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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um probiodtico especifico para suinos e avaliar o
seu efeito quando suplementado as dietas de leitdes desmamados na fase de creche. De
um total de 33 espécies bacterianas 1soladas de suino, duas foram selecionadas de acordo
com a morfologia, coloragdo de Gram, viabilidade durante o processamento e estocagem.
Estas foram testadas quanto a resisténcia a bile e fenol, tolerancia a pH baixo e produgéo
de substancias antimicrobianas. Através do melhor rendimento no consumo de substrato
(Yx/s) for selecionada a cepa P01-001. O 1isolado bacteriano foi1 avaliado como
suplemento alimentar para suinos. Foram utilizados 36 leitGes desmamados aos 23 dias de
idade e avaliados quanto ao ganho de peso diario, consumo diario de ragdo e conversdo
alimentar na Fase 1 (23 a 35 dias de 1dade), Fase 2 (35 a 54 dias de 1dade), Fase 3 (54 a 72
dias de idade) e no periodo total (23 a 72 dias de idade) em trés diferentes tratamentos,
ragdo basal, ragdo basal com antibidtico e ragdo basal com Lactobacillus reuteri LPB-
P01-001. A cepa P0O1-001 foi identificada através da seqiéncia 16S rDNA como
Lactobacillus reuteri. O Lactobacillus reuteri é heterofermentativo, microaerofilo e
cresce a temperatura de 37 °C. E uma cepa com potencial probidtico, resistente a altas
concentra¢des de bile e baixo pH, apresenta atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli hemolitica suina e Staphylococcus aureus. A maxima produtividade de biomassa de
Lactobacillus reuteri, obtida neste trabalho, fo1 de 0,416 g/LL.h em meio de cultura com
2% de extrato de levedura e 3% de ag¢icar mascavo, sob condigdes de fermentagdo,
temperatura de 37 °C e 8 horas. Os resultados experimentais mostraram que, em
compara¢do com a presenga € efeitos do antibidtico, a implantagdo de Lactobacillus
reuteri LPB-P01-001 na alimentagdo, resultou em efeitos similares, manifestados por
ganho de peso e conversdo alimentar durante a fase de creche de suinos.

Palavras-chave: Lactobacillus reuteri, suino e probiético.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to develop a swine-specific probiotics and to evaluate its
effects when added to swime feeds after weaning. Out of a total of 33 strains i1solated from
swine, two strains were selected according to morphology, Gram stain, viability during
processing and storage. These were tested for bile and phenol resistance, low pH
tolerance and production of antimicrobial substances. Because of its yield - based on
substrate consumption (Yx/s) - the PO1-001 strain was selected. This bacterial 1solate was
evaluated as a possible feed supplement for swine. The present experiment used thirty six
piglets weaned at 23 days and evaluated daily for weight gain, daily feed consumption
and feed conversion in phase 1 (23 at 35 days of age), phase 2 (35 at 54 days of age),
phase 3 (54 at 72 days of age) and total period (23 at 72 days of age) under three different
treatments: normal diet, diet supplemented with antibiotic, and diet supplemented with
Lactobacillus reuteri LPB P01-001. The P01-001 strain was identified as Lactobacillus
reuteri by the 16S rDNA sequence. Lactobacillus reuteri LPB PO1-001 - a
heterofermentative, microaerophilic strain, grown at 37 °C - is a strain with probiotic
potential, that 1s, it 1s resistant to high concentration of bile and low pH, and presents
antimicrobial activity against swine hemolytic Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. The maximal biomass production of Lactobacillus reuteri was 0.416 g/L.h m a
culture medrum with 2% of yeast extract and 3% of brown sugar, under fermentation
conditions: 37 °C and 8 hours fermentation. The results showed that, when compared to
the presence and effects of antibiotics, Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 implantation
presented a similar effect, manifested by weight gamn and feed conversion n the growth of
swine.

Key-Words: Lactobacillus reuteri, swine, probiotics.
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Introdugio 1

1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira ¢ uma das mais desenvolvidas do mundo e produz
carne a um dos menores custos. Assim, o Brasil € um dos grandes competidores neste
mercado mundial.

A producdo de suinos no sul do Brasil pode ser considerada como a mais
tecnificada da América do Sul, atingindo bons indices de produtividade, colocando
nosso pais entre os sete maiores produtores mundiais, com 2,68 milhdes de toneladas
desse produto em 2004 (ABIPECS, 2006). A produ¢do da carne suina no Brasil €
82,39% destinada ao consumo intemo e os 17,61% restantes sdo exportados
(SILVEIRA, 2005).

Devido ao fato da criagdo de suinos estar se tornando mais industrializada, o
risco de uma maior perda econdomica relacionada a diminui¢do do desempenho e da
saide torna-se primordial, e esfor¢os neste sentido tém sido feitos para descobrir
diferentes maneiras de melhorar a produgdo. Os promotores de crescrmento, como
antibidticos, tém sido utilizados com muito sucesso na criagdo de suinos, facilitando a
produgdo em larga escala, mesmo em condi¢des subdtimas (VISEK, 1978).

Entretanto, consumidores e autoridades tém exibido uma preocupagdo crescente
com o risco a saude oferecido pelo consumo de carne contendo residuos de aditivos
alimentares, bem como o perigo de disseminar fatores de resisténcia causados pelo uso
indiscriminado de antibidticos. E neste contexto que os probi6ticos, suplementos
alimentares a base de microrganismos vivos (FULLER, 1989), quando administrados
em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2005) afetam beneficamente o hospedeiro
animal melhorando o equilibrio da microflora intestinal.

Quando estes probidticos sdo incorporados aos alimentos como parte do
processo de elaboragdo ou como aditivos, geram alimentos funcionais, isto &,
alimentos obtidos por qualquer procedimento, com caracteristicas particulares de
algum de seus componentes, sejam ou ndo nutritivos, que afetam de maneira positiva
ou promovam um efeito fisioldgico ao organismo, além de seu valor nutritivo

tradicional (GONZALEZ-MARTINEZ; GOMEZ-TREVINO, 2001).
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1.1 JUSTIFICATIVA

Introduzir o uso de probidticos na alimentagdo de suinos visando um melhor
desempenho na produgdo e sanidade dos animais sem o uso dos tradicionais

promotores de crescimento (antibioticos).

1.2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de um probiético para a

alimentagdo de suinos, de acordo com as seguintes etapas:

a) escolha dos microrganimos adequados a serem usados como probiodticos na
produgdo da carne suina em substitui¢do aos promotores de crescimento a
base de antibioticos;

b) isolamento, selegdo in vitro, caracterizagdo bioquimica e fisiologica de cepas
com caracteristicas probidticas;

¢) identificagdo molecular da cepa com potencial probidtico;

d) desenvolvimento e otimiza¢do de um meio de cultivo alternativo de baixo
custo para a obtencdo de biomassa probidtica a ser produzida em larga
escala;

e) avaliagdo in vivo da eficiéncia do probidtico desenvolvido em leitdes

desmamados.

1.3 PERSPECTIVA

O uso de probidticos permite a eliminagdo de residuos de antibidticos nas
carcagas, atendendo a exigéncias do mercado para a exportagdo, além de outros
beneficios relevantes, como o controle de diarréia e a imunoestimulagdo, podendo

potencializar os programas de vacinagdo dos animais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 SUINO (Sus scrofa, Linnaeus, 1758)

Atualmente, a carne suina € a proteina animal mais consumida no mundo. Em
2004 os produtores de suinos em todo o planeta, produziram 100,39 milhdes de
toneladas de carne, sendo a produgdo brasileira de 2,68 milhdes de toneladas
(ABIPECS, 2006). O consumo mundial de carne suina, tendo como base uma
populagédo de seis bilhdes de habitantes, pode ser estimado em 14,7 kg/habitante.ano.
Cerca de 70% da camne de suino produzida no Brasil ¢ consumida sob a forma de
produtos industrializados, num contexto em que comega a aumentar o consumo da
carne suina in natura. Por sua vez, o mercado consumidor esta cada vez mais exigente,
demandando um produto de melhor qualidade produzido sob rigorosos critérios
(SILVEIRA, 2005).

2.1.1 Classificagdo Cientifica

Reino: animalia

Filo: chordata

Classe: mammalia
Ordem: artiodactyla
Sub-ordem: ungulados
Familia: suidae
Género: sus

Espécie: scrofa (AGS, 2006).
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2.1.2 Manejo de Suinos

Os suinos levam em média 160 dias para chegar ao abate, com peso médio de
100 kg, passando por trés se¢Ges (maternidade, creche e crescimento-terminagéo)
durante o tempo de sua vida. A etapa maternidade ¢ considerada desde o nascimento
até aproximadamente 7 kg (23 dias). A etapa de creche envolve o desenvolvimento do
peso dos suinos até aproximadamente 25 kg aos 63 dias. A fase de crescimento-
terminagdo representa o intervalo de 25 a 113 kg (LUDKE; LUDKE, 2005).

Na produgdo da carne suina, um dos maiores problemas ¢ a alta mortalidade, ao
redor de 20%, especialmente apds o desmame. A saida da maternidade para a creche
representa um choque para os leitdes, pois deixam a companhia materna e, em
substitui¢do ao leite, passam a se alimentar exclusivamente de ragdo. Por essa razdo, os
cuidados dedicados aos leitdes, principalmente nos primeiros dias de creche, sdo
importantes para evitar perdas e queda no desempenho, em fungdo de problemas
alimentares, causados pela limitada capacidade de digestdo, e ambientais que, via de
regra, resultam na ocorréncia de diarréias. Além disso, problemas imunoldgicos
também afetam o desempenho pds-desmame, visto que a sua imunidade ainda ndo é
completamente efetiva (APCS, 2005; FAVERQ, 2005).

O crescimento e a terminagdo sdo as fases menos preocupantes dos suinos,
desde que, ao iniciarem as mesmas, apresentem um peso compativel com a idade e
boas condigdes sanitarias. Assim sendo, pode-se dizer que o sucesso nessas fases
depende de um bom desempenho na fase maternidade e creche (FAVERQO, 2005).

Aproximadamente 41% da causa da morte deve-se a diarréia, a qual contribui
significativamente para o decréscimo do desempenho e da saiude de suinos
(LARPENT; CASTELLANOS; LARPENT, 1994). O QUADRO 1 apresenta os
agentes causadores da diarréia em suinos nos paises: Canada, Estados Unidos e
Australia (JONSSON; CONWAY, 1992).
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QUADRO 1 - AGENTES CAUSADORES DA DIARREIA, EM SUINOS, NOS PAISES: CANADA,
ESTADOS UNIDOS E AUSTRALIA

Porcentagem de suinos
Agente Canada Estados Unidos Australia
Escherichia coli 22 31 82
enterotoxigénica,
K 88(mais freqiiente),
K 99,987 P F 41,
Cryptosporidium 15 18 1
Virus gastrenterites 52 16 0
Rotavirus 9 14 4

FONTE: JONSSON; CONWAY (1992)

Os suinos sdo particularmente susceptiveis a diarréia durante os trés periodos,
isto ¢, durante a primeira semana, de duas a trés semanas de idade e no desmame
(McALLISTER; HAROLD; SHORT, 1979).

As espécies hemoliticas de Escherichia coli sdo achadas com alta freqiiéncia em
suinos (McALLISTER; HAROLD; SHORT, 1979; KANDLER; WEISS, 1989).
Hoblet et al (1986) observaram casos de diarréia em leitdes desmamados envolvendo
Escherichia coli hemolitica.

A Escherichia coli apresenta-se sob a forma de bastonete e reage negativamente
a coloragdo de Gram (BIER, 1985). As cepas de £. coli, quando aderem as vilosidades
intestinais, desenvolvem problemas diarréicos, produzindo enterotoxinas que
estimulam o enterécito a bombear liquido no lumem intestinal, ¢ aumentando a
motilidade intestinal. A E. coli enterotoxigénica ¢ a causa mais importante de diarréia
em animais neonatos (SALDARRIAGA; CALLE; CAMACHO, 2000).

Para o tratamento da colibacilose tem-se utilizado antibidticos com resultados
muito variaveis, devido a habilidade da E. coli em desenvolver resisténcia aos
antibidticos (SAYAH, et al, 2005). O desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos
implica em uma troca genética estavel, hereditario de geragdo em geragdo. Varios
mecanismos podem alterar a composi¢io genética bacteriana. Uma causa freqiiente € a
mutagdo devido a transferéncia de material genético de uma bactéria a outra
(transdugdo ou conjugagdo). As trocas mutacionais, que conferem resisténcia a uma
droga, podem simultaneamente alterar os fatores de wviruléncia e afetar a

patogenicidade do microrganismo. A E. coli € portadora de plasmideos R que regulam
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a resisténcia a um ou mais medicamentos. A resisténcia de cepas aos antibidticos é um
sério problema de satde, pois a propor¢do de bactérias entéricas que transportam
plasmideos para resisténcia a drogas multiplas tem aumentado lentamente durante os

ultimos 25 anos (SALDARRIAGA; CALLE; CAMACHO, 2000).
2.1.3 Microflora Gastrintestinal de Suino e sua Contribuigdo para Resisténcia

O suino é um amimal monogastrico cujo trato gastrintestinal normalmente
possui uma flora bacteriana que ira suprimir bactérias néo desejaveis. E colonizado por
uma microflora relativamente rica, dominado por bactérias acido lacticas,
principalmente por Lactobacillus e Streptococcus sp. (FULLER, 1992; ROJAS;
ASCENCIO; CONWAY, 2002).

Qualquer fator que leve ao desequilibrio da microbiota intestinal, como o uso
indevido de antimicrobiano e estresse de qualquer natureza do hospedeiro, podera
permitir a instalagdo e a multiplicagdo de microrganismos patogénicos. Logo, fica
evidente que o equilibrio da microflora intestinal, reflete diretamente em um bom

estado de saude do hospedeiro (SILVA; ANDREATTI, 2000).
2.2 PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA SUINOCULTURA

A fungdo basica do trato gastrintestinal é converter o alimento ingerido em
nutrientes necessarios para as diversas reagdes quimicas e metabolicas envolvidas no
crescimento, manutengdo, producdo e reproducdo. No desempenho dessa fungdo, o
trato gastrintestinal ¢ continuamente e intensamente exposto a agdo de agentes
exdgenos, que sdo ingeridos com os alimentos, ou pela agdo dos microrganismos
componentes da microflora intestinal.

Para assegurar que os nutrientes sejam ingeridos, digeridos, protegidos da
destruigdo, absorvidos e transportados as células do organismo, sdo incluidos na dieta

de suinos certos aditivos, em sua maioria, nao nutritivos.
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Na legislagdo brasileira (BRASIL, 1998), aditivo intencional ¢ definido como:
“toda substincia ou mistura de substancias, dotadas ou ndo de valor nutritivo,
adicionada ao alimento com a finalidade de impedir altera¢des, manter, conferir ou
intensificar seu aroma, cor e sabor, modificar ou manter seu estado fisico geral ou
exercer qualquer agdo exigida para uma boa tecnologia de fabricagdo do alimento”
(Decreto n° 986 de 21.10.1969). Alguns dos aditivos usados sdo promotores de
crescimento, onde geralmente referem-se aos antimicrobianos, embora, sob um
aspecto mais amplo, devam-se considerar outros produtos, como os probiodticos, as
enzimas -beta-glucanase, os acidificantes - como acidos férmico, acético, propionico,
fumarico, citrico, latico, tartarico e malico (APCS, 2005; ROTH, 2005) ¢ os beta-
adrenérgicos — catecolaminas (LANCINI, 1994).

2.2.1 Conceitos de Utilizagdo de Promotores de Crescimento

A fungdo de um promotor de crescimento modemo ¢é maior do que
simplesmente melhorar o desempenho animal. Devido as exigéncias de paises
desenvolvidos, como os do Mercado Comum Europeu e o Japdo, de ndo permitirem a
presenga de niveis detectaveis de residuos de antibidticos na carne e seus derivados, o
uso de sub-doses de agdo sistémica e absorviveis de antibidticos tém sido reduzidos

consideravelmente (LANCINI, 1994).

2.2.2 Caracteristicas de um Promotor de Crescimento

Condig¢Ges para um bom promotor de crescimento moderno:
- Melhorar o desempenho, efetivo e econdmico;
- Atuar em baixas dosagens, com espectro de agdo reduzido, e ndo serem utilizados em
terap€utica humana ou veterindria;
- Nio apresentar resisténcia cruzada a outros antimicrobianos;
- Permitir a manutengio do equilibrio da flora gastrintestinal normal;

- Nao estar envolvido nos processos de transferéncia de resisténcia as drogas;
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- Néo ser absorvivel no nivel gastrintestinal,
- Ser atdxico, para animais € homens (ISHIBASHI, 2002);
- Néo ser mutagénico ou carcinogénico;

- Ser biodegradavel e ndo poluir o meio ambiente (LANCINI, 1994).

2.3 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos sdo compostos quimicos utilizados para destruir ou inibir o
crescimento de organismos infecciosos, amplamente utilizados na produgdo animal.
Inicialmente eles eram usados somente como medida terapéutica (tratar o animal
doente), mas com o avango do conhecimento e o desenvolvimento de novos
compostos, eles passaram a ser utilizados também como medida preventiva e
promotores do crescimento para estimular e acelerar o crescimento de animais
saudaveis, por exemplo sulfato de neomicina e oxitetraciclina (LEMIEUX;
SOUTHERN; BIDNER, 2003). Seu uso garantiu os altos indices de produtividade
obtidos nas ultimas décadas, também a redugdo da mortalidade e morbidade e a
manutencdo do bem-estar animal. A utilizagdo de antibidticos ¢é considerada
indispensavel nos sistemas atuais de produgdo (VISEK, 1978). Eles sdo amplamente
utilizados em todas as fases de produgdo, ou ciclo de vida dos animais.

Apesar de ainda ndo ser clara a associagdo entre o uso de antibidticos nas
unidades de produgdo animal, o desenvolvimento de resisténcia e a sua transferéncia a
populagdo humana, varios estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo de
derivados animais seja uma possivel via de transmissdo de bactérias resistentes. Essas
evidéncias levaram as organizagdes internacionais ligadas a satde humana e animal a
recomendar prudéncia no uso desses compostos.

A resisténcia a esses compostos € de conhecimento da comunidade cientifica
desde a década de 1950, de acordo com Padilha (2003), esta resisténcia tem sido
controlada por meio do desenvolvimento de novas familias de compostos e/ou
modificando-se as moléculas. A resisténcia antimicrobiana é onerosa, pois quando se

usa um antibidtico em um ser humano ou animal e esse ndo atua com a eficacia
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esperada, ¢ preciso implementar métodos de diagndstico para identificar o composto
ao qual o organismo infeccioso € susceptivel. Isto ocasiona demora no retorno ao
estado de saude do ser humano. Em algumas ocasides a pessoa acometida pode vir a
falecer se o organismo for resistente a varias bases antimicrobianas. O mesmo ¢ valido
para a populagdo animal apenas diferenciando os efeitos. No caso do animal, ele
demora a se recuperar, perde peso € em geral a sua conversdo alimentar ndo se
normalizara devido as lesdes que, possivelmente, os organismos infecciosos tenham
ocasionado.

Na Europa, a Suécia e a Dinamarca foram os primeiros paises a estabelecer
programas de controle de uso de antibiético na produgdo animal (WEGENER;
BAGER; AARESTRUP, 1997). Em 1986, a Suécia proibiu o uso de baixas doses de
antibiéticos na alimentagdo animal, como promotores de crescimento, direcionando o
seu uso apenas a terapia de animais enfermos, € passou a requerer prescrigdo
veterinaria (JONSSON; CONWAY, 1992). A Dinamarca implementou medidas
relacionadas a comercializagdo de antibidticos que determinaram redugdo do uso na
produgdo animal, ¢ também um sistema de monitoramento da resisténcia
antimicrobiana, incluindo fases durante o processo de produgdo. Nos programas
utilizados na Dinamarca, as bases antibiéticas de uso na clinica médica nido sdo
recomendadas para uso na populagdo animal. Assim, a avoparcina, espiramicina,
tilosina, virginiamicina, tetraciclina e penicilina nfo sdo usadas nos sistemas de
produgdo dinamarqueses.

Nos Estados Unidos, o “Programa Nacional de Monitoramento da Resisténcia
Antimicrobiana” teve inicio em 1996, através do trabalho conjunto do Centro de
Controle de Doengas, da Agéncia de Alimentos € Medicamentos (Food and Drug
Administration — FDA) e do Departamento de Agricultura. O programa monitora
modificagdes de susceptibilidade antimicrobiana de patdgenos entéricos zoondticos em
espécies humanas e animais (enfermos e saudaveis) e em carcagas de animais. Em
janeiro de 1999, o FDA aprovou um regulamento que eliminara a maioria dos
antibiéticos usados como promotores de crescimento. Os antibidticos autorizados:

flavofosfolipol, monensina de sodio, salinomicina de so6dio ¢ avilamicina.
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No Canada existem processos de redugdo de uso e monitoramento, em fase de
implementagdo, nas varias cadeias de produgio.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, através da Instrugdo Normativa n° 9 de
27 de junho de 2003 (ANEXO 1), proibe o uso de principios ativos cloranfenicol e
nitrofuranos (antibiéticos) em animais cuja carne se destina ao consumo humano (RIO
DE JANEIRO, 2005).

A comissdo européia estd sugerindo a proibigdo definitiva do uso de
antibidticos como promotores em alimentos. Os antibiéticos cujo uso ainda €
permitido como aditivo das ragdes terdo sua utilizagdo proibida a partir de janeiro de
2006 (UNIAO, 2003).

As evidéncias microbioldgicas e clinicas acamuladas até o momento sugerem
fortemente a existéncia de uma associagdo entre o uso de antibidticos, na produgido
animal, e o aumento da prevaléncia de bactérias resistentes, na populagdo humana.
Este fato indica que a utilizagdo de antibidticos na produgdo animal possa trazer
entraves a0 comércio internacional.

Nos paises em que as atividades visando o controle do uso de antibiéticos estdo
avangadas, os programas de garantia de qualidade, implementados na produgio
primaria de suinos, aves, bovinos de corte e leite, incluem o controle do uso desses
compostos em todas as fases. Paralelamente, foram implementados processos
educativos direcionados a veterinarios e produtores. Os paises exportadores de
alimentos, em outras regides, podem ser beneficiados, se considerarem essas

tendéncias (PADILHA, 2003).
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2.4 PROBIOTICOS

Os probiodticos, suplementos alimentares a base de microrganismos vivos
(FULLER, 1989) que, quando administrados em quantidades adequadas (FAO/WHO,
2005), afetam beneficamente o hospedeiro animal por melhorar o equilibrio da
imcroflora intestinal. Quando estes probidticos sdo incorporados em alimentos como
parte do processo de elaboragdo ou aditivos, geram alimentos funcionais, isto €,
alimentos obtidos por qualquer procedimento, com caracteristicas particulares de
algum de seus componentes, sejam ou ndo nutritivos, que afetam de maneira positiva
ou promovam um efeito fisiolégico ao organismo, além de seu valor nutritivo
tradicional (GONZALEZ-MARTINEZ; GOMEZ-TREVINO, 2001).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), vinculada ao
Ministério da Saude, regulamentou os alimentos funcionais € novos alimentos, através
das seguintes resolugdes ANVS/MS n° 16/99, ANVS/MS n° 17/99, ANVS/MS
n° 18/99 e ANVS/MS n° 19/99. Tratam-se de regulamentos técnicos sobre
procedimentos para registros de alimentos e/ou novos ingredientes e para alimentos
com alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saiide em sua rotulagem, diretrizes
basicas para avaliagdo de risco e seguranga de alimentos e para analise e comprovacgdo
de propriedades funcionais e/ou de satide, alegadas no rétulo dos alimentos.
A resolugdo RDC n° 2 de 07/01/02 (ANEXO 1), da ANVISA, por sua vez, aprova o
regulamento técnico de substincias bioativas e probioticos isolados com alegagdo de
propriedades funcionais e/ou de saude (OLIVEIRA, 2005).

Os suplementos alimentares e preparagdes farmacéuticas estdo promovendo a
saude baseados em varias caracteristicas de certas espécies de bactérias acidos lacticas,
particularmente do género Lactobacillus, Enterococcus e também do género
Bifidobacterium.

Varios critérios de selegdo tém sido usados para novas espécies probiodticas
(FIGURA 1), os quais sdo: seguranca, funcionalidade e aspectos tecnologicos. E
necessario que as novas espécies probioticas sejam provenientes de um ser humano ou

animal saudavel, habitantes normais do intestino que ndo sejam patogénicas nem
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toxigénicas e que sejam hospedeiro — especificas, a fim de que a maxima eficacia do
produto seja atingida (SILVA; ANDREATTI, 2000). Aspectos funcionais incluem
tolerancia a acidez gastrica e toxicidade a bile, atividade hidrolase de sais de bile,
atividade antioxidante, produ¢do de compostos antimicrobianos, habilidade de reduzir
patégenos aderidos na superficie, habilidade de modulagdo da resposta imune e adesédo
no tecido intestinal. Aspectos tecnolégicos incluem a habilidade de espécies
probidticas de resistir a condigdes de produgédo industrial € sobreviver na formulagéo
final do produto alimenticio. Além disso, deve ser avaliado durante este processo: a
habilidade de culturas em conservar sua fun¢do na area alvo, usualmente no trato
gastrintestinal e co-existir com a microflora propria do hospedeiro (FAO/WHO, 2002;
ANNUK et al, 2003).

FIGURA 1 - DIRETRIZES PARA AVALIAR O PROBIOTICO PARA USO EM ALIMENTOS

Identificagdo de espécie por métodos fenotipicos €
genotipicos;
Espécie depositada em cultura internacional de colegio.
i

Caracterizagio funcional: Avaliach di )
testes in vitro, Ya 1§9a0 a seggranqa.
estudos em animais. ) in vitro e/ou animal,

[
[ PROBIOTICO EM ALIMENTO J

Numero minimo de bactérias viaveis no fim da estocagem,;
Condigdes apropriadas de estocagem.

FONTE: FAO/WHO (2002)
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O valor do probidtico varia conforme a origem, habitat e espécies de
Lactobacillus (ANNUK et al, 2003).

As propriedades antagonistas podem ser tteis em produtos probidticos que sdo
usados na alimentagdo animal. Muitos pesquisadores consideram que o principal
interesse do uso do probidtico poderia ser sua eficiéncia na sanitizagdo, melhoria na
saude e prevengdo de infec¢des (CHATEAU; CASTELLANOS; DESCHAMPS,
1993).

Um dos primeiros artigos relatando o conceito do uso de microrganismos vivos
e de substancias para o melhoramento da saude de suinos é de 1946, onde Mollgaard
sugeriu o uso de bacilo produtor de acido lactico, originado do proprio intestino do
animal. O aumento dos niveis do acido lactico no trato digestivo pode inibir a agdo do
acido fitico, encontrado em sementes ndo germinadas que interfere na absor¢do de
calcio e fosforo, e com isso obter resultados na melhoria da saude e formagédo

esquelética de suinos (FULLER, 1992).

2.4.1 Mecanismo de A¢do dos Probidticos

O mecanismo ou mecanismos de agdo dos probidticos ndo estdo inteiramente
elucidados. Especula-se que um ou mais processos, associados ou ndo, alterariam a
atividade e a composi¢do bacteriana intestinal. O equilibrio entre os diferentes
componentes da microbiota intestinal parece ser fundamental para o funcionamento
normal e saudavel da fungdo digestiva e geral do hospedeiro. A alta incidéncia € o
constante estresse a que estdo expostos os suinos em condi¢des normais de criagdo,
invariavelmente, podem alterar o equilibrio intestinal e predispor os suinos a diversas
infecgdes, além de reduzir os indices de produtividade (SILVA; ANDREATTI, 2000).
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2.4.1.1 Imibindo a proliferagdo de bactérias patogénicas

Bactérias da microbiota intestinal e/ou componentes dos probidticos, podem
produzir e liberar compostos como as bacteriocinas, substincias semelhantes a
bacteriocinas, acidos organicos (agem pela reducdo do pH) e perdxido de hidrogénio,
que teriam agdo antibacteriana especialmente em relagdo as bactérias patogénicas
(FULLER, 1992; PINTO; PONSANO; CASTRO-GOMEZ, 1996).

As bacteriocinas, definidas por Tagg, Dajani e Wanna Maker (1976), como
substincias de natureza protéica produzidas por bactérias que apresentam ag¢do
bactericida ou antagonica a outros tipos de bactérias, sdo freqilentemente relacionadas
com a agéo dos probiodticos.

As bactérias intestinais, utilizando-se de ingredientes alimentares ndo
absorvidos integralmente pelo hospedeiro, prebioticos, produzem alguns &cidos
orginicos, como o propidnico, acético, butirico, lactico, bem como perdxido de
hidrogénio, cujo espectro de ag¢do inclui a imbi¢do do crescimento de bactérias
patogénicas Gram negativas. Os prebidticos beneficiam o hospedeiro por estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de um numero limitado de bactérias no
intestino. Os oligossacarideos s3o as substdncias mais estudadas como prebioticos,
pois ha evidéncias de que os mananoligossacarideos podem aderir as fimbrias
bacterianas, bloqueando a adesdo das bactérias a superficie intestinal (PELICANO;
SOUZA; SOUZA, 2002).

2.4.1.2 Produzindo enzimas digestivas e sintetizando vitaminas

Os lactobacilos produzem a enzima beta galactosidase que facilita a digestdo da
lactose (TRAVIALIMENTOS, 2005).
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2.4.1.3 Produzindo metabolitos capazes de neutralizar as toxinas

Produzindo metabdlitos capazes de neutralizar as toxinas bacterianas in locco
ou inibindo sua produgdo (Bifidobacterium sp. pode inibir a producdo de aminas

produzidas pelas bactérias patogénicas).

2.4.1.4 Competigido por sitios de ligagdo

O bloqueio dos sitios de ligagdo (receptores) na mucosa entérica pelas bacténas
intestinais pode reduzir a area de interagdo nos cecos pelas bactérias patogénicas
(competigdo por exclusdo). Um numero de intera¢des entre bactérias ndo patogénicas e
componentes do hospedeiro como a fribronectina e colageno tém sido descritas. A
ligagdo com fibronectina tém sido demonstrada com Lactobacillus reuteri e
lactobacilos vaginais. Proteinas ligantes do colageno provenientes de L. reuteri t€m
sido purificadas (ROOS et al, 1996; MUKALI et al, 2002).

Spencer e Chesson (1994) demonstraram que algumas espécies de
Lactobacillus, particularmente espécies de L. fermentum, eram capazes de aderr
fortemente as células epiteliais colunares de suinos.

O Lactobacillus fermentum produz biosurfactantes que séo definidos como uma
mistura de complexo bioldgico capaz de inibir a adesdo de patéogenos urogenitais
(Enterococcus faecalis), identificado como proteina 29-KDa (p29) (HOWARD et al,
2000).

Segundo autores citados por Silva e Andreatti (2000), conclui-se que a
ocupagdo fisica dos sitios intestinais pela microbiota normal, especialmente

Lactobacillus spp., poderia ser mais importante que outros fatores relacionados.

2.4.1.5 Competigdo por nutrientes

Embora possa parecer incoerente que exista supressdo do crescimento de

alguma espécie bacteriana intestinal, devido a caréncia nutricional, exatamente pelo
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local em questdo, tem sido demonstrado que este fato € verdadeiro, chegando a reduzir
drasticamente algumas espécies da microbiota intestinal (SILVA; ANDREATTI,
2000).

Fox (1988) e Jin et al (1997) explicam que no intestino, os microrganismos do
probidtico realizam uma rapida metabolizagdo de substratos (agucares, vitaminas,
aminoacidos, proteinas), tornando-os indisponiveis aos patdgenos €, por conseqiiéncia,

impedindo a proliferagdo destes (FIGURA 2).

FIGURA 2 -MICRORGANISMOS COMPETINDO POR NUTRIENTES

°
' -9 . Bactérias nio
<0 Patogénicas
Pl
®
Nutrientes f.\" ,
.\..) H by Bactérias
Py 4
1 4

° Patogénicas

Epitélio

Parede Intestinal
FONTE: FERREIRA; KUSSAKAWA (1999)

2.4.1.6 Ativagdo da imunidade humoral e celular

Alguns géneros de bactérias intestinais, como os Lactobacillus e o
Bifidobacterium, estdo diretamente relacionados com o estimulo da resposta imune,
por meio do aumento da produgdo de anticorpos, ativagdo de macrofagos, proliferagio
de células T, produgdo de interferon, produgdo de imunoglobulinas (IgA) em resposta
aos microrganismos enteropatogénicos, ¢ podem acelerar a fungdo fagocitica do
sistema  reticulo-endotelial (FIGURA 3) (SILVA; ANDREATTI, 2000;
TRAVIALIMENTOS, 2005).

Extrato da parede celular de Lactobacillus fermentum tem sido usado como
imunoestimulante e agente antitumoral. O acido murdmico é um componente da

parede celular de bactérias com qualidades imunoestimulantes que pode ser
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parcialmente responsavel pelos efeitos antitumorais de extratos de bactérias Gram
positivas (TURNER; GIFFARD, 1999; RIORDAN; MENG; TAYLOR, 2004).

FIGURA 3 - BACTERIAS NAO PATOGENICAS ESTIMULAM A RESPOSTA IMUNOLOGICA
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FONTE: FERREIRA; KUSSAKAWA (1999)

2.4.2 Selegdo e Requisitos para um Microrganismo ser Probidtico

Na escolha de espécies microbianas um niimero de fatores deve ser considerado
(FULLER, 1992):
- Bioseguranga — A bioseguranga ¢ o primeiro passo na selegdo de espécies
microbianas para uso como probidtico. O probidtico deve conter microrganismos que
sdo geralmente reconhecidos como seguros, como as espécies de Lactobacillus ou
algumas espécies de Bifidobacterium e Streptococcus.
- Escolha da origem da espécie microbiana — O microrganismo podera ser originario
de uma colegdo de cultura ou isolado. Esta escolha sera determinada pelo propésito do
probidtico e se a colonizagdo ¢é essencial para a aplicagdo do mesmo. A especificidade
das espécies e localizagdo representa uma importante fungfo, neste caso, serd de suma
importancia que a cepa tenha sido isolada da mesma localizagdo onde a atividade da
espécie sera exibida no hospedeiro.

O probiotico podera, preferencialmente, apresentar as seguintes caracteristicas
(FULLER, 1992):

- Capaz de ser produzido em larga escala.e de maneira viavel;
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- Capaz de ser estocado e manter a sua viabilidade até o momento de uso;
- Ter condigdes de permanecer no ecossistema intestinal;
- Produzir um efeito benéfico no intestino animal;
- Ter habilidade de sobrevivéncia, ndo necessariamente de multiplicagio, no intestino.
E importante que 0s microrganismos sejam:
- resistentes a agdo dos acidos gastricos durante sua passagem pelo trato digestivo
superior (HENRIQUIE et al, 1997). A primeira barreira do microrganismo no estdmago
¢ a acidez gastrica; a intensidade da agfo imibidora depende do valor do pH e
concentragdes do acido cloridrico. Alguns autores observaram que espécies de
Lactobacillus acidophilus apresentaram alta tolerancia a pH 3 (XANTHOPOULOS;
LITOPOULOU-TZANETAKI; TZANETAKIS, 2000). O pH do HCl excretado no
estdbmago ¢ de 0,9, mas a presenga de alimento faz com que o pH aumente o valor &
3,0. Apos a ingestdo do alimento, o estomago leva de 2 a 4 horas para esvaziar-se. As
bactérias que sobreviveram nas condigdes ambientais do estdmago irdo mais adiante
enfrentar o desafio do duodeno, secre¢des de bile e sais biliares (PENNACCHIA et al,
2004).
- tolerantes a bile, para que o microrganismo possa crescer no trato intestinal
(GILLILAND; STAEY; BUSH, 1984). A média diaria do fluxo biliar no suino é muito
alta, ao redor de dois litros para cada 40 kg de suino (GILLILAND; WALKER, 1990;
FULLER, 1992), em relagdo ao adulto humano (70 kg) que produz 400 a 800 mL de
bile diaria (SECRETION, 2005). Os sais biliares sdo liberados dentro do intestino
delgado depois da ingestio de alimentos gordurosos. Apresentam uma fungio
semelhante ao detergente e auxiliam na absorgdo e digestdo de gorduras. Isto é critico
para os microrganismos, pois suas membranas celulares sdo compostas de lipideos e
acidos graxos. Tem sido sugerido que a morte celular ¢ devida a lise, entretanto,
alguns microrganismos sdo capazes de diminuir o efeito detergente, por diminuigdo da
solubilidade através da habilidade de hidrolisar os sais de bile pela enzima hidrolase de
sais de bile. A resisténcia aos sais de bile varia muito entre as espécies de

Lactobacillus. Considera-se que a concentragdo deva ser de 0,3% (p/v) de bile para ser
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usada como selecdo de espécies probidticas para humano (GILLILAND; STAEY;
BUSH, 1984; PENNACCHIA et al, 2004).

Patel et al (2004) isolaram do intestino humano a espécie de Lactobacillus
reuteri altamente resistente a 2% de bile.

Espécie de L. fermentum isolado de suino foi tolerante a 0,3% de bile, inibindo
o seu crescimento em tormo de 50% (YU; TSEN,1993). Gilliland (1979) comprovou
que lactobacilos isolados de intestino animal, como L. fermentum foram mais
tolerantes a sais biliares que espécies isoladas de produtos lacteos.
- tolerancia a fenol — Os fendis podem ser formados no intestino por bactérias que
desaminam alguns aminoacidos aromaticos provenientes da dieta ou produzidos por
proteinas endogenas. Alguns autores sugerem que a concentragdo de 0,4% de fenol
causa agdo bacteriostatica para alguns microrganismos. Espécies de Lactobacillus
acidophilus  mostraram alta tolerancia (0,4-0,5%) para com o fenol
(XANTHOPOULOS; LITOPOULOU-TZANETAKI; TZANETAKIS, 2000). Estes
autores isolaram de fezes de criangas Lactobacillus reuteri DC423 com alta resisténcia
(0,4%) a fenol. A contagem de células vidveis manteve-se completamente ndo afetado

pelo fenol.

2.5 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

O grupo de bactérias acido lacticas esta definido vagamente e com limites
muprecisos. Todos seus representantes compartem a propriedade de produzir &cido
lactico a partir de hexoses (JAY, 1994; MACEDO, 1997).

Com base nos produtos finais do metabolismo da glicose, as bactérias acido
lacticas sdo agrupadas em homofermentativas ou heterofermentativas. As
homofermentativas possuem as enzimas aldolase € hexose isomerase, porém sio
deficitanas de fosfocetolase, utilizam a via glicolitica de Embden-Meyerhof (FIGURA
4) e produzem acido lactico como maior produto da fermentagdo da glicose.

Geralmente 85% ou mais e sdo capazes de fermentar a glicose mais diretamente a
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acido lactico que as heterofermentativas (um mol de hexose para dois moles de acido

lactico).

FIGURA 4 - VIA GLICOLITICA DE EMBDEN-MEYERHOF

Glicose—===—>Frutose difosfato

2 ATP 2ADP
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2ATP 2 Acido pirGvico— =—2 Acido lactico

FONTE: THE DIVERSITY (2005)

As heterofermentativas, por outro lado, possuem fosfocetolase, porém ndo
possuem aldolase e nem hexose isomerase e, em lugar de degradar a glicose pela via
de Embden-Meyerhof, estes microrganismos utilizam a via alternativa da pentose ou
hexose monofosfato (FIGURA 5), convertem agucares de seis carbonos (hexoses) a
cinco carbonos (pentoses) pela enzima fosfocetolase, produzem um numero de
produtos além do acido lactico, incluindo didéxido de carbono, acido acético e etanol
provenientes da fermentagdo de glicose (um mol de CO,, um mol de etanol ou acido
acético ¢ um mol de acido lactico) (TARANTO; VALDEZ; PEREZ-MARTINEZ,
1999).
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FIGURA 5 - VIA HETEROLACTICA OU FOSFOCETOLASE
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As  bactérias  heterofermentativas sdo mais importantes que as
homofermentativas sob o ponto de vista da produgdo de componentes de aroma e
sabor, como diacetil (também com propriedade antimicrobiana), nos produtos lacteos
fermentados (JAY, 1982). A produgdo de dioxido de carbono € indesejavel nos
embutidos crus curados por razdes sensoriais € estéticas, entretanto do ponto de vista
bacteriologico € positivo. Tem sido verificado efeito antibacteriano, do didéxido de
carbono, em pseudomonas (TAPIAS; LOPEZ,2005).

As homofermentativas incluem o género Streptococcus e Pediococcus. Os
Streptococcus produzem L (+) lactato e os Pediococcus produzem DL lactato. As
heterofermentativas consistem do género Leuconostoc e um subgrupo do género
Lactobacillus, a Betabactéria. Os Leuconostoc produzem D (-) lactato; as
Betabactérias produzem DL lactato.

As Betabactérias constithiem em espécies de Lactobacillus que produzem
diéxido de carbono proveniente da fermentagdo de glicose e freqiientemente
hidrolisam arginina.

As bactérias acido lacticas sdo microrganismos fermentativos que séo capazes
de crescer em uma ampla faixa de pH na presenga de acidos organicos. O mecanismo
de tolerancia de acidez deste grupo de microrganismos ndo ¢ completamente entendido,
mas ¢ aceito que ocorre a difusdo passiva e que o acumulo intracelular reduz o pH ¢
afeta a permeabilidade da membrana. A producgido de acidos graxos presentes na
membrana plasmatica da bactéria determina a sua resisténcia aos estresses causados
pela presenga de acidos. Portanto, acidos orgdnicos no meio podem contribuir para
inibi¢do do crescimento microbiano por aumentar o consumo de energia que mantém a
homeostase de pH. Microrganismos fermentativos exibem uma melhor faixa de
valores de pH intemo que os aerébios (McDONALD; FLEMING; HASSAN,1990;
GONZALO et al, 1998; CHERUBIN, 2003).

As bactérias acido lacticas sdo conhecidas por produzirem uma abundante
variedade de exopolissacarideos. Os exopolissacarideos podem contribuir para a satde
humana como prebidtico, ou pela sua atividade antitumoral, imunomodulador ou
diminuigdo do colesterol (GEEL-SCHUTTEN, 1998).
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2.5.1 Caracteristicas do Género Lactobacillus

Os Lactobacillus foram originalmente classificados por Orla e Jensen, 1919, em
homofermentativos e heterofermentativos, baseado na quantidade produzida de acido
lactico durante a fermentagio de glicose. Também dividiram os Lactobacillus em trés
grupos - Termobactéria, Streptobacteria e Betabactéria - baseados na temperatura de
crescimento e reagdes bioquimicas. Embora a maior parte dos trés grupos estdo sendo
renomeados, ainda ¢ comum usar as trés denominagdes € serem os Lactobacillus
definidos de acordo com o crescimento em temperatura, habilidade em fermentar
pentoses, habilidade em produzir diéxido de carbono provenientes da glicose ou
gluconato, exigéncia para tiamina, produgio de acido lactico como principal produto
de fermentagdo e tipos de fermentagdo: homofermentativos ou heterofermentativos,
redugdo da frutose a manitol e hidrolise da arginina (HOLZAPFEL et al, 2001; CARR;
CHILL; MAIDA, 2002).

Os Lactobacillus homofermentativos obrigatorios fermentam hexoses,
predominantemente acido lactico, via Embden-Meyerhof, ndo fermentando pentoses.
Eram classificados anteriormente, na grande maioria das vezes, como espécies de L.
acidophilus. Recentemente, estas espécies foram reclassificadas em seis espécies
diferentes e agrupadas por Johnson, 1980, em dois subgrupos, nomeados: Johnson
subgrupo A, composto de L. acidophilus (senso stricto), L. crispatus, L. amylovorus e
L. gallinarum; e Johnson subgrupo B, composto de L. gasseri e L. johnsonii
(MORELLI et al,1998).

Os Lactobacillus heterofermentativos facultativos, nos quais as hexoses sdo
fermentadas exclusivamente a acido lactico pela via de Embden-Meyerhof; as pentoses
sdo fermentadas a-acido lactico e acético via indugdo da fosfocetolase (KANDLER;
WEISS, 1989) eram classificados como L. casei, pois as espécies eram semelhantes
fenotipicamente. Pela técnica da biologia molecular estas espécies tém sido

classificadas em trés espécies: L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus (MORELLI et
al, 1998).



Revisdo da literatura 24

Os Lactobacillus heterofermentativos obrigatorios, nos quais as hexoses s&o
fermentadas a acido lactico, acético (etanol) e CO,; as pentoses sdo fermentadas a
acido lactico e acético, em geral ambos os caminhos envolvem a fosfocetolase
(KANDLER; WEISS, 1989), foram todos originalmente atribuidos a espécies de L.
fermentum, mas agora também compreende espécies de L. reuteri (MORELLI et
al, 1998).

Os Lactobacillus apresentam-se sob a forma de bastonetes, variando de longo e
fino para curtos cocobacilos; a formagdo de cadeia é comum, normalmente nio
apresentam mobilidade; sdo Gram positivos e catalase negativo. As colonias no meio
agar sdo usualmente pequenas (2-5 mm) lisas ou algumas vezes rugosas, convexas, de
bordos regulares ou ligeiramente irregulares, freqiientemente transliucidas, ndo sdo
pigmentadas, mas raras espécies produzem pigmento alaranjado ou avermelhado
(KANDLER; WEISS, 1989).

A parede celular dos lactobacilos é composta por peptideoglicanas (mureina) e
polissacarideos fixados as peptideoglicanas por pontes de fosfodiéster (KANDLER;
WEISS, 1989).

Normalmente o género Laciobacillus ¢ caracterizado por microrganimos que
necessitam de complexo nutricional de aminoacidos, peptideos, derivados de acidos
nucléicos, sais, acidos graxos ou ésteres de acidos graxos, carboidratos fermentesciveis
e vitaminas, com destaque para pantotenato de calcio, niacina e tiamina. Os varios
nutrientes essenciais necessarios sdo normalmente encontrados quando o meio contém
carboidratos fermentesciveis, peptona, extrato de came e levedura. Suplementagdo
com suco de tomate, manganés, acetato e ésteres de acidos oléicos, especialmente
Tween 80, sdo estimulantes ou até mesmo essenciais para muitas espécies. Geralmente
os lactobacilos sdo cultivados em meio MRS (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960)
e Betabacterium (KANDLER; WEISS, 1989; CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

Os Lactobacillus sdo aciduricos € o pH 6timo usualmente é 5,5 - 6,2; o
crescimento geralmente ocorre a pH 5 ou menos; a velocidade de crescimento €
freqiientemente reduzida em pH neutro ou em reagdes inicialmente alcalinas

(KANDLER; WEISS, 1989).
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Embora algumas espécies sejam aerotolerantes, o crescimento Otimo ¢
alcancgado sob condigdes microaerofilas ou anaerdbicas. Em condigdes microaerofilas,
crescem melhor com baixa tensdo de oxigé€nio (3-5%), as concentragdes elevadas
(21%) tém um efeito inibidor para estas bactérias (VARELA, 2005), provavelmente
em razdo da sensibilidade de suas enzimas as condi¢des fortemente oxidativas (BIER,
1985). Em muitos casos, seu crescimento € estimulado na presenga de até 5% de
diéxido de carbono. Os lactobacilos crescem em temperatura de 2-53 °C, onde a
temperatura Otima geralmente ¢é entre 30-40 °C (KANDLER; WEISS,1989;
CHERUBIN, 2003). Obrigatoriamente sacaroliticos, atuando notadamente sobre
hidratos de carbono.

Os lactobacilos sdo encontrados em laticinios, cereais, carne, peixe, agua,
esgoto, cerveja, vinho, frutas, sucos de frutas, picles de vegetais e silagem. Fazem
parte da flora normal da boca, trato intestinal e vagina de muitos animais
homotérmicos, inclusive 0 homem. A patogenecidade neste género é rara, algumas
espécies sdo extensivamente usadas nas industrias de alimentos e farmacéutica devido
as suas propriedades de melhoria da satde (KANDLER; WEISS,1989).

Os Lactobacillus tém mostrado possuir atividade inibitéria na multiplicacdo de
enteropatogénicos. Ainda ndo estd elucidado como € o mecanismo antimicrobiano, se
diferem de acordo com a bactéria alvo envolvida ou sua associagdo de viruléncia. A
atividade inibitoria tem sido encontrada contra microrganismos comensais ou
patégenos, podendo ser de origem tanto Gram negativa como positiva.

Os lactobacilos sdo altamente competitivos devido a produgdo de varos
compostos antimicrobianos, como certos acidos organicos, peréxido de hidrogénio,
dioxido de carbono, diacetil, acetaldeido, reuterina e bacteriocinas. Entretanto,
diferentes compostos antimicrobianos tém mostrado propriedades antagdnicas
especificas contra patégenos Gram negativos € positivos, por exemplo: bacteriocinas,
produzidas por bactérias acidos lacticas, possuem atividade inibitéria especifica contra
as Gram positiva e as Gram negativas sdo mais sensiveis a acidos organicos, porém a
aplicagdo no trato gastrintestinal ndo ¢ clara, pois o0s testes inibitdrios sdo

predominantemente realizados in vitro (ANNUK et al, 2003).
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2.5.1.1 Atinidade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana deve-se a presenga de compostos responsaveis por
inibi¢do de agentes patog€nicos, entre os quais destacam-se:
a) peroxido de hidrogénio: o lactobacilo tem a habilidade de gerar perdxido de

hidrogénio durante o crescimento por diferentes mecanismos: (FIGURA 6)

FIGURA 6 - MECANISMOS DE GERACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Piruvato + O, _ acetil fosfato + CO, + H,0,
piruvato oxidase

Lactato + O, _— piruvato + H;O,
L-lactato oxidase

Lactato + O, _> piruvato + H,0,
NAD-independente
D-lactato dehidrogenase

NADH +H "+ 02 _— NAD + H202
NADH oxidase

FONTE: BEUCHAT; GOLDEN (1989)

O actimulo de peréxido de hidrogé€nio no meio de cultivo pode ocorrer, pelo
fato de lactobacilos ndo possuirem a enzima catalase (a catalase ¢ uma ferro-porfirina
proteina que tem a propriedade de decompor H,0,, FIGURA 7), poucas espécies
decompde o peréxido por uma pseudocatalase (KANDLER; WEISS, 1989).

FIGURA 7 - MECANISMO DE DECOMPOSICAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO POR
CATALASE

Catalase
2H.0:> >2 H0 +Oz

FONTE: BIER (1985)



Revisdo da literatura 27

A formagio e acimulo de peréxido de hidrogénio por lactobacilos em meio de
cultivo com o subseqiiente efeito antagonista, foram mostrados com Staphilococcus
aureus € Pseudomonas sp (BEUCHAT, GOLDEN, 1989).

Kullisaar et al (2002) identificaram espécies de Lactobacillus fermentum, E-3 e
E-18, com substancial atividade antioxidante, expresso pela enzima manganés
superoxido dismutase que apresenta alta resisténcia a varias substdncias oxigénio
reativas, como: peroxido de hidrogénio, superoxido e radicais hidroxilas. Sua atividade
antimicrobiana combinada com propriedades antioxidativas podem servir como
principais defesas no ecossistema microbiano intestinal € sobretudo contra o estresse
oxidativo endégeno e exogeno;

b) bacteriocinas e substidncias inibidoras semelhantes a bacteriocinas:
bacteriocinas sdo proteinas antibacterianas produzidas por bactéria que destroem ou
inibem o crescimento de outras bactérias. O termo “substancias inibidoras semelhantes
as bacteniocinas” (Bacteriocin-like Inhibitory Substances — BLIS) ¢é aplicado as
substancias antagdnicas que nfo sdo completamente ou ndo condizem aos critérios
tipicos de bacteriocinas. Elas tém sido reportadas por inibir uma larga faixa de ambas
as bactérias: Gram positivo e Gram negativas (SAEED et al, 2004).

A reuterina, reutericina e reutericiclina sdo compostos antagdnicos de
Lactobacillus reuteri. Recentemente, reutericiclina, um acido tetramico, foi purificado
de culturas de Lactobacillus reuteri isoladas de cereais (GANZLE, 2004).

O Lactobacillus fermentum , espécie 466, produz uma unica bacteriocina, a qual
¢ uma proteina termoestavel (resiste a temperatura de 96 °C por 30 minutos) e sensivel
a enzimas: tripsina e pepsina, mas ndo a lisozima (KLERK; SMIT, 1967; TAGG;
DAJANI; WANNA MAKER, 1976). E uma proteina lipocarboidrato, composta de 16
aminoacidos, quatro agucares, hexosamina e fésforo A atividade bioldgica deste
complexo ¢ dependente da integridade estrutural (KLERK; SMIT, 1967);

c) acidos organicos: os dados atuais sugerem que o modo de agdo de acidos
orgénicos ¢ atribuido a redugdo direta do pH do substrato, reducdo do pH celular
mterno por ionizagdo dos acidos ndo dissociados, ou interrupg¢do do transporte do

substrato pela alteragdo da permeabilidade da membrana celular.
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A mibi¢do do transporte de substrato ocorre pelo fato de que os acidos
organicos podem inibir a oxidagdo do NADH, eliminando suplemento de agentes
redutores para os sistemas de transporte de elétrons (BEUCHAT; GOLDEN, 1989). A
eficiéncia da inibigdo microbiana de um acido depende de seu valor de pKa, que € o
pH ao qual 50% do acido esta dissociado (TABELA 1). O pKa de muitos acidos
organicos esta entre pH 3 e 5. Eles sdo geralmente mais efetivos em baixos valores de
pH (BEUCHAT; GOLDEN, 1989).

TABELA 1 - VALORES DE pKa DE ALGUNS ACIDOS ORGANICOS

Acidos pKa

Acido formico 3,75

Acido acético 4,75

Acido propiénico 4,88

Acido lactico 3,88

Acido fumarico 3,03/4,38
Acido citrico 3,14/4,76/6,39
Acido sorbico 4,76

FONTE: ROTH (2005)

Os acidos organicos apresentam efeitos fisiologicos relacionados ao sistema
imune, esvaziamento gastrico ¢ motilidade intestinal e também com a absor¢do de
minerais, especialmente calcio, além da agua.

O formiato ¢ importante no metabolismo, na transferéncia de substancias que
contém um carbono e sdo geradas principalmente durante o metabolismo de
aminoacidos. O acido formico € um acidificante eficiente e, além disso, apresenta agdo
antimicrobiana independente de pH e inibe as descarboxilases e enzimas porfirinicas,
especialmente a catalase.

O 4cido formico € especialmente efetivo contra as leveduras e muitas bactérias
(TABELA 2). As bactérias lacticas e os fungos sdo bastante resistentes ao acido
formico. O efeito antibacteriano pode ser explicado pela presenca de prétons (ions H')
e anions (HCOO"). O acido formico divide-se depois de atravessar a parede celular das
bactérias, inibindo a sintese de proteina bacteriana. Significa que as células bacterianas
sdo submetidas a um consideravel estresse, o qual impede sua multiplicagdo (LUCK,
1981; APCS, 2005; ROTH, 2005).
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TABELA 2 - ACAO INIBIDORA DO ACIDO FORMICO FRENTE A BACTERIAS

Bactéria Valor de pH Concentragio inibidora limite

em ppm

Pseudomonas sp. 6,0 250-750
Micrococcus pyogenes 6,0 1400
Streptococcus lactis 5,2 400

Lactobacillus arabinosus 6,0 3500-5000
Escherichia coli 5,2 70-100
Bacillus sp. 6,0 50-500

FONTE: LUCK (1981)

A agdo antimicrobiana do acido lactico € relativamente pequena. Atua
principalmente contra as bactérias, especialmente as anaerobias. Grande parte de sua
atividade deve-se a diminuigdo do pH (LUCK, 1981).

A agdo antimicrobiana do acido acético, como a do formico, deve-se a
diminui¢do do pH pois atravessa a membrana celular e desnatura as proteinas do
protoplasma. Num substrato acidificado a pH 3, a atividade antimicrobiana do 4cido
acético é de 10 a 100 vezes superior a de qualquer outro acido, por exemplo, o acido
cloridrico. Esta diferenga deve-se ao fato de que o acido acético ndo dissociado penetra
melhor na célula devido a sua lipossolubilidade (LUCK, 1981).

2.5.2 Caracteristicas Morfologicas e Citologicas de Lactobacillus reuteri

Outros nomes para Lactobacillus reuteri (NCBI, 2005a):
Lactobacillus fermentum biotipo I,

Lactobacillus fermentum subsp. reuteri;

Lactobacillus reuteri Kandler et al. 1982;

Lactobacillus reuteri (plasmid pGT232).

Origem do nome: reuteri de Reuter, nome de G. Reuter, um bacteriologista
alemdo.
Os Lactobacillus reuteri sdo ligeiramente irregulares, bastdes inclinados com

terminagdes arredondadas, geralmente 0,7-1,0 por 2,0-5,0 pm, apresentam-se sozinhos,
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em pares € pequenos grupos. Geralmente crescem bem a 45 °C; € 40-42,3 % mol G+C
(guanina+citosina) no acido desoxirribonucéico (DNA), sendo o tipo de espécie DSM
20016. (KANDLER; WEISS,1989; DSMZ, 2005).

O Lactobacillus reuteri é uma bactéria acido lactica heterofermentativa
obrigatéria, habitante comum no trato gastrintestinal de seres humanos e animais.
Pertence a microflora predominante de cereais fermentados e produtos provenientes da
carne (KANDLER; WEISS,1989; GANZLE, 2004). Espécies de Lactobacillus reuteri
foram isoladas do intestino de suino (EL-ZINEY et al, 1998; JONSSON; STROM,;
ROOS, 2001), de peru, frangos, macacos (JONSSON; STROM; ROOS, 2001) e
criangas (KAWAI et al, 2001).

A espécie Lactobacillus reuteri ndo pode ser distinguida da espécie L.
fermentum por simples testes fisiologicos. A determinagdo da % mol G+C
(guanina+citosina), acido diamino da peptideoglicana ou mobilidade eletroforética de
acido lactico desidrogenase (LDH), claramente separa as duas espécies, QUADRO 2,
(KANDLER; WEISS,1989).

QUADRO 2 - CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE Lactobacillus

Jermentum E L. reuteri

Espécie Tipo de | Mobilidade | %Mol | Isomero | Crescimento | NH;

peptideoglicano eletroforética | G+C | do acido | a 15 °C provenie
d-LDH I|-LDH lactico nte da
arginina

Lactobacillus | Ornitina-dAsp | 1,85 - 52-54 DL - +

ermentum

Lactobacillus Lisina-dAsp 1,74 0,88 | 40-42 DL - +

reuteri

FONTE: KANDLER; WEISS (1989)
NOTA: +, 90% ou mais de espécies positivas; -, 90% ou mais de espécies negativas.

Espécies de Lactobacillus reuteri CRL 1100 produzem a enzima invertase, uma
enzima hidrolitica que catalisa as ligagdes glicosidicas entre glicose e frutose da
sacarose, usado para produgdo de agucar invertido. A invertase (B-frutofuranosidase)
de Lactobacillus reuteri CRL 1100 ¢ uma glicoproteina composta por uma unica

subunidade com um peso molecular de 58 kDa. A enzima é estavel a temperatura
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abaixo de 45 °C e na faixa de pH de 4,5 a 7, com maxima atividade a pH 6 a 37 °C
(GINES; MALDONADO; VALDEZ, 2000). Uma razdo na qual as enzimas mostram
um pH 6timo é devido ao efeito do pH na estabilidade da molécula. O pH nio
favoravel do meio afeta a ionizagdo de aminoacidos residuais, que pode resultar em
graves transi¢des estruturais conformacionais devido a destruigdo da estabilidade
estrutural i6nica e liga¢des de hidrogénio (KAPLAN; BAKIR,1998).

A espécie de L reuteri 121 produz uma grande quantidade de
exopolissacarideos (homopolimeros da sacarose) glucana e frutana. As bactérias acido
lacticas exopolissacarideas podem contribuir para a saide humana como prebidticas
por possuirem atividade antitumoral, imunomoduladora e redutora do colesterol
(HIJUM et al, 2001).

O Lactobacillus reuteri é também considerado um candidato a probiético, pois
algumas espécies de L. reuteri apresentam varios efeitos benéficos ao organismo do
hospedeiro, incluindo a protegdo contra efeitos de patéogenos como Salmonella,
Cryptosporidium e rotavirus (MUKALI 2002).

O Lactobacillus reuteri ¢ utilizado como probidtico em leites fermentados,
queijos € também se apresenta em comprimidos. Existem diversos trabalhos sobre os
efeitos benéficos deste microrganismo, sua capacidade de implantagdo em humanos e

seu emprego como suplemento alimentar (OROBON, 2003).

2.5.2.1 Reuterina

A reuterina - (-hidroxipropionaldeido - € wuma potente substincia
antimicrobiana contra bactérias Gram negativas e positivas, leveduras, fungos e
protozoarios. A reuterina ¢ uma substancia neutra, solivel em agua, nio protéica e de
baixo peso molecular. Trata-se de um metabdlito intermediario produzido durante a
fermentagdo anaerébica do glicerol por espécies de Lactobacillus reuteri (LINDGREN;
DOBROGOSZ,1990; EL-ZINEY et al, 1998; GANZLE, 2004). Esta descrita como um
equilibrio entre as formas mondémero, mondémero hidratado ¢ dimero ciclico do B-

hidroxipropionaldeido (B-HPA). E efetiva em um amplo intervalo de pH (de 2 a 8),
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mostrando mais estavel a pH acido, enquanto que a pH 11 degrada-se imediata e
irreversivelmente.

O B-HPA ¢ um metabdlito intermediario na via de redugdo do glicerol descrito
em Klebsiella, Citrobacter, Clostridium e Lactobacillus. Esta via permite a alguns
lactobacilos, como Lactobacillus reuteri, utilizar o glicerol como aceptor de elétrons
na presenca de carboidratos assimilaveis, porém ndo como fonte de carbono (FIGURA
8). O glicerol transforma-se em B-HPA devido a glicerol desidratase coenzima B, -
dependente e, atna como aceptor externo de elétrons mediante sua redugdo a 1,3
propanodiol pela 1,3 propanodiol desidrogenase (oxidoredutase NAD"dependente). A
enzima glicerol desidratase de Lactobacillus reuteri tem sido purificada e
caracterizada. Esta via estd controlada geneticamente pela dha (dehidroxiacetona)
regulagdo em Klebsiella ou Citrobacter ¢ inclm um desvio oxidativo que leva o
glicerol até o ciclo glicolitico. Quando o fornecimento de NADH procedente da
glicdlise termina, ou seja, na fase estacionaria de crescimento, o Lactobacillus reuteri
se diferencia de outros microrganismos por continuar produzindo B-HPA, apesar de
ndo ser mais necessario do ponto de vista bioenergético. Este B-HPA ¢é acumulado e

excretado em condi¢des de anaerobiose.
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FIGURA 8 - A REUTERINA COMO METABOLITO INTERMEDIARIO NA VIA DA

DEGRADACAO DO GLICEROL
HOCHOH
| Mondmero hidratado
Cll-lz
CH:OH
g'ilZ)OH Glicerol desidratase Cli'io Oxidoredutase C'II2OH
HOH > CH: > CH:
| | I
CH:0OH CHzOHNADHH:-ANADi- CH:0OH
Glicerol Beta-Hidroxipropionaldeido 1,3-Propanodiol
( Monémero)

\ /(\OH
X

Dimero ciclico

FONTE: OROBON (2003)

A reuterina parece atuar sobre a sintese de DNA inibindo enzimas sulfidrilas
implicadas na atividade ribonucleotideo-redutase, sendo capaz de mibir patégenos
Gram positivos como Staphylococcus, Listeria, Clostridium ou Bacillus e Gram
negativos como E. coli, Yersinia, Shigella, Pseudomonas ou Salmonella. As bactérias
lacticas mostram-se mais resistentes a ag¢do da reuterina, sendo necessarias
concentragdes 3 a 5 vezes maiores. A temperatura entre 10-30° C aumenta o efeito da
reuterina, enquanto que o pH 4,5-6,5 e concentragdes de sal (0,5-3%) ndo mostram
interagdo com o efeito da reuterina em caldo Infusdo Cérebro-Coragido (Brain Heart
Infusion - BHI) suplementado com glicose e extrato de levedura.

A hidrélise dos triglicerideos da dieta pode contribuir para o glicerol necessario

ao Lactobacillus reuteri para a produgdo de reuterina no intestino (OROBON, 2003).
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2.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE MICRORGANISMOS ISOLADOS

Recentemente, muitos esforgos tém sido feitos na procura de espécies de
Lactobacillus isolados de seres humanos e animais com potencial probiético. Para este
proposito, métodos de identificagdo simples e seguros sdo requeridos. Testes
convencionais bioquimicos e fisioldgicos (DAVIS, 1955) certamente tém algumas
limitagdes na discnminagdo de um grande numero de isolados, mostrando
semelhangas nas caracteristicas fisioldgicas. Entretanto, muitos estudos tém
focalizados a aplicagdo de técnicas de biologia molecular para uma rapida
identificagdo de Lactobacillus. A técnica de hibridizagdo de DNA-DNA tem
melhorado o conhecimento nas relagdes taxonomicas entre espécies de Lactobacillus,
porém ¢ uma técnica demorada e trabalhosa. Ao lado, varios métodos como:
seqiienciamento de acido desoxirribonucléico (DNA), analises de acidos graxos e
perfil do polimorfismo dos fragmentos de restri¢do enzimatica (RFLP) tém sido
estabelecidos e aplicados para a identificagdo de probidticos. Recentemente, genes de
RNA ribossomal tém sido geralmente aceitos como potenciais alvos para analises de
identificagdo e filogenética de bactéria. Usando a reagdo da polimerase em cadeia
(PCR) DNA ribossomal 16S ou DNA nibossomal 23S, primers alvos tém tido éxito na
deteccdo e identificagdo em espécies correspondentes a Lactobacillus (SONG et al,
2000; KWON et al, 2004).

O método de referéncia ¢ a hibridizagio DNA-DNA, porém pode ser usado o
gene para o RNA ribossomal 16S (DNA ribossomal 16S), neste caso, é recomendavel
que a técnica genotipica seja correspondente aos testes fenotipicos para confirmagio
(FAO/WHO, 2002).

2.6.1 Estrutura dos Acidos Nucléicos
Os acidos nucléicos sdo polimeros lineares de nucleotideos, unidos por ligagdes

fosfodiésteres. Estes constituem os genes, localizados nos cromossomos das células.

Os genes contém as informagdes bioldgicas dos organismos que sdo realizadas por
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meio do cdédigo genético, cuja tradugdo resulta na sintese protéica. Cada nucleotideo é

composto de um grupo fosfato, um agucar (pentose) e uma base nitrogenada (purica ou

pirimidica). Existem dois tipos de 4cidos nucléicos, o acido desoxirribonucléico (DNA)
(FIGURA 9) ¢ o acido ribonucléico (RNA), cujas diferengas residem no tipo de agicar

e na composi¢do de bases nitrogenadas da molécula. No RNA, a pentose é sempre a

ribose, €, no DNA, ¢ a desoxirribose. As bases adenina (A), guanina (G) e citosina (C)

sdo encontradas tanto no DNA como no RNA. A base tiamina (T), s6 no DNA e,

uracil (U), s6 no RNA (ANDREOTTI, 2000).

FIGURA 9 - ESTRUTURA EM DUPLA HELICE DA MOLECULA DE DNA

FONTE: BIOLOGYCORNER (2005)

Os nucleotideos estdo ligados covalentemente por ligagdes fosfodiésteres
formando entre si pontes de fosfato. O grupo hidroxila do carbono-3 da pentose do
primeiro nucleotideo se liga ao grupo fosfato ligado a hidroxila do carbono-5 da
pentose do segundo nucleotideo através de uma ligagdo fosfodiéster.

Devido a esta formagdo, a cadeia de DNA ou RNA fica com uma direcdo
determinada, isto é, em uma extremidade tem-se livre a hidroxila do carbono-5 da
primeira pentose €, na outra livre a hidroxila do carbono-3 da ultima pentose. Isto
determina que a orientagdo quimica de uma fita de DNA ou RNA se faga na direg¢do de
5' para 3'. (VIRTUAL, 2005).
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2.6.2 Extragdo e Analise de DNA

O 4cido desoxirribonucléico (DNA) pode ser estudado, dentro da célula,
diretamente nos cromossomos, por meio de técnicas que localizam seqiiéncias
especificas de acidos nucléicos in situ (hibridagdo in situ); assim como, pode ser
analisado 1soladamente, isto €, apenas a molécula de DNA. Para a analise do isolado, é
necessario, primeiro, separar os componentes celulares em fragdes purificadas. Essa
separagdo € possivel devido as propriedades como a solubilidade diferencial, de cada
macromolécula (RNA, DNA, proteina, lipidio e outros), que possibilita a obtengdo de
uma preparagdo que contenha apenas DNA (FERREIRA, 2000).

A grande maioria dos protocolos de extragdo de DNA gendémico de bactérias,
células de plantas ou de mamiferos envolvem, via de regra, cinco etapas bdasicas
(FIGURA 10). Algumas modifica¢gdes dos protocolos ocorrem visando resolver
problemas referentes a espécie em estudo. Na primeira, ¢ promovido o rompimento de
parede e membranas celulares. Na segunda, o material é ressuspendido em um tampao
de extragdo contendo detergente, acido etileno diamino tetracético (EDTA) e agentes
tamponantes, visando a solubilizagdo de membranas lipoprotéicas e desnaturagio de
proteinas, enquanto o DNA ¢é protegido da agdo de enzimas de degradagdo. Na terceira,
essa suspensdo € submetida a uma extragdo com um solvente organico. As fases
organica e aquosa sdo separadas por centrifuga¢do. Nessa etapa, contaminantes como
proteinas, lipideos e outras macromoléculas, sdo retidos na fase orginica (inferior),
enquanto que o0 DNA, RNA e alguns polissacarideos sdo retidos na fase aquosa
(superior). A solugdo aquosa ¢ entdo tratada com ribonuclease pancreatica (RNAse) ou
centrifugada em gradiente de cloreto de césio (CsCl) para a remogdo do RNA. Na
quarta etapa, um alcool (Ex.: isopropanol ou etanol) € adicionado a fase aquosa. O
DNA na presenga de sal e alcool forma um precipitado, freqiientemente, visivel, que
pode ser retirado ou sedimentado por centrifuga¢do. Apds lavagens do precipitado com
alcool, na ultima etapa, o precipitado de DNA é ressuspendido em tampédo Tris-EDTA.

Freqiientemente, torna-se necessaria a purificagdo ou a concentragdo da solugdo

de DNA antes de estudos analiticos ou de manipulagdo enzimatica.
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FIGURA 10 - ESQUEMATIZACAO DAS ETAPAS BASICAS DO PROCEDIMENTO DE
EXTRACAO DE DNA GENOMICO
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FONTE: FERREIRA (2000)

2.6.3 Detecgdo e Quantificagcdo de DNA

Virios sdo os métodos utilizados na quantificagdo de DNA:

- Método de quantificagdo por meio de fluorimetro — baseia-se na adi¢do de um
composto, o DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindole), a solugdo de DNA, e na
quantificagdo do DNA com base na emissdo de fluorescéncia por este composto.
Quanto maior a fluorescéncia emitida, maior a concentragdo de DAPI associada ao
DNA, portanto, maior a concentra¢do de DNA.

- Outro método baseia-se na propriedade da molécula do DNA em absorver radiagdo
UV (ultravioleta) ao comprimento de onda de 260 nm. A relagdo absorbancia 260
nm/absorbancia 280 nm de uma amostra de DNA fita dupla pode ser usada para
avaliar sua pureza. Para o DNA puro, o valor ¢ 1,8. Valores acima sugerem
contaminag@o por RNA e, valores abaixo, contaminagdo por proteina.

- Andlise comparativa de amostras coradas com brometo de etidio em géis de agarose.
A técnica consiste de uma seqii€éncia crescente de concentragdes de solugdo padrdo de

DNA, pareadas, em gel de agarose, nas quais se compara uma amostra de
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concentragdo desconhecida de DNA. A estimativa das concentra¢es das amostras é
entdo feita sob luz UV, com base na fluorescéncia emitida pela molécula de DNA,
apos o gel ser tratado com brometo de etidio. Este é uma substincia intercalante,
largamente utilizada na revelagdo do DNA, pois se combina firmemente com a
molécula de DNA de dupla fita.

2.6.4 Eletroforese

A eletroforese baseia-se na movimentagdo de moléculas (proteinas, isoenzimas,
acidos nucléicos e outras) por meio de uma matriz tamponada (amido, agarose,
acrilamida). A matriz funciona como um filtro, separando as moléculas de acordo com
o tamanho e/ou carga elétrica liquida que possuem quando submetidas a um campo
elétrico. Nos acidos nucléicos, o grupo fosfato é responsavel pela forte carga negativa
em condig¢bes de pH neutro (tampdo Tris-EDTA-Acetato (TAE)), fazendo com que os
fragmentos migrem para o polo positivo (dnodo) durante a eletroforese. Como a carga
elétrica liquida dos fragmentos € negativa, a separagdo ocorrera com base no tamanho
destes.

A separagdo de fragmentos de DNA de 60 pares de bases (pb) a 100 pb pode ser
verificada, eficientemente, utilizando agarose (uma forma purificada de agar extraido
de algas marinhas). As moléculas de acido nucléico migram através dos poros do gel,
com velocidade dependente de seu peso molecular ¢ de sua forma. Pequenas ou
compactas moléculas migram mais rapido que moléculas grandes ou relaxadas. Alguns
fatores importantes afetam a migragdo dos acidos nucléicos no gel; dentre eles, a
conformagdo do acido nucléico, o tamanho dos poros do gel, a corrente aplicada € a

concentragdo de sal no tampdo (FERREIRA, 2000).
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2.6.5 Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

A reagdo da polimerase em cadeia (PCR) ¢ um método in vitro de sintese
enzimatica de uma seqiiéncia especifica de DNA, ou seja, permite amplificar um
namero de copias de um determinado fragmento de DNA de interesse, gerando
milhGes de copias exatas de um fragmento de DNA a partir de, tdo somente, uma copia
original em apenas duas ou trés horas. Nessa sintese sdo utilizadas duas seqii€ncias de
oligonucleotideos (primers) que hibridizam-se nas fitas opostas de DNA e flanqueiam
a regido do DNA a ser amplificada. A série repetida de ciclos que envolvem a
desnaturagdio do DNA, que contém a seqiiéncia a ser amplificada, anelamento do
primer ¢ extensdo do primer anelado pela DNA polimerase resulta em acimulo
exponencial do fragmento especifico de DNA (FIGURA 11).



FIGURA 11 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA
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Os produtos sintetizados em cada ciclo atuam como molde no proximo ciclo, por
1sso, o numero de seqii€ncias ampliadas duplica apds cada ciclo. Portanto, em um
programa que tem vinte ciclos, a amplificagdo é de 2%

Um ponto crucial na PCR sdo os primers. SO havera amplificagdo de DNA, se
houver hibridagdo do primer com a regido do DNA a ser amplificada. Este quesito
confere especificidade a reagdo, pois entre as inameras seqiiéncias de DNA de uma
amostra, somente sera amplificada aquela que possuir regides complementares aos

primers utilizados (MADRUGA, 2000).

2.7 MICRORGANISMOS E MEIOS DE CULTURA PARA APLICACAO
INDUSTRIAL

Os microrganismos e meios de cultura devem apresentar caracteristicas
desejaveis para que seja possivel o estabelecimento de processo produtivo em larga
escala. Conforme pode-se observar na FIGURA 12 o sucesso de um dado processo
fermentativo depende muito de uma correta definicdo de quatro pontos basicos: o
microrganismo, o meio de cultura, a forma de condugdo do processo fermentativo e as
etapas de recuperagdo do produto.

A fermentagdo € o processo pelo qual os carboidratos e substancias similares
oxidam, liberando energia na auséncia de aceptores extermos de elétrons (O,). Neste
processo, as alteragdes quimicas produzidas no substrato orginico sdo ocasionadas
pelas enzimas elaboradas pelos microrganismos fermentadores (JAY, 1994;
MACEDO, 1997).
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FIGURA 12 - ESQUEMA GERAL DE UM PROCESSO FERMENTATIVO
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2.7.1 Caracteristicas Desejavels aos Microrganismos

Para uma aplicagdo industrial espera-se que os microrganismos apresentem as
seguintes caracteristicas gerais:
- apresentar elevada eficiéncia na conversdo do substrato em produto;
- permitir o acumulo do produto no meio de forma a ter elevada concentragdo do
produto no caldo fermentado;
- ndo produzir substincias incompativeis com o produto;
- apresentar constancia quanto ao comportamento fisiologico;
- ndo ser patogénico;
- ndo exigir condigdes de processo muito complexas;
- ndo exigir meios de cultura dispendiosos;

- permitir a rapida liberagdo do produto para o meio.
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Uma célula deve permitir elevada conversdo do substrato em produto, pois com
muita freqiiéncia, as matérias-primas incidem pesadamente no custo do produto final,
podendo mencionar uma incidéncia de 38 a 73% do custo total de produgdo, como
sendo, devido as matérias-primas, em particular, a fonte organica de carbono.

Por outro lado, é sempre desejavel que o microrganismo permita um elevado
acimulo do produto no meio, sem sofrer inibigdo mais acentuada em virtude deste
acamulo, pois isto concorre a uma redugdo nos custos de recuperagdo, os quais
também podem ser muito acentuados.

Uma outra caracteristica, da mais alta importancia, refere-se a estabilidade
fisiologica da linhagem a ser empregada industrialmente. Isso significa que ndo basta
ter uma linhagem hiperprodutora de uma dada substincia de interesse, mas conhecer
as técnicas mais adequadas para a sua conservagdo e, além disso, mantida como
excelente produtora da substancia de interesse ao longo de todas as etapas envolvidas,
desde sua proliferagdo em nivel de laboratério, germinadores e biorreator principal.

Um microrganismo também ndo deve exigir condigdes de processo muito
complexas, por motivos claros de economicidade da produgdo. O ideal é que o
microrganismo tenha uma faixa de valores 6timos de pH e temperatura e ndo valores
pontuais, particularmente no que se refere ao acamulo do produto. Nessa diregdo, sdo
igualmente muito interessantes 0s microrganismos que conseguem manter um bom
desempenho, quando cultivados em baixas concentragdes de oxigénio dissolvido
(SCHMIDELL, 2001).

2.7.1.1 Principios do crescimento microbiano

O crescimento de microrganismos pode ser avaliado pelo aumento da massa
celular ou pelo nimero de células e, é o resultado de uma série de eventos altamente
coordenados e enzimaticamente catalisados. A expressio maxima do crescimento
microbiano €é dependente do transporte dos nutrientes necessarios, fontes de carbono,

nitrogénio, vitaminas € sais minerais, que se transferem a célula (transferéncia de
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massa) e de parametros ambientais, como temperatura e pH, que devem ser mantidos
no valor 6timo.

Os aspectos que devem ser observados, ao se projetar uma produgdo de
microrganismos, processo de produgdo massal, dizem respeito a0 microrganismo em si,
aos substratos nutricionalmente importantes para o desenvolvimento desses
MICTOrganismos € aos processos que serdo utilizados na produgio e na recuperagio.
Isso também leva em conta pardmetros e variaveis do processo para otimizagdo e
ampliagdo de escala. Envolve ainda as analises, ou seja, a metodologia de
acompanhamento das fases de crescimento, de produgdo de metabolitos primarios ou
secundarios, do processo como um todo, incluindo a separagio e a formulagao.

Para um processo economicamente viavel, dependendo do sistema, é desejavel
isolar linhagens que demandem curtos tempos de fermentagio, ou seja, tenham
elevada velocidade especifica de crescimento, ndo produzam pigmentos indesejavesis,
tenham exigéncia de aeragdo reduzida, exibam formagdo de espuma decrescente
durante o processo de fermentagdo, ou que sejam capazes de metabolizar substratos de

baixo custo (SCHMIDELL,2001).

2.7.1.2 A curva de crescimento microbiano

Apoés a moculagdo de um meio de cultura favoravel ao desenvolvimento do
microrganismo em estudo, sob temperatura controlada e agitacdo adequada, observa-se
um comportamento nos valores da concentragio celular.

As seguintes fases no crescimento sdo observadas:

Fase 1 — conhecida como fase lag ou de laténcia. Segue-se imediatamente apds a
inoculagdo do meio com o microrganismo em questdo. Trata-se de um periodo de
adaptagdo durante o qual a célula sintetiza as enzimas necessarias a0 metabolismo dos
componentes presentes no meio.

Durante essa primeira fase, ndo ha reprodugio celular e, assim, X (concentragio

de biomassa) = X, (concentrag¢ao inicial de biomassa) = constante.
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A duragdo dessa fase varia principalmente com a concentragdo do indculo (e,
portanto, com o valor de X,)), com a idade do microrganismo (tempo de pré-cultivo) e
com o seu estado fisioldgico.

Com efeito, se as células forem pré-cultivadas em um meio de composi¢do
diferente, o tempo referente ao fendmeno de indugdo pode ser apreciavel; caso
contrario, € possivel que tal fase ndo exista.

Fase 2 — Essa ¢ a fase de transi¢do onde se observa o inicio da reprodugdo microbiana
propriamente dita.

Ha um aumento gradual, tanto da velocidade de reprodugdo, como da
velocidade especifica de crescimento, onde nem todos os microrganismos completam
a fase anterior simultaneamente. No fim dessa fase, a populagdo inteira comega a se
dividir em um intervalo regular médio de tempo.

Fase 3 — E denominada fase logaritmica ou exponencial, onde a velocidade especifica
de crescimento (ux =y ) € constante ¢ maxima. Onde: py (velocidade especifica de
crescimento) e py (maxima velocidade especifica de crescimento ou reprodugdo).

Fase 4 — Conhecida como fase linear de crescimento por apresentar a velocidade de
reprodugdo constante. Essa fase pode ocorrer sem a prévia existéncia da fase
logaritmica, como é o caso de microrganismos filamentosos, onde ha limitagdo no
transporte de nutrientes do meio para o interior da célula.

Fase 5 — Desaceleragdo. Devido ao esgotamento de um ou mais componentes do meio
de cultura, necessarios ao crescimento e, também, devido ao acamulo de metabdlitos
inibidores, ambas as velocidades - de crescimento e especifica - diminuem até se
anularem, no tempo t; (tempo final da fermentagéo).

Fase 6 — Estacionaria. Nessa fase, X atinge o valor maximo e constante Xy
(concentragdo maxima de biomassa), onde ha um balango entre a velocidade de
crescimento ¢ a velocidade de morte do microrganismo, ocorrendo também
modificagdes na estrutura bioquimica da célula.

Fase 7 — Declinio ou lise. O valor da concentragdo celular diminui a uma velocidade

que excede a velocidade de produgdo de células novas. Ocorre, durante o declinio,
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uma /ise celular, autdlise ou rompimento dos microrganismos, provocada pela agdo de

enzimas intracelulares (HISS, 2001).

2.7.1.3 Cinética de processos fermentativos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na analise
da evolugdo de concentragdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em
fungdo do tempo de fermentagdo. Entendem-se como componentes 0 microrganismo
(ou a biomassa), os produtos do metabolismo (ou metabodlitos) e os nutrientes ou

substratos que compdem o meio de cultura.

2.7.2 Caracteristicas Desejaveis de Meios de Cultivo

O desempenho de um dado microrganismo depende muito da composi¢do do
meio de cultura em que € cultivado.

Algumas caracteristicas gerais que devem ser consideradas:

- de baixo custo;

- atender as necessidades nutricionais do microrganismo;

- auxiliar no controle do processo, como € o caso de ser ligeiramente tamponado,
para evitar variagdes drasticas de pH, ou evitar uma excessiva formagdo de espuma;

- nfo prejudicar a recuperagio do produto;

- os componentes devem permitir algum tempo de armazenagem, a fim de estarem
disponiveis todo o tempo;

- ter composi¢do razoavelmente fixa;

- ndo causar dificuldades no tratamento final do efluente.

Todas essas sdo caracteristicas importantes, destacando-se o custo do meio de
cultura, que deve ser o menor possivel ¢ atender as necessidades do microrganismo
selecionado.

Os microrganismos utilizam como fonte de carbono e, freqilentemente, de

energia, diversos agucares, tais como: glicose, sacarose, frutose ou ainda
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polissacarideos como o amido e a celulose. Como fontes de nitrogénio sdo
freqiientemente utilizados sais, como o (NH,),SO;, - 0 qual costuma provocar redugdes
significativas do pH e, em alguns casos, fenémenos de inibi¢do pelo sulfato -, o
(NH,);HPO,4, ou aminoacidos, ou a uréia - a qual permite reduzir os problemas de
controle do pH. Como fontes de fosforo utilizam-se os fosfatos soluveis, como o
monoamonio fosfato (MAP), ou diamonio fosfato (DAP), os quais passam a ser fontes
de nitrogénio e fosforo simultancamente. Ainda necessita-se adicionar outros
elementos, como: Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn, Co etc, em concentragdes
freqiientemente muito reduzidas, na forma de seus sais soltveis.

Os meios de cultura constituidos apenas por essas substdncias costumam ser
chamados de meios definidos, ou meios sintéticos, cuja composig¢do quimica é sempre
muito bem conhecida e pode ser reproduzida a qualquer instante. Por essa razio, para
as células que apresentam bom desempenho em meios desse tipo, espera-se a
ocorréncia de um sistema produtivo muito estavel, além de, em geral, ndo
apresentarem problemas quanto a recuperagdo e purificagdo do produto final. Esses
meios, sendo mais onerosos, podem ser preferidos, caso realmente permitam uma
maior economia nas etapas de recuperagao do produto.

No entanto, para uma grande variedade de linhagens, ha a necessidade da
adicdo de certos fatores de crescimento, ou seja, alguns aminoacidos especificos ou
vitaminas (como a biotina, tiamina e riboflavina). Quando se conhecem essas
necessidades especificas, € possivel adicionar substancias puras, a fim de manter o
meio em sua forma mais definida, mas o custo destes meios pode tornar-se inviavel,
particularmente para instalagdes de grande porte, a menos que isto signifique um
enorme ganho econémico na recuperagio do produto, ou preserve alguma
caracteristica fundamental deste produto, necessariamente de alto valor agregado.

Alternativamente, para suprir as necessidades de linhagens mais exigentes e, em
geral, com caracteristicas nutricionais mal conhecidas, podem-se adicionar certos
materiais complexos como: extrato de levedura (autolisado de leveduras), extrato de
carne, extrato de malte e peptona (hidrolisado de proteinas). Esses materiais

(individuais ou adicionados conjuntamente) permitem introduzir no meio de cultura os
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fatores faltantes em um meio definido, mas além de onerosos, sdo complexos e de
composigdo variavel ao longo do tempo de armazenagem e na dependéncia do
fabricante e do lote empregado. Assim, pode-se imaginar a ocorréncia de oscilagdes no
processo fermentativo, além de possiveis dificuldades nas operagdes de recuperagdo
do produto final, dependendo das caracteristicas deste produto e das operagdes de
recuperagio.

E freqiiente observar nos trabalhos basicos de isolamento ou selegdo de
linhagens, o emprego de meios contendo quantidades muito grandes desses extratos ou
hidrolisados (varios gramas por litro, ou mesmo dezenas de gramas por litro). Dessa
forma, no desenvolvimento do processo produtivo, uma das tarefas iniciais € venficar
a possibilidade da obtengdo de iguais desempenhos, porém em meios isentos desses
materiais, ou com a adigdo de quantidades minimas, tendo em vista o custo envolvido.

Na dire¢do dos meios menos complexos e, igualmente, menos onerosos, razdo
pela qual sdo empregados na maioria dos processos fermentativos em grande escala,
cumpre mencionar o uso de matérias-primas naturais, subprodutos naturais de baixo
custo, residuos e aguas residuarias com boa composi¢do e em disponibilidade.

As fontes de carbono, especialmente carboidratos, podem ser: glicose (glicose
pura, amido hidrolisado), lactose (lactose pura, soro de leite ou queijo, em pd), amido
ou fécula (cevada, centeio, trigo, aveia, farinhas e farelos diversos, soja, amendoim,
algoddo, batata, batata-doce, mandioca, sorgo) e sacarose (melago de cana
(MACHADO, 2001), de beterraba, agucar demerara, agucar refinado). As fontes
nitrogenadas, cujo teor médio apresentado, podem ser: cevada (1,5 a 2,0%), melago de
beterraba (1,5 a 2,0%), agua de macerag¢io de milho (corn steep liguor) (4,5%), farinha
de aveia (1,5 a 2,0%), farinha de centeio (1,5 a 2,0%), farelo de soja (8,0%), soro de
leite (pd) (4,5%). Os tragos de metais necessarios geralmente estdo presentes na agua
corrente ou na maioria das matérias-primas.

Essas matérias-primas sdo de composigdo quimica desconhecida e, meios de
cultura contendo esses materiais naturais, com freqiiéncia, sdo completados com
alguns sais (particularmente contendo nitrogénio e fosforo). A composi¢do quimica

destas matérias-primas estd na dependéncia de uma série de fatores, tais como solo,
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variedade do vegetal, safra, clima, processamento durante a colheita e estocagem
(SCHMIDELL, 2001).

O adequado balango de C/N pode ser fundamental, especialmente se o pH néo
for controlado.

A composicdo de meios de cultivo deve levar em conta a composig¢do elementar
do microrganismo (TABELA 3) a ser cultivado e sua capacidade de converter as
substancias quimicas do meio de cultivo em massa celular ou outros produtos
desejados. O uso de um determinado nutriente em quantidade menor que a desejada
vai provocar limitagdo da agdo microbiana. Por outro lado, o uso desse nutriente em
quantidade maior que um determinado valor, podera provocar inibi¢do dessa agdo

(SCHMIDELL, 2001).

TABELA 3 - COMPOSICAO ELEMENTAR TiPICA DE MICRORGANISMOS

Elemento Porcentual da célula seca
Carbono 50
Nitrogénio 7-12
Fosforo 1-3
Enxofre 0,5-1,0
Magnésio 0,5

FONTE: SCHMIDELL (2001)

2.7.2.1 Cana-de-agucar, fonte de matéria prima para cultivo de células microbianas

2.7.2.1.1 Panorama da produgdo de cana-de-agtcar

A cana ¢ cultivada em mais de 100 paises sendo o Brasil o maior produtor do

mundo, seguido por India e Australia.

Na média, 55% da cana brasileira vira alcool e 45%, agucar. Planta-se cana no

centro-sul e norte-nordeste, o que permite dois periodos de safra, produz-se, portanto,

o ano todo. O maior produtor nacional de cana € o estado de Sdo Paulo, que detém
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59% da produgdo, em segundo aparecem os estados do Paranid com 7,8% e Alagoas
com 6,9% (PISSAIA, 1998).

2.7.2.1.2 Origem da cana-de-agucar

A cana-de-agiicar ¢ uma graminea, perene, propria de climas tropicais e
subtropicais, pertencente ao género Saccharum. Héa vérias espécies do género
Saccharum (S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, entre outros), mas as
variedades utilizadas hoje sdo quase todas hibridas. Nelas procura-se aliar a rusticidade
de algumas espécies, como a S. spontaneum, as boas qualidades das variedades nobres
de S. officinarum (FIGURA 13) (GOMES; LIMA, 1964).

FIGURA 13 - Saccharum officinarum

FONTE: PAVONE (2004)

A origem presumivel da cana-de-agiicar é o norte da india. Ha referéncia ao
agucar datada do ano 500 d.C.. No Egito, no século IX e X, a produgdo de agucar teve
grande importidncia na economia do pais, havendo exportagio desse produto. Os

arabes levaram a cana para o norte da Africa e sul da Europa e os chineses para Java e
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Filipinas. Nos séculos XI e XII as cruzadas levaram o agucar para toda Europa e,
assim, propagaram seu comeércio € uso.

Colombo em sua segunda viagem trouxe a cana a América, comegando o seu
plantio em Sdo Domingos (Republica Dominicana) em 1494. No Brasil, o plantio
niciou-se em S3o Vicente em 1522, com a cana trazida da ITha da Madeira por Martin
Afonso de Sousa. O ciclo do agucar provocou a introdugdo, no Brasil, dos escravos

africanos trazidos pelos portugueses (BASTOS, 1987).

2.7.2.1.3 Definigdo de agucar

A resolugdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003, ANVISA, Ministério da
Saude, define agucares como todos os monossacarideos e dissacarideos presentes em
um alimento que sdo digeridos, absorvidos e metabolizados pelo ser humano. Néo se
incluem os polidis (BRASIL, 2003).

A resolugdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, aprova o regulamento técnico
sobre padrées microbiologicos para alimentos (BRASIL, 2001). O QUADRO 3
apresenta o grupo de alimento agucares, adogantes e similares, os microrganismos €
tolerancia para amostra. Para fins de aplicagdo de plano de amostragem entende-se:

a) m: é o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do
produto ou lote com qualidade intermediaria aceitavel;

b) M: € o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do
inaceitavel. Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade intermediana
aceitavel do lote inaceitavel. Valores acima de M sdo inaceitaveis;

¢) n: é o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo
lote e analisadas individualmente. Nos casos em que o padrio estabelecido € auséncia
em 25g, como para Salmonella sp e Listeria monocytogenes € outros patégenos, €
possivel a mistura das aliquotas retiradas de cada unidade amostral, respeitando-se a
proporgdo p/v (uma parte em peso da amostra, para 10 partes em volume do meio de

cultura em caldo);
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d) c¢: ¢ o nimero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens
entre os limites de m e M (plano de tr€s classes). Nos casos em que o padrdo
microbioldgico seja expresso por "auséncia”, ¢ € igual a zero, aplica-se o plano de duas
classes.

Tipos de plano:

a) duas classes: quando a unidade amostral a ser analisada pode ser classificada
como aceitavel ou inaceitavel, em fungdo do limite designado por M, aplicavel para
limites qualitativos;

b) trés classes: quando a unidade amostral a ser analisada pode ser classificada
como aceitavel, qualidade intermediaria aceitavel ou inaceitavél, em fungdo dos
limites m e M. Além de um niimero maximo aceitdvel de unidades de amostra com
contagem entre os limites m ¢ M, designado por c. As demais unidades, n menos c,
devem apresentar valores menores ou iguais a m. Nenhuma das unidades n pode

apresentar valores superiores ao M.
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QUADRO 3 - GRUPO DE ALIMENTO ACQCARES, ADOCANTES E SIMILARES, OS
MICRORGANISMOS E TOLERANCIA PARA AMOSTRA

GRUPO DE!MICRORGANISMO Tolerancia  para[Tolerancia para Amostra
ALIMENTO Amostra Representativa
INDICATIVA
n C m M

ACUCARES, ADOCANTES E SIMILARES

a) acucar refinado,/Coliformes a 45°C/g|5 5 2 5
solido (moido, em|(mL)
granulos €
similares) ou
liquido

b) aclcar cristalColiformes a 45°C/g|10 5 2 10 10
nao refinado,|(mL)
aglcar mascavo ¢
demerara, melado,
melaco e rapadura

e similares
Salmonella sp/25gjAus 5 0 Aus -
(mL)

C) edulcorantes,jColiformes aj2 5 1 2

adocantes de mesa|35°C/g(mL)
e similares, em pod,
liquido ou
comprimidos

FONTE: BRASIL (2001)
NOTA: Aus: auséncia.

2.7.2.1.4 Composi¢do quimica do fruto agricola da cana

O colmo, fruto agricola da cana, no qual se acumula a sacarose no periodo de
maturagdo, compde-se de fibra, em média 10%, e caldo, 90%. No caldo encontramos
agua (75 a 82%) e solidos totais (18 a 25%). Estes sdo compostos de agucares (15,5 a

24%) e de ndo agucares (1 a 2,5%). De maneira geral, sua composi¢do quimica ¢é
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resultante da interagdo de varios fatores, chegando a divergir dentro de uma mesma
regido, em diferentes anos, variando especialmente com as condigdes climaticas,
propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo, o tipo de cultivo empregado,
a variedade e a idade da cana, irrigagdo ou irrigagio fertilizada (vinhaga), intensidade
de desponte, estagio de maturagdo, condigdes e tempo de armazenamento na usina
(PISSAIA, 1998).

O QUADRO 4 mostra a composi¢do quimica do colmo da cana-de-agucar

normal, sadia e madura a as suas variagdes percentuais.
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QUADRO 4 - COMPOSICAO QUIMICA DO COLMO DE CANA MADURA, NORMAL E SADIA
(DADOS EM PORCENTAGENS)

Agua
74.50 (65-75)

Agucares
14,00 (12-18)

Fibras
10 (8-14)

Cinzas
0,5 (0,4-0,8)

Matérias nmitrogenadas
0,40 (0,30-0,60)

Gorduras € ceras
0,20 (0,15-0,25)

Pectina
0,20 (0,15-0,25)

Acidos combinados
0,12 (0,10-0,15)

Acidos livres
0,08 (0,06-0,10)

Sacarose 12,5 (11-18)*
Glicose 0,9 (0,2-1,0)
Frutose 0,6 (0,0-0,6)

Celulose 5,50

Lignina 2,00

Pentosana (xilana) 2,00
Goma de cana (arabana) 0,50

Si0,0,25
K,0 0,12
P,050,07
Ca0 0,02
S050,02
Na20 0,01
MgO 0,01
Cl tragos
Fe,0s tragos

Aminoacidos (como acido aspartico) 0,20
Albuminéides 0,12

Amidas (como asparagina) 0,07

Acido nitnico 0,01

Amoniaco tragos

Corpos xanticos tragos

Malico
Succinico, etc.
Malico
Succinico, etc.

Matérias corantes Clorofila
(ndo dosadas) Antocianina
Sacaretina e polifenois

FONTE: GOMES; LIMA (1964); LIMA et al (2001)
NOTA: * Os nimeros entre parénteses representam os limites de variagdo
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2.7.2.1.5 Processo de produgdo de agiicar mascavo (cru)

A principal finalidade da cana-de-agucar como matéria prima € , sem duvida, na
industria do agucar. A cana recebida pela usina, enfeixada ou ndo, representa, sempre,
um volume muito grande de maternial, o que, devido ao seu emaranhamento, traria
seriissimas dificuldades para a alimentagdo da primeira unidade esmagadora. Dai, uma
das necessidades do preparo da cana antes da extragdo do caldo. Este preparo consiste
em reduzir o colmo a pequenos pedagos ou mesmo em fibras, diminuindo assim o
volume de material e facilitando a alimentagdo das moendas. Estando o caldo contido
em células, a ruptura destas pela a¢éo do preparo facilita, sobremaneira, a sua extragao.

Na pratica, esta operagdo ¢ realizada por meio de facas rotativas, desfibradores
ou esmagadores.

A extragdo do caldo é feita, de modo geral, fazendo-se a cana preparada passar
através de sucessivos jogos de moendas. A propor¢do de caldo produzido pela
moagem varia de 50 a 100% do peso da cana, isto €, uma tonelada produz de 500 a
1000 litros de caldo; comumente admite-se a média de 850 litros. O caldo extraido
(bruto) € acido, opaco e turvo e mediante tratamento quimico com cal e aquecimento €
neutralizada a acidez e precipitam compostos principalmente de natureza coloidal, que
sdo separados por sedimentagdo. Dessa forma o caldo se torna neutro, transparente €
limpo (suco clarificado). O residuo deste processo € a torta.

Na concentragdo do caldo - processo de evaporagdo — elimina-se uma
quantidade de agua equivalente a 75 ou 78% do peso do suco e se obtém mel rico. Este
¢ submetido a evaporagdo em cozedores a vacuo, até um grau apropriado de sobre-
saturagdo para que se produza a cristalizagdo da sacarose. Pelo processo de
centrifugagdo temos a separagdo do agtcar, agicar mascavo, do produto residual, o

melago (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - FLUXOGRAMA DA PRODUCAO DE ACUCAR DE CANA-DE-ACUCAR

Cana-de-agticar madura

FACAS
DESFIBRADOR
ESMAGADOR
MOENDAS
Bagago Caldo bruto
FORNALHAS SULFITACAO
CALAGEM
AQUECIMEN:I"O
DECANTACAO
| i
N\
Cinzas Calor
», CALDEIRAS
ENERGIA Borra
. J FILTRACAO
ADUBACAO Torta
L ¢ ) / Caldo claro \ ADUBACAO
EVAPORACAOQ
Xarope
COZIMENTO
Massa cozida
CRISTALIZACAO
" W TURBINAGEM ( Aglicares cristais
clagp ) brut
FERMENTAQAO \ 1 SECrXGO%M
DESTILACAO J L ARMAZENAGEM

(] o i
inhaca . . Acgucar refinado
_L Alcoois ] CONSUMO

1 —1 i
[ADUBACA'O ] [ CONSUMO } [CONSUMO ]

FONTE: LEME; BORGES (1965)
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2.7.2.1.6 Agucar mascavo

O produto adogante, conhecido como aguicar mascavo, era até o século passado
o principal derivado da cana-de-agucar e o Brasil era o principal produtor mundial. A
partir do inicio do século XX, a produgdo desse tipo de agucar declinou, sendo
substituida gradativamente pelos agticares brancos, cristal ou refinado. Na década de
50, a produgdo de mascavo tornou-se insignificante, sendo produzido artesanalmente
somente para o consumo doméstico do proprio produtor, ndo mais com vistas a
comercializagdo. Na década de 90, a procura de produtos naturais por pessoas
preocupadas com a qualidade do alimento aumentou bastante, a demanda pelo agiicar
mascavo entdo ressurgiu e sua produgdo voltou a crescer. O agucar mascavo €
constituido por aglomerados de sacarose, glicose, frutose e demais substincias
provenientes do caldo extraido da moagem da cana-de-agucar, e que sdo formados
apos o resfriamento do xarope altamente concentrado (SEBRAE, 2005). Na sua
fabricagdo ndo é utilizado nenhum produto quimico para clarificagdo do caldo, exceto
pela adigdo de leite de cal por alguns produtores.

Como o agucar mascavo ndo passa pela etapa de refinamento ele conserva as
vitaminas € os sais minerais. No refinamento, aditivos quimicos como o enxofre,
tornam o produto branco, porém este processo retira vitaminas € S$ais minerais,
deixando apenas as "calorias vazias" (sem nutrientes) (PAQUETE, 2005). O
QUADRO 5 apresenta analise comparativa entre o agucar refinado € o mascavo em

relagdo a sua composi¢do quimica.
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QUADRO 5 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE O ACUCAR COMUM REFINADO E O
ACUCAR MASCAVO EM RELAGCAO A SUA COMPOSICAO QUIMICA (VALOR

POR 100 g)
Constituinte Agucar refinado  Agucar mascavo
ENERGIA (kcal) 398.0 356,0
GLICIDEOS (g) 995 90,6
PROTEINAS (g) ZERO 0,40
LIPIDEOS (g) ZERO 0,50
CALCIO (mg) ZERO 51,0
FERRO (mg) ZERO 42
FOSFORO (mg) ZERO 44,0

FONTE: BRASILIA (2005)

O agicar mascavo devera conter um minimo de 90% de sacarose. Segundo
levantamento das caracteristicas fisico-quimicas das amostras analisadas de agucar
mascavo por Manieri, Lopes e Borges (2004), os teores em sacarose aparente varia de
um minimo de 69,5% a um maximo de 92,1%, agucares redutores de 1,9 a 18,8%, teor
de potassio entre 288 a 11 750 mg.Kg™, teor de sédio entre 1,3 a 45,9 mg.Kg", teor de
ferro entre 13,2 a 122,5 mg.Kg™. Os resultados de umidade mostraram valores entre
1,7 a 10,1% com média de 4,5%.

O agucar mascavo (cru) pode conter um teor de 97 a 98% de sacarose, com o

maximo esgotamento possivel do melago (ICIDCA,1999).
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2.8 PROCESSAMENTO DE MICRORGANISMOS VIAVEIS PARA USO COMO
PROBIOTICOS

Um problema comum nas preparagdes de bactérias acido lacticas € encontrar,
prematuramente, um nimero de bactérias viaveis consideradas menores que o exigido.
O numero de microrganismos administrados como doses terapéuticas sdo
freqiientemente 10° a 10'*/animal/dia ou 10° a 10”/g alimento. Doses altas com
bactérias acido lacticas podem ter um efeito laxativo em suinos (JONSSON;
CONWAY, 1992).

Para uma maior estabilidade do probiotico, usa-se a liofilizagdo, cujo objetivo €
produzir a remogdo da agua intracelular das bactérias, reduzindo a0 minimo sua
atividade metabolica, aumentando assim a longevidade do produto. A liofilizagdo ¢
obtida pelo congelamento do conteudo intracelular e a subseqiiente remogdo da
umidade pela membrana celular sob vacuo, mantendo-se a integridade da maioria das
células. Neste processo, desenvolve-se a bactéria em um meio de cultura estéril, até
atingir o final da fase exponencial de crescimento, ou o inicio da estacionaria. Paralisa-
se o processo fermentativo; as células bacterianas sdo coletadas por centrifugagéo,
ressuspendidas em leite desnatado estéril ou soro de cavalo contendo 7,5% (p/v) de
glicose, congela-se rapidamente a cultura entre -20 e -30 °C, seguida por secagem a
vacuo a temperaturas inferiores a -30 °C. As ampolas sdo seladas a vacuo e estocadas a
5-8 °C (KANDLER; WEISS, 1989). O matenal final ¢ um p6, com no maximo 3% de
umidade residual e com uma contagem bacteriana muito préxima da contagem da
cultura original. Muitas espécies sdo preservadas por este método e sdo viaveis depois
de 10-20 anos. Muitas espécies podem ser guardadas por longos periodos (mais de 30
anos) em nitrogénio liquido (LIMA et al, 2001).

A preservagdo de lactobacilos por processos que envolvem congelamento,
liofilizagdo e ar seco, podem resultar em danos fisiologicos e estruturais das células
bacterianas, elevando em perda substancial da viabilidade.

Fuller (1992) cita que, em geral, os lactobacilos sdo insensiveis ao

congelamento e estocagem a -20 °C ou abaixo, mas s3o menos resistentes a
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liofilizagdo e especialmente em secagem por pulverizador (spray-drying). Dziezak
(1988) e Fuller (1992) sugerem o encapsulamento de microrganismos em caso de
estocagem sob longos periodos e/ou sob condigdes ndo favoraveis. O método e o
material de parede para o encapsulamento sdo fatores que influenciam a sobrevivéncia
de Lactobacillus reuteri durante o processamento do alimento e durante a passagem do
trato gastrintestinal MUTHUKUMARASAMY; BUFFO; HOLLEY, 2005).

Em investigagGes anteriores foi demonstrada a eficiéncia de certos compostos —
adonitol, B-glicerofosfato, polietilenoglicol, entre outros — como crioprotetores durante
a liofilizagdo de bactérias acido lacticas. Entretanto, muitos destes compostos ndo
podem ser usados no meio de suspensdo quando se preparam culturas iniciais na
indistria alimenticia, pois em muitos paises € proibida a adigdo de algumas
substancias que ndo estejam naturalmente presente na matéria-prima (VALDEZ;
DIEKMANN, 1993).

Valdez e Diekmann (1993) sugerem o uso de 20% de farinha de centeio com
5% de glutamato monossédico como um meio efetivo para o preparo de culturas
iniciais em massas azedas, pela importincia econdmica - curto tempo de secagem e
alta sobrevivéncia na liofilizagdo depois de estocagem em temperatura ambiente.

Investigagdes iniciais realizadas com a bactéria Escherichia coli tem
demonstrado a habilidade em adaptar-se em meio ndo favoravel pela indugdo a
respostas a estresses gerais e especificos. A sobrevivéncia desta bactéria sobre
condi¢des adversas ¢ freqiientemente aumentada por estes mecanismos. Diferentes
respostas para tratamentos diferentes de estresses (por exemplo: aquecimento, baixo
pH e choque osmoético) tem sido descrito. Estas respostas ao estresse sdo
caracterizadas pela indugdo de proteinas transitorias gerais e especificas, e por
mudangas fisioldgicas que, geralmente, aumentam a habilidade do organismo a resistir
a condigdes ambientais adversas (PRASAD; McJARROW;GOPAL, 2003).

Prasad, Mcjarrow e Gopal (2003) observaram que espécies de Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 (DR20) quando eram submetidas as condigdes adversas de

aquecimento (50 °C) ou sal (0,6 M NaCl) melhoraram significativamente a viabilidade
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comparado com o controle (culturas ndo submetidas ao estresses) depois de estocagem
a 30 °C na forma seca.

Barreto et al (2003) citam a microencapsulagdo, a selecdo de cepas mais
resistentes, a pré-adaptagdo das cepas as condigdes de estresse € a adigdo de
micronutrientes € agentes redutores como alternativas para elevar a taxa de

sobrevivéncia dos microrganismos em produtos probidticos.

2.9 PROGRAMAS DE ALIMENTACAO DE SUINOS COM O USO DE
PROBIOTICO

O melhoramento genético, aliado aos avangos da nutricio e manejo, tem
contribuido para melhorias significativas de produtividade na suinocultura, refletindo
em um produto final de qualidade, saudéavel e altamente nutritivo, redundando no
evidente favorecimento ao consumidor final.

Os probidticos estdo sendo usados em animais de produgdo como substitutos
dos antibidticos na prevengdo de infec¢des intestinais, promovendo a velocidade de
crescimento, ganho de peso € aumento da eficiéncia da conversdo alimentar. Tem-se
demonstrado que o balango microbiano intestinal de suinos é modificado apds a
ingestdo de lactobacilos, em particular, com a diminui¢do da contagem de coliformes
presentes nas fezes (CHANG et al, 2001).

Vassalo et al (1997) constataram diferencas significativas para o ganho de peso
médio e incidéncia de diarréia para os leitdes alimentados com ragdes contendo
probidticos (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faccium, Saccharomyces
cerevisae € Bacillus toyoi). A adi¢do de probidticos nas ragdes para leitdes na fase
inicial de crescimento (10 aos 30 kg) proporcionou aumento significativo no peso €
controle eficaz na incidéncia de diarréia.

Resultados obtidos por Avila et al (1998) mostraram que a combinagdo de .
vacina (pili K88, K99, 987P E F42 de FEscherichia coli) com o probidtico
(Lactobacillus acidophilus) por 28 dias foi o mais eficiente tratamento para o controle

de diarréia causada por Escherichia coli enterotoxigénica.
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Chang et al (2001) obtiveram bons resultados com o uso de Lactobacillus
reuteri BSA 131 em suinos, como o melhoramento na conversdo alimentar e ganho de
peso. Sendo estes resultados encorajadores para o uso do probidtico em substituigdo de

antibioticos usados rotineiramente como suplemento alimentar em suinos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

Utilizou-se quatro diferentes cepas, sendo todas bactérias:
Escherichia coli hemolitica suina: procedente do Laboratério Marcos Enrietti,
Curitiba-PR. Foi1 utilizada como cepa indicadora na verificagdo da atividade
antimicrobiana.
Staphylococcus aureus coagulase positiva (ATCC 14458): procedente do Centro de
Pesquisa e Processamento de Alimentos-CEPPA). Foi utilizada como cepa indicadora
na verificagdo da atividade antimicrobiana.
Lactobacillus reuteri LPB - P01-001: isolada do estémago de suino, na Divisdo de
Engenharia de Bioprocessos & Biotecnologia — UFPR. Foi verificada seu potencial
como probiético.
Lactobacillus sp LPB - P08-002: isolada do intestino grosso de suino, na Divisdo de
Engenhana de Bioprocessos & Biotecnologia — UFPR. Foi verificada seu potencial
como probidtico

A cepa Escherichia coli hemolitica suina apresentava-se repicada em agar
sangue e Staphylococcus aureus coagulase positiva em agar nutriente. Ambas as cepas

foram ativadas em caldo triptona soja estéril e incubadas a 37 °C por 24 horas.

3.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos necessarios nas analises e produgdo do probidtico estdo
relacionados a seguir:
e autoclave vertical de laboratorio (PHOENIX, MDL AV 75);
¢ Dbalanga analitica (SCIENTECH 120 x 0,0001);
e banho-maria (TECNAL, TE 184);
e bomba de vacuo (TECNAL, TE 058);
e céamara de fluxo laminar (TROX, MDL FLV);



Matenal e métodos 65

e centrifuga (A 14, 30005784);

o centrifuga refrigerada (HITACHI, MDL CR 21E);

e cromatografo HPLC (SHIMADZU, LC 10 AD) e coluna HPX87H;
e espectrofotometro (MILTON ROY, MDL 20 D);

¢ estufa bacteriologica (FANEM);

e evaporador rotativo (TECNAL, TE 210);

o fermentador (INCELTECH, LH.SGI, SET 2 M, MDL 7F);
¢ liofilizador (LABCONCO, MDL 224817 J);

e microscopio 6tico binocular (LEITZ WETZLAR 590505);
¢ potencidometro (HANNA, HI 9321);

o shaker NOVA TECNICA, MDL NT 710);

3.3 DETERMINACAO DO pH

Os valores de pH foram determinados por processo eletrométrico em

potencidometro, devidamente calibrado com solugdes tampido de pH 7,0 ¢ pH 4,0
(MACEDO, 1997).

3.4 DETERMINACAO DE ACUCARES

3.4.1 Agucares Redutores

Os agucares redutores foram determinados pelo método Somogyi-Nelson
(NELSON, 1944; SOMOGY]I, 1945), o qual se baseia na reagdo colorimétrica dos
agucares da amostra com o reativo cupro-alcalino, que na presenga de reativo arseno
molibdico forma composto de coloragdo azul, cuja absorbancia maxima ocorre em 535
nm. Para a curva padrio foi utilizada solugdo de glicose contendo 100 pg do

agucar/mL de solugao.
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3.4.2 Agucares ndo Redutores (Sacarose)

Como os grupos redutores aldeido e cetona nio se encontram livres na sacarose,
efetua-se uma hidrélise acida (BRASIL, 1981), tendo como resultado duas moléculas
de agucares redutores, uma de glicose € uma de frutose que foram determinadas pelo

método Somogyi-Nelson (NELSON, 1944; SOMOGY]I, 1945).

3.5 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS ACIDOS ORGANICOS

Foi realizada em cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC), com a coluna

HPX87H, operado nas condigdes apresentadas na TABELA 4:

TABELA 4. CONDICOES DE OPERACAO NO CROMATOGRAFO LIQUIDO DE ALTA
EFICIENCIA PARA QUANTIFICACAO DOS ACIDOS ORGANICOS

Cromatégrafo Condigdes de operagdo
Temperatura da coluna 60 °C

Fase movel-eluente H,S0,

Concentragio da fase moével 5 mM

Vazio da fase mével 0,6 mL/min

Pressdo da bomba 48 kg/cm’

Volume injetado 50 uLb

Diluigdo 1:5

Nestas condi¢gdes os tempos de retengdo de cada componente podem ser

expressos como mostrado na TABELA §.
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TABELA 5 - TEMPOS DE RETENCAO DE ALGUNS PP:DR()ES, MONITORADOS EM
COLUNA CROMATOGRAFICA, NAS CONDICOES ACIMA

Componente Tempo de retengdo (min)
Glicose 9,38

Acido lactico 12,74

Acido acético 14,92

Etanol 21,76

3.6 ISOLAMENTO DE Lactobacillus

Para o isolamento como espécie probidtica foi escolhido o género
Lactobacillus, por ser considerado seguro (FULLER, 1992), capaz de competir por
sitios de ligagdo (GILLILAND; WALKER, 1990) e apresentar especificidade ao
hospedeiro, ou seja, isolada da mesma localizagdo onde a atividade da espécie sera

exibida (FULLER, 1992).

3.7 ESCOLHA DE ANIMAL E ORGAOS PARA ISOLAMENTO

O escolhido foi o suino por ser um anmimal de importincia econémica
(SILVEIRA, 2005) e por ser susceptivel a infec¢bes gastrintestinais (LARPENT;
CASTELLANOS; LARPENT, 1994). As amostras foram obtidas de animais jovens e
adultos: ndo confinados, sem raga definida do tipo “caipira” (fazenda particular) e de
animais confinados, ragca Moura e Large White, do Centro de Esta¢gdes Experimentais
do Cangiiini, pertencente ao Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Paranad (UFPR). Os suinos apresentavam-se saudaveis e isentos de antibiticos; o
material da flora microbiana foi coletado de animais abatidos em frigorifico e in vivo,
provenientes do estdmago, intestino delgado e grosso (FIGURA 15); pelo fato destes

segmentos apresentarem maior propor¢do do género Lactobacillus (JONSSON;
CONWAY,1992).
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FIGURA 15 - REI?RESENTACAO ESQUEMATICA DO TRATO GASTRINTESTINAL DE
SUINO

Estémago

Intestino
grosso

Intestino
delgado

FONTE: JONSSON; CONWAY (1992)

3.8 ISOLAMENTO DE CEPAS PROBIOTICAS PARA SUINO

Foi coletado conteiido dos segmentos: estdmago, intestino delgado e grosso,
separadamente por swab estéreis e transportados em caldo MRS (MERCK) acrescido
de 5% de bile (SIGMA), com a intengdo de selecionar as cepas de melhor potencial
probiotico em suino (FULLER, 1992; GILLILAND; STAEY; BUSCH,1984). Os
microrganismos foram isolados, obtendo-se culturas puras, pela técnica da semeadura
pour plate (plaqueamento em profundidade) em placas com meio agar MRS de
diluigdes sucessivas da amostra em agua peptonada 0,1%, seguidas por incubagéo a 37
°C por 48 horas (REQUE, 1999), embora algumas espécies sejam aerotolerantes, o
crescimento Otimo ¢é alcangado sob condigSes microaerdfilas ou anaerdbias (VARELA,

2005),
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3.9 MANUTENCAO DAS CEPAS ISOLADAS

Para preservagdo em curto prazo as cepas apos cultura em caldo foram
repicadas em profundidade para tubos com agar MRS, incubadas a 37 °C por 48 horas
e estocadas a 4-7 °C.

Para manutengdo em longo prazo e para uso como probidtico, procedeu-se a
liofilizagdo das culturas e, previamente obteve-se uma concentragdo Otima de
biomassa em caldo MRS ou no meio alternativo. O meio fermentado foi centrifugado a
6000 rpm por 30 min, com o objetivo de obter um concentrado de células; o
sobrenadante foi desprezado, a biomassa lavada e ressuspensa a 10% (p/v) em leite

desnatado estéril, congelada e liofilizada (12 horas a 50 mmHg).

3.10 SELECAO DE CEPAS PROBIOTICAS

A selegdo de cepas probidticas foi baseada na morfologia em microscopio
optico e coloragdo de Gram de Lactobacillus, na viabilidade durante a estocagem a
temperatura de 4-7 °C, na sobrevivéncia durante o processo de liofilizagdo e
estocagem e pelas analises do rendimento, velocidade especifica de crescimento e

produtividade de biomassa nas diferentes condigdes de fermentagGes.

3.11 SOBREVIVENCIA DOS MICRORGANISMOS DURANTE A
LIOFILIZACAO E ESTOCAGEM

A sobrevivéncia foi verificada pelo niimero de células viaveis (item 3.12.2 ) em
unidades formadoras de colonia/mL (ufc/mL) antes e apds a liofilizagdo. Dilui¢des
decimais foram feitas da suspensdo do leite desnatado antes do congelamento,
plaqueadas pelo método pour plate em agar MRS e incubadas a 37 °C por 48 horas.
As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em agua peptonada a 0,1%, diluidas,
plaqueadas e incubadas. A sobrevivéncia das cepas liofilizadas foi de um més de

estocagem em temperatura ambiente, calculada em ufc/mL apdés um més da
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liofilizagdo, dividida pela ufc/mL antes do congelamento (PALMFELDT; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

3.12 DETERMINACAO DA BIOMASSA

3.12.1 Peso Seco

A concentragdo de biomassa foi determinada gravimetricamente apos filtragio
em membrana de 0,22 pm (MILLIPORE) e secagem a 80 °C por 24 horas até peso
constante (NEYSENS et al, 2003).

3.12.2 Contagem de Células Viaveis

A contagem de células viaveis foi determinada pela semeadura pour plate,
plaqueamento em profundidade. Selecionar diluigdes adequadas da amostra com agua
peptonada 0,1% e inocular um mL de cada diluigdo em placas de Petri separadas,
estéreis e vazias. Em seguida verter nas placas, 15 a 20 mL de agar MRS previamente
fundido e resfriado a 45 °C. Misturar o indculo com o meio de cultura, em movimentos
circulares. Aguardar a completa solidificacdo do meio de cultura, inverter as placas e
incubar em estufa bacteriologica a 37 °C por 48 horas. Sendo o resultado expresso em
unidades formadoras de col6nias por mL (ufc/mL) de amostra (SILVA; JUNQUEIRA;
SILVEIRA, 1997).

3.13 ESTUDOS DE COMPORTAMENTO BIOQUIMICO E FISIOLOGICO DAS
CEPAS ESCOLHIDAS

As caracterizagdes bioquimicas e fisiologicas de microrganismos foram
baseadas nas seguintes analises: produgdo de catalase, identificagdo e quantificagdo
dos acidos organicos, produgio de gas a partir de glicose, crescimento a 15, 37 e 45 °C,

comportamento em relagdo ao oxigénio livre, tolerdncia a diferentes valores de pH,
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tolerancia a substancias inibitorias: 10% bile (SIGMA), 0,4% fenol, 4% e 8% NaCl,
fermentagdo de diferentes fontes de carbono (API 50 CHL, BIOMERIEUX). Foi
utilizado o Manual Bergey (KANDLER; WEISS, 1989) para interpretagdo dos

resultados e identificagdo das diferentes espécies.

3.13.1 Prova da Catalase

Esta prova serve para comprovar a presen¢a da enzima catalase em culturas de
microrganismos. A verifica¢do da atividade de catalase ¢ importante na caracterizagao
de certos grupos de bacténas.

A produgdo de catalase foi testada em caldo previamente reativado das cepas
isoladas, apos a transferéncia de algumas gotas do caldo fermentado em uma lamina de
vidro com 2 a 3 gotas de agua oxigenada 10 vol,, observa-se a presenga de
efervescéncia: positivo, se houver presenga de bolhas de gas (desprendimento de O,) e
negativo na auséncia de bolhas de gas (DAVIS, 1955; BIER, 1985).

3.13.2 Produgdo de Gas a partir de Glicose

Para observar a produgdo de gas a partir de glicose foi utilizado caldo MRS
(glicose 20 g/L, proteose peptona 10 g/L, extrato de carne 8 g/L, extrato de levedura 4
g/L, polisorbato 80 1 mL/L, fosfato dipotassio 2 g/L, acetato s6dio 5 g/L, citrato
diaménio 2 g/L, sulfato magnésio 0,2 g/L e sulfato manganés 0,05 g/L), contendo
tubos de Durhan (tubos invertidos para coleta do gas produzido pela fermentagdo) e
determinada pela inoculagido ao nivel de 10% da cultura, previamente reativada em
caldo MRS e incubada a 37 °C em estufa bacteriolégica por 24 horas. Apds este

periodo foi observada a presenga ou auséncia de gas.
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3.13.3 Tolerancia a Extremos de Temperatura

A tolerancia a extremos de temperatura foi determinada pela inoculagio ao
nivel de 10% da cultura previamente reativada em caldo MRS e incubada a 15, 37 e 45
°C em estufa bacteriologica por 24 horas. Apds este periodo as amostras foram
previamente diluidas em agua peptonada e plaqueadas em profundidade em agar MRS.

O resultado foi expresso em ufc/mL.

3.13.4 Comportamento em Relagdo ao Oxigénio Livre

Com o objetivo de verificar o comportamento das cepas em relagdo ao oxigénio
e, conseqiientemente, visando uma maior obten¢do de biomassa, foram realizadas duas
fermentagdes uma estatica e outra com agitagdo a 120 rpm. Para tal experimento, foi
utilizado como ino6culo cultura de 24 horas em caldo MRS, transferida ao nivel de 10%
(v/v) do meio a ser utilizado para caldo MRS, e incubada a 37 °C em estufa
bacteriologica (condigbes estaticas) e em shaker a 120 rpm (agitagdo) por 24 horas.
Apos este periodo as amostras foram previamente diluidas em agua peptonada e

plaqueadas em profundidade em agar MRS. O resultado foi expresso em ufc/mL.

3.13.5 Tolerancia a Diferentes pH

A tolerancia a diferentes pH: 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8, em intervalo de duas em duas
horas por quatro horas, foi determinada pela inoculagdo ao nivel de 10% (v/v) da
cultura previamente reativada ao caldo MRS ajustado apH 2, 3, 4, 5, 6 e 8 usando HCI
4 N ou NaOH 3 N, e incubada a 37 °C em estufa bacteriologica. Apds cada intervalo
de duas horas eram determinadas as tolerancias pela medida da densidade Optica a 580
nm (TOIT et al, 1998).
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3.13.6 Tolerancia a Substancias Inibitorias

A tolerancia a substancias imbitorias: 10% bile (SIGMA), 0,4% fenol, 4% ¢ 8%
NaCl (DAVIS, 1955) em relagdo ao caldo MRS, foi determinada pela inoculagdo ao
nivel de 10% da cultura previamente reativada em caldo MRS e incubada a 37 °C em
estufa bacterioldgica por 24 horas. Apés este periodo, as amostras foram previamente
diluidas em agua peptonada e plaqueadas em profundidade em agar MRS. O resultado

foi expresso em ufc/mL.
3.13.7 Fermentagdo de Diferentes Fontes de Carbono

A identificagdo bioquimica das cepas escolhidas foi realizada através da
fermentagdo de diferentes fontes de carbono da galeria API 50 CHL (BIOMERIEUX).
Os resultados foram interpretados pelo programa estatistico APILAB PLUS,
desenvolvido pelo laboratorio BIOMERIEUX que permite obter uma identificagio do

microrganismo testado, determinando o género e a espécie da bactéria lactica analisada.
3.14 VERIFICACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA
3.14.1 Difusdo em Pocos

Os sobrenadantes de culturas, supostamente produtoras de substincias
antimicrobianas, sdo colocados em orificios cortados em uma placa de agar semeado
com um organismo sensivel (indicador). Durante a incubagdo, as substdncias
antimicrobianas difundem-se pelo agar, inibindo o crescimento do indicador e

formando um halo ao redor do orificio (BIOCONSERVACAO, 2005).
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3.14.1.1 Cultivo da cepa isolada supostamente produtora de substincias

antimicrobianas

As cepas a serem investigadas foram inoculadas em caldo MRS ao nivel de
10% (v/v) de uma cultura, previamente reativada e incubada a 37 °C em estufa

bacteriologica por 24 horas.

3.14.1.2 Escolha e cultivo da cepa indicadora

A cepa indicadora usada foi a Escherichia coli hemolitica suina na qual foi
cultivada em caldo triptona soja e incubada a 37 °C por 24 horas.

As espécies hemoliticas de Escherichia coli sdo achadas com alta freqiiéncia em
suinos (McALLISTER; HAROLD; SHORT,1979; KANDLER; WEISS,1989). Elas
quando aderem as vilosidades intestinais, desenvolvem problemas diarréicos que
contribuem significativamente para o decréscimo do desempenho e da saude de suinos
(LARPENT; CASTELLANOS; LARPENT,1994; SALDARRIAGA, CALLE,
CAMACHGOG, 2000).

3.14.1.3 Concentragdo dos metabolitos presentes no meio de cultivo das cepas

investigadas

O caldo MRS fermentado foi centrifugado a 6000 rpm por 30 min, o
sobrenadante obtido foi concentrado em rotavapor, usando banho maria a 45 °C até
10% do volume inicial ¢ o produto obtido (concentrado) foi esterilizado através de
membrana filtrante 0,22 um (ABDEL-BAR; HARRIS; RILL, 1987, PINTO;
PONSANO; CASTRO-GOMEZ, 1996).
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3.14.1.4 Determinagdo da capacidade inibitoria dos concentrados e antibitico

Para determinagdo da capacidade inibitoria dos concentrados, uma aliquota do
cultivo da cepa indicadora (E£. coli hemolitica suina) foi semeada em superficie por
meio de swab estéril em 15 mL de agar Mueller Hinton. Em seguida, feito de forma
asséptica orificios de cinco milimetros de didmetro no agar, onde se adicionou uma
aliquota de 10 pL do concentrado € as placas foram incubadas a 37 °C por 12 horas. A
atividade antimicrobiana foi determinada pelo didmetro da zona clara ao redor do

orificio e comparada com o antibiético neomicina 30 pg (REDDY et al, 1983).

3.14.2 Determinagdo da Capacidade Inibitéria do Sobrenadante da Fermentagdo do

caldo MRS por Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 em Mueller-Hinton

A determinagdo da capacidade inibitéria do sobrenadante da fermentagdo do
caldo MRS de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 em Mueller-Hinton, foi realizada
pela medida da densidade 6ptica a 620 nm em diferentes intervalos.

A cepa Lactobacillus reuteri LPB-P01-001, previamente reativada, foi transferida
uma aliquota ao nivel de 10% (v/v) para frasco contendo caldo MRS e incubada a 37°
C por 24 horas. O caldo MRS fermentado foi centrifugado a 7 000 rpm a 15 min para
remogdo das células microbianas. O sobrenadante obtido foi adicionado a igual
volume ao meio Mueller- Hinton (Difco) de dupla concentragdo e ajustado o pH a 5,5;
6,5 e 7, autoclavado e inoculado com microrganismos indicadores, Escherichia coli
hemolitica suina (Gram negativo), Staphylococcus aureus (Gram positivo), a
absorbancia inicial de 0,020. Foi utilizado como controle o meio Mueller-Hinton

ajustado a pH 5,5; 6,5¢ 7.
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3.14.3 Determinagdo da Capacidade Inibitéria da Reuterina

A determinagdo da capacidade inibitéria da reuterina foi realizada pela medida da
densidade Optica a 620 nm em diferentes intervalos.

A cepa Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 foi previamente inoculada em caldo
MRS € incubada por 24 horas a 37° C e, em seguida, transferida uma aliquota ao nivel
de 10% (v/v) para frasco contendo 400 mL de caldo MRS suplementado com 250 mM
de glicerol e incubado a 37° C por 24 horas. O caldo MRS-glicerol fermentado foi
centrifugado a 7 000 rpm por 15 min. O precipitado celular foi ressuspendido em
100 mL de uma solugdo de 250 mM de glicerol e incubado em anaerobiose a 37° C
por 3 horas. As células da solugdo foram eliminadas mediante centrifugagdo,
resultando num sobrenadante contendo reuterina, em equilibrio nas formas mondmero,
monomero hidratado e dimero ciclico, proveniente do metabolismo anaerobico do
glicerol por Lactobacillus reuteri devido a enzima glicerol desidratase (OROBON,
2003).

O sobrenadante obtido foi adicionado a igual volume ao meio Mueller- Hinton
(Difco) de dupla concentragdo de pH 5,5; 6,5 e 7 e inoculado com microrganismos
indicadores, Escherichi coli hemolitica suina e Staphylococcus aureus, a absorbéncia
inicial de 0,020 nm. Foi utilizado como controle o meio Mueller-Hinton de dupla
concentragdo acrescido a igual volume com solugdo de glicerol a 250 mM e ajustado a

pH 5,5; 6,5 e 7 ¢ um segundo controle o meio Mueller-Hinton a pH 5,5.
3.15 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A identificagdo do isolado bacteriano foi realizada no Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas — CPQBA, em Campinas — SP.
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3.15.1 Extragdo do DNA e Amplificagdo do rDNA 16S

O DNA total gendmico foi isolado de culturas puras usando o método da lise
da proteinase K de acordo com Young e Blakesley (1991). As seqiiéncias parciais
DNA ribossomal 16S (gene para RNA ribossomal 16S) foram amplificadas por PCR
do DNA gendmico usando primers oligonucleotideos p27f (LANE, 1991) e p1401r
(HEUER et al, 1997), homélogos as extremidades conservadas do gene rRNA 16S de
bactérias. O PCR foi feito em reagdes de 50 pL, contendo 50-100 ng de DNA
gendmico, 5 pL de tampdo 10X PCR (suplementado com enzima), 0,2 mmol L de
uma mistura de NTP, 1,5 mmol L™ de MgCl,, 0,4 pmol L' de cada primer e 2 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen). A amplificagdo do PCR foi realizada usando uma
desnaturagdo inicial de 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a 55 °C e 3 min a 72 °C; e uma extensdo final de 72 °C por 5 min, em equipamento

BioRad (Thermal Cycler).

3.15.2 Seqiienciamento do PCR amplificado rDNA 16S

Os fragmentos de rDNA 16S amplificados foram a seguir purificados em
coluna (GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit, Amersham Biosciences). O DNA
purificado foi eluido em 30 pL de agua esterilizada ultra pura (Milli Q). As amostras
foram submetidas diretamente ao seqiienciamento em sequenciador automatico
MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences). Os primers utilizados para o
seqiienciamento foram p10f, p1100r (LANE et al, 1985), p765f (WEISBURG et al,
1991) e p782r (CHUN, 1995).
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3.15.3 Anaélise filogenética

As seqiiéncias parciais de IDNA 16S obtidas com os diferentes primers foram
montadas em um contig (seqii€ncia unica combinando os diferentes fragmentos
obtidos) e comparadas com as seqii€ncias de IDNA 16S de organismos representados
nas bases de dados do RDP (Ribosomal Database Project, Wisconsin, USA; CME,
2005; MAIDAK et al., 2001) e Genbank (NCBI, 2005b). Foram entdo selecionadas
seqiiéncias de organismos relacionados a seqii€ncia do organismo desconhecido para
realizagdo das analises filogenéticas. As matrizes de distancia evolutiva foram
calculadas com o modelo de Kimura (1980) e a constru¢do da arvore filogenética a
partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU,;
NEI, 1987), segundo o software de analise disponivel no RDP.

3.16 COMPORTAMENTO FERMENTATIVO EM MEIO MRS

Com o intuito de verificar o crescimento € 0 comportamento fermentativo no
meio MRS (MERCK), foram realizadas fermentagées com cada uma das cepas

escolhidas.

3.16.1 Preparo do In6culo para a Fermentagao

O preparo do indculo iniciou-se com a reativagido das cepas mantidas em éagar

sob refrigeragdo. As cepas foram transferidas em caldo MRS e incubadas a 37 °C por

48 horas.
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3.16.2 Fermentagdo do Substrato

Foi inoculado em caldo MRS 1% (v/v) do indculo das cepas escolhidas em
relagdo ao volume total. A fermentagdo foi realizada nas mesmas condigdes de

temperatura do in6culo e com duragido de 12 horas.

3.16.3 Avaliagdo do Fermentado

Durante a fermentagio foram realizadas amostragens em intervalos de duas
horas para verificar a evolugdo do pH, consumo de agucar, contagens de células
viaveis e quantificagio de acidos organicos, cujas determina¢des seguiram

metodologias descritas nos itens 3.3, 3.4, 3.12.2 ¢ 3.5.

3.17 PRODUCAO DE BIOMASSA EM MEIO DE CULTIVO ALTERNATIVO

Para produzir o probidtico em larga escala optou-se substituir o meio MRS

(MERCK) por um meio alternativo de baixo custo.

3.17.1 Composig¢do do Meio Alternativo

Utilizou-se como fonte de carbono o aglicar mascavo, por ser abundante ¢ de
baixo custo; como fonte de nitrogénio for usado extrato de levedura (MACHADO,
2001; COVENTRY et al, 1996) para suprir as necessidades nutricionais do
MiCrorganismo.

O meio alternativo baseou-se nas formulagdes de Coventry et al (1996), foi
utilizado diferentes concentragdes de extrato de levedura (0; 0,5; 1; 2; 4 € 6% w/v) e

agicar mascavo (0; 0,25; 1; 3; 4; 5; 6 ¢ 9%, w/v). Foram testadas num total de 24
formulagGes descritas no QUADRO 6.
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QUADRO 6 - FORMULACOES COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE EXTRATO DE
LEVEDURA E ACUCAR MASCAVO

Formulagio % extrato de levedura % aglicar mascavo
1 0 4
2 0 5
3 0 6
4 0 9
5 0,5 4
6 0,5 5
7 0,5 6
8 0,5 9
9 1 4
10 1 5
11 1 6
12 1 9
13 2 0
14 2 0,25
15 2 1
16 2 3
17 4 0
18 4 0,25
19 4 1
20 4 3
21 6 0
22 6 0,25
23 6 1
24 6 3

Controle MRS (MERCK)
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3.17.2 Preparo do Meto Alternativo

Apds pesagem dos componentes, o agiicar mascavo foi diluido em agua
destilada e filtrado para retirada de possiveis residuos; em seguida adicionou-se extrato
de levedura; o meio foi ajustado a pH 6,5 (por adigdo de NaOH 1 N ou HC14 N) e

autoclavado a 121 °C por 15 min.

3.17.3 Preparo do Indéculo e Fermentagdo

O meio foi inoculado com cultura de 24 horas em caldo MRS a 10% em relagdo

ao meto alternativo, e incubado a 37 °C em estufa bacteriolégica por 24 horas. O
crescimento celular fo1 medido por densidade optica a 610 nm e o resultado expresso
como a leitura obtida em absorbancia em meio alternativo pela leitura obtida em
absorbancia em caldo MRS, com a seguinte interpretagéo:
a) leitura em meio alternativo/leitura obtida em caldo MRS (ABS/ABS MRS) =1,

ndo houve diferenga no crescimento celular nos dois meios moculados;
b) leitura em meio alternativo/leitura obtida em caldo MRS (ABS/ABS MRS) < i,

diminuiu o crescimento no meio alternativo;
¢) lettura em meio alternativo/leitura obtida em caldo MRS (ABS/ABS MRS) >1,

aumentou o crescimento no meio alternativo.

3.17.4 Delineamento experimental e analise estatistica da otimizagdo do meio

alternativo

Os valores de absorbancia em meio alternativo pela absorbancia em meio MRS
(ABS/ABS MRS) das diferentes composi¢des foram submetidos a analise de variancia
por meio de polindmios ortogonais. O modelo da analise de vanancia utilizado foi o
inteiramente casualizado com distribuigdo fatorial hierarquica. A decomposigdo total
dos graus de liberdade, para o efeito de fonte de carbono (C) versus fonte de nitrogénio

(N), foi realizada via analise de regressdo linear, quadratica e cubica (STEEL;



Material e métodos 82

TORRIE, 1980). As pressuposi¢des de homogeneidade e normalidade da variancia
residual foram verificadas pelos testes de Cochran e Shapiro-Wilks, respectivamente.
A andlise e interpretagdo dos resultados estatisticos se deu através dos p-valores do
teste F de Snedecor. As analises foram feitas usando o sistema SAS — Statistical
Analysis System, versdo 8.2, através dos procedimentos para Modelo Linear Geral

(GLM) e Regressdo.

3.18 ESTUDO CINETICO DO CRESCIMENTO CELULAR EM MEIO
ALTERNATIVO

Com o objetivo de caracterizar um sistema de produgdo de células vidveis das
cepas escolhidas para adigdo em probidticos, estudos da cinética de crescimento dos

microrganismos foram efetuados.

3.18.1 Preparo do Indculo para a Fermentagdo

O preparo do inoculo iniciou-se com a reativagdo das cepas mantidas em agar
sob refrigeragdo. As cepas foram transferidas em caldo MRS e incubadas a 37 °C por

48 horas.

3.18.2 Fermentagdo do Substrato

Foi inoculado em duas diferentes composi¢des do meio de cultivo (formulagio
9: 1% de extrato de levedura e 4% de aglicar mascavo; formulagido 16: 2% de extrato
de levedura e 3% de agucar mascavo (QUADRO 5)10% (v/v) do inéculo das cepas
escolhidas em relagdo ao volume total. As fermentagdes foram realizadas nas mesmas
condigdes de temperatura do indculo com variagdo de 12 a 28 horas.

As fermentag¢des foram realizadas em fermentador com capacidade de 2 litros
(FIGURA 16), nas seguintes condi¢des: pH constante de 6,5 € sem controle; para

manter o pH foi adicionado, automaticamente, hidroxido de sédio (120g/L) 3N;
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agitagdo de 80 rpm, apenas para evitar que as células sedimentem no fundo do
biorreator e incorporar 0 minimo possivel de particulas de ar, devido as exigéncias

fisiol6gicas das cepas em estudo.

FIGURA 16 - FERMENTADOR COM CAPACIDADE DE 2 LITROS

3.18.3 Avaliagdo do Fermentado

Durante as fermentagdes foram realizadas amostragens para verificar a
evolugdo do pH, consumo de agucar, concentragio de biomassa e quantificagdo de
acidos orgéanicos, cujas determinagdes seguiram metodologias descritas nos itens 3.3,
34,3.12.1 e 3.5.

3.18.4 Andlises da Evolugéo da Biomassa em Fun¢do do Tempo de Fermentagao
a) célculo da velocidade especifica de crescimento p (h™'): traga-se o gréfico do

logaritmo neperiano da concentragéo celular em g/ (LnX) vs. tempo (horas)

para diferentes limites iniciais e finais de tempo, determinando-se, através
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do melhor coeficiente de coirelagdo, o inicio € a duragdo da fase
exponencial de crescimento. O coeficiente angular da melhor correlagdo
fornecera o valor de p (velocidade especifica de crescimento) (BONOMI,
SCHMIDELL, 2001);

b) o rendimento em biomassa formada em relagdo ao substrato consumido
(Yxs) € obtido correlacionando Ax produzido com o ASx consumido
(substrato consumido para produzir X, obtido descontando do total de
substrato consumido);

Yys (g.87) = (XE-Xi)/(Si-Sf)
Onde: Xf = biomassa final; Xi = biomassa inicial; Si = agucar inicial; Sf =
acucar final

¢) a produtividade em biomassa (Px), definida por:

Px (g/L.h) = puX

Onde: p = velocidade especifica de crescimento; X = biomassa final

d) o rendimento em produto (Ypss) foi calculado pela formula (HISS, 2001):
Yes (g.8") = (PEPD/S-SA)
Onde: Pf = produto final (4cido lactico + acido acético); P1 = produto inicial;

Si = agucar inicial; Sf = agucar final

3.19 PRODUCAO DE BIOMASSA UTILIZANDO FORMULACOES EM MEIO
BASICO BALANCEADO

Durante o desenvolvimento do processo produtivo foi verificada a possibilidade
da obtengdo de iguais desempenhos obtidos no meio formulado com extrato de
levedura - produto mais oneroso na formulagdo - em meios isento desse material, ou
com a adi¢do de quantidades minimas, tendo em vista o custo envolvido.

Na tentativa de substituir o extrato de levedura por uma fonte de nitrogénio
menos onerosa fez-se a estimativa do meio basico balanceado. A composigdo do meio

basico levou em conta a composi¢do elementar do microrganismo a ser cultivado e sua
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capacidade de converter as substancias quimicas do meio de cultivo em massa celular
(SCHMIDELL, 2001).

As formulagdes descritas abaixo foram inoculadas com culturas de 24 horas em
caldo MRS a 10% em relagdo ao meio, e incubadas a 37° C em estufa bacteriologica
por 24 horas. O crescimento celular foi medido em peso seco e o resultado foi
expresso em g/L:

1: 0% de extrato de levedura, 3% de agiicar mascavo e 0,06% de uréia
(meio basico balanceado);

2: 0,5% de extrato de levedura, 3% de agucar mascavo e 0,06% de uréia;
3: 1% de extrato de levedura, 3% de agiicar mascavo e 0,06% de uréia;
4: 2% de extrato de levedura, 3% de agtcar mascavo e 0,06% de uréia;

5: 4% de extrato de levedura, 3% de agucar mascavo e 0,06% de uréia.

3.20 ESTUDO DO CRESCIMENTO CELULAR DO MEIO ALTERNATIVO COM
ADICAO DE UREIA E FOSFORO

3.20.1 Adigdo de Uréia

Realizou-se um estudo cinético com 2% de extrato de levedura, 3% de agucar

mascavo e 0,06% de uréia, com a intengdo de verificar a produtividade de biomassa.

3.20.2 Adigdo de Fdésforo

As formulagdes com adigdo de fontes de fosforo: fosfato monobasico de
potassio (KH,PO, ) e fosfato dibasico de potassio (K,HPO,) nas concentragdes de: 0,1,
0,5 e 1%, descritas em seqiiéncia, foram inoculadas com cultura de 24 horas em caldo
MRS a 10% em relagdo ao meio ¢ incubadas a 37° C em estufa bacteriologica por 24

horas. O crescimento celular foi medido em peso seco e o resultado foi expresso em

g/L:
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1: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0% de KH,PO, e 0% de K,HPO,,
2: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0,1% de KH,PO, e 0% de K,HPO,,
3: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0,5% de KH,PO, e 0% de K,HPO,,
4: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 1% de KH,PO, € 0% de K,HPO,,
5: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0% de KH,PO;, e 0,1% de K,HPO,,
6: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0% de KH,PO, e 0,5% de K,HPO,,
7: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0% de KH,PO,4 € 1% de K,HPO,,

321 AVALIACAO DA CEPA Lactobacillus reuteri LPB P01-001 COM
POTENCIAL PROBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO DE LEITOES
DESMAMADOS NA FASE DE CRECHE

Para avaliar a atividade probidtica in vivo da cepa isolada Lactobacillus

reuteri foi realizado um experimento em campo, utilizando leitdes desmamados.
3.21.1 Local

O estudo foi conduzido no Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia
da Faculdade de Ciéncias Agrarias ¢ Veterinarias — FCAV, Campus de Jaboticabal
(SP).

3.21.2 Animais e Instalagdes

Foram utilizados 36 leitdes desmamados aos 23 dias de idade, com peso médio
inicial de 6,72 kg, raga Three corss, e alojados em um galpdo com 12 baias suspensas
de alvenaria de 1,50 x 2,00 m com o ter¢o final de piso ripado. Todos os leitdes
receberam ragdo € agua a vontade e iguais condigdes de manejo, assim como o

vermifugo ivermectina (Ouro Fino Saude Animal) a 1% no inicio do experimento.
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3.21.3 Vanaveis Estudadas

Foram avaliados os indices zootécnicos referentes a ganho de peso diario
(GPD), consumo diario de ragdo (CDR) e conversdo alimentar (CA) na fase 1 (23 a 35
dias de idade), fase 2 (35 a 54 dias de idade), fase 3 (54 a 72 dias de idade) e no
periodo total (23 a 72 dias de idade). A conversdo alimentar é definida como a
quantidade de ragdo consumida em relagdo ao ganho de peso, ou seja, quantidade de

rag@o consumida para produzir um kilo de peso vivo.

3.21.4 Tratamentos

Foram utilizados trés tratamentos (TABELA 6).

TABELA 6 - TRATAMENTOS COM DIETA BASAL, DIETA BASAL COM ANTIBIOTICO E
DIETA BASAL COM PROBIOTICO

Tratamentos | Descnigido
Tl Dieta basal
T2 Dieta basal + antibidtico sulfato de neomicina (Ouro Fino) 56 ppm
T3 Dieta basal + probitico a 1% (Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 - 10" ufc/g)

3.21.5 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados (DBC) com
trés repetigdes de quatro ammais cada (dois machos e duas fémeas). Os dados foram
analisados através do procedimento Modelo Linear Geral (GLM) do programa
estatistico Statistical Analysis Sistem (SAS®- 1998), e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.21.6 Alimentagio

Foram utilizadas ragdes para as fases: pré-inicial, que corresponde a fase 1 (23 a
35 dias de 1dade); inicial, fase 2 (35 a 54 dias de idade) e fase 3 (54 a 72 dias de idade),
cuja composi¢do e analise calculada dos componentes ¢ demonstrada na TABELA 7.
A ragdo para a fase pré-inicial foi formulada com ingredientes de alta digestibilidade e

com poucos fatores anti-nutricionais.

TABELA 7 - COMPOS[CAO ALIMENTAR E ANALISE CALCULADA DOS COMPONENTES
DAS RACOES PARA LEITOES DESMAMADOS

Composigido alimentar

Ingredientes Pré-inicial (kg) Inicial (kg)
Milho 48,336 57,49
Farelo de soja 26,105 30,61
Produto lacteo 20,00 3,00
Agucar - 2,00
Fosfato bicalcico 2,178 0,267
Calcareo 0,468 0,781
Inerte 2,00 1,50
Oleo de soja - 1,00
Antioxidante 0,010 -
Metionina 0,312 0,100
Lisina 0,236 0,077
Treonina 0,068 0.045
Cloreto de Sodio 0,156 -
Suplemento mineral/vitaminico' 0,100 -
Suplemento Mineral/vitaminico” - 3,13
Total 100,00

Composigio calculada

Proteina bruta (%) 21,00 19,00
Energia digestivel (kcal/kg) 3411,0 3336,0
Lactose (%) 8,00 1,200
Calcio (%) 0,900 0,840
Fosforo disponivel (%) 0,500 0,440
Sédio (%) 0,220 0,180
Metionina (%) 0,629 0,396
Metionina + cistina (%) 0,810 0,650
Lisina (%) 1,360 1,200
Treonina (%) 0,910 0,790
Triptofano (%) 0,279 0,250

FONTE: ROSTAGNO et al (2005);

NOTA: 'Suplemento mineral ¢ vitaminico sem promotor de crescimento. Niveis de garantia por kg de
ragdo: vitamina A — 4.000 Ul; D;- 220 Ul; E - 22 mg; K - 0,5 mg; B, — 3,75 mg; By, — 20 pg;
pantoténico de calcio — 12 mg; niacina — 20 mg; colina — 60 mg; Iodo — 140 pug; selénio — 300 pg;
manganés — 10 mg; zinco — 100 mg; cobre — 10 mg; ferro — 99 mg. *Nicleo para suinos fase inicial.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ISOLAMENTO DE CEPAS COM POTENCIAL PARA USO COMO
PROBIOTICOS PARA SUINOS

No isolamento foram obtidas 33 cepas bile resistentes (5% de bile) de suino.

Normalmente o género Lactobacillus é caracterizado por microrganimos que
necessitam de um complexo nutricional normalmente encontrados quando o meio
contém carboidratos fermentesciveis, peptona, extrato de carne e levedura.
Suplementa¢do com suco de tomate, manganés, acetato e ésteres de acidos oléicos,
especialmente Tween 80, sdo estimulantes ou até mesmo essenciais para muitas
espécies. Geralmente os lactobacilos sdo cultivados em meio MRS (DE MAN;
ROGOSA; SHARPE, 1960) e Betabacterium (KANDLER; WEISS, 1989; CARR;
CHILL; MAIDA, 2002).

Considera-se que a concentragio de bile deva ser de 0,3% (p/v) para ser usada
como selegdo de espécies probidticas para humano (GILLILAND; STAEY; BUSH,
1984; PENNACCHIA et al, 2004). Como a média diaria do fluxo biliar ¢ muito alta
em suino, ao redor de dois littos para cada 40 kg de suino (GILLILAND;
WALKER, 1990; FULLER, 1992), em relagdo ao adulto humano (70 kg) que produz
400 a 800 mL de bile diaria (SECRETION, 2005), foi utilizado uma concentragdo
superior de bile recomendada para selegdo de cepas para humano, para que o
microrganismo 1solado apresentasse tolerdncia a altas concentragdes de bile e possa
crescer no trato intestinal do suino. Patel et al (2004) isolaram do intestino humano
espécie de Lactobacillus reuteri altamente resistente a 2% de bile e Gilliland (1979)
comprovou que lactobacilos isolados de intestino animal, como L. fermentum, foram

mais tolerantes a sais biliares que espécies isoladas de produtos lacteos.



Resultados e discussoes 90

4.2 SELECAO DE CEPAS PROBIOTICAS

Na sele¢do foram obtidas nove cepas de acordo com a morfologia bacilar,
coloragdo de Gram positiva (KANDLER; WEISS, 1989) e viabilidade das culturas
mantidas em agar MRS durante a estocagem de refrigeragio (4-7° C): cepa P01-001 de,
origem do estomago de suino confinado da UFPR; P03-001, de origem do intestino
grosso de suino confinado da UFPR; P08-002, de origem do intestino grosso de leitdo
ndo confinado de fazenda particular; P10-001, de origem do intestino grosso de suino
ndo confinado de fazenda particular; P12-001, de origem do intestino delgado de suino
confinado da UFPR; P13-001, de origem do intestino delgado de suino confinado da
UFPR; P14-001, de origem do intestino grosso de suino confinado da UFPR; P15-002
de origem do intestino grosso de suino ndo confinado de fazenda particular e P16-001
de origem do intestino grosso de suino ndo confinado de fazenda particular.

Estas nove cepas foram liofilizadas e verificadas a sobrevivéncia ap6s um més

de estocagem a temperatura ambiente (FIGURA 17).

FIGURA 17. SOBREVIVENCIA DAS CEPAS ISOLADAS LIOFILIZADAS APOS UM MES DE
ESTOCAGEM EM TEMPERATURA AMBIENTE
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Das nove, apenas duas foram escolhidas, em razdo da melhor sobrevivéncia,
P01-001, com 62,21% de sobrevivéncia (de origem do estomago de suino confinado
da UFPR) e P08-002, com 71,80% de sobrevivéncia (de origem do intestino grosso de
leitdo ndo confinado de fazenda particular). As mesmas cepas liofilizadas e mantidas
em temperatura de refrigeragdo (4-7°C) durante o periodo de um més apresentaram
altas porcentagens de sobrevivéncia - entre 93 a 100% - sendo esta temperatura de
estocagem, apods liofilizagdo, recomendada por Kandler ¢ Weiss (1989). Para obter
uma alta sobrevivéncia das células bacterianas em temperatura ambiente, faz-se
necessario investigar outros métodos de conservagado celular.

O processo de liofilizagido pode resultar em danos fisioldgicos e estruturais das
células bacterianas elevando em perda substancial da viabilidade. Fuller (1992) cita
que, em geral, os lactobacilos sdo insensiveis ao congelamento e estocagem a -20° C
ou abaixo, mas s30 menos resistentes a liofilizagdo e, especialmente, em secagem por
pulverizador (spray-drying). Valdez e Diekmann (1993) sugerem o uso de farinha de
centeio com glutamato monossodico como crioprotetores para o preparo de culturas
iniciais, pela miportancia econdmica: curto tempo de secagem e alta sobrevivéncia na
liofilizagdo depois de estocagem a temperatura ambiente. Pesquisadores observaram
que mudangas fisiologicas (aquecimento, baixo pH e choque osmotico) geralmente
aumentam a habilidade do organismo em resistir s condi¢des ambientais adversas
(PRASAD; McJARROW, GOPAL,2003). Dziezak (1988) e Fuller (1992) sugerem o
encapsulamento de microrganismos como forma de preservagdo a longo prazo.

Barreto et al (2003) comentam que para elevar a taxa de sobrevivéncia dos
microrganismos em produtos probidticos sdo necessarias inovagdes tecnologicas como
a selegdo de cepas mais resistentes, a pré-adaptagdo das cepas as condigdes de estresse,

a adi¢do de micronutrientes e agentes redutores e a microencapsulagao.
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4.3 ESTUDOS DO COMPORTAMENTO BIOQUIMICO E FISIOLOGICO DAS
CEPAS ESCOLHIDAS

4.3.1. Prova da Catalase

A prova da catalase resultou negativa — auséncia de efervescéncia - para as
cepas P01-001 e P08-002. O género Lactobacillus ndo possui catalase, enzima que tem
a propriedade de decompor o peroxido de hidrogénio (KANDLER; WEISS, 1989).

4.3.2 Identificagio de Acidos Organicos e Presenga de Gas Produzidos pela

Fermentagdo da Glicose

As cepas P01-001 e P08-002 sdo denominadas bactérias acido lacticas por
produzirem acido lactico, e heterofermentativas por produzirem também gas (CO,) e
outras substancias (FIGURAS 18 e 19) a partir de glicose (KANDLER; WEISS, 1989;
TARANTO; VALDEZ; PEREZ-MARTINEZ, 1999).

FIGURA 18 - CROMATOGRAMA DOS PRODUTOS DA FERMENTACAO DE P01-001 EM CALDO MRS
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FIGURA 19 - CROMATOGRAMA DOS PRODUTOS DA FERMENTACAO DE P08-002 EM CALDO MRS
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4.3.3 Tolerancia a Extremos de Temperatura

As cepas P01-001 e P08-002 apresentam melhor crescimento na temperatura de
37 e 45 °C e pouco crescimento em 15 °C (FIGURA 20). Os lactobacilos crescem em
temperatura de 2-53 °C, cuja temperatura Otima geralmente estd entre 30-40 °C
(KANDLER; WEISS, 1989; CHERUBIN, 2003). Segundo o Manual Bergey
(BUCHANAN; GIBBONS, 1974) a espécie heterofermentativa que cresce a
temperatura de 45 °C e ndo apresenta crescimento a 15 °C € a Lactobacillus

Jfermentum.
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FIGURA 20 - COMPORTAMENTO FERMENTATIVO EM 24 HORAS DAS CEPAS P01-001 E
P08-002 A TEMPERATURAS DE 15,37 E 45°C

NUmero de badtérias (log ufo/ml)

15 15 37 37 45 45
Temperatura

4.3.4 Comportamento em Relagdo ao Oxigénio Livre

Quanto ao comportamento em presenga do oxigénio livre, as cepas P01-001 e
P08-002 (FIGURA 21) necessitam de redugdo do teor de oxigénio para um melhor
desenvolvimento, provavelmente em razio da sensibilidade de suas enzimas a
condigdes fortemente oxidativas (BIER, 1985).

Verificada morte celular de ambas as cepas nas condigSes com agitagdo (shaker
a 120 rpm), o inéculo inicial de 107 ufc/mL passou a 10? - 10° ufc/mL ap6s 24 horas de

incubagdo, provavelmente pelo fato de serem microaerofilas.
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FIGURA 21 - COMPORTAMENTO FERMENTATIVO EM 24 HORAS DAS CEPAS P01-001 E
P08-002 EM AGITAGCAO E ESTATICO

Numero de bactérias (log ufe/mL)

Inicial Inicial AgitagAoAgitacao Estatico Estatico

4.3.5 Tolerancia a Diferentes pH

As cepas P01-001 e P08-002 apresentam crescimento a pH 4, 5, 6 ¢ 8,
verificado por absorbancia a 580 nm (FIGURA 22), e sobrevivem a pH 2 ¢ 3 no
periodo de 4 horas, verificado através da presenga de colonias pelo método pour plate.
O pH do HCIl excretado no estdomago € de 0,9, mas a presenga de alimento faz com que
o pH aumente ao valor de 3,0. Ap6s a ingestdo do alimento, o estdbmago leva de 2 a 4
horas para esvaziar (PENNACCHIA et al, 2004), portanto as cepas isoladas P01-001 ¢
P08-002, pelo teste in vitro, sobreviveriam ao periodo da digestio e ao pH
correspondente do estdmago, sendo a tolerdncia a pH baixo uma importante
caracteristica probidtica, juntamente com a resisténcia a bile e fenol, para a
sobrevivéncia e crescimento das bactérias no trato gastrintestinal (GILLILAND;
WALKER, 1990; McDONALD; FLEMING; HASSAN, 1990; GONZALO et al, 1998;
CHERUBIN, 2003).

Alguns autores observaram que espécies de Lactobacillus acidophilus
apresentaram alta tolerancia a pH 3 (XANTHOPOULOS; LITOPOULOU-
TZANETAKI; TZANETAKIS, 2000).
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FIGURA 22 - CINETICA DAS CEPAS P01-001 (A) E P08-002 (B) EM DIFERENTES pH DO

MEIO MRS
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4.3.6 Tolerancia a Substancias Inibitorias

As FIGURAS 23 e 24 apresentam valores em Log (ufc/mL) das cepas P1-001 e
P8-002 respectivamente em relagdo as substincias inibitorias: 10% de bile, 0,4% de
fenol e 4-8% de NaCl. Observa-se que tanto a cepa P01-001 e P08-002 apresentam
melhores tolerdncias a 10% de bile, 0,4% de fenol e 4% de NaCl, mas ndo a 8% de
NaCl, comparado com o controle (MRS), com caracteristicas de Lactobacillus
Jermentum segundo Davis (1955).

A tolerancia a bile e ao fenol (os fendis podem ser formados no intestino por
bactérias que desaminam alguns aminoacidos aromaticos provenientes da dieta ou
produzido por proteinas endogenas) sdo caracteristicas importantes para melhor
habilidade de sobrevivéncia, ndo necessariamente de multiplicagdo, no intestino.

Alguns autores sugerem que a concentragdo de 0,4% de fenol causa agdo
bacteriostatica para alguns microrganismos (XANTHOPOULOS; LITOPOULOU-
TZANETAKI; TZANETAKIS, 2000).

Xanthopoulos, Litopoulou-Tzanetaki e Tzanetakis (2000) isolaram de fezes de
criangas a cepa Lactobacillus reuteri DC423 com alta resisténcia (0,4%) a fenol: a
contagem de células viaveis manteve-se completamente ndo afetada pelo fenol.

FIGURA 23 - TESTE DE TOLERANCIA FRENTE A DETERMINADAS SUBSTANCIAS: MRS
(CONTROLE), BILE (B), FENOL (F) E NaCl DA CEPA P01-001

NUmero de bactérias (log ufc/ml) de
PO1-001

MRS B (10%) F (0,4%) NaCl (4%) NaCl (8%)
Substancias
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FIGURA 24 - TESTE DE TOLERANCIA FRENTE A DETERMINADAS SUBSTANCIAS: MRS
(CONTROLE), BILE (B), FENOL (F) E NaCl DA CEPA P08-002
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4.3.7 Fermentagdo de Diferentes Fontes de Carbono

De acordo com a fermentagdo de carboidratos selecionados da galeria API 50
CH (BIOMERIEUX) (FIGURA 25), ou seja, através do catabolismo destes agiicares,
resulta a produgdo de acidos organicos, verificados pela troca da cor purpura de
bromocresol a cor amarela. Os resultados obtidos constituem o perfil bioquimico da
cepa e servem também para sua identificagdo ou tipagem. Foram identificadas as cepas
P01-001 e P08-002 como Lactobacillus fermentum e, de acordo com o Manual Bergey,
a espécie Lactobacillus fermentum ndo pode ser diferenciada da espécie de L. reuteri
por simples testes fisiologicos, é necessario outro teste para separar as duas espécies,
podendo ser: determinagdo da % mol G+C (guaninatcitosina), acido diamino da
peptideoglicana ou mobilidade eletroforética de acido lactico desidrogenase
(LDHYKANDLER; WEISS, 1989).



Resultados e discussdes 99

FIGURA 25 - RESULTADOS OBTIDOS (TROCA DA COR PURP['JRA DE BROMOCRESOL A
COR AMARELA) DA FERMENTACAO DE 49 ACUCARES DA GALERIA API
S0CH

(A) CEPA P01-001

(B) CEPA P08-002
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4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.4.1 Atividade Antimicrobiana em Pogos

A atividade antimicrobiana das cepas isoladas - P01-001 e P08-002 - ¢ do
antibidtico - sulfato de neomicina 30 ug - frente a cepa Escherichia coli hemolitica
suina foram semelhantes, observada pela formagdo do halo de inibigdo do crescimento
de Escherichia coli hemolitica suina ao redor de cada orificio contendo o sobrenadante
concentrado da fermentagio do caldo MRS de ambas as cepas e do disco de antibidtico
(FIGURA 26).

FIGURA 26 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS METABOLITOS' PRESENTES EM MEIO DE
CULTIVO DAS CEPAS ISOLADAS E EFEITO DE ANTIBIOTICO FRENTE A Escherichia
coli HEMOLITICA SUINA

NOTA: A) disco de antibidtico sulfato de neomicina 30 pg;
B) sobrenadante da fermentagdo da cepa P01-001 em MRS concentrado a 10%;
C) sobrenadante da fermentagdo da cepa P08-002 em MRS concentrado a 10%.

A atividade antimicrobiana das cepas P01-001 e P08-002 podem ser devidas a
produgdo de compostos como as bacteriocinas (TAGG; DAJANI; WANNA MAKER,

1976) e acidos organicos, que teriam agdo antibacteriana especialmente em relagéo as
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bactérias patogénicas segundo Fuller (1992) e Pinto, Ponsano e Castro-Gomez (1996).
No entanto, F. coli, uma bactéria Gram negativa, € mais sensivel a presenga de acidos.
Foi investigada a resisténcia de crescimento das cepas P01-001 e P08-002 em
relacdo a neomicina - antibidtico utilizado como promotor de crescimento em suinos -
em ambos os estudos ndo apresentava-se halo de inibigdo; portanto, ambas as cepas

sdo resistentes a este tipo de antibiotico.

4.42 Determinagdo da Capacidade Inibitéria do Sobrenadante da Fermentagdo do
Caldo MRS por Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 em Meio Mueller-Hinton

As porcentagens de inibigdo de crescimento de Escherichi coli hemolitica suina
e Staphylococcus aureus (FIGURAS 27 e 28) pelo sobrenadante da fermentagdo do
caldo MRS por Lactobacillus reuteri LPB-P01-001, em meio Mueller-Hinton ajustado
a diferentes pH, a 24 horas foi de 96, 7% a pH 5,5; 28,9% a pH 6,5 ¢ 22,5% a pH 7,0
para Escherichi coli hemolitica suina, e de 96,1% a pH 5,5; 21,9% a pH 6,5 ¢ 15,9%
a pH 7,0 para Staphylococcus aureus. A inibigdo do crescimento de ambos indicadores
foi maior em pH 5,5, provavelmente, devido a presenga de compostos antimicrobianos
como acidos lactico, acético, bacteriocinas e substiancias inibidoras semelhantes as
bacteriocinas (LUCK, 1981; BEUCHAT;GOLDEN, 1989; SAEED, et al, 2005),

porém os acidos organicos inibem melhor entre o pH 3 € 5.
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FIGURA 27 - INIBICAO DE Escherichi coli hemolitica suina PELO SOBRENADANTE-MRS DE
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO MUELLER-HINTON
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FIGURA 28 - INIBICAO DE Staphylococcus aureus PELO SOBRENADANTE-MRS DE
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO MUELLER-HINTON
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4.4.3 Determinagdo da Capacidade Inibitéria da Reuterina

A porcentagem de inibigdo de crescimento de Escherichi coli hemolitica suina e
Staphylococcus aureus (FIGURAS 29 e 30) em meio Mueller-Hinton acrescido do
sobrenadante, proveniente da fermentagdo do glicerol por Lactobacillus reuteri LPB-
P01-001, e ajustado a diferentes pH a 6 horas de incubagdo, foi de 22,7% a pH 5,5;
19,7% a pH 6,5 € 9,2% a pH 7,0 para Escherichi coli hemolitica suina, ¢ de 32,1% a
pH 5,5; 23,0% a pH 6,5 € 16,8% a pH 7,0 para Staphylococcus aureus.

A imibi¢do do crescimento de ambos indicadores - causadores de diarréia - foi
menor em comparagdo ao sobrenadante da fermentagdo do caldo MRS devido,
provavelmente, ao acimulo de poucas substincias imbidoras como no primeiro caso.
A fermentagdo do glicerol pelo Lactobacillus reuteri produz reuterina, substancia
neutra, ndo protéica, efetiva a um amplo intervalo de pH (de 2 a 8), mostrando-se mats

estavel e efetiva a pH acido contra as culturas empregadas (OROBON, 2003).

FIGURA 29 - INIBICAO DE Escherichi coli hemolitica suina PELO SOBRENADANTE DA
FERMENTACAO DO GLICEROL DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM
MEIO MUELLER-HINTON
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NOTA: MH-G: meio Muller Hinton acrescido de glicerol; MHS: meio Mueller Hinton acrescido de

sobrenadante-glicerol da fermentagdo de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001; MH: meio
Muller Hinton
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FIGURA 30 - INIBICAO DE = Staphylococcus aureus PELO SOBRENADANTE DA
FERMENTACAO DO GLICEROL DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM
MEIO MUELLER-HINTON

Inibigdo de Staphylococcus aureus pelo sobrenadante
em glicerol de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001

-O- MH-GpH 5,5

- MHS pH 5,5

- MH-G pH 6,5
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< MH-GpH 7,0

—& MHSpH 7,0
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Tempo (h)

NOTA: MH-G: meio Muller Hinton acrescido de glicerol; MHS: meio Mueller Hinton acrescido de
sobrenadante-glicerol da fermentagdo de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001; MH: meio
Muller Hinton

4.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A identificagdo molecular foi através da analise da seqii€ncia de IDNA 16S
obtida da amostra LPB-P01-001 (cepa que apresentou maiores valores para o0s
pardmetros cinéticos item 4.9) e é apresentada na FIGURA 31. Esta seqiiéncia foi
analisada usando a rotina BLAST do Genbank e Sequence Match do RDP, cujos
resultados sdo apresentados na FIGURA 32 e ANEXO 2.



Resultados e discussoes 105

FIGURA 31 - SEQUENCIA PARCIAL DE rDNA 16S DA AMOSTRA LPB - P01-001

>LPB-P01-001
CACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGA
GCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAG
CCACATGGCTTTTGTTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTCTGGGATGG
ACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATG
ATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACG
GTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGT GCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTG
ACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAG
TGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGCG
GCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTATACGATGAGTGCTAGGTGT
TGGAGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTTACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGTGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGTGTTTAATTCGACAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTC
GGGGACGCACTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
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FIGURA 32 - ARVORE FILOGENETICA DEMONSTRANDO A RELACAO FILOGENETICA

ENTRE A AMOSTRA LPB - P01-001 E LINHAGENS DE MICRORGANISMOS
RELACIONADOS COM BASE EM SEQUENCIAS DE rDNA 16S.
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Os resultados de identificagdo sdo apresentados a seguir:

Amostra Identificagdo

LPB - P01-001 Lactobacillus reuteri - Kandler et al.
1982

A seqiiéncia parcial do rDNA 16S da amostra LPB - P01-001 apresentou 98% de
similaridade, com seqiiéncias de rDNA 16S de linhagens de Lactobacillus reuteri,
disponiveis nas bases de dados. Apresentou ainda porcentagens de similaridade mais
baixas, 96 a 97%, com outras espécies de Lactobacillus, tais como, Lactobacillus

vaginalis, Lactobacillus pontis, Lactobacillus panis € Lactobacillus antri.

A anilise filogenética (ANEXO 1) confirmou uma proximidade filogenética maior

da amostra LPB- P01-001 com a espécie Lactobacillus reuteri.

4.6 CARACTERISTICAS DE Lactobacillus reuteri LPB P01-001

A FIGURA 33 mostra colonias tipicas de Lactobacillus reuteri LPB P01-001:

brilhantes, lisas, convexas, de bordos regulares e ndo pigmentadas.

FIGURA 33 - C(?LC)NIAS DE Lactobacillus reuteri LPB P01-001, EM AGAR MRS, PELO
METODO POUR PLATE
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A FIGURA 34 mostra a morfologia da bactéria Lactobacillus reuteri LPB P01-
001 sendo um bacilo curto, ligeiramente irregular, com termina¢do arredondada,
geralmente 0,7-1,0 por 2,0-5,0 pm, apresenta-se sozinho, em pares € pequenos grupos.

FIGURA 34 - MORFOLOGIA DE Lactobacillus reuteri LPB P01-001 EM MICROSCOPIO OPTICO

4.7 COMPORTAMENTO FERMENTATIVO EM MEIO MRS

O comportamento fermentativo das cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 ¢
Lactobacillus sp LPB-P08-002 em meio usado como referéncia, MRS, é observado
nas FIGURAS 35 e 36, onde o tempo 6timo para atingir o final da fase exponencial de
crescimento ou o inicio da estaciondria de produgdo de biomassa, é a partir de oito
horas de fermentagdo para ambas as cepas (Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 e
Lactobacillus sp LPB-P08-002).
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FIGURA 35 - CINETICA DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM CALDO MRS: (A)

CONSUMO DE ACUCAR E CRESCIMENTO MICROBIANO; (B) EVOLUCAO
DO pH
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FIGURA 36 - CINET}CA DE Lactobacillus sp. LPB- P08-002 EM CALDO MRS: (A) CONSUMO
DE ACUCAR E CRESCIMENTO MICROBIANO; (B) EVOLUCAO DO pH
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4.7.1 Produgdo de Acidos Organicos em Caldo MRS

Através das analises dos cromatogramas, pode-se observar a produgao de acidos
organicos (acido lactico e acético), durante a fermentagdo no meio MRS das cepas
Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus sp LPB-P08-002 (FIGURAS 37 ¢
38), confirmando que sdo cepas heterofermentativas.

FIGURA 37 - PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO DE
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001EM MEIO MRS
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FIGURA 38 - PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO DE
Lactobacillus sp. LPB- P08-002 EM MEIO MRS
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4.8 PRODUCAO DE BIOMASSA EM MEIO DE CULTIVO ALTERNATIVO

Na tentativa de produzir biomassa em grande escala (SCHMIDELL, 2001)
foram formulados meios alternativos menos onerosos que o meio comercial MRS para
os processos fermentativos, usando como fonte de carbono um derivado da cana-de-
agucar - aglicar mascavo - de baixo custo ¢ em disponibilidade, € como fonte de
nitrogénio o extrato de levedura. Foram num total de 24 formulagGes com diferentes
concentragdes de extrato de levedura e agucar mascavo. Os crescimentos microbianos
das cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus sp LPB-P08-002 foram
expressos em absorbancia, sendo estes relacionados com a absorbancia obtida no meio

MRS (MERCK) (FIGURAS 39 e 40).

FIGURA 39 - CRESCIMENTO MICROBIANO DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 NAS
DIFERENTES FORMULACOES DO MEIO ALTERNATIVO
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NOTA: Formulagdes: 1) 0%N e 4%C; 2) 0%N e 5%C; 3) 0%N e 6%C; 4) 0%N ¢ 9%C;
5)0,5%N ¢ 4%C; 6) 0,5%N e 5%C; 7) 0,5%N ¢ 6%C; 8) 0,5%N e 9%C;
9) 1%N e 4%C; 10) 1%N € 5%C; 11) 1%N e 6%C; 12) 1%N e 9%C;
13) 2%N e 0%C; 14) 2%N e 0,25%C; 15) 2%N € 1%C; 16) 2%N e 3%C;
17) 4%N e 0%C; 18) 4%N e 0,25%C; 19) 4%N e 1%C; 20) 4%N ¢ 3%C;
21) 6%N ¢ 0%C; 22) 6%N ¢ 0,25%C; 23) 6%N e 1%C; 24) 6%N e 3%C;
Onde: N = extrato de levedura e C = agiicar mascavo.
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FIGURA 40 - CRESCIMENTO MICROBIANO DE Lactobacillus sp. LPB-P08-002 NAS
DIFERENTES FORMULACOES DO MEIO ALTERNATIVO
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NOTA: Formulagdes: 1) 0%N e 4%C; 2) 0%N e 5%C; 3) 0%N e 6%C; 4) 0%N ¢ 9%C;
5)0,5%N e 4%C; 6) 0,5%N e 5%C; 7) 0,5%N e 6%C; 8) 0,5%N e 9%C;
9) 1%N ¢ 4%C; 10) 1%N ¢ 5%C; 11) 1%N e 6%C; 12) 1%N ¢ 9%C;
13) 2%N ¢ 0%C; 14) 2%N e 0,25%C; 15) 2%N ¢ 1%(C; 16) 2%N e 3%C;
17) 4%N e 0%C; 18) 4%N e 0,25%C; 19) 4%N e 1%C; 20) 4%N ¢ 3%C;
21) 6%N e 0%C; 22) 6%N e 0,25%C; 23) 6%N ¢ 1%C; 24) 6%N e 3%C;
Onde: N = extrato de levedura e C = agticar mascavo.

Os crescimentos microbianos das cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 ¢
Lactobacillus sp LPB-P08-002 ndo foram alterados nas formulagdes com 4, 5, 6 € 9%
de agucar mascavo, entretanto, houve aumento com o acréscimo de extrato de levedura,
respondendo melhor a partir de 1% de extrato de levedura. Concentragfes baixas de
agucar mascavo (0, 0,25 e 1%), ndo apresentam bom crescimento, tendo melhores
respostas a partir de 3%. Niveis altos de extrato de levedura (superior a 4%) néo
resultam em aumento celular. As melhores respostas em crescimento celular para as
cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus sp LPB-P08-002 foram as
formulagdes 9 (1% de extrato de levedura e 4% de aglcar mascavo) e 16 (2% de
extrato de levedura e 3% de agicar mascavo), indicando que 0s microrganismos

testados necessitam de uma quantidade equilibrada dos dois componentes.
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4.8.1 Delineamento Experimental e Analise Estatistica da Otimizagdo do Meio

Alternativo

O experimento com as varias formulagdes do meio alternativo foi submetido a
analise estatistica, através da analise do delineamento experimental (ANEXO 3), e
foram obtidas as equagles de regressdo e graficos de superficie de respostas
(FIGURAS 41 e 42) para o efeito extrato de levedura e aglicar mascavo no
crescimento celular das cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus sp

LPB-P08-002:

FIGURA 41 - EFEITO DO EXTRATO DE LEVEDURA E ACUCAR MASCAVO NO
CRESCIMENTO CELULAR DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001

Equagdo: ABS [N] [CVABS MRS = 0,22661-0,15211.N+0,54445 N.C+0,02644.N2-0,09464.
N?.C-0,0421.N.C*+0,0108. N* C*

Onde:

N = % extrato de levedura;

C =% aguicar mascavo.

amostra1

B 0,127
Il 0,455
0,782
1,11

=3 1,437
[ 1,765
1 2,092
B 2419
B 2,747
Il 3.074
I above

NOTA: ABS= CRESCIMENTO DA CEPA Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 EXPRESSO EM
ABSORBANCIA EM MEIO ALTERNATIVO/ ABSORBANCIA EM CALDO MRS;
C= % EM ACUCAR MASCAVO ADICIONADO NO MEIO DE CULTIVO;
N=% EM EXTRATO DE LEVEDURA ADICIONADO NO MEIO DE CULTIVO.
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FIGURA 42 - EFEITO DO EXTRATO DE LEVEDURA E ACUCAR MASCAVO NO
CRESCIMENTO CELULAR DE Lactobacillus sp. LPB- P08-002

Equagdo: ABS [N] [C)/ABS MRS =0,19011+0,4841 INC-0.05627N*C-0,02709NC?
Onde:

N = % extrato de levedura;

C = % aglicar mascavo.

amostra2

Hl 0,327
Il 0,655
Il 0,982
. 1,309
=) 1,636
[ 1,964
B3 2,291
B 2618
D 2,945
R 3273
# above

NOTA: ABS= CRESCIMENTO DA CEPA Lactobacillus sp LPB-P08-002 EXPRESSO EM
ABSORBANCIA EM MEIO ALTERNATIVO/ ABSORBANCIA EM CALDO MRS;
C=% EM ACUCAR MASCAVO ADICIONADO NO MEIO DE CULTIVO;
N=% EM EXTRATO DE LEVEDURA ADICIONADO NO MEIO DE CULTIVO.

Observou-se (ANEXO 3) que os efeitos de extrato de levedura, agicar mascavo
e de interagdo foram estatisticamente significativos para produg¢do de biomassa das
cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus sp LPB-P08-002, ou seja, o
comportamento do tratamento com agicar mascavo tem efeito diferenciado quando
submetidos as diferentes concentragdes de extrato de levedura, onde as melhores
concentragdes para o crescimento celular da cepa Lactobacillus reuteri LPB- P01-001

foram de 3,0509% para agiicar mascavo e 2,5758% para extrato de levedura; para



Resultados e discussoes 116

Lactobacillus sp LPB-P08-002 foram de 2,8197% para agucar mascavo e 2,8735%

para extrato de levedura.

4.9 ESTUDO CINETICO DO CRESCIMENTO CELULAR E DA PRODUCAO DE
ACIDOS ORGANICOS DAS CEPAS ISOLADAS UTILIZANDO MEIO
ALTERNATIVO

4.9.1 Formulagdo 1% de Extrato de Levedura e 4% de Agucar Mascavo

Com o objetivo de estudar as cinéticas de Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e
Lactobacillus sp LPB-P08-002 em relagdo a produgdo de biomassa e acidos acético e
lactico varias fermentagdes foram feitas a 37 °C, sob condi¢des controladas e ndo
controladas de pH, foram determinados: velocidade especifica de crescimento p (h™),
produtividade Py (/L h), rendimento em biomassa Y x/s (g.g") e em acidos orginicos
Ypis (g.g’l), usando meio alternativo com 1% de extrato de levedura e 4% de agucar
mascavo, pois ¢ uma das formulagGes que apresentou melhores resultados no
crescimento microbiano das cepas Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus
sp LPB-P08-002 (FIGURAS 39 e 40) e também utiliza o minimo de extrato de
levedura, componente mais caro na formulagio.

As FIGURAS 43, 44, 45 e 46 mostram a produgio de biomassa e consumo de
agucar das fermentagles de Lactobacillus reuteri LPB- P01-001 e Lactobacillus sp
LPB-P08-002 ¢ as FIGURAS 45 e 46 também incluem a evolugdo de pH. Nas
FIGURAS 43 e 44 o pH foram mantidos a um pH constante de 6,5 em todo periodo da
fermentagdo e o agucar foi quase totalmente consumido, enquanto que nas
fermentagdes de pH ndo controlado (FIGURAS 45 e 46), o pH variou de 4,55 a 3,73
apos 8 horas e o aglicar ndo foir completamente consumido; foram consumidos no fim
da fase exponencial de 15,47-20,90% de agucares, o conteado de biomassa foi similar
com o experimento de pH controlado. Venkatesh, Okos ¢ Wankat (1993) descreveram
um incompleto consumo de agucares disponiveis (17%) e um rapido crescimento de

Lactobacillus bulgaricus (aproximadamente 10 horas) em meio sintético sem controle
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de pH, enquanto em pH constante de 5,6 foi observado um consumo de 90% em

agucares e uma fase exponencial longa (aproximadamente 18 horas).

FIGURA 43 - CURVA DE CRESCIMENTO QE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 COM
CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1% EXTRATO DE LEVEDURA

E 4% DE ACUCAR MASCAVO
1,6
1,4
3 L 12
2 i 5
8 EPE
e - ©
8 (08 8
[V
S -06 3
2" -
—0,4
—0,2

Tempo (h)
NOTA: ~© agucares totais (g/L) ¢ * biomassa (g/L)

FIGURA 44 - CURVA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus sp. LPB- P08-002 COM CONTROLE

DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1% EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE
ACUCAR MASCAVO

Agucares totais (g/L)
Biomassa (g/L)

0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (h)

NOTA: - agucares totais (/L) e * biomassa (g/L)
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FIGURA 45 - CURVA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus reuteri
CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1% EXTRATO DE LEVEDURA E
4% DE ACUCAR MASCAVO, ONDE: (A) CONSUMO DE ACUCAR E
CRESCIMENTO MICROBIANO; (B) EVOLUCAO DO pH

(A)

Agtcares totais (g/L)

Tempo (h)

NOTA: - agiicares totais (/L) ¢ * biomassa (g/L)

(B)

NOTA: * pH

pH

Tempo (h)

Biomassa (g/L)

118

LPB-P01-001 SEM
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FIGURA 46 -

(A)

CURVA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus sp. LPB- P08-002 SEM CONTROLE
DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1% EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE

ACUCAR MASCAVO, ONDE: (A) CONSUMO DE ACUCAR E CRESCIMENTO
MICROBIANO; (B) EVOLUCAO DO pH

Aglcares totais (g/L)
Biomassa (g/L)

0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (h)

NOTA: ~©- agucares totais (/L) e * biomassa (g/L)

(B)

NOTA: * pH

pH

Tempo (h)
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Os acidos lactico e acético sdo produtos de interesse do metabolismo
heterofermentativo de Lactobacillus, porque podem inibir microrganismos
patogénicos (LUCK, 1981). As evolugdes da produgio destes acidos organicos sobre

condi¢des de controle de pH do meio a 6,5 (FIGURAS 47 e 48) e sem controle
(FIGURAS 49 e 50) estdo apresentadas a seguir.

FIGURA 47 - PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO ALTERNATIVO COMPOSTO DE
1% DE EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO COM
MANUTENCAO DE pH a 6,5

Acido lactico (g/L)
Acido acético (g/L)

L A S S I S H S B B R B B
0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (h)

NOTA: > Acido lactico e “® acido acético
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FIGURA 48 - PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO
Lactobacillus sp. LPB-P08-002 EM MEIO ALTERNATIVO COMPOSTO DE 1% DE
EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO COM MANUTENCAO

DEpHa6,5
18 10
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16 — i
a ] -8 dJ
3 14 -2
3 A -3
k3 | @
g ro- o
o o
g 3
<C 10 B L
- 4
8_
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0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

NOTA: - Acido lactico € “® 4cido acético

FIGURA 49 - PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO DE
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO ALTERNATIVO COMPOSTO DE 1%
DE EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO SEM
MANUTENCAO DE pH

Acido lactico (g/L)
T
F-

Acido acético (g/L)

Tempo (h)

NOTA: - Acido lactico e “® 4cido acético
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FIGURA 50 - PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO DE
Lactobacillus sp. LPB-P08-002 EM MEIO ALTERNATIVO COMPOSTO DE 1% DE

EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO SEM MANUTENCAO
DE pH

Acido léctico (g/L)
Acido acético (g/L)

Tempo (h)

NOTA: - Acido lactico ¢ “® acido acético

A fim de estudar os diferentes parametros cinéticos € necessario conhecer a
velocidade especifica de crescimento (FIGURAS 51, 52, 53 e 54), estes valores foram

usados para calcular a produtividade em biomassa.
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FIGURA 51 - CALCULO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus
reuteri LPB-P01-001 COM CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1%
EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO

Ln biomassa vs tempo
0,6
04 y =0,1111x - 0,9735
R? = 0,9996
0,2
g 0
8 020 5 10
€ >
-0.4
-0,6
tempo (h)

15

FIGURA 52 - CALCULO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus
sp. LPB- P08-002 COM CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1%
EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO

Ln biomassa vs tempo

0.5 y=01418x- 15232
R?=0,941

Is biomassa

tempo (h)

15




Resultados e discussdes 124

FIGURA 53 - CALCULO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus
reuteri LPB-P01-001 SEM CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1%
EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO

Ln biomassa vs tempo

s 0 s |
0
g _0,:', q) 10
a
5 15 y =0,3016x - 2,296

~ R? = 0,9656

tempo (h)

FIGURA 54 - CALCULO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus
sp. LPB- P08-002 SEM CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 1%
EXTRATO DE LEVEDURA E 4% DE ACUCAR MASCAVO

Ln biomassa vs tempo

0,5 |
0
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X
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Os valores obtidos para os pardmetros cinéticos para biomassa e acidos

organicos sdo mostrados na TABELA 8.

TABELA 8 - PARAMETROS CINETICOS DA FERMENTACAO DE Lactobacillus reuteri LPB-
P01-001 E Lactobacillus sp. LPB- P08-002

pH Microrganismo Velocidade Produtividade de | Rendimento | Rendimento
especifica de biomassa de de acidos
crescimento P, (g/L h) biomassa organicos
p (') Yxs(gg") | Yes(gg)
(6,5) Lactobacillus 0,111 0,160 0,056 0,691
Com reuteri LPB-PO1-
controle 001
(6,5) Lactobacillus sp. 0,142 0,146 0,042 0,548
Com LPB- P08-002
controle
Sem Lactobacillus 0,302 0,284 0,253 0,384
controle reuteri LPB-PO1-
001
Sem Lactobacillus sp. 0,219 0,280 0,208 0,239
controle LPB- P08-002

As fermentagdes com controle de pH (TABELA 8) apresentam baixo
rendimento em biomassa, de acordo com Kandler e Weiss (1989) os Lactobacillus sio
microrganismos aciduricos, onde o pH 6timo usualmente € 5,5 - 6,2; o crescimento
geralmente ocorre a pH 5 ou menos; a velocidade de crescimento é freqiientemente
reduzida a pH neutro ou em reagdes inicialmente alcalinas.

As fermentagdes realizadas sobre condigbes de pH constante a 6,5 foram as que
apresentaram melhores produgdes de acidos organicos em relagdo as realizadas sem
controle de pH. O pH, para propiciar elevado rendimento em acidos orgénicos, deve-
se situar nas proximidades da neutralidade ou na faixa levemente acida. E importante
manter o pH constante, pois conforme a acidez aumenta, ocorre uma inibigdo da
fermentagdo (LIMA; AQUARONE; BORZANI, 1975).

Como o objetivo € a produgdo de biomassa acreditamos que a condi¢gdo sem
controle de pH, cujos rendimentos em biomassa foram melhores, seria que melhor
responderia nossos objetivos € que a cepa Lactobacillus reuteri LPB- P01-001, a qual
apresentou os maiores valores de p, P, € Yx/s, seria a mais indicada para ser escolhida.

De acordo com Schmidell (2001) para um processo ser economicamente viavel,
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dependendo do sistema, é desejavel isolar linhagens que demandem curtos tempos de
fermentagdo, ou seja, tenham elevada velocidade especifica de crescimento, tenham

exigéncia de aeragdo reduzida, ou que sejam capazes de metabolizar substratos de

baixo custo.
4.9.2 Formulagdo 2% de Extrato de Levedura e 3% de Agacar Mascavo

Na tentativa de melhorar a produtividade em biomassa foi testada a formulagio
com 2% de extrato de levedura e 3% de agacar mascavo. A FIGURA 55 mostra a
produgdo de biomassa, consumo de agucar e a evolugdo de Lactobacillus reuteri LPB-

P01-001 e a FIGURA 56 mostra a evolugdo da produgio de acidos organicos.

FIGURA 55 - CURVA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 SEM
CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 2% DE EXTRATO DE
LEVEDURA E 3% DE ACUCAR MASCAVO, ONDE: (A) CONSUMO DE
ACUCAR E CRESCIMENTO MICROBIANO; (B) EVOLUCAO DO pH

(A)

Agtlicares totais (g/L)
Biomassa (g/L)

Tempo (h)
NOTA: - agucares totais (/L) € “* biomassa (g/L)
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(B)

pH

r
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (h)
NOTA: * pH

FIGURA 56 — PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO DE
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO ALTERNATIVO COMPOSTO DE 2%
DE EXTRATO DE LEVEDURA E 3% DE ACUCAR MASCAVO SEM

MANUTENCAO DE pH
11 -. 6.4
. —6,2
~ 10 -6 3
:.) o R}
8 :‘5,8 §
g [ 54 3
< 8 - <
C — 5,2
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L
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NOTA: ©- Acido lactico e “® acido acético

A FIGURA 57 apresenta o valor da velocidade especifica de crescimento, este é

utilizado para calcular a produtividade em biomassa.
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FIGURA 57 - CALCULO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus

reuteri LPB-P01-001 SEM CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 2%
EXTRATO DE LEVEDURA E 3% DE ACUCAR MASCAVO

e
- O,

Ln biomassa
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Ln biomassa vs tempo
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Os valores obtidos para os parametros cinéticos para biomassa e acidos

organicos sdo mostrados na TABELA 9.

TABELA 9 - PARAMETROS CINETICOS DA FERMENTACAO DE Lactobacillus reuteri LPB-
P01-001 EM MEIO COM 2% DE EXTRATO DE LEVEDURA E 3% DE ACUCAR

MASCAVO
pH Velocidade Produtividade de Rendimento Rendimento
especifica de biomassa de biomassa de acidos organicos
crescimento P, (g/L h) Yys (2.2") Yoes(gg')
LW)
Sem 0,153 0,416 0,158 0,256
controle

O meio de composigdo com 2% de extrato de levedura e 3% de agucar mascavo

foi superior em produtividade em biomassa como mostra na TABELA 9, quando

comparado com o meio de composigdo 1% de extrato de levedura e 4% de agucar

mascavo (TABELA 8), estando este resultado de acordo com a analise estatistica.
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4.10 PRODUCAO DE BIOMASSA UTILIZANDO FORMULACOES EM MEIO
BASICO BALANCEANDO

Para suprir as necessidades de linhagens mais exigentes e, em geral, com
caracteristicas nutricionais mal conhecidas, podem-se adicionar certos materiais
complexos como: extrato de levedura (autolisado de leveduras), extrato de carne,
extrato de malte e peptona (hidrolisado de proteinas). Esses matenais -
individualmente ou adicionados conjuntamente - permitem introduzir ao meio de
cultura os fatores faltantes em um meio defimido, mas além de onerosos, sdo
complexos ¢ de composi¢do varidvel ao longo do tempo de armazenagem, na
dependéncia do fabricante e do lote empregado. Portanto, na tentativa de substituir o
extrato de levedura por uma fonte menos onerosa, fez-se a estimativa do meio basico
balanceado com uréia. A formulagdo do meio basico considerou a composi¢do
elementar do microrganismo a ser cultivado (35% de proteina na biomassa) € sua
capacidade de converter substincias quimicas do meio de cultivo em massa celular
(SCHMIDELL, 2001). Portanto, para se obter teoricamente 5 g de biomassa ¢
necessaria a adigdo de 0,06% de uréia. A formulagdo do meio basico foi1 de 3% de
agucar mascavo e 0,06% de uréia (QUADRO 7), e venficado o crescimento da cepa
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 em 24 horas no meio basico € na adig@o crescente

de extrato de levedura (FIGURA 58).
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QUADRO 7- ESTIMATIVA DO MEIO BASICO BALANCEADO

130

Dados iniciais Dados Unidades
Lactobacillus reuteri LPB-
Microorganismo P01-001
% de proteina na biomassa 35 %
Fonte de carbono inicial Agticar mascavo
Proporgio agiicares no substrato inicial
(para cada grama de agucar mascavo) 0,625 g
Concentragao inicial de agicares no meio 18,75 g/L
Rendimento (biomassa/substrato) - Yx/s 0,25*
Fonte principal de nitrogénio Uréia (CO(NH,),
Proporg¢do de nitrogénio na fonte principal
(peso molecular da uréia: 60 g; com 47%
de N) 0,47
Cilculos tedricos
Biomassa produzida
(rendimento x substrato consumido) 5 g/L
Proteina produzida pela biomassa 1,75 g/L
Nitrogénio necessario (proteina
produzida/6,25) 0,28 g/L
Quantidade da fonte de nitrogénio (uréia) a
adicionar (0,28/0,47) 0,60 g/L
Quantidade da fonte de carbono a adicionar
(18,75/0,625) 30 g/L
Meio basico
Agilcar mascavo 30 g/L
Uréia 0,60 g/L

NOTA: * RENDIMENTO OBTIDO COM 10 g/L DE EXTRATO DE LEVEDURA E 40 g/L DE

ACUCAR MASCAVO (25 g/L DE ACUCARES TOTAIS)
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FIGURA 58 - CRESCIMENTO DE Lactoba'cillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO BASICO
BALANCEADO COM UREIA E CONCENTRACOES DIFERENTES DE
EXTRATO DE LEVEDURA

2,8

Peso seco (g/L)
>
|

1.2 —
0,8 —
0,4 —
o -
1 2 3 4 5
Composicao

NOTA: 1: 0% de extrato de levedura, 3% de agucar mascavo ¢ 0,06% de uréia;
2: 0,5% de extrato de levedura, 3% de agiicar mascavo e 0,06% de uréia;
3: 1% de extrato de levedura, 3% de agticar mascavo € 0,06% de uréia;
4: 2% de extrato de levedura, 3% de agicar mascavo e 0,06% de uréia;
5: 4% de extrato de levedura, 3% de agicar mascavo e 0,06% de uréia.

O meio basico balanceado com uréia (3% de agicar mascavo e 0,06% de uréia)
resultou em baixa produgdo de biomassa, indicando que o microrganismo necessita de
um complexo nutricional (KANDLER; WEISS, 1989) encontrado no extrato de
levedura. O uso de um determinado nutriente em quantidade menor que a desejada vai
provocar limitagdo da a¢do microbiana. Por outro lado, o uso desse nutriente em
quantidade maior que um determinado valor, podera provocar inibigdo dessa agdo
(SCHMIDELL, 2001).
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4.11 ESTUDO DO CRESCIMENTO CELULAR DO MEIO ALTERNATIVO COM
ADICAO DE UREIA E FOSFORO

Algumas matérias-primas sdo de composi¢gdo quimica desconhecida e meios de
cultura contendo esses materiais naturais com freqiiéncia sdo completadas com alguns

sais (particularmente contendo nitrogénio e fosforo) (SCHMIDELL, 2001).

4.11.1 Adigdo de Uréia

Com a inten¢do de aumentar a produtividade em biomassa de Lactobacillus
reuteri LPB-P01-001 foi adicionado 0,06% de uréia (QUADRO 6) no meio composto
de 2% de extrato de levedura e 3% de agucar mascavo. A FIGURA 59 mostra a
produgdo de biomassa, consumo de agucar e evolugdo de pH de Lactobacillus reuteri
LPB-P01-001.

FIGURA 59 - CURVA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 SEM
CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO 2% DE EXTRATO DE
LEVEDURA, 3% DE ACUCAR MASCAVO E 0,06% DE UREIA, ONDE: (A)
CONSUMO DE ACUCAR E CRESCIMENTO MICROBIANO; (B) EVOLUCAO
DO pH

(A)

Acucares totais (g/L)
Biomassa (g/L)

Tempo (h)

NOTA: - agiicares totais (g/L) ¢ * biomassa (g/L)
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(B) EVOLUCAO DO pH

5,2

pH

Tempo (h)

NOTA: * pH

A evolugdo da produgio de acidos organicos em meio suplementado com uréia
esta apresentada na FIGURA 60.

FIGURA 60 — PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE A FERMENTACAO DE
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO ALTERNATIVO COMPOSTO DE 2%
DE EXTRATO DE LEVEDURA E 3% DE ACUCAR MASCAVO COM ADICAO DE
UREIA E SEM MANUTENCAO DE pH

58

Acido lactico (g/L)
Acido acético (g/L)

Tempo (h)

NOTA: - Acido lactico e “® acido acético
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Com o objetivo de estudar os diferentes parametros cinéticos € necessario
conhecer a velocidade especifica de crescimento (FIGURA 61), este valor foi usado

para calcular a produtividade em biomassa.

FIGURA 61 - CALCULO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DE Lactobacillus
reuteri LPB-P01-001 SEM CONTROLE DE pH, COMPOSICAO DO MEIO: 2%
EXTRATO DE LEVEDURA, 3% DE ACUCAR MASCAVO E 0,06% DE UREIA

Ln biomassa vs tempo

y = 0,1077x + 0,1945
R? = 0,9548

Ln biomassa
<O

(&, —
\

Tempo (h)

Os valores obtidos para os parametros cinéticos para biomassa e acidos

organicos sdo apresentados na TABELA 10.

TABELA 10 - PARAMETROS CINETICOS DA FERMENTACAO DE Lactobacillus reuteri LPB-
P01-001 EM MEIO COM 2% DE EXTRATO DE LEVEDURA, 3% DE ACUCAR

MASCAVO E UREIA
pH Velocidade Produtividade de Rendimento Rendimento
especifica de biomassa de biomassa de acidos organicos
crescimento P, (g/L h) Yxs (gg") Y ps(g.g?)
p')
Sem 0,108 0,296 0,164 0,217
controle
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A fermentagdo de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 em meio com 2% de
extrato de levedura, 3% de agicar mascavo e uréia apresentou uma produtividade de
biomassa de 0,296 g/L h, superior a0 do meio com 1% de extrato de levedura
(aproximadamente 4% superior, TABELA 8) e inferior 4 com 2% de extrato de
levedura (aproximadamente 28,8% abaixo TABELA 9); portanto, a adi¢do de uréia

ndo afetou a produtividade de biomassa.

4.11.2 Adigdo de Fosforo

Observa-se que na FIGURA 62 ndo houve melhorias no crescimento celular,
expresso em peso seco, apos adigdo de fontes de fosforo, provavelmente devido a
presenca desta substancia no agucar mascavo (4,4%) e quantidades altas podem inibir

o crescimento celular.

FIGURA 62 - CRESCIMENTO DE Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO BASICO
BALANCEADO COM UREIA ACRESCIDO DE EXTRATO DE LEVEDURA E
FONTE DE FOSFORO: FOSFATO MONOBASICO DE POTASSIO( KH;PO, ) E
FOSFATO DIBASICO DE POTASSIO (K,HPO,)

Peso seco (gL)

Composicao

NOTA: 1: 2% de N; 3% de C, 0,06% de uréia ¢ 0% de KH,PO, ¢ 0% de K;HPO,
2: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0,1% de KH,PO, ¢ 0% de K;HPO,,
3: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0,5% de KH,PO, ¢ 0% de K;HPO,,
4: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 1% de KH,PO, ¢ 0% de K;HPO,,
5: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia ¢ 0% de KH,PO, ¢ 0,1% de K,HPO,,
6: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0% de KH,PO, ¢ 0,5% de K;HPO,,
7: 2% de N; 3% de C; 0,06% de uréia e 0% de KH,PO, ¢ 1% de K,HPO,
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4.12 ANALISE ECONOMICA PARA PRODUCAO DE BIOMASSA DA CEPA
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO ALTERNATIVO

Para comparar o custo da produgio de biomassa da cepa Lactobacillus reuteri
LPB-P01-001, em meio de culttvo comercial MRS (DE MAN; ROGOSA; SHARPE,
1960) marca MERCK e em meio a base de agicar mascavo e extrato de levedura, nas
formulagdes: 1% de extrato de levedura e 4% de agucar mascavo; 2% de extrato de
levedura e 3% de agticar mascavo, foi realizada uma analise economica dos meios para
produzir 1 kilo da biomassa de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 (QUADRO 8).

Sendo: R$ 87,70 (oitenta e sete reais e setenta centavos) para preparar um litro
de caldo MRS;

R$ 2,23 (dois reais e vinte e trés centavos) para preparar um litro da
formulagdo: 1% de extrato de levedura e 4% de agucar mascavo;

R$ 4,26 (quatro reais e vinte e seis centavos) para preparar um litro da
formulagdo: 2% de extrato de levedura e 3% de agucar mascavo.

Apesar de, aparentemente, a formulagdo do meio alternativo com 2% de extrato
de levedura ser o mais oneroso (R$ 4,26/litro), em comparagdo com a composigio de
1% de extrato de levedura (R$ 2,23/litro), a producdo de biomassa com 2% de extrato
de levedura ¢ mais eficiente e superior, barateando o seu custo.

O custo para produzir um kilo de probidtico em meio MRS é de R$ 65,545 mil
e no meio alternativo o valor é de R$ 1,566 mil, ou seja, quarenta e duas vezes mais
barato que o0 meio MRS.

QUADRO 8 - ANALISE ECONOMICA PARA A PRODUCAO DE BIOMASSA DA CEPA
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 EM MEIO MRS E ALTERNATIVO

Composig¢io Biomassa em peso seco | Custo para produzir 1 kg
(g/L) de probidtico (RS)

caldo MRS 1,338 65 545,59

1% de extrato de levedura | 1,115 2 000,00 (33 vezes mais

e 4% de agicar mascavo barato a0 MRS)

2% de extrato de levedura | 2,72 1 566,18 (42 vezes mais

¢ 3% de agucar mascavo barato a0 MRS)
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4.13 AVALIACAO DA CEPA PROBIOTICA Lactobacillus reuteri LPB P01-001
SOBRE O DESEMPENHO DE LEITOES DESMAMADOS NA FASE DE
CRECHE

Os resultados obtidos para ganho de peso diario (GPD), consumo diario de
ragdo (CDR) e conversdo alimentar (CA) estdo apresentados na TABELA 11.

Apesar de ndo haver diferencga estatistica significativamente, nota-se na fase 1
(23 a 35 dias de idade) um GPD de 50 g a mais para os leitdes que receberam
antibiético e 28 g a mais para os que receberam probiodtico (56% do efeito obtido pelo
antibidtico), em relagdo aos que receberam somente dieta basal, assim como uma
redugdo na conversao alimentar de 9,50% para o tratamento com antibiético, enquanto
os que receberam o probidtico tiveram uma CA ainda melhor, sendo 11,17% menor
em relagdo aos que receberam a dieta basal na fase 1. Vassalo et al (1997) constataram
diferencas significativas para o ganho de peso médio e incidéncia de diarréia para os
leitdes alimentados com ragdes contendo probidticos, onde a adigdo de probidticos nas
ragdes para leitdes na fase inicial de crescimento proporcionou aumento significativo
no peso e controle eficaz na incidéncia de diarréia.

A primeira semana pds-desmame € considerada a fase de maior desafio para os
leitGes, pois a mudanga causa estresse nutricional e ambiental com limitada capacidade
de digestdo (por producgdo insuficiente de acido cloridrico, enzimas digestivas -
amilase, lipase e tripsina pancreatica - ¢ a alteragdo subita na forma fisica da dieta).
Além disso, problemas imunoldgicos também afetam o desempenho pds-desmame,
visto que a sua imunidade ainda ndo ¢ completamente efetiva (APCS, 2005;
LARPENT; CASTELLANOS; LARPENT, 1994).
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TABELA 11 - GANHO DE PESO DIARIO (GPD), CONSUMO DIARIO DE RACAO (CDR) E
CONVERSAO ALIMENTAR (CA) DOS SUINOS NOS DIFERENTES
TRATAMENTOS E PERIODOS AVALIADOS.

Dieta basal Antibiético Probiético
(média" ¢ o desvio (média e o desvio padrio) (média” e o desvio
padrio) padrio)

Fase I
GPD (kg) 0,149 + 0,022 0,199 + 0,068 0,177 +£ 0,030
CDR (kg) 0,260 + 0,022 0,293 + 0,016 0,275 + 0,004
CA 1,79 £ 0,385 1,62 + 0,668 1,59 + 0,304
Fase 2
GPD(kg) 0,306 + 0,027 0,274 + 0,270 0,313 +£ 0,062
CDR (kg) 0,694 + 0,081 0,664 + 0,082 0,671 + 0,068
CA 2,27 +£0,232 2,43 £ 0,091 2,14 £0,197
Fase 39
GPD(kg) 0,693 +0,120 0,726 + 0,147 0,739 + 0,027
CDR (kg) 1,553 £ 0,163 1,457 £0,212 1,537 £ 0,191
CA 2,30 +0,582 2,00 £ 0,161 2,09 +0,300
Fase total®
GPD(kg) 0,391 + 0,048 0,405 + 0,068 0,424 +0,021
CDR (kg) 0,857 +0,085 0,821 + 0,097 0,847 + 0,059
CA 2,22 +0414 2,04 +0,149 1,99 +£0,120

NOTA: "AS MEDIAS NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE TUKEY AO
NiVEL DE 5% DE PROBABILIDADE.

@FASE 1 (23 A 35 DIAS DE IDADE), FASE 2 (35 A 54 DIAS DE IDADE), FASE 3 (54 A
72 DIAS DE IDADE) E NO PERIODO TOTAL (23 A 72 DIAS DE IDADE).

Na fase 2 (35 a 54 dias de idade), observou-se que o desempenho dos leitdes
que receberam o probiotico (Lactobacillus reuteri LPB P01-001) foi supertor em GPD
e CA quando comparados aos que receberam a dieta basal e a dieta basal com
antibiotico. Na fase 3 (54 a 72 dias de idade), nota-se que a conversdo alimentar dos
tratamentos com antibiotico e probidtico foram muito proximos, melhor do que a dieta
basal.

Considerando o periodo total do experimento (de 23 a 72 dias de idade), a
utilizagdo de probidtico Lactobacillus reuteri LPB P01-001 na ragdo determinou maior
ganho de peso diario ¢ melhor conversdo alimentar que as ragdes: basal e com
antibiotico. Resultou em um GPD de 8,44% maior ¢ uma CA de 10,36% menor
quando comparados aos que receberam somente dieta basal. Da mesma maneira, os

leitdes tratados com antibidtico ficaram 3,58% mais pesados e com uma conversdo



Resultados e discussdes 139

alimentar 8,11% menor do que os que receberam somente dieta basal. Estes resultados
sdo semelhantes aos observados por Chang et al (2001), obtiveram bons resultados
com o uso de Lactobacillus reuteri BSA 131 em suinos, como melhoramento na
conversido alimentar e ganho de peso, sendo tais resultados encorajadores para o uso
do probidtico em substituigdo de antibidticos usados rotineiramente como suplemento

alimentar em suinos.
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5 CONCLUSAO

A cepa P01-001 de origem do estdmago de suino foi identificada pelo método
DNA rnibossomal 16S e confirmada por técnicas bioquimicas e fisiologicas como a
espécie Lactobacillus reuteri.

O Lactobacillus reuteri LPB P01-001 ¢ uma cepa com potencial probidtico:
resistente a altas concentragdes de bile, fenol e baixo pH, caracteristicas importantes
para melhor habilidade de sobrevivéncia no intestino.

O Lactobacillus reuteri LPB P01-001 fermenta vanas formas de agucares e
glicerol, produz acido lactico, acido acético e reuterina, sendo possiveis substincias
com atividade antimicrobiana contra Escherichia coli hemolitica suina e
Staphylococcus aureus causadores de diarréia.

O Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 é heterofermentativo, com caracteristica
microaerodfila, cresce melhor em condigdes acidiricas, na temperatura de 37 e 45 °C,
sendo de oito horas o tempo 6timo de crescimento, sem manutengdo de pH.

E uma cepa com caracteristicas nutricionais exigente, ou seja, necessita de um
complexo nutricional encontrado no extrato de levedura. A formulagdo do meio
desenvolvido com 2% de extrato de levedura e 3% de agucar mascavo € a mais
eficiente e de baixo custo, 42 vezes mais barato ao meio MRS (MERCK) na produgédo
de biomassa de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001, com 0,416 g/L.h de produtividade
em biomassa, velocidade especifica de crescimento de 0,153 h™', rendimento de 15,8%
em biomassa formada em relagdo ao consumo de agucar e rendimento em produgio de
acidos lactico e acético de 25,6%.

Os resultados obtidos pelo ensaio com os leitdes sugerem que o probidtico
Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 na dosagem utilizada apresentou efeitos similares
ao antibiotico manifestado por ganho de peso diario, consumo diario de ragdo e
conversdo alimentar, podendo ser utilizado como substituto do antibidtico sulfato de
neomicina como promotor de crescimento em ragdo para leitdo desmamado na fase de
creche, atendendo as exigéncias do mercado consumidor que estd cada vez mais

procurando um produto de melhor qualidade, e da comissdo européia que proibirdo o
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uso de antibidtico na ragdo animal a partir de 2006, o qual é considerado o maior

comprador mundial de proteinas animais (UNIAO, 2003).
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar a aderéncia intestinal de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 em células
teciduais e interagdo na aderéncia de patogenos.

Incluir sais minerais como magnésio, manganés € ferro em meio de cultura na
tentativa de aumentar o crescimento celular de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001.

Substituir a fonte de nitrogénio, extrato de levedura, por um residuo industral.

Verificar a produgdo de exopolissacarideos (glicana e frutana), com agdo
prebidtica, na espécie isolada e caracterizada como Lactobacillus reuteri LPB-P01-001.

Formas de conservagdo em longo prazo, por exemplo, o encapsulamento de
células viaveis de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001.

Quantificar a reuterina proveniente da fermentagdo com glicerol e a aplicagdo
desta em produtos lacteos, carnes como conservante.

Estudar os diferentes indices zootécnicos no periodo de crescimento-terminagio
em suinos utilizando Lactobacillus reuteri LPB-P01-001. Verificar se existe diferengas

utilizando o probidtico em animais confinados ou néo.
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ANEXO 1 - LEGISLACAO

INSTRUCRO NORMATIVA N° 9, DE 27 DE JUNHO DE 2003
||Data de publicacdo: 30/06/2003 Situacdo: VIGENTE

Secao: 1 Pagina: 4

Ementa: Proibe a fabricacdo, a manipulagdo, o fracionamento, a
comercializagdo, a importacao e o uso dos principios ativos cloranfenicol e
nitrofuranos e os produtos que contenham estes principios ativos, para uso
veterinario e suscetivel de emprego na alimentacdo de todos os animais e
insetos.

Historico:_

INSTRUCAO NORMATIVA3S - Revogada pela Instr. Normativa n° 09 de
27/06/2003

INSTRUCAO NORMATIVAG67 - Revogada pela Instr. Normativa n° 09 de
27/06/2003

Revoga o Oficio Circular n® 06/99 SDA - OFICIO CIRCULAR 6

tos legais disponiveis no site sdo meramente ormativos €

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
GABINETE DO MINISTRO

INSTRUCAO NORMATIVA N© 9, DE 27 DE JUNHO DE 2003.

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no
uso da atribuicdo que |lhe confere o Art. 87, da Constituicdo, tendo em vista o que
dispoe o Decreto-Lei n° 467, de 13 de fevereiro de 1969, Decreto 76.986 Regulamenta
a Lei n% 6.198, de 26 de dezembro de 1974, o Decreto n°® 1.662, 6 de outubro de 1995,
0 Decreto n° 2.062, de 7 de novembro de 1996, e tendo em vista o que consta do
Processo n° 21.000.005292/2003-06 e 21.000.005646/2003 - 12, resolve:

Art. 10 Proibir a fabricagdo, a manipulagdo, o fracionamento, a comercializagdo, a
importacao e o uso dos principios ativos cloranfenicol e nitrofuranos e os produtos que
contenham estes principios ativos, para uso veterindrio e suscetivel de emprego na
alimentacdo de todos os animais e insetos.
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Art. 20 Ficam cancelados a partir da vigéncia dessa Instrucdo Normativa as
licengas e registros concedidos as matérias primas e aos produtos acabados para uso
veterindrios e suscetiveis de empregos na alimentagdo animal contendo os principios
ativos referidos no art. 19, em decorréncia da proibicdo nele contida.

Paragrafo Unico Os produtos até entdo autorizados deverao ser retirados do
comércio no prazo de 90 (noventa) dias, contados a partir da publicagdo da presente
Instrugao Normativa.

Art. 30 Esta Instrugdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagado.

Art. 40 Ficam revogadas a Instrugao Normativa N© 38, DE 8 de maio de 2002, a
Instrucdo Normativa N° 67, de 4 de dezembro de 2002, o Oficio Circular N© 06/SDA e o
Oficio Circular n® 1.271/CPV.

ROBERTO RODRIGUES
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RESOLUGAO RDC N.° 2, DE 7 DE JANEIRO DE 2002

A Diretoria Colegiada da Agénda Nacional de Vigilancia Sanitaria no uso da atribuigdo que Ihe confere o art. 11 inciso IV
do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto n.° 3.029, de 16 de abril de 1999, c/c 0 § 1° do art. 111 do
Regimento Intemo aprovado pela Portaria n.? 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de
2000, em reunido realizada em 26 de dezembro de 2001,

considerando a necessidade de constante aperfeicoamento das agbes de prevengdo e controle sanitdrio na area de
alimentos, visando a salde da populagdo;

considerando a possibilidade de efeitos benéficos de nutrientes e de substancias bioativas dos alimentos;
considerando a necessidade de estabelecer condigbes para avaliagdo da seguranga de uso de substancias bioativas;

considerando a possibilidade de que as substancias bioativas possam ser ingeridas em quantidades que causem efeitos
adversos a salde, a curto ou longo prazo;

considerando a possibilidade de ocorrénda de interagtes entre as substancias bioativas e nutrientes ou n3o nutrientes no
organismo, com efeitos indesejaveis a saude, a curto ou longo prazo;

adotou a seguinte Resolugdo de Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente Substituto, determino a sua publicagdo:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico de Substancias Bioativas e Probidticos Isolados com Alegagdo de Propriedades
Funcional e ou de Salde, constante do anexo desta Resolugdo.

Art. 2° As empresa tém o prazo até 28 de fevereiro de 2003 para se adequarem ao mesmo.

Art. 3° O descumprimento aos termos desta Resolugdo constitui infragdo sanitdria sujeita aos dispositivos da Lei n.°
6.437, de 20 de agosto de 1977 e demais disposigdes aplicaveis.

Art. 4° Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua publicagdo.
LUIS CARLOS WANDERLEY LIMA
ANEXO

REGULAMENTO TECNICO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS E PROBIOTICOS ISOLADOS COM ALEGAGAO DE PROPRIEDADES
FUNCIONAL E OU DE SAUDE

1. ALCANCE

1.1. Objetivo
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Padronizar os procedimentos a serem adotados para a avaliagdo de seguranga, registro e comercializagdo de Substancias
Bioativas e Probidticos Isolados com alegagdo de propriedades funcional e ou de sadde.

1.2. Ambito de Aplicacio

O presente Regulamento Técnico se aplica as diretrizes a serem adotadas para a avaliagdo de seguranga, registro e
comerdializag3o de Substancias Bioativas e Probi6ticos Isolados com alegagdo de propriedades funcional e ou de satide.

1.2.1. Excduem-se desta categoria:

- chas;

- composto liquido pronto para consumo;

- alimentos para praticantes de atividade fisica;

- produtos cuja finalidade de uso indique ag¢do terapéutica ou medicamentosa;

- produtos com agdo farmacoldgica preventiva ou curativa definidas, mesmo de origem natural;

- produtos que contenham substancias farmacoldgicas estimulantes, hormdnios e outras consideradas como "dopping”
pelo Comité Olimpico Internacional - COI;

- produtos fitoterapicos, bem como suas associagdes com nutrientes ou ndo nutrientes;
- alimentos e ingredientes alimentares que contenham ou consistam em organismos geneticamente modificados - OGM;

- alimentos e ingredientes alimentares produzidos a partir de organismos geneticamente modificados, mas que ndo o
contenham;

- suplemento vitaminico e ou de mineral;

- alimentos para nutrigdo enteral;

- novos alimentos e ou novos ingredientes;

- produtos com Padrdo de Identidade e Qualidade ou Regulamento Técnico especifico.
2. DESCRIGAO

2.1. Defini¢Ges

Para fins deste Regulamento Técnico, considera-se:
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2.1.1. Matéria-prima: toda substancia de origem vegetal ou animal, em estado bruto, que para ser utilizada como
alimento precisa ser submetida a tratamento e/ou transformagdo de natureza fisica, quimica ou bioldgica.

2.1.2. Nutriente: € a substdnda quimica encontrada em alimento, Que proporcione energia, € ou € necessaria para o
cresamento, desenvolvimento e manutengdo da saude e da vida, e ou cuja caréncia resulte em mudangas quimicas ou

fisiolégicas caracteristicas.

2.1.3. Probiético: microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos
benéficos a salude do individuo.

2.1.4. Substancia Bioativa: além dos nutrientes, os ndo nutrientes que possuem agdo metabdlica ou fisioldgica especifica.
2.1.5. Isolado(a): entende-se como a substancia extraida da sua fonte original.
2.2. Classificacdo

2.2.1.0s produtos de que trata este requlamento sdo dassificados em:

2.2.1.1. Carotendides;

2.2.1.2, RAtoesterdis;

2.2.1.3. Ravondides;

2.2.1.4. Fosfolipideos;

2.2.1.5. Organosulfurados;

2.2.1.6. Polifendis;

2.2.1.7. Probidticos

2.3. Designagao

2.3.1. Substancia Bioativa: é 0 nome da substancia bioativa, seguido do nome da fonte da qual foi extraida a substancia
bioativa, acompanhada da forma de apresentagdo do produto.

2.3.2. Probiético: € o nome do probiético, acompanhado da forma de apresentacdo do produto.
2.3.3. Quando o produto for adicionado de vitaminas e ou de minerais, a designagdo deve ser seguida de uma das

expressoes previstas no Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de Alimentos Adicionados de
Nutrientes Essenciais.
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3. PRINCIPIOS GERAIS
3.1. Do produto:

3.1.1. a substancia bioativa deve estar presente em fontes alimentares. Pode ser de origem natural ou sintética, desde
que comprovada a seguranga para 0 consumo humano.

3.1.2. pode ser direcionado a grupos populacionais espedficos.

3.1.3 ndo pode ter finalidade medicamentosa ou terapéutica, qualquer que seja a forma de apresentagdo ou o modo
como é ministrado.

3.1.4. deve ser seguro para o consumo humano, sem necessidade de orientagdo e ou acompanhamento médico, a ndo
ser que seja dirigido a grupos populadionais espedificos.

3.2. As alegagdes propostas pelo fabricante, sdo de carater obrigatdrio e devem:

3.2.1. atender o disposto no Regulamento Témico que Estabelece as Diretrizes Basicas para Andlise e Comprovagdo de
Propriedades Funcionais e ou de Saude Alegadas em Rotulagem de Alimentos.

3.2.2. estar de acordo com as Politicas de Salde definidas pelo Ministério da Salde.

3.3. O fabricante do produto sujeito a este regulamento é responsavel pela qualidade e eficdda do mesmo, devendo
garantir sua seguranga de uso no pais.

3.4. A avaliagdo de risco e seguranga do produto deve:

3.4.1. atender o disposto no Regulamento Técnico que Estabelece as Diretrizes Bdsicas para Avaliagdo de Risco e
Seguranga dos Alimentos.

3.4.2. demonstrar que o produto € seguro para o0 consumo nas condigdes de uso recomendadas .

3.4.3. ser avaliada, caso a caso, pela ANVISA.

3.4.4. considerar o uso da substéncia bioativa isolada, dentro do hébito alimentar da populagado brasileira.
4. REFERENCIAS:

4.1. BRASIL. Decreto-Lei n.° 986, de 12 de outubro de 1969. Institui normas basicas sobre alimentos. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, 21 de outubro de 1996.

4.2, BRASIL. Portaria MS n.° 1.428, de 26 de novembro de 1993. Aprova o Regulamento Témico para Inspegao Sanitaria
de Alimentos, as Diretrizes para Boas Praticas de Produgdo, o Regulamento Técnico para estabeledmento de PadrGes de
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Identidade e Qualidade. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 02 de dezembro de 1993.

4.3. BRASIL. Portaria SVS/MS n.° 326, de 30 de julho de 1997. Aprova o Regulamento Técnico sobre as Condigbes
Higiénico-Sanitérias e de Boas Praticas de Fabricagdo para Estabelecimentos Produtores/Indistrializadores de Alimentos.
Diario Oficial da Unido, Brasilia, 01 de outubro de 1997.

4.4. BRASIL. Portaria SVS/MS n.° 540, de 27 de outubro de 1997. Aprova o Regulamento Técnico: Aditivos Alimentares -
Definigbes, Classificagdo e Emprego. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 28 de outubro de 1997.

4.5. BRASIL. Portaria SVS/MS n° 27, de 14 de janeiro de 1998. Regulamento Técnico referente a Informagdo Nutricional
Complementar. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 16 de janeiro de 1998.

4.6. BRASIL. Portaria SVS/MS n° 31, de 13 de janeiro de 1998. Regulamento Témico para Fx@gdo de Identidade e
Qualidade de Alimentos Adicionados de Nutrientes Essendiais. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 30 de margo de 1998.

4.7. BRASIL. Portaria SVS/MS n.? 33, de 13 de janeiro de 1998. Tabelas de Ingestdo Didria Recomendada IDR. Diério
Oficial da Unido de 16 de janeiro de 1998,

4.8. BRASIL. Portaria SVS/MS n°® 42, de 14 de janeiro de 1998. Regulamento Témico para Rotulagem de Alimentos
Embalados. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 16 de janeiro de 1998.

4.9. BRASIL. Portaria SVS/MS n.° 685, de 27 de agosto de 1998. Principios Gerais para o Estabelecimento de Niveis
Maximos de Contaminantes Quimicos em Alimentos. Republicada no Diario Oficial da Unido, Brasilia, 24 de setembro de
1998.

4.10. BRASIL. Lei n.0 9.782, de 26 de janeiro de 1999. Define o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, cria a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 27 de janeiro de 1999.

4.11. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS n.° 16, de 30 de abril de 1999. Regulamento Técnico de Procedimentos para o
Registro de Alimentos e ou Novos Ingredientes. Republicada no Diario Oficial da Unido, Brasilia, 03 de dezembro de
1999.

4.12. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS n.° 17, de 30 de abril de 1999. Regulamento Témico que Estabelece as Diretrizes
Basicas para Avaliagdo de Risco e Seguranca dos Alimentos. Republicada no Diario Oficial da Unido, Brasflia, 03 de
dezembro de 1999.

4.13. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS n.© 18, de 30 de abril de 1999. Regulamento Témico que Estabelece as Diretrizes
Basicas para Analise e Comprovagdo de Propriedades Fundonais e ou de Salde Alegadas em Rotulagem de Alimentos.
Republicada no Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 03 de dezembro de 1999.

4.14. BRASIL. Resolu¢do ANVS/MS n.° 19, de 30 de abril de 1999. Regulamento Témico para Procedimento de Registro
de Alimento com AlegagGes de Propriedades Funcionais € ou de Saide em Sua Rotulagem. Republicada no Diario Oficial
da Unido, Brasilia, 10 de dezembro de 1999.



Anexos 162

4.15. BRASIL. Resolugdo RDC n.° 17, de 24 de fevereiro 2000. Regulamento Técnico sobre Registro de Medicamentos
Fitoterapicos. Diario Oficial da Unido, Brasilia 25 de fevereiro de 2000.

4.16. BRASIL. Resolugdo n.° 23, de 15 de margo de 2000. Regulamento Técnico scbre o Manual de Procedimentos
Bésicos para o Registro e Dispensa da Obrigatoriedade de Registro de Produtos Pertinentes a Area de Alimentos. Didrio

Oficial da Unido, Brasilia, 16 de margo de 2000.

4.17. BRASIL. Resolugdo RDC n.° 40, de 21 de margo de 2001. Regulamento Témico para Rotulagem Nutricional
Obrigatéria de Alimentos e Bebidas Embaladas. Diério Oficial da Unido, Brasilia, 22 de margo de 2001.

4.18. CODEX ALIMENTARIUS: CAC/GL 09-1987 (General Principles for the Addition of Essencial Nutrients to Foods).

4.19. RDA/NRC/NAS (Recommended Dietary Ailowance/National Research Council/National Academy of Sdence), USA,
1989.

4,20. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, Department of Health and Human Services. Food Labeling. Code of Federal
Regulations, Title 21, Parts 100 to 169. 21CFR101.9.

5. COMPOSICAO E REQUISITOS
5.1. A composi¢do e requisitos referem-se ao produto pronto para 0 Consumo.
5.2. E proibida a composicio que necessite a preparagdo por infus3o.

5.3. Vitaminas e ou Minerais podem ser adicionados, desde que o consumo diario do produto indicado pelo fabricante nao
ultrapasse 100% da IDR e ndo prejudique a biodisponibilidade de qualquer dos componentes do produto.

5.4. Nenhuma substancia nociva ou inadequada deve ser introduzida ou formada como consegiéncia de processamento
com o propésito de estabilizagdo.

6. ADITIVOS

6.1. E permitida a utilizagdo dos aditivos, coadjuvantes de tecnologia e veiculos nos mesmos limites previstos no
Regulamento Técnico sobre o Uso dos Aditivos Alimentares, Coadjuvantes de Tecnologia e Veiculos para Suplementos
Vitaminicos e ou Minerais.

7. CONTAMINANTES

7.1. Residuos de agrotdxicos

Devem estar em consonancia com os niveis toleraveis nas matériasprimas empregadas, estabeleddos pela legislagdo
especifica.
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7.2. Contaminantes inorganicos € organicos.

Devem obedecer aos limites estabeleddos pela legislagdo especifica.

8. HIGIENE

O Produto sujeito a este regulamento deve ser preparado, manipulado, acondicionado e conservado conforme as Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF), bem como atender aos padrdes microbiolégicos, microscépicos e fisico-quimicos
estabelecidos pela legislagdo especifica.

9. FORMAS DE APRESENTAGCAO

9.1. O produto sujeito a esta norma deve ser apresentado nas formas sdlida, semi-sdlida ou liquida, tais como: tabletes,
comprimidos, drageas, pds, capsulas, granulados, pastilhas, solugdes e suspensoes.

9.2. O produto deve ser acondicdionado em embalagem adequada a manutengdo de suas caracteristicas até o final do
prazo de validade.

9.3. O produto somente pode ser vendido em unidades pré-embaladas, ndo sendo permitida a venda fracionada.
10. PESOS E MEDIDAS

Deve obedecer a legislacdo especifica.

11. ROTULAGEM

11.1. O Produto sujeito a este regulamento deve atender ao Regulamento Técnico especifico de Rotulagem de Alimentos
Embalados e de Rotulagem Nutricional obrigatdria de Alimentos e Bebidas Embalados.

11.2. Quando qualquer Informagdo Nutricional Complementar for utilizada, esta deve atender a norma especifica.

11.3. Conter alegagdo de propriedades funcional e ou de saide, em carater obrigatério, devendo apresentar-se nos
moldes e dizeres aprovados pela ANVISA.

11.4. O modo de uso do produto (quantidade, freqliéncia, condigOes espediais) e modo de preparo, quando for o caso.
11.5. As expressfes em destaque e em negrito:

"Consumir somente a quantidade indicada na embalagem.”

"Gestantes, nutrizes e criangas somente devem consumir este produto sob orientagdo de nutricionista ou médico."

11.6. Cuidados de conservagdo e armazenamento, antes e depois de abrir a embalagem, quando for o caso.
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11.7. Alerta de forma clara e em destaque, para os grupos populacionais especificos que ndo podem consumir o produto,
quando for o caso.

11.8. As alegagbes devem estar assodiadas a quantidade de uso recomendada pelo fabricante;

11.9. Outras adverténcias especificas poderdo ser definidas pela ANVISA e sua inclusdo nos dizeres de rotulagem serd
obrigatdria.

11.10. No caso de Substanda Bioativa, deve constar, a quantidade em que esta presente na porg3o didria recomendada
pelo fabricante. Esta declaragdo deve estar proxima a alegagdo de propriedade funcional e ou de salde do produto e ndo
deve fazer parte da Tabela de Informagao Nutricional.

11.11. No caso dos Probidticos, deve constar a quantidade dos microorganismos vidveis, que garanta a agdo alegada
dentro do prazo de validade do produto. Esta informagao deve estar préxima a alegagdo de propriedade funcional e ou de
salde do produto e fora da Tabela de Informag3o Nutricional.

12. PROPAGANDA

12.1. Deve atender ao disposto no Decreto-Lei 986, de 12 de outubro de 1369 e ao Regulamento Técnico especifico sobre
propaganda de alimentos.

12.2. Qualquer informagao sobre as propriedades do produto, veiculada por qualquer meio de comunicagao, nao pode ser
diferente daquela aprovada para a rotulagem.

12.3. Qualquer folheto que venha a acompanhar o produto ndo pode veicular informagdes diferentes daquelas aprovadas
para a rotulagem.

13. REGISTRO

13.1. O produto sujeito a este regulamento deve atender os mesmos procedimentos administrativos exigidos para o
registro de alimentos em geral.

13.2. O processo de pedido de registro do produto sujeito a este regulamento deve estar instruido com laudo de analise,
a fim de comprovar os teores de contaminantes inorganicos, conforme o caso, seguindo a determinagdo da ANVISA, e
o(s) teor(es) da(s) referida(s) substancia(s) bioativa(s) ou probidtico(s) presente(s) no produto.

14. DISPOSICOES GERAIS

14.1. O presente Regulamento podera ser revisado apés 2 (dois) anos da sua publicagdo.

14.2. A ANVISA pode requerer estudos e ou acompanhamento pds-comerdalizagdo (post marketing) dos produtos sujeitos
a este regulamento.

14.3. Cabe a empresa, responsavel pela produgdo do produto, comunicar imediatamente a ANVISA qualquer informagdo
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adicional que implique numa reavaliag3o de risco e seguranga de uso do produto.
14.4 Para produtos ndo previstos neste Regulamento Técnico:

14.4.1 deve atender o disposto no Regulamento Técnico que Estabelece as Diretrizes Basicas para Avaliagdo de Risco e
Seguranga dos Alimentos.

14.4.2. dependendo da finalidade de uso, o produto podera ser objeto de andlise pelo Regulamento Técnico que aprova
Procedimentos para o Registro de Alimentos e ou Novos Ingredientes ou pelo Regulamento Témico que aprova
Procedimentos de Registro de Alimento com Alegac8es de Propriedades Funcionais e ou de Saide em Sua Rotulagem.

Copyright © 2003 ANVISA & BIREME Tamanho do texto: A A = Contate-nos
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ANEXO 2 - BUSCA DE SIMILARIDADE DA SEQUENCIA DE rDNA 16S DA

AMOSTRA LPB - P01- 001 NA BASE DE DADOS RDP

SEQUENCE_MATCH version 2.7
written bv Niels Larsen.

Short-ID
Full name :} Pi2-3% L-00] | 983 hases, RBILGSE! Checksum
Sequence 43 uniyuc ¢

RDP data :Small Subunit rRNAs with Prokaryotic tree
Comments:A minimum of 100 unique oligos required

Date

:A total of 166 sequences were excluded
:34362 sequences were included in the search
:The screening was based on 7-base oligomers
‘Thu Apr 14 13.36:02 2005

CPU time :0.29 seconds
BACTERIA

GRAM POSITIVE BACTERIA

BACILLUS-LACTOBACILLUS-STREPTOCOCCUS SUBDIVISION

LACTOBACILLI

L.DELBRUECKII SUBGROUP

L.acidoph20.6.2414601.actobacillus acidophilus subsp. johnsonii str. BMF 61.b6 LAB 82

L.iohnsoni 0.6221392Lactobacillus johnsonit ATCC 33200 (T)

L.REUTERI_SUBGROUP

L.fermentm .68 ¥1454Lactobacillus fermentum ATCC 14931 (T)

1'62624  © Tuild15Lactobacillus fermentum str. KRM

AF197126 * “r1486Lactobacillus G24 str. G24

L.pontis #171486Lactobacillus pontis str. LTH 2587

L.reuteri *i 5 1453Lactobacillus reuteri str. F275 DSM 20016 (T)
L.reuters3 "1474Lactobacillus reuten str. F275 DSM 20016 (T)
AF126738 " 1483Lactobacillus mucosae str. S32(T)

L.panis} 7“2 1400Lactobacillus panis DSM 6035 (T)

L.ons "+ 4§91 229Lactobacillus oris NCDO 2160 (T)

[.oris2 §0G1426Lactobacillus oris DSM 4864 (T)

L.CASEl SUBGROUP

D865180.6261438Lactobacillus casei str. (= YJCM 8129
L.zeael 0.6221436Lactobacillus zeae ATCC 15820 (T)

UNCLASSIFIED / UNALIGNED

ABO0173580 816 478Lactobacillus reuteri str. F275 JCM 1112(T).
AB0294070.706 534unnamed organism.

LEU626249. 702 1415Lactobacillus fermentum 168 ribosomal RNA gene. complete sequence.

AF175756 0.649 194clone DGGE band #16.

D86516

0.6221436Lactobacillus zeac DNA for 16S ribosomal RNA, partial sequence.

LAAJ25150.6221392Lactobacillus johnsonii 16S rRNA gene.



ANEXO 3 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES OBTIDOS PARA AS DIFERENTES FORMULACOES
DO MEIO ALTERNATIVO

Amostra 1 (P01-001)

Intervalo de confianga para média a 5% de probabilidade

C
N 40 5.0 6.0 9.0 Média N 0 0.25 1.0 3.0 Média
0.0 0.1130£0.0030 0.0980+0.0086 0.0796+0.0064 0.1086:0.0049 0.0998+0.0046 20 0.1310£0.0055 0.1983£0.0078 0.6723%0.0161 2.0430£0.0590 0.7611%0.2322
0.5 1.0123£0.0136 0.9720£0.0266 0.8970+0.0392 0.8606+0.0103 0.9355+0.0209 4.0 0.1716£0.0026 0.1926+0.0051 0.4906£0.0377 1.4736£0.0701 0.5821%0.1606
1.0 2.0090£0.1650 1.5686:0.0520 1.6633+0.0084 1.5003+0.0335 1.7078+0.0653 6.0 0.1920+0.0030 0.2553£0.0120 0.3613£0.0039 1.2923+0.0738 0.5252+0.1357
Média _ 1.0447£0.8795 0.8795£0.2142_0.8800+0.2289 0.8532+0.2141 Média __ 0.1648+0.0091 0.2154£0.0109 0.5081+0.0466 1.60300.1180
Analise de varidncia
Fonte de variagdo  Graus de Liberdade Soma de quadrados tipo III Quadrado F p-valor
Meédio
N 4 15.88575494 397143874 639.78 <.0001
C 6 12.35434753 2.05905792 331.70 <.0001
N*C 12 0.93047772 0.07753981 12.49 <0001
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Decomposigdo dos graus de liberdade do efeito interagdo via analise de regressdo polinomial

P-valor para o teste F para o efeito C

C

Regressio 0.0 0.25 1.0 3.0 4,0 5,0 6,0 9,0
Linear p-valor <.0001 0.0193 <0001 0.0005 <.0001 <.0001 <.0001 <0001

r* 0.9194 0.5663 0.9260 0.8422 0.9696 0.9820 0.9970 0.9976
Quadratico p-valor 0.0001 0.0043 0.0003 0.0006 <0001 <0001 <.0001 <0001

r* 0.9534 0.8376 0.9347 09172 0.9704 0.9937 0.9974 0.9977
P-valor para o teste F e coeficiente de determinagédo para o efeito N

N

Regressdo 0.0 0.50 1.0 2.0 4.0 6,0
Linear p-valor 09576 0.0020 0.0958 <.0001 <0001 <.0001

rr  0.0003 0.6331 0.2526 0.9935 0.9804 0.9530
Quadratico p-valor  0.0082 0.0035 0.0517 <.0001 <.0001 <.0001

r 06566 0.7156 0.4822 0.9958 0.9875 0.9849
Cabico p-valor  0.0203 0.0103 0.0253 <0001 <.0001 <.0001

rr 06877 0.7380 0.6690 0.9968 0.9888 0.9861
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Modelo para Superficie de resposta

Fator Coeficiente  Erro Padrio Teste t t-valor
Intercepto 0.2266 0.05659 4 0.0002
n -0.1521 0.05786 263 0.0107
nc 0.5445 0.039 13.96 <0001
n’ 0.0264 0.01029 257 0.0125
n% -0.0946 0.01037 9.13 <.0001
nc? -0.0421 0.00522 -8.07 <.0001
n%? 0.0108 0.00256 422 <.0001

Maximo C =3.0509

Maximo N = 2.5758

soxauy
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Amostra 2 (P08-002)

Intervalo de confianga para média 4 5% de probabilidade

c C
N 40 50 6.0 9.0 Média N 0 0.25 1.0 30 Média
00  0.1396£0.0044 0.1953:00193 0.0536:0.0026 0.1373t0.0103 01315:0.0159 20  0.1523:0.0036 0.2386+0.0043 0.9003:0.0146 20000:0.0887 0.8228:0.2235
05  1.0993:0.0248 1.1410:0.0072 1.133:0.0190 1.057+0.00096 11075:0.0121 40  0.1650:0.0020 0.3266:0.0317 0.9716:0.0139 1.7040£0.1216 0.7918:0.1849
10 20296:0.1203 1.8213:0.041  1.8133+0.0140 1.7363:0.0779 18501+0.0458 60  0.1750¢0.0025 0.4056:0.0141 0.8643+0.0118 1.6476+0.0958 0.7731:0.1708
Média_1.0895+0.2751 1.0525+0.2361 1.0000+0.2562 0.9768+0.2327 Meédia 0.16410.0035+ 0.3236:0.0261 0.9121x0.0171_1.7838£0.0751
Analise de varidncia
Fonte de variagdo ~ Graus de Liberdade Soma de quadrados tipo III Quadrado F p-valor
Médio
N 4 17.84704 446176 618.46 <.0001
C 6 14.57608 2429347 336.74 <.0001
N*C 12 0.376359 0.031363 435 0.0001
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Decomposigdo dos graus de liberdade do efeito interagdo via analise de regressdo polinomial

P-valor para o teste F para o efeito C

C

Regressdo 0.0 0.25 1.0 3.0 4.0 50 6,0 9,0
Linear p-valor 0.0005 0.0004 0.4282 0.0451 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

r* 0.8405 0.8492 0.0917 0.4585 0.9833 0.9880 0.9824 0.9831
Quadratico p-valor 0.0038 0.0034 0.0037 0.1044 <0001 <.0001 <0001 <.0001

r* 0.8444 0.8500 0.8449 0.5292 0.9833 0.9968 0.9993 0.9905
P-valor para o teste F e coeficiente de determinagdo para o efeito N

N

Regressdo 0.0 0.50 1.0 2.0 4,0 6,0
Linear p-valor  0.7249 0.0324 0.0623 <.0001 <.0001 <.0001

r 00129 03812 0.3056 0.9074 0.8188 0.8651
Quadratico p-valor  0.3541 0.0084 0.0596 <.0001 <.0001 <.0001

02060 0.6541 0.4657 0.9890 0.9768 0.9844
Cabico p-valog 0.0002 0.0222 0.1081 <.0001 <.0001 <.0001

r 0.9092 0.6800 0.5128 0.9926 0.9787 0.9851
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Modelo para Superficie de resposta

Fator Coeficiente Erro Padrio Teste t t-valor
Intercept

0 0.19011 0.03899 4.88<.0001

nc 0.48411 0.02895 16.73<.0001

n’c -0.05627 0.00369 -15.23<.0001

nc? -0.02709 0.0033 -8.2<.0001

Maximo C = 2,8197

Maximo N = 2,8735
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ANEXO 4 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PROGRAMAS DE
ALIMENTACAO, NOS DIFERENTES PERIODOS
GANHO DE PESO FASE I

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F

BLOCOS i 2. .7082 .3541 1.39 NS

TRATAMENTOS 2. .5606 .2803 1.10 NS

REsIDUO 4, 1.0154 .2539

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————— TOTAL 8

2.2842

CONSUMO DE RACAO FASE I

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F

sLocos 2. 2.1855 1.0929 1.52 NS

TRATAMENTOS 2. 2.5045 1.2522 1.74 NS

RESIDUO 4. 2.8833 .7208

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————— TOTAL 8

7.5736
1
%
@

CONVERSAO ALIMENTAR FASE I
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C. VARIAGAO

BLOCOS
TRATAMENTOS
REsiDUO

S.Q Q.M
5661 2830
0698 0349
8183 2046

—————————————————————————————————————————————————————————————————————————— TOTAL

C. VARIAGAO

GANHO DE PESO FASE IT

BLOCOS
TRATAMENTOS
REsSIDUO

S.Q Q.M
1.6578 8289

8658 4329
1.8020 4505
4.3256

BLOCOS
TRATAMENTOS
RESIDUO

5.0 Q.M
23.5205 11.7602
5.8305 2.9152
€69.3171 17.3293
98.6680

CONVERSAO ALIMENTAR FASE II
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C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

BLOCOS 2. .0964 .0482 1.77 NS
TRATAMENTOS 2. .0968 .0484 1.78 NS
REsSIDUO 4. .1086 L0271

TOTAL 8 3018

C. VARIAGAO G.L S.Q Q.M F
BLOCOS 2. 2.3133 1.1566 .26 NS
TRATAMENTOS 2. 1.0539 5269 12 NS
RESIDUO 4. 17.5275 4,3819

TOTAL 8. 20.8946

CONSUMO DE RAGAO FASE III

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 2. 1.3263 .6631 .00 NS
TRATAMENTOS 2. 134.8574 67.4287 .37 NS
RESIDUO 4. 726.1175 181.5294

TOTAL 8. 862.3012

CONVERSAO ALIMENTAR FASE III
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C. VARIACHO G.L. S.Q. Q.M. F

BLOCOS 2. 1854 0927 51 NS
TRATAMENTOS 2. L1271 .0635 .35 NS
REsipuo 4 7210 1802
TOTAL 8 1.0334

GANHO DE PESO TOTAL
C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 2. 7.8702 3.9351 .57 NS
TRATAMENTOS 2. 3.9285 1.9642 .29 NS
RESIDUO 4. 27.4219 6.8555
TOTAL 8. 39.2206

CONSUMO DE RACHEO TOTAL
C. VARIACAO G.L S.Q Q.M F
BLOCOS 2. 12.7878 6.3939 .02 NS
TRATAMENTOS 2. 148.1928 74.0964 .27 NS
RESIDUO 4. 1083.4244 270.8561
TOTAL 8 1244.4050

CONVERSAO ALIMENTAR TOTAL

soxauy
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C. VARIAGAO

BLOCOS
TRATAMENTOS
RESIDUO
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