

Controle Positivo 0,73 6,285 6,388 5,908 3,948 4,578 144x104 100,0
FS-EpA 0,67 6,917 6,648 6,54"  4,44/B 5214 3,76 x 10° 26,1

Controle Negativo 0,58 6,794 10,124 6,654 5,214 579  111x103 17,7

NOTA: FS-Es: Frac&o do sobrenadante etandlico obtido apés precipitacdo com TCA e etanol; FS-Tp:
Fracao insolivel obtida ap6s tratamento com TCA; FS-R: Residuo da extracio de farelo de soja; FS-
Ep: Fracdo polissacaridica obtida apds precipitacdo com TCA e etanol; FS-A: Extrato aquoso de
farelo de soja; FS-EpA e FS-EpB: Fragbes eluidas com agua destilada durante fracionamento
cromatografico da fracdo FS-Ep em Sepharose 6B. A Médias seguidas de letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,05).

FONTE: O autor (2016).

Em relagdo ao paréametro C, todas as fragbes testadas foram diferentes
significativamente do controle negativo. Como observado para a curva de calibragéo
obtida para a cepa em estudo (Grafico 3.2), baixas densidades celulares iniciais
resultam em aumento no valor do parametro C. A fragdo com menor fop (FS-Es: 3,87
h), apresentou o menor valor de C (4,44). O inverso & observado com o controle
negativo, onde obteve-se o maior fop (5,79 h) e o maior valor de C (10,12).

Para os demais parametros, B, f,, fset € fop, observa-se um aumento
progressivo dos valores entre as fracbes de maior e menor densidade celular inicial.
Apenas a fracdo FS-EpA nédo apresentou diferenca significativa, em relagéo ao
controle negativo, para nenhum desses parametros. As diferencas para o parametro
fopentre as fracdes e o controle negativo foram: FS-Es 1,92 h; FS-Tp e FS-R 1,75 h;
FS-Ep 1,74 h; FS-A 1,69 h; FS-EpB 1,27 h; controle positivo 1,22 h e FS-EpA 0,58 h.

Todas as fragcdes foram analisadas em trés ensaios independentes, em
triplicata. Para minimizar o coeficiente de variacdo dos ensaios, todos o0s

experimentos foram realizados com o0 mesmo lote de indculo. O coeficiente de
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variacdo médio intra e inter ensaios, para a variavel fop foi de aproximadamente
8,8%, valor proximo ao encontrado por Ganner et al. (2010).

A partir da regresséo linear (Gréfico 3.4) foi calculado o numero de bactérias
aderidas inicialmente as amostras testadas (UFC/3 mg). Estes resultados estdo em
acordo com as curvas de adesdo e demais paradmetros de crescimento obtidos. A
fracdo com maior capacidade de adesdo, FS-Es, foi capaz de aderir
6,21 x 10* UFC/3 mg de amostra; as demais fragbes, similares ao controle positivo,
aderiram entre 1,60 — 4,41 x 10* UFC/3 mg de amostra. Embora apenas uma fracéo
tenha apresentado resultado melhor que o produto comercial, 0s demais resultados
obtidos se mostram importantes, uma vez que apresentaram-se estatisticamente
equiparaveis ao produto comercial quanto a capacidade de adeséo.

Comparando-se o0 numero médio de bactérias aderidas de cada uma das
fracOes ao produto comercial é possivel verificar com maior clareza que a fragéo FS-
Es se destaca das demais, aderindo 431,3% a mais de bactérias que o controle
positivo. A fragdo semelhante ao controle negativo, FS-EpA, aderiu 73,9% a menos
de bactérias que o controle positivo. As demais fragdes aderiram entre 111,1 —
306,3% a mais de bactérias que o controle positivo.

Becker et al. (2007) questionam a confiabilidade da quantificagcdo de
bactérias aderidas em razdo da variagcdo decorrente da quantidade de produto
imobilizado na placa (primeira etapa do ensaio), fator desconhecido neste teste
automatizado até entdo. Analises quimicas (dosagens de carboidratos totais e
proteinas) de diferentes amostras antes e apds cada etapa de lavagem ocorrida no
ensaio, permitiram identificar que aproximadamente 80% (+4%) (CV: 5%) de todo
material inicialmente utilizado permanece imobilizado a placa apdés a etapa de
lavagem, independentemente da natureza da amostra. Lavagens posteriores para
retirada do excesso de BSA n&o removeu o material previamente imobilizado.

Todas as fragcbes foram analizadas por métodos quimicos e
espectroscédpicos (Tabela 3.2), como ja apresentado em maiores detalhes no
Capitulo 2. Embora estas fragbes apresentem em maioria capacidade de adeséo
similares, elas s&o quimicamente distintas. As fracdes FS-Es (sobrenadante
etandlico), FS-Tp (precitado com TCA) e FS-R (residuo da extrag&o) apresentaram
alto teor de proteinas (entre 58,0 — 86,8%) e baixo teor de carboidratos (8,7 —
22,0%). A fragéo FS-Ep, correspondente ao precipitado etandlico apresenta alto teor

de carboidratos (85,0%) e baixos teores de proteinas (4,7%). O extrato aquoso
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FS-A, diferentemente, apresentou quantidades equiparaveis de proteinas e

carboidratos, 39,1 e 37,2%, respectivamente.

TABELA 3.2 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS

Fracio  PTN (%) C?;lt):iisd(r;t?,s Composigcao Monossacaridica (mol%)°
b) Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UA¢
FS-Es 58,0 21,2 1,3 tr 102 tr tr 2,6 tr 858
FS-Tp 86,8 8,7 1.8 28 139 29 229 56 213 287
FS-R 62,5 22,0 59 24 159 191 83 275 157 5.2
FS-Ep 4,7 85,0 83 10 152 58 20 284 68 325
FS-A 39,1 37,2 tr tr 245 35 21 469 40 190
FS-EpB 4,8 95,9 - - 8,5 tr - 734 148 33
FS-EpA 3,3 93,9 41 19 57 48 - 383 73 379

NOTA: PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl:
Xilose; Man: Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-Es: Fracdo do sobrenadante etandlico obtido
apos precipitacdo com TCA e etanol; FS-Tp: Fracdo insolivel obtida ap6s tratamento com TCA; FS-
R: Residuo da extracdo de farelo de soja; FS-Ep: Fracdo polissacaridica obtida apds precipitacao
com TCA e etanol; FS-A: Extrato aquoso de farelo de soja; FS-EpA e FS-EpB: Fragdes eluidas com
agua destilada durante fracionamento cromatografico da fracdo FS-Ep em Sepharose 6B. 2 Lowry et
al. (1951); ® Dubois et al. (1956); ° Monossacarideos neutros quantificados como acetato de alditéis; ¢
Filizetti-Cozzi, Carpita (1991); tr: percentagem menor ou igual a 1,0%; -: ndo detectado.

FONTE: O autor (2016).

De modo geral, as fracbes obtidas apresentam arabinose, galactose e
acidos urénicos como constituintes majoritarios. Glucose, xilose e manose aparecem
em quantidades significativas nas fracbes FS-Tp e FS-R. As fracdes FS-EpA e
FS-EpB derivam da fragdo FS-Ep e correspondem a dois grupos distintos de
polissacarideos, um primeiro grupo de alta massa molar (= 500 kDa) composto por
pectinas € um segundo grupo de baixa massa molar (= 8 kDa) composto por
galactanas.

Correlacionando os resultados de capacidade de adesdo e a composi¢ao
quimica das fracbes testadas € possivel sugerir que tanto as proteinas quanto os
carboidratos podem estar envolvidos no mecanismo de adesdo, uma vez que
fracbes ricas em proteinas (FS-Tp, FS-R, FS-Es) ou em carboidratos (FS-Ep), ou
ainda com proporgcbes equiparaveis desses grupos (FS-A) apresentaram alta
capacidade de adesdo. Polissacarideos do tipo pectinas, extraidos de farelo de soja
e presentes na fracdo FS-EpA n&o apresentaram capacidade de adeséo, indicando
que a presenca de altas quantidades de agucares acidos pode estar inibindo ou

dificultando o processo de adeséo.
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3.3.4 Mecanismos de Adesao

Nao €& possivel avaliar, a partir do método utilizado, o mecanismo exato
envolvido na ligagdo entre os extratos de farelo de soja e a bactéria. Entretanto,
pode-se inferir diferentes consideracbes, levando-se em conta a caracteristica dos
extratos obtidos e o estado da arte a cerca das adesinas de reconhecimento
presentes na Salmonella enterica sv. Typhimurium.

A patogénese de infec¢des por Salmonella enterica requer adesdo a varias
superficies celulares do hospedeiro e um largo numero de estruturas adesivas
podem ser encontradas. Dependendo do sorotipo (sorovar), genes para varios tipos
de adesinas fimbriais sdo identificadas (WAGNER; HENSEL, 2011). Para a
Salmonella enterica sv. Typhimurium, objeto deste estudo, ja foram descritos os
operons Lpf (long polar fimbriae) que codificam fimbrias que se ligam as células M
nas placas de Peyer; o Pef (plasmid enconded fimbriae) e Std envolvidos na ligagao
ao epitélio intestinal; o Fim que codifica a fimbria tipo I; o Tafi/Agf (thin aggregative
fimbriag) que esta envolvido na sintese de um fino agregado de fimbrias denominado
“curli”; o shdA e misL que codificam proteinas autotransportadoras envolvidas na
ligagéo de proteinas da matriz extracelular (DARWIN; MILLER, 1999; DORSEY et
al., 2005; VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005, FRONZES; REMAUT; WAKSMAN, 2008;
CHESSA et al., 2009; WAGNER; HENSEI, 2011). Também ja foram descritos outros
genes que codificam adesinas fimbriais para este sorovar. Bcf, Saf, Stb, Stc, Stf, Sth,
Sti e Stj, no entanto, a funcionalidade destes genes ainda n&o €& totalmente
elucidada (WEENING et al., 2005; YUE et al., 2012; FABREGA; VILA, 2013). A
incompreensédo das propriedades estruturais e funcionais de adesinas para este
género é decorrente ao fato de que a interacdo entre as adesinas e receptores
especificos tém sido bem documentada e relatada para espécies de E. coli, apenas
uma minoria dos estudos envolve a identificacdo e caracterizacao experimental de
adesinas de Sa/monella (WAGNER; HENSEL, 2011; YUE et al., 2012).

Dentre os diferentes tipos de fimbrias descritas para o sorovar Typhimurium,
as fimbrias de tipo | sdo descritas como contribuintes principais para a fixacdo em
enterdcitos e colonizagdo do intestino (FRONZES; REMAUT; WAKSMAN, 2008;
MORAN, 2009). A fimbria tipo | € composta majoritariamente pela subunidade FimA
(98%), entretanto, € a subunidade FimH que representa a lectina fimbrial,
indispensavel a ligagao ao epitélio (SOKURENKO et al., 1994; JONES et al., 1995).
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FimH é altamente especifica para residuos de manose (SOKURENKO et al., 1994;
LINDHORST; KIEBURG; KRALLMANN-WENZEL, 1998, WEISSMAN et al., 2003;
GRZYMAJLO et al.,, 2010), no entanto, estudos tem demonstrado que variantes
alélicos para FimH, comumente encontrados em sorovar Typhimurium, podem ser
responsaveis por alteracdes das propriedades de ligacdo dessas fimbrias, levando a
mudancgas de afinidade ou até mesmo alteracdes da especificidade (GUO et al.,
2009). Além disso, o0 processo de adesdo pode envolver outros fatores além das
interacées adesina-receptor, como interacdes hidrofdbicas ou ligagcbes inespecificas
em diferentes niveis de forgca (OFEK; HASTY; SHARON, 2003).

Neeser, Koellreutter e Wuersch (1986), Neeser e Wursch (1990), Kiers et al.
(2002), Kiers et al. (2003), Becker et al. (2007) e Becker e Galletti (2008) ja
demonstraram em seus trabalhos a capacidade de derivados de soja em adsorver
enterobactérias como Salmonella sp. e E. coli, de modo a evitar a colonizagéo
subsequente do patdogeno. A capacidade de ligacdo evidenciada para soja, nesses
trabalhos, foi correlacionada a presenca de manose nos extratos e sua respectiva
ligacdo as lectinas da bactéria.

Apenas duas fragbes que apresentaram capacidade de ades&o, FS-Tp e
FS-R, contém manose em sua composi¢cdo num teor consideravel significativo, 22,9
e 8,3 mols%, respectivamente. No entanto, seu conteudo absoluto é baixo,
correspondendo a 2% na fracdo FS-Tp e 1,8% na fracdo FS-R. E possivel que a
manose, mesmo em baixos teores, possam estar atuando como receptores
analogos, em funcéo da alta especificidade por este agucar. Além disso, as bactérias
ndo reconhecem apenas terminais redutores de carboidratos, 0s reconhecem
também em ligagdes internas (SHARON; OFEK, 2000), podendo dessa forma,
reconhecer residuos de manose presentes em cadeias constituidas majoritariamente
por outros monossacarideos.

Bouckaert et al. (2005) analisaram a afinidade de adesinas FimH, de E. colj,
frente a diferentes monossacarideos e dissacarideos. Seus resultados evidenciaram
que FimH pode se ligar a outros sacarideos, como frutose e glucose, no entanto sua
afinidade € reduzida quando comparada a manose. Trabalhos anteriores realizados
por Old (1972), Salit e Gotschlich (1977), Korhonen et al. (1980), Ashkenazi e
Mirelman (1984), Sanchez et al. (1993) e Spring et al. (2000) ja haviam demonstrado
a capacidade de adesao de diferentes espécies de Salmonella e E. coli para estes

mesmos monossacarideos. A maioria das fragcdes testadas, neste trabalho,
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apresentam glucose em sua composi¢cdo, com teores absolutos variando entre 1,8 e
14,3%, sugerindo que a glucose possa estar envolvida no processo de adesao das
bactérias aos extratos de soja.

Além de manose e glucose, outros monossacarideos podem estar
interagindo com adesinas da Salmonella. Todas as fragcbes bioativas apresentam em
sua composicdo galactose, arabinose e acidos urénicos. Outros monossacarideos
aparecem em menores quantidades. Ha relatos na literatura de inibicdo da adeséo
de Salmonella por D-Galactose, L-Arabinose e L-Fucose (MCHAN et al., 1989;
OYOFO et al., 1989, CHESSA et al., 2009; PARKER et al., 2010; SAKARYA et al.,
2010). Oligossacarideos nao digeriveis, como galactoligossacarideos também ja
foram relatados como inibidores de adeséo e invaséo de Sa/monella em linhagem de
células intestinais humanas e experimentos in vivo com ratos (TZORTZIS et al.,
2005; SEARLE et al., 2009; SEARLE et al., 2010). Extratos aquosos de farelo de
soja, extraidos anteriormente, apresentaram potencial de adesdo 262% maior que o
controle positivo (RODRIGUES, 2012). A fracdo FS-A, correspondente ao mesmo
extrato aquoso, apresentou nesse trabalho, um potencial de adesao de 266% em
relagdo ao controle, indicando que a variabilidade inerente ao farelo de soja utilizado
nao interferiu na extracdo de moléculas bioativas.

Polissacarideos pécticos, obtidos de kiwi e banana-da-terra, compostos
majoritariamente por acidos urbnicos € menores quantidades de galactose e
arabinose diminuiram a adesé&o de S. enterica sv. Typhimurium a células intestinais
(PARKAR et al. 2010; ROBERTS et al. 2013). No entanto, polissacarideos acidos,
extraidas de farelo de soja em trabalho anterior, apresentaram baixo potencial de
adesdo, aderindo 66 — 99,8% a menos de bactérias que o controle positivo
(RODRIGUES, 2012). A fragdo FS-EpA, correspondente a polissacarideos acidos
semelhantes aos obtidos em trabalho anterior, também apresentou capacidade de
adesao inferior ao produto comercial utilizado, ligando 73,9% menos de bactérias
que o controle positivo. Esses resultados indicam que a presenga de grandes
quantidades de acucares acidos pode desfavorecer a adesdo bacteriana.
Adicionalmente, a estrutura tridimensional desses polimeros pode ser desfavoravel,
uma vez que, além da composicdo a estrutura dos polimeros também é relatada
como fator critico para o processo de adesédo (BOUCKAERT et al., 2005; GANNER
et al., 2013).
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A soja é um alimento essencialmente fornecedor de proteinas, essas
proteinas de soja podem estar relacionadas com o processo de adesdo uma vez que
as bactérias podem expressar mais de um tipo de adesina durante este processo
(OFEK; HASTY; SHARON, 2003). Ha relatos de reduc&o da adesdo de Salmonella
por B-conglicinina, um glicopeptideo altamente presente na soja (YANG et al., 2008).
Shoaf-Sweeney e Hutkins (2008) propdem que a afinidade de adeséo € definida pela
valéncia entre as interacdes proteinas-carboidratos; uma molécula de carboidrato
isolada apresentara menor afinidade que uma estrutura complexa envolvendo
unidades proteicas e glicidicas. Dado o elevado conteudo de proteinas observadas
nos extratos com maior capacidade de adeséo (FS-Es: 58%; FS-Tp: 86,8%; FS-R:
62,5%), € possivel que exista alguma interacdo entre as adesinas e proteinas. As
proteinas podem ainda estar atuando sinergicamente aos carboidratos.

O mecanismo anti-adeséo para Salmonella enterica sv. Typhimurium ainda
nao esta totalmente elucidado (SPRING; PRIVULESCU, 1998; HAJATI, REZAEI,
2010). A possibilidade de o patdégeno expressar diferentes genes para mais de um
tipo de adesina, e num processo infeccioso expressar mais de uma adesina dificulta
o processo de elucidacdo (OFEK,; HASTY; SHARON, 2003). Adicionalmente, as
propriedades de muitas estruturas envolvidas no processo de adesao da Salmonella
ainda nao foram completamente compreendidas (KISIELA et al., 2011; WAGNER,;
HENSEL, 2011; YUE et al., 2012).

Correlacionando todos os resultados obtidos e a literatura disponivel, é
possivel evidenciar que a presenca de manose nao € o unico fator responsavel pela
ligacdo da bactéria as moléculas de interesse, outros fatores/biomoléculas podem
estar participando do processo de adesdo, atuando de forma sinérgica, e
envolvendo mecanismos ainda n&o elucidados ou desconhecidos. Desta forma, mais
estudos sdo necessarios a fim de identificar as interagcbes envolvidas no processo de
adesédo de S. enterica sv. Typhimurium, e consequentemente definir qual é a melhor
molécula para esta aplicagdo. Experimentos in vivo, envolvendo animais desafiados,
poder&o contribuir para uma validagdo do potencial de adesao dos extratos de farelo

de soja, além de fornecer informagdes importantes a nivel imunoldgico.
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34 CONCLUSOES

Diferentes fracbes, oriundas de farelo de soja foram avaliadas quanto a
capacidade de adeséo in vitro a Salmonella enterica sv. Typhimurium. Exceto pela
fracdo FS-EpA (composta por polissacarideos pécticos de alta massa molar), todas
as fracOes testadas demonstraram capacidade de adesao equivalente ao controle
positivo (produto comercial derivado de parede celular de leveduras).

Essas fracbes apresentaram composi¢cdes diversas quanto a teores de
proteinas e carboidratos. Fragdes ricas em proteinas (86,8%) e ricas em
carboidratos (85,0%) apresentaram capacidade de adesdo. Todas as fracbes
bioativas apresentam em sua composicao galactose, arabinose e acidos urdnicos.
Outros monossacarideos, como glucose e manose, aparecem em menores
quantidades. A presenca de polissacarideos acidos pode estar inibindo/dificultando o
processo de ligacdo, uma vez que EA-EpA, constituida por uma pectina, n&o
apresentou capacidade de adesdo. Resultados indicam que outros
fatores/biomoléculas, além da manose estdo participando do processo de adeséo.

Os resultados obtidos demonstram o potencial biotecnolégico dos extratos
quimiotransformados de farelo de soja na prevencédo de infec¢gdes causadas por
enterobactérias. As consequéncias de seu uso podem ser a redugdo do uso de

antibiéticos na pecuaria.



202

REFERENCIAS

ADEOLA, O.; COWIESON, A. J. Opportunities and challenges in using exogenous
enzymes to improve nonruminant animal production. Journal of Animal Science, v.
89, n. 10, p. 3189-3218, 2011.

ALEKSHUN, M. N.; LEVY, S. B. Targeting virulence to prevent infection: to kill or not
to kill? Drug Discovery Today: Therapeutic Strategies, v. 1, n. 4, p. 483-489,
2004.

ASHKENAZI, S.; MIRELMAN, D. The effect of postnatal age on the adherence of
Shigella flexneri, Escherichia coli 0124, and E. coli 0128 to guinea pig intestinal cells.
Pediatric Research, v. 18, n. 12, p. 1366-1371, 1984.

BADIA, R. et al. B-Galactomannan and Saccharomyces cerevisiae var. Boulardii
modulate the immune response against Salmonella enterica serovar Typhimurium in
porcine intestinal epithelial and dendritic cells. Clinical and Vaccine Immunology, v.
19, p. 368-376, 2012.

. Oligosaccharide structure determines prebiotic role of B-galactomannan
against Salmonella enterica ser. Typhimurium in vitro. Gut Microbes, v. 4, n. 1, p.
72-75, 2013.

BARANYI, J.; GEORGE, S. M.; KUTALIK, Z. Parameter estimation for the distribution
of single cell lag times. Journal of Theoretical Biology, v. 259, n. 1, p. 24-30, 2009.

BARANYI, J.; PIN, C. Estimating bacterial growth parameters by means of detection
times. Applied and Environmental Microbiology, v. 65, n. 2, p. 732-736, 1999.

BARDIAU, M.; SZALO, M.; MAINIL, J. G. Initial adherence of EPEC, EHEC and
VTEC to host cells. Veterinary Research, v. 41, n. 5, p. 57, 2010.

BAURHOO, B.; GOLDFLUS, F.; ZHAO, X. Purified cell wall of Saccharomyces
cerevisiae increases protection against intestinal pathogens in broiler chickens.
International Journal of Poultry Science, v. 8, n. 2, p. 133-137, 2009.

BAURHOOQ, B. et al. Cecal populations of Lactobacilli and Bifidobacteria and
Escherichia coli populations after in vivo Escherichia coli challenge in birds fed diets

with purified lignin or mannanoligosaccharides. Poultry Scienceence, v. 86, n. 12, p.
2509-2516, 2007.

BECKER, P. M. Physiological Achilles' heels of enteropathogenic bacteria in
livestock. Current Issues in Intestinal Microbiology, v. 6, n. 2, p. 31-54, 2005.

BECKER, P. M.; GALLETTI, S. Food and feed components for gut health-promoting
adhesion of E. coli and Salmonella enterica. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 88, n. 11, p. 2026-2035, 2008.



203

BECKER, P. M. et al. Validation of growth as measurand for bacterial adhesion to
food and feed ingredients. Journal of Applied Microbiology, v. 103, n. 6, p. 2686-
2696, 2007.

BEHRAVESH, C. B.; WILLIAMS, I|. T.; TAUXE, R. V. Emerging foodborne pathogens
and problems: expanding prevention efforts before slaughter or harvest. In:
INSTITUTE OF MEDICINE. Improving food safety through a One Health
approach. Washington: National Academies Press, 2012. cap. A14, p. 307-330.

BIGGS, P.; PARSONS, C. M. The effects of Grobiotic-P on growth performance,
nutrient digestibilities, and cecal microbial populations in young chicks. Poultry
Science, v. 87, n. 9, p. 1796-1803, 2008.

BIGGS, P.; PARSONS, C. M.; FAHEY, G. C. The effects of several oligosaccharides
on growth performance, nutrient digestibilities, and cecal microbial populations in
young chicks. Poultry Scienceence, v. 86, n. 11, p. 2327-2336, 2007.

BOROWSKY, L.; CORCAOQO, G.; CARDOSO, M. Mannanoligosaccharide
agglutination by Salmonella enterica strains isolated from carrier pigs. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 40, p. 458-464, 2009.

BOUCKAERT, J. et al. Receptor binding studies disclose a novel class of high-affinity
inhibitors of the Escherichia coli FimH adhesin. Molecular Microbiology, v. 55, p.
441-455, 2005.

CALLAWAY, T. R. et al. Probiotics, prebiotics and competitive exclusion for
prophylaxis against bacterial disease. Animal Health Research Reviews, v. 9 n. 2,
p. 217-225, 2008.

CHESSA, D. et al. Salmonella enterica serotype Typhimurium Std fimbriae bind
terminal a(1,2)-fucose residues in the cecal mucosa. Molecular Microbiology, v. 71,
n. 4, p. 864-875, 2009.

CORNING. Immobilization Principles — Selecting the Surface ELISA Technical
Bulletin - N°.1. Disponivel em: <http://csmedia2.corning.com/LifeSciences/media/
pdf/elisal.pdf>. Acesso em: 04/01/2016.

CRIM, S. M. et al. Incidence and trends of infection with pathogens transmitted
commonly through food - foodborne diseases active surveillance network, 10 U.S.
Sites, 2006—2013. Morbidity and Mortality Weekly Report, Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), v. 63, n. 15, p. 328-332, 2014.

DALGAARD, P.; KOUTSOUMANIS, K. Comparison of maximum specific growth
rates and lag times estimated from absorbance and viable count data by different
mathematical models. Journal of Microbiological Methods, v. 43, n. 3, p. 183-196,
2001.

DARWIN, K. H.; MILLER, V. L. Molecular Basis of the Interaction of Salmonella with
the Intestinal Mucosa. Clinical Microbiology Reviews, v. 12, n. 3, p. 405-428, 1999.


http://csmedia2.corning.com/LifeSciences/media/%e2%80%a8pdf/elisa1.pdf
http://csmedia2.corning.com/LifeSciences/media/%e2%80%a8pdf/elisa1.pdf

204

DORSEY, C. W. et al. Salmonella enterica serotype Typhimurium MisL is an
intestinal colonization factor that binds fibronectin. Molecular Microbiology, v. 57, n.
1, p. 196-211, 2005.

EFSA/ECDC. The European Union summary report on trends and sources of
zoonoses, zoonotic agents and foodborne outbreaks in 2013. EFSA Journal, v. 13,
n. 1, p. 3991-4153, 2015.

EL-KHALEK, E. A. et al. Indirect evidence for microbiota reduction through dietary
mannanoligosaccharides in the pigeon, an avian species without functional caeca.
Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition, v. 96, n. 6, p. 1084-1090,

2012.

FDA. Drug use review. Rockville: Food and Drug Administration - Department of
Health and Human Services, Office of Surveillance and Epidemiology, 2012.

. 2010 Summary Report - antimicrobials sold or distributed for use in
food-producing animals. Rockville: Food and Drug Administration - Department of
Health and Human Services, 2014.

FERNANDEZ, F.; HINTON, M.: VAN GILS, B. Evaluation of the effect of mannan-
oligosaccharides on the competitive exclusion of Salmonella enteritidis colonization
in broiler chicks. Avian Pathologyogy, v. 29, p. 575-581, 2000.

. Dietary mannan-oligosaccharides and their effect on chicken caecal
microflora in relation to Salmonella enteritidis colonization. Avian Pathologyogy, v.
31, n. 1, p. 49-58, 2002.

FRONZES, R.; REMAUT, H.; WAKSMAN, G. Architectures and biogenesis of non-
flagellar protein appendages in Gram-negative bacteria. The EMBO Journal, v. 27,
n. 17, p. 2271-2280, 2008.

FABREGA, A.: VILA, J. Salmonella enterica serovar Typhimurium skills to succeed in
the host: virulence and regulation. Clinical Microbiology Reviews, v. 26, n. 2, p.
308-341, 2013.

GANAN, M. et al. Inhibition by yeast-derived mannoproteins of adherence to and
invasion of Caco-2 cells by Campylobacter jejuni. Journal of Food Protection, v.
72,n. 1, p. 55-59, 2009.

GANNER, A. et al. Quantitative evaluation of E. coli F4 and Salmonella typhimurium
binding capacity of yeast derivatives. AMB Express, v. 3, p. 62, 2013.

. Quantitative in vitro assay to evaluate the capability of yeast cell wall
fractions from Trichosporon mycotoxinivorans to selectively bind gram-negative
pathogens. Journal of Microbiological Methods, v. 83, n. 2, p. 168-174, 2010.

GROOT, J. C. J. et al. Multiphasic analysis of gas production kinetics for in vitro
fermentation of ruminant feeds. Animal Feed Science and Technology, v. 64, n. 1,
p. 77-89, 1996.



205

GRZYMAJLO, K. et al. The high-adhesive properties of the FimH adhesin of
Salmonella enterica serovar Enteritidis are determined by a single F118S
substitution. Microbiology, v. 156, n. 6, p. 1738-1748, 2010.

GULLBERG, E. et al. Selection of resistant bacteria at very low antibiotic
concentrations. PLoS Pathogensens, v. 7, n. 7, p. €1002158, 2011.

GUO, A. et al. FimH alleles direct preferential binding of Sa/monella to distinct
mammalian cells or to avian cells. Microbiology, v. 155, n. 5, p. 1623-1633, 2009.

GUPTA, K. et al. Cranberry products inhibit adherence of P-fimbriated Escherichia
coli to primary cultured bladder and vaginal epithelial cells. The Journal of Urology,
v. 177, n. 6, p. 2357-2360, 2007.

HAJATI, H.; REZAEI, M. The application of prebiotics in poultry production.
International Journal of Poultry Science, v. 9, n. 3, p. 298-304, 2010.

HOFACRE, C. L. et al. Using competitive exclusion, mannan-oligosaccharide and
other intestinal products to control Necrotic enteritis. The Journal of Applied
Poultry Research, v. 12, n. 1, p. 60-64, 2003.

JACOBS, C. M.; PARSONS, C. M. The effect of Grobiotic-P combined with yeast cell
wall and gluconic acid on growth performance, nutrient digestibilities, and cecal
microbial populations in young chicks. Poultry Science, v. 88, n. 11, p. 2360-2367,
2009.

JONES, C. H. et al. FimH adhesin of type 1 pili is assembled into a fibrillar tip
structure in the Enterobacteriaceae. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 92, n. 6, p. 2081-2085, 1995.

KIERS, J. L. et al. Effect of fermented soya beans on diarrhoea and feed efficiency in
weaned piglets. Journal of Applied Microbiology, v. 95, p. 545-552, 2003.

. Inhibition of adhesion of enterotoxigenic Escherichia coli K88 by soya bean
tempe. Letters in Applied Microbiology, v. 35, p. 311-315, 2002.

KISIELA, D. I. et al. Allosteric catch bond properties of the FimH adhesin from
Salmonella enterica serovar Typhimurium. The Journal of Biological Chemistry, v.
286, n. 44, p. 38136-38147, 2011.

KORHONEN, T. K. et al. Characterization of type 1 pili of Salmonella typhimurium
LT2. Journal of Bacteriology, v. 144, n. 2, p. 800-805, 1980.

LINDHORST, T. K;; KIEBURG, C.; KRALLMANN-WENZEL, U. Inhibition of the type
1 fimbriae-mediated adhesion of Escherichia coli to erythrocytes by multiantennary
alpha-mannosyl clusters: the effect of multivalency. Glycoconjugate Journal, v. 15,
n. 6, p. 605-613, 1998.



206

LINE, J. E. et al. Effect of yeast-supplemented feed on Salmonella and
Campylobacter populations in broilers. Poultry Science, v. 77, n. 3, p. 405-410,
1998.

MCHAN, F. et al. In vitro attachment of Salmonella typhimurium to chick ceca
exposed to selected carbohydrates. Avian Diseases, v. 33, n. 2, p. 340-344, 19809.

MIRELMAN, D.; ALTMANN, G.; ESHDAT, Y. Screening of bacterial isolates for
mannose-specific lectin activity by agglutination of yeasts. Journal of Clinical
Microbiology, v. 11, n. 4, p. 328-331, 1980.

MORAN, C. A. Nutritional approaches to controlling Sa/lmonella. Pig Progress, v. 25,
n. 2, 2009.

MOURAO, J. L. et al. Effect of mannan oligosaccharides on the performance,
intestinal morphology and cecal fermentation of fattening rabbits. Animal Feed
Science and Technology, v. 126, n. 1-2, p. 107-120, 2006.

NEESER, J.-R.; WURSCH, P. Glycopeptide and oligosaccharide antibacterial
compositions. US4939123, Jul. 3, 1990.

NEESER, J. R; KOELLREUTTER, B.; WUERSCH, P. Oligomannoside-type
glycopeptides inhibiting adhesion of Escherichia coli strains mediated by type 1 pili:
preparation of potent inhibitors from plant glycoproteins. Infection and Immunity, v.
52, n. 2, p. 428-436, 1986.

NEWELL, D. G. et al. Foodborne diseases - the challenges of 20 years ago still
persist while new ones continue to emerge. International Journal of Food
Microbiologyogy, v. 139, n. Suppl 1, p. S3-S15, 2010

OFEK, I.; HASTY, D. L.; SHARON, N. Anti-adhesion therapy of bacterial diseases:
prospects and problems. FEMS Immunology and Medical Microbiology, v. 38, p.
181-191, 2003.

OFEK, |.; MIRELMAN, D.; SHARON, N. Adherence of Escherichia coli to human
mucosal cells mediated by mannose receptors. Nature, v. 265, n. 5595, p. 623-625,
1977.

OLD, D. C. Inhibition of the interaction between fimbrial haemagglutinins and
erythrocytes by D-Mannose and other carbohydrates. Journal of General
Microbiology, v. 71, n. 1, p. 149-157, 1972.

OLD, D. C.; DUGUID, J. P. Selective outgrowth of fimbriate bacteria in static liquid
medium. Journal of Bacteriology, v. 103, n. 2, p. 447-456, 1970.

OYOFO, B. A. et al. Inhibition by mannose of in vitro colonization of chicken small
intestine by Salmonella typhimurium. Poultry Science, v. 68, n. 10, p. 1351-1356,
1989.



207

PARKER, P. et al. Bovine Muc1 inhibits binding of enteric bacteria to Caco-2 cells.
Glycoconjugate Journal, v. 27, n. 1, p. 89-97, 2010.

PIRNAY, J. P. et al. The phage therapy paradigm: pret-a-porter or sur-mesure?
Pharmaceutical Research, v. 28, n. 4, p. 934-937, 2011.

RODRIGUES, J. M. Capacidade de Ligagao In Vitro a Bactérias
Enteropatogénicas dos Extratos Isolados de Farelo de Soja. 147 f. Dissertagcéo
(Mestrado em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia) - Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2012.

SAKARYA, S. et al. Sialic acid is required for nonspecific adherence of Salmonella
enterica ssp. enterica serovar Typhi on Caco-2 cells. FEMS Immunology and
Medical Microbiology, v. 58, p. 330-335, 2010.

SALIT, I. E.; GOTSCHLICH, E. C. Hemagglutination by purified type | Escherichia
coli pili. The Journal of Experimental Medicine, v. 146, n. 5, p. 1169-1181, 1977.

SANCHEZ, R. et al. Inhibition of adhesion of enterotoxigenic Escherichia coli cells
expressing F17 fimbriae to small intestinal mucus and brush-border membranes of
young calves. Microbial Pathogenesis, v. 15, n. 6, p. 407-419, 1993.

SANTOS, F. S. D. L. et al. The natural feed additive caprylic acid decreases
Campylobacter jejuni colonization in market-aged broiler chickens. Poultry
Scienceence, v. 88, n. 1, p. 61-64, 2009.

SEARLE, L. E. et al. A mixture containing galactooligosaccharide, produced by the
enzymic activity of Bifidobacterium bifidum, reduces Salmonella enterica serovar
Typhimurium infection in mice. Journal of Medical Microbiology, v. 58, n. 1, p. 37-
48, 2009.

. Purified galactooligosaccharide, derived from a mixture produced by the
enzymic activity of Bifidobacterium bifidum, reduces Salmonella enterica serovar
Typhimurium adhesion and invasion in vitro and in vivo. Journal of Medical
Microbiology, v. 59, p. 1428-1439, 2010.

SHARON, N.; OFEK, I|. Safe as mother's milk: carbohydrates as future anti-adhesion
drugs for bacterial diseases. Glycoconjugate Journal, v. 17, n. 7-9, p. 659-664,
2000.

SHOAF-SWEENEY, K. D.; HUTKINS, R. W. Chapter 2: Adherence, Anti-Adherence,
and Oligosaccharides: Preventing Pathogens from Sticking to the Host. Advances in
Food and Nutrition Research, v. 55, p. 101-161, 2008.

SNELLINGS, N. J.; TALL, B. D.; VENKATESAN, M. M. Characterization of Shigella
type 1 fimbriae: expression, FImA sequence, and phase variation. Infection and
Immunity, v. 65, n. 6, p. 2462-2467, 1997.



208

SOKURENKQO, E. V. et al. FimH family of type 1 fimbrial adhesins: functional
heterogeneity due to minor sequence variations among fimH genes. Journal of
Bacteriology, v. 176, n. 3, p. 748-755, 1994.

SPRING, P.; PRIVULESCU, M. Mannanoligosaccharide: its logical role as a natural
feed additive for piglets. Biotechnology in the feed industry. In: Proceedings of
Alltech's 14th Annual Symposium, 1998, Kentucky. Anais... Kentucky: Alltech, 1998.
p. 21-27.

SPRING, P. et al. The effects of dietary mannaoligosaccharides on cecal parameters
and the concentrations of enteric bacteria in the ceca of Sa/lmonella-challenged
broiler chicks. Poultry Scienceence, v. 79, n. 2, p. 205-211, 2000.

THOMAS, R. J. Receptor mimicry as novel therapeutic treatment for biothreat
agents. Bioengineered Bugs, v. 1, n. 1, p. 17-30, 2010.

THORNS, C. Bacterial foodborne zoonoses. Revue Scientifique et Technique-
Office International des Epizooties, v. 19, n. 1, p. 226-239, 2000.

TZORTZIS, G. et al. A novel galactooligosaccharide mixture increases the
bifidobacterial population numbers in a continuous in vitro fermentation system and in
the proximal colonic contents of pigs in vivo. Journal of Nutrition, v. 135, p. 1726-
1731, 2005.

VAN ASTEN, A. J.; VAN DIJK, J. E. Distribution of "classic" virulence factors among
Salmonella spp. FEMS Immunology and Medical Microbiology, v. 44, p. 251-259,
2005.

WAGNER, C.; HENSEL, M. Adhesive mechanisms of Sa/monella enterica.
Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 715, p. 17-34, 2011.

WEENING, E. H. et al. The Salmonella enterica serotype Typhimurium /pf, bcf, stb,
stc, std, and sth fimbrial operons are required for intestinal persistence in mice.
Infection and Immunity, v. 73, n. 6, p. 3358-3366, 2005.

WEISSMAN, S. J. et al. Enterobacterial adhesins and the case for studying SNPs in
bacteria. Trends in Microbiology, v. 11, p. 115-117, 2003.

WHO. Antimicrobial resistance: global report on surveillance. Geneva: World
Health Organization, 2014.

WILSON, J. et al. Mechanisms of bacterial pathogenicity. Postgraduate Medical
Journal, v. 78, n. 918, p. 216-224, 2002.

WITTSCHIER, N. et al. Large molecules as anti-adhesive compounds against
pathogens. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 59, n. 6, p. 777-786, 2007.

YANG, B. et al. Glycopeptide derived from soybean B-conglycinin inhibits the
adhesion of Escherichia coli and Salmonella to human intestinal cells. Food
Research International, v. 41, n. 6, p. 594-599, 2008.



YANG, Y. et al. Effects of dietary mannanoligosaccharide on growth performance,
nutrient digestibility and gut development of broilers given different cereal-based
diets. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition, v. 92, p. 650-659,
2008.

YUE, M. et al. Diversification of the Sa/monella fimbriae: a model of macro- and
microevolution. PLoS One, v. 7, n. 6, p. €38596, 2012.

ZHAOQ, S. et al. Characterization of Salmonella Typhimurium of animal origin
obtained from the national antimicrobial resistance monitoring system. Foodborne
Pathogens and Disease, v. 2, n. 2, p. 169-181, 2005.

ZWIETERING, M. H. et al. Modeling of the bacterial growth curve. Applied and
Environmental Microbiology, v. 56, n. 6, p. 1875-1881, 1990.

209

ZWIETERING, M. H.; ROMBOUTS, F. M.; RIET, K. V. T. Comparison of definitions of

the lag phase and the exponential phase in bacterial growth. Journal of Applied
Bacteriology, v. 72, n. 2, p. 139-145, 1992.



210

CAPITULO 4

OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE PRODUGAO DE DERIVADOS DE FARELO DE
SOJA COM ALTA CAPACIDADE DE ADESAO A ENTEROBACTERIAS E
AVALIAGAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS FRAGOES OTIMIZADAS
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41 INTRODUGAO

Otimizar refere-se a melhorar o desempenho de um sistema, um processo,
ou um produto, a fim de obter o0 maximo de beneficios (BEZERRA et al., 2008). O
termo otimizagdo tem sido comumente usado como sindnimo de encontrar as
condicdes em que um processo produzira as melhores respostas possiveis
(ARAUJO; BRERETON, 1996).

Tradicionalmente, a otimizacdo de processos € realizada monitorando a
influéncia de uma variavel por vez sobre a resposta experimental (analise univariada
ou “one factor at a time”). Enquanto apenas um parametro for alterado, os outros sé&o
mantidos em nivel constante. Como resultado, grande numero de experimentos é
necessario para descrever o efeito individual de cada fator (BEZERRA et al., 2008).
Este tipo de abordagem além de laborioso, oneroso e demorado, pode gerar
resultados ndo confiaveis e imprecisdes de resultados, uma vez que € incapaz de
determinar efeitos interativos entre fatores em funcdo de nao explorar
completamente o espago de solugbes (PASEEPHOL; SMALL; SHERKAT, 2007).
Outro método tradicional é a utilizacdo de matrizes completas de combinagdo de
fatores. Este método explora todo 0 espaco experimental, porém necessita de um
excessivo numero de experimentos (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

De modo a resolver estes problemas, a otimizacédo de processos tem sido
realizada utilizando técnicas de estatistica multivariada. A Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR) esta entre as técnicas de analise multivariada mais relevantes
usadas na otimizacéo de processos. A MSR € um conjunto de técnicas matematicas
e estatisticas efetivas para otimizacao de processos complexos, baseadas no ajuste
de uma equacao polinomial para os dados experimentais, 0s quais devem descrever
o comportamento de um conjunto de fatores, com o objetivo de fazer previsdes
estatisticas de dados (BEZERRA et al., 2008). A principal vantagem da MSR ¢ a
avaliacdo da influéncia e interacbes de muitas variaveis sobre uma ou mais
caracteristicas do processo ou produto, utilizando o minimo necessario de recursos
e dados quantitativos de um projeto (YE; JIANG, 2011). Esta técnica de otimizac&o
tem sido largamente usada em processos envolvendo producdo de polissacarideos
e proteinas a partir de diferentes materiais (DIPTEE et al., 1989; FAVERI et al,,
2004; QUANHONG; CAILI, 2005; LINGYUN et al., 2007, GAN; ABDUL MANAF;
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LATIFF, 2010; GUO; ZOU; SUN, 2010; XIA et al., 2011; YE; JIANG, 2011; ZOU et
al., 2011).

O passo inicial para uma otimizac&o utilizando MSR é a determinacéo das
variaveis, ou fatores independentes, que interferem num processo. A escolha da
metodologia do planejamento experimental esta diretamente ligada ao numero de
fatores que se deseja avaliar (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Entre as técnicas
pertencentes ao grupo de MSR, o Delineamento Composto Central (DCC) é a
escolha mais popular para montagem de um modelo de segunda ordem, pois é
capaz de gerar respostas eficientes requerendo poucos ensaios (MATEUS; BARBIN;
CONAGIN, 2001).

Os objetivos deste capitulo foram, portanto, avaliar a influéncia e otimizar as
variaveis de processo (pH, tempo e concentracdo de farelo de soja) visando
maximizar a produc¢ado de extratos de farelo de soja com alta capacidade de ades&o
a enterobactérias, utilizando MSR, aplicando um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR); determinar, por métodos quimicos, espectroscdpicos e
termogravimétricos, a composicao dos extratos otimizados de farelo de soja; avaliar
0s extratos otimizados quanto a estabilidade frente a digestéo in vitro, capacidade de
inibicdo de adesdo de enterobactérias frente a receptores analogos conhecidos e
citotoxicidade desses produtos sobre culturas de Salmonella enterica sv.
Typhimurium; e realizar analise preliminar do custo de producdo de extratos

bioativos de farelo de soja.
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4.2 MATERIAL E METODOS
421 PROCESSO DE EXTRACAO

Farelo de soja (Imcosoy® 46 — Imcopa) foi ressuspendido em agua destilada
em diferentes concentragbes (100 — 500 g-L''). As suspensdes tiverem seu pH
ajustado (0,95 — 13,00) com HCI ou NaOH, seguido de submiss&o a uma pressao
relativa de 1 atm, 120°C (tratamento térmico) por diferentes tempos (14,6 —
105,4 min). Apds decorridos os tempos, o material foi ressubmetido ao tratamento
térmico por mais 15 min, seguido de liofilizacdo. O esquema geral de obtencdo do

extrato de farelo de soja esta apresentado na Figura 4.1.

FIGURA 4.1 - FLUXOGRAMA GERAL PARA OBTENGAO DE EXTRATOS DE FARELO DE SOJA

FARELO DE SOJA

- Solubilizagdo (98,2 — 501,8 g.L'') em dgua destilada
- Ajuste pH (0,95 = 13)

- Tratamento térmico (120°C, 1 atm, 14,6 — 105,4 min)
- Neutralizagdo

- Tratamento térmico (120°C, 1 atm, 15 min)

- Centrifugagdo

! }

PPT SOB

1- Liofilizagdo - Liofilizagdo

RESIDUO DO EXTRATO AQUOSO l
FARELO DE SOJA

NOTA: PPT: Precipitado; SOB: Sobrenadante.
FONTE: O autor (2016).

O extrato aquoso obtido em cada experimento a partir desse processo de
extracdo foi utilizado como variavel resposta do Delineamento Experimental. O
rendimento desses extratos aquosos foi calculado em relagdo a massa seca inicial

de farelo de soja utilizada (% m/m).

422 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Metodologia de superficie de resposta (MSR) foi utilizada para otimizagéo

dos paréametros da extracdo e obtengcdo de extratos com alta capacidade de adesao
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a enterobactérias. Aplicou-se um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com trés fatores (variaveis) independentes (pH: X1; tempo (min): Xz;
concentragcdo de farelo de soja (g-L'): X3s) em cinco niveis. O delineamento
experimental consistiu de oito pontos fatoriais, seis pontos axiais numa distancia de
+1,68179 (nivel codificado) do ponto central e seis repeticbes do ponto central,
totalizando 20 experimentos. Como variaveis dependentes ou variaveis respostas
foram selecionadas: 1 - Rendimento do extrato (Y1) (% m/m) e 2 - Capacidade de
adeséo a enterobactérias (Y2) (% em relacéo ao Controle Positivo).

As variaveis independentes foram codificadas de acordo com a seguinte

equacéo (4.1):

x; = (X; — Xo) /AX; (4.1)

onde, x;é o valor codificado da variavel i, X; é o valor real correspondente da variavel
i, Xo € valor do Xj no ponto central e AX; é o incremento de X; correspondendo a
variacdo de uma unidade de x entre o nivel superior e inferior. A escolha dessas
variaveis e seus intervalos foram determinados a partir de experimentos preliminares
e estudo do processo de extragdo. O intervalo e os valores dos pontos centrais de

cada uma das trés variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 4.1.

TABELA 4.1 - NiVEIS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES UTILIZADOS NO DCCR

Niveis codificados?

Variaveis Independentes Simbolos
-1,68179 (-a) -1 0 +1 +1,68179 (+a)
pH X4 0,95 34 7 10,6 13,0
Tempo (min) X2 14,6 33 60 87 105,4
Concentracéo de Farelo (g-L ") X3 98,2 180 300 420 501,8

NOTA: @ Equagdes de codificagcdo: x1 = (X1 - 7)/3,6; x2 = (X2 - 60)/27; x3 = (X3 - 300)/120.
FONTE: O autor (2016).

Os dados obtidos a partir do DCCR foram analisados e o comportamento do

sistema pode ser descrito pela seguinte equacéo polinomial de segunda ordem (4.2):

Y =B +i.8ixi +i.8iixi2 + zk:ﬁijxixj (4.2)

i<j
onde, Y representa a variavel dependente ou resposta predita; S, € o coeficiente de

regressao para intercepto; £, fie fjsao os coeficientes de regress&o para os efeitos
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linear, quadratico e de interacdo das variaveis, respectivamente; Xi e X; s@o 0s
valores das variaveis independentes e k € numero de fatores estudados. O modelo
avalia o efeito de cada variavel independente sobre a resposta, assim a equacao
polinomial ajustada foi também apresentada na forma de graficos de superficie e de
contorno, no intuito de ilustrar essa relacédo e deduzir as condi¢cbes 6timas.

Anadlise de variancia (ANOVA) e teste de Fisher foram aplicados sobre os
dados experimentais para avaliar a significancia estatistica do modelo, e a qualidade
do ajuste do modelo foi expressa pelo coeficiente de determinacéo R?. Os pontos
centrais foram utilizados para estimar o erro puro do modelo. Teste t de Student foi
utilizado para avaliar a significancia das estimativas dos coeficientes da regressao.
p-Valores menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
programas Statistica (versédo Trial 12, StatSoft Inc., EUA) e Design Expert (verséo
Trial 9, Stat-Ease Inc., USA) foram aplicados para a analise dos dados e otimizagao
grafica, respectivamente. Subsequentemente, experimentos adicionais de
confirmacédo foram realizados, com valores das variaveis independentes nas
condi¢des otimas estimadas, objetivando verificar a validade das estimativas pela

equacao de regressao.

422 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES
PURIFICADAS

4221 Métodos Colorimétricos

a) Dosagem de Acucares Totais: foram realizadas pelo método do fenol-acido
sulfurico proposto por Dubois et al. (1956), descrito anteriormente no item 2.3.3.1.1
(Capitulo 2).

b) Dosagem de Proteinas: foram realizadas pelo método de Lowry et al. (1951),
descrito anteriormente no item 2.3.3.1.2 (Capitulo 2).

c) Dosagem de Acidos Urénicos: foram realizadas pelo método do m-hidroxibifenil,
proposto por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), descrito anteriormente no item 2.3.3.1.3
(Capitulo 2).
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4222 Métodos Espectroscopicos

a) Ressonancia Magnética Nuclear de '3C: os espectros de ressonancia magnética
nuclear foram obtidos conforme item 2.3.3.6.1 (Capitulo 2).

b) Ressonancia Magnética Nuclear de estado sélido: Os espectros de ressonancia
magnética nuclear usando a técnica CP/MAS (Polarizag&do Cruzada sob Rotac&o de

Angulo Mégico), foram adquiridos conforme item 2.3.3.6.2 (Capitulo 2).

4223 Andlises Térmicas — Termogravimetria (TG)

Andlise termogravimétrica (TG) foi utilizada para avaliagdo da perda de
massa dos compostos presentes nos extratos de farelo de soja em razdo do
aumento de temperatura. Os ensaios de TG foram realizados em equipamento de
analise térmica simultanea, STA 449 F3 — Jupiter (NETZSCH-Geratebau GmbH). A
amostra (aproximadamente 15 mg) foi aquecida em cadinho de alumina (Al20s3),
entre 25 - 800°C, com taxa constante de aquecimento de 10°C-min-' em atmosfera

de nitrogénio.

4.2.3 ENSAIOS DE DIGESTAO IN VITRO

As amostras otimizadas (CS e CSr) foram submetidas a digestéo in vitro,
utilizando metodologia proposta por Monro, Mishra e Venn (2010) e adaptada por
Carnachan et al. (2012), com o objetivo de avaliar a estabilidade das fra¢des frente a
condi¢des similares encontradas num processo de digestéo.

Todas as etapas das digestdes foram realizadas sob agitacdo magnética
constante e temperatura de 37°C. Ap6s homogeneizagdo das amostras em agua
destilada (8,33% m/v), o pH de cada solucao foi ajustado para 2,5 pela adigéo de
HCI 1 M. Posteriormente, 100 uL de uma solugéo de pepsina (Céd.. P-7000; Sigma-
Aldrich, 10% m/v em HCI| 50 mM) foram adicionados, seguido de agitacdo vagarosa
por 30 min, completando a fase gastrica. A fase ileal foi iniciada pela neutralizagao
das solu¢des com Bicarbonato de Sodio 1 M até pH 6,5, seguida da adi¢ao de 500
ML tampéo maleato (0,1 M, pH 6,0 acrescido de 0,2% m/v de Azida Sddica e Cloreto
de Calcio 1 mM), 500 pL de solucdo de pancreatina (Céd.: P-7545; Sigma-Aldrich,

2,5% miv em tampdo maleato pH 6) e 500 uL de amiloglucosidase (obtida de
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Aspergillus niger, Megazyme, Cod.: E-AMGDF). As solugbes foram completadas
com agua destilada até volume de 5,5 mL, e permaneceram sob agitacdo vagarosa
por mais 120 min. Ao final, as solu¢cdes foram centrifugadas (5000 rpm, 15 min,
25°C), e os precipitados lavados 3x com 30 mL de &gua destilada. Apds, os
precipitados foram congelados e liofilizados originando as fragbes Fl. Aos
sobrenadantes adicionou-se 4 volumes de etanol (80% v/v, 4°C, 16h). Apds
centrifugacéo (5000 rpm, 15 min, 5°C), os precipitados foram ressuspensos em agua
e liofilizados, originando as fragbes FS. Os sobrenadantes apos terem seus volumes
reduzidos por coevaporagdo foram também ressuspensos em agua e liofilizados,
originando as fragcdes MD. Todas as fragdes obtidas foram testadas quanto a sua
capacidade de adesao a enterobactérias. Amido, celulose microcristalina (Avicel® PH
101, FMC BioPolymer) e pectina de maca (Cdd.: 76282; Sigma-Aldrich) foram
utilizados como controles da reagéo. O esquema geral do ensaio de digestao in vitro

€ apresentado na Figura 4.2.

FIGURA 4.2 - FLUXOGRAMA GERAL PARA DIGESTAO IN VITRO

= ;

l— Solubilizagéio em agua destilada (8,33% m/v)

Digestdo Gastrica

- Ajuste de pH para 2,5 (HCI 1 M)
- Adic&io de100 L de pepsina (10% m/v em HCI 0,05 M)
- Agitagdio constantemente e vagarosa por 30 min a 37°C

A
Digestao Intestinal

- Ajuste de pH para 6,5 (NaHCO; 1 M)

- Adicéio de: 500 pL de tampdo maleato (0,1 M; pH 6; 0,2% m/v azida sédica; CaCl,
1 mM), 500 L de pancreatina (2,5% m/v em tampé&o maleato 0,1 M, pH 6,0) e10 pL
de amiloglucosidase

- Completar volume até 5,5 mL com agua destilada

- Agitacdio constante e vagarosa por 2 h a 37°C

- Centrifugagdo (5000 rpm, 15 min, 25°C)

v v
PPT SoB

- Centrifugagdo (5000 rpm, 15 min, 25°C)
- Lavar o precipitado 3x com dgua destilada

- Precipitag@io com etanol 80% (4 V), 16 h, 4°C
- Centrifugagdo (5000 rpm, 15 min, 25°C)

- Liofilizag&io l 1
FIBRAS INSOLUVEIS PPT SOB
(CS-Fl; CSr-Fl) o - Concentragéio
- LiofilizaggGo - Liofilizagéio

FIBRAS SOLUVEIS MATERIAL DIGERIDO
(CS-Fs; CSr-Fs) (CS-MD; CSr-MD)

NOTA: PPT: Precipitado; SOB: Sobrenadante.
FONTE: O autor (2016).
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424 ENSAIO PARA DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE ADESAO E
INIBICAO DA ADESAO A ENTEROBACTERIAS /N VITRO

4.2.4.1 Indculo e Condi¢des de Cultura

Os testes foram realizados com a enterobactéria Sa/monella enterica sv.
Typhimurium ATCC 14028. As culturas foram crescidas e mantidas conforme

metodologia descrita no item 3.2.2.3 do Capitulo 3.

4.2.4.2 Curva de Calibragcao

A curva de calibragao (regresséo linear) foi compilada conforme metodologia

descrita previamente no item 3.2.2.4 do Capitulo 3.

4.2.4.3 Parametros de Crescimento

Os parametros de crescimento foram determinados usando o modelo de
cinética bacteriana (Equagéo 3.2) previamente descrito no item 3.2.2.2 do Capitulo
3. Adicionalmente, foi determinado o tempo top=07 (Equagéo 3.5 — Capitulo 3),
representando o tempo de deteccdo para se atingir a densidade éptica (OD) de 0,1
em 690 nm. O tempo fop=0,7 obtido foi avaliado em relacéo a quantidade de bactérias

ligadas por meio de uma curva de calibracao.

4.2.4.4 Ensaio de Capacidade de Adeséo

Bactérias foram incubadas em microplacas, cujos micropogos foram
previamente revestidos com as amostras em estudo, em concentragdes de 0,06-1%
(m/v), num ensaio de adesado, adaptando um método descrito por Becker et al.
(2007) e Ganner et al. (2010) e descrito em detalhes no item 3.2.2.5 do Capitulo 3.
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4255 Ensaio de Inibicdo de Adesao Utilizando Microplacas Revestidas

Previamente com Mananas

Para avaliar se o efeito putativo das amostras testadas como ligantes as
adesinas em solugdo € diferente de seus efeitos como ligantes imobilizados a
microplaca, solu¢gdes com as amostras inibidoras foram usadas como interferentes
da adesdo bacteriana numa microplaca previamente revestida com mananas,
adaptando um método previamente descrito por Fessele e Lindhorst (2013), Becker
et al. (2007) e Ganner et al. (2010).

Mananas derivadas de Saccharomyces cerevisiae (BioMos® - Alitech) em
concentragéo de 0,12% (m/v) foram dissolvidas em tampéao carbonato (Carbonato de
Sadio: 15 mM.L™"; Bicarbonato de Saédio: 30 mM.L™" pH 9,2), agitadas em vortex e
homogeneizadas em banho de ultrassom por 30 s por trés vezes. Em seguida
300 pL dessa solugao foram transferidas aos po¢os de uma placa de poliestireno de
alta aderéncia. Apos incubagdo a 37°C durante 16-18 h, a placa foi lavada trés
vezes com 300 pyL de PBS (Fosfato de Sdédio 10 mmol-L™'; NaCl 0,15 mol-L™";
pH 7,0), por pogco para remogao do material ndo ligado. Apds lavagem, 0s pogos
foram bloqueados com 300 uL de BSA 5% (m/v), 37°C, durante 2 h, seguido de
lavagem com 300 pyL de PBS por trés vezes. Solugbes das amostras em
concentragdes de 0,125-1% (m/v) foram dissolvidas em PBS, agitadas em vortex e
homogeneizadas em banho de ultrassom por 30 s por trés vezes. Em seguida
200 pL/poco dessas solugdes foram transferidas em ftriplicata para a placa
previamente revestida com mananas. Apo6s, 100 ulL/poco de uma suspensdo
bacteriana (ODesgo 0,03) foram adicionados a microplaca. A microplaca foi entéo
incubada por 1 h a 37°C sob agitagé