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RESUMO

A avicultura busca métodos eficazes e acessiveis para controlar infeccoes e
promover o crescimento das aves. Os probidticos surgem como uma opgao
promissora, pois ndo causam resisténcia bacteriana e podem melhorar o ganho de
peso em frangos de corte. Zymomonas mobilis, bactéria Gram negativa vem sendo
estudada e observada quanto a sua caracteristica probiotica. Diante do exposto,
este trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas probioticas da cepa Z1-96
de Zymomonas mobilis UFPEDA 363. Foram realizados testes de segurancas e de
caracterizagdo probidtica. A cinética de crescimento bacteriano apresentou
crescimento exponencial entre o periodo de Oh (8,483 logs UFC/ ml) a 24h (8,8 log
UFC/ml). A taxa de auto-agregacéo da cepa Z1-96 foi de 17%, 26% e 64% em 3, 5
e 24 horas de incubacdo. A capacidade de co-agregacao entre Z. mobilis e S.
aureus, E.coli, S.enteritidis foi de 64%, 53% e 49% em 24 horas, respectivamente. A
cepa Z1-96 apresentou hidrofobicidade de 93,6% com o Cloroférmio, 85,2% com o
acetato de etila e de 50,79% com o Xileno ,reforcando a capacidade de adesao
celular pela cepa estudada. A analise de tolerancia acida demonstrou que a cepa
Z1-96 foi capaz de sobreviver na variacdo de pH de 3, 3,5 e 7 com percentual de
sobrevivéncia de 54%, 99% e 100%, respectivamente. Avaliou-se também a
capacidade da cepa crescer em diferentes concentragdes de sais biliares (1%, 0,5%,
0,3%, 0,1%) sendo evidenciado percentual de sobrevivéncia de 96% a 100%. Ao
simular in vitro as condi¢des do trato gastrointestinal, foi evidenciada a sobrevivéncia
da cepa com viabilidade superior log,, 8 UFC/mL. Foi evidenciada atividade
antagbnica frente ao microrganismo Staphylococcus aureus UFPEDA 02,
Escherichia coli UFPEDA 224 e Salmonella enteritidis UFPEDA 414. A cepa Z1-96
apresenta-se como segura, sendo sensivel aos antibidticos Tetraciclina (30ug),
Azitromicina (15pg), Cefuroxima (30pg), Amicacina (30pg), Polimixina (300pg),
Ampicilina (10pg), Aztreonam (30pg) e Penicilina (10pg). Ndo apresenta atividade
hemolitica e auséncia da enzima gelatinase. Portanto, os resultados obtidos nesta
pesquisa demonstram que a cepa da Z. mobilis Z1-96 UFPEDA 363 apresenta-se
como uma alternativa viavel para uso probidtico na avicultura sendo capaz de
sobreviver as condigdes do trato gastrointestinal mantendo-se viavel. Esses
resultados indicam que a cepa Zymomonas mobilis Z1-96 UFPEDA 363 cresce bem
em condi¢gdes adversas, possui atividade antimicrobiana e boa adesdo celular,
porém mais estudos sdo necessarios para atestar o carater probiético da bactéria.

Palavras-chave: Adesao celular, Frangos de corte, Trato gastrointestinal.



ABSTRACT

Poultry farming seeks effective and affordable methods to control infections and
promote bird growth. Probiotics emerge as a promising option, as they do not cause
bacterial resistance and can improve weight gain in broilers. Zymomonas mobilis, a
Gram-negative bacterium, has been studied and observed for its probiotic
characteristics. Given the above, this study aimed to evaluate the probiotic
characteristics of the Zymomonas mobilis UFPEDA 363 strain Z1-96. Safety and
probiotic characterization tests were performed. The bacterial growth kinetics showed
exponential growth between the period Oh (8.483 log CFU/ml) and 24h (8.8 log
CFU/ml). The self-aggregation rate of the Z1-96 strain was 17%, 26% and 64% at 3,
5 and 24 hours of incubation. The co-aggregation capacity between Z. mobilis and S.
aureus, E. coli, S. enteritidis was 64%, 53% and 49% in 24 hours, respectively. The
Z1-96 strain presented hydrophobicity of 93.6% with chloroform, 85.2% with ethyl
acetate and 50.79% with xylene, reinforcing the cell adhesion capacity of the studied
strain. The acid tolerance analysis demonstrated that the Z1-96 strain was able to
survive in the pH range of 3, 3.5 and 7 with survival percentages of 54%, 99% and
100%, respectively. The ability of the strain to grow in different concentrations of bile
salts (1%, 0.5%, 0.3%, 0.1%) was also evaluated, with a survival percentage of 96%
to 100%. When simulating in vitro the conditions of the gastrointestinal tract, the
survival of the strain with viability superior to log10 8 CFU/mL was evidenced.
Antagonistic activity against the microorganisms Staphylococcus aureus UFPEDA
02, Escherichia coli UFPEDA 224 and Salmonella enteritidis UFPEDA 414 was
evidenced. The Z1-96 strain appears to be safe, being sensitive to the antibiotics
Tetracycline (30ug), Azithromycin (15ug), Cefuroxime (30upg), Amikacin (30ug),
Polymyxin (300ug), Ampicillin (10ug), Aztreonam (30ug) and Penicillin (10ug). It does
not present hemolytic activity and absence of the gelatinase enzyme. Therefore, the
results obtained in this research demonstrate that the Z. mobilis Z1-96 UFPEDA 363
strain presents itself as a viable alternative for probiotic use in poultry farming, being
able to survive the conditions of the gastrointestinal tract while remaining viable.
These results indicate that the Zymomonas mobilis Z1-96 UFPEDA 363 strain grows
well under adverse conditions, has antimicrobial activity and good cell adhesion, but
further studies are needed to attest to the probiotic character of the bacteria.

Keywords: Cell adhesion, Broiler chickens, Gastrointestinal tract.
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1 INTRODUGAO

Diante ao crescimento do consumo de carne de frango e alta demanda de
produtividade, a industria avicola tem aumentado cada vez mais os investimentos e
tecnologias para melhorar o desempenho dos frangos de corte. Segundo a
Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em 2023 foram produzidas mais de
14.8 milhdes de toneladas de carne de frango, pela alta demanda é necessario usar
um promotor de crescimento que também controle microrganismos patogénicos em
animais. Assim obtendo a prevengao de infecgbes e doengas nas aves (Li, 2017,
Manafi et al., 2019).

Ha um foco cada vez maior em melhorar o desempenho do ganho de peso
para alcancar alta produtividade (Do nascimento; Balbinot 2020). Muitos fatores
podem modificar o rendimento dos frangos de corte, como temperatura, qualidade da
racao, manejo incorreto e uso de promotores de crescimento que agem diretamente
na microbiota da ave afetando o desempenho. Como resultado desses fatores, os
animais podem apresentar niveis significativos de estresse, como perda de penas,
feridas e desequilibrios na microbiota intestinal, que podem resultar na morte do
animal ou uso de meios legais de eutanasia (Teng; Kim, 2018).

A utilizagdo de antibidticos € uma pratica comum na criacédo de frangos de
corte, tanto como medida preventiva contra a infestagao por Salmonella spp quanto
como estimulante de crescimento. Contudo, devido as proibicdes e restricdes
impostas ao uso de antibiéticos por determinados paises, diante do aparecimento dos
microrganismos resistentes, a demanda por alternativas que possam aprimorar a
microbiota das aves esta em constante ascensao (Pereira, 2012; Jha et al., 2020; I.
Ogbuewu et al., 2022).

Devido a essa preocupacao tem-se buscado alternativas naturais para manter
a microbiota intestinal em equilibrio sem causar danos a saude. Dentre essas
alternativas, os probidticos tém sido utilizados na nutrigdo animal por serem
considerados aditivos que atuam de forma benéfica para o hospedeiro, auxiliando no
equilibrio da microbiota intestinal e inibindo o crescimento de bactérias patogénicas.
Além de melhorar disfungbes do sistema imunolégico e influenciar o metabolismo
intestinal e secregcao de mucinas (Fuller, 1989; Jha et al., 2020).

Um dos microrganismos que apresentam caracteristicas probidticas sao as

bactérias denominadas Zymomonas mobilis, conhecidas pelo processo de
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fermentagdo de vegetais, como o Agave sp. no México. Do qual se obtém uma bebida
naturalmente fermentada denominada “aguamiel”’, muito utilizada pelos astecas na
prevencgao e no tratamento de infec¢des intestinais (De Lima et al., 1970).

Desde a década de 1950, varios pesquisadores do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco vém desenvolvendo trabalhos
com Zymomonas mobilis e, a partir desses estudos, foi sugerido o uso do seu
fermentado como agente terapéutico contra varias infecgdes, como enterocolite e
cistite, sendo obtida regressao dos sintomas em todos os casos (De Lima, 1975;
Gomes, 1959).

A avicultura requer métodos mais praticos e tecnoldgicos, com baixo custo,
para controlar a infecgao nas aves, assim, promovendo o crescimento e a saude dos
animais. Portanto, o presente trabalho visa avaliar in vitro as caracteristicas
probioticas da cepa de Zymomonas mobilis Z1-96 para posterior utilizagdo na

promocéao de saude em frangos de corte.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AVICULTURA NA ECONOMIA BRASILEIRA

Os Estados Unidos sao o maior produtor mundial de carne de frango, com
20% da produgao global em 2016, e continuaram a crescer até 2023. Em 2023, o
Brasil passou a ocupar a segunda posigao na produgao de carne de frango, com um
volume proximo de 15 milhdes de toneladas. Junto com os Estados Unidos, China e
Unido Europeia, esses quatro produtores representam cerca de 60% da produgao
mundial (Embrapa, 2021; 2022; 2023).

A carne bovina e a suina foram as mais consumidas no mercado mundial
durante os ultimos 50 anos, possuindo o maior volume de producéo. As carnes de
aves ainda iniciavam a sua producao comercial. De modo que nos ultimos 20 anos
houve um aumento na produgdo da avicultura, tornando-se mundialmente uma das
produgdes de maior qualidade (Mingmongkolchai; Panbangred, 2018; Clavijo; Florez,
2018;).

O Brasil, em 2016, enfrentou uma queda na produg¢ao em 2017/2018 (1,42%)
devido a instabilidades causadas pela crise econémica, redirecionando a produgao

para o consumo interno. Em 2019, a exportagdo recuperou-se, aumentando 2,2
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vezes 0 volume de carne de frango produzido, atingindo 32% em 2020 (Embrapa,
2019; 2020; 2021).

Em 2018, O consumo mundial de carne de frango cresceu e foi semelhante
ao das carnes suinas. A queda na producao de carne suina em 2018 estimulou um
aumento na produgdo de frangos, que se destacaram devido ao seu ciclo de
crescimento mais curto em comparagao com a carne bovina. Com o crescimento
mundial na produgao de frangos, analises indicam que essa produgao deve superar
a de carne suina nos préximos anos (Clavijo; Flérez, 2018; Embrapa, 2019; 2020;
2021; Mingmongkolchai; Panbangred, 2018).

Segundo a Embrapa (2023), em 2023 o Brasil bateu recorde tanto na
producdo como na exportagao da carne de frango e a estimativa é que em 2024 o
pais batera outro recorde.

Devido a auséncia de gripe aviaria e ao status sanitario seguro, o Brasil
possui vantagens na producdo de carne. Além de gerar receitas cambiais
significativas e ser uma das principais fontes de renda para a agricultura, esse
mercado tem sido crucial para o crescimento social e econémico do pais (Clavijo;
Flérez, 2018; Mingmongkolchai; Panbangred, 2018).

Para prevenir doengas infecciosas nos animais e reduzir os custos de
mortalidade, melhoradores de desempenho, como antibiéticos, foram amplamente
utilizados. Nos ultimos anos, os probidticos tém sido usados para melhorar o
desempenho e o crescimento das aves, resultando em um aumento de até 8% no
ganho de peso corporal em comparagao com ragdes sem esses melhoradores
(Gadde et al., 2018).

2.2 MICRORGANISMOS DA MICROBIOTA INTESTINAL DAS AVES

O trato gastrointestinal das aves comecga pela orofaringe, que abrange as
areas do bico e da faringe, devido a auséncia de uma distingado clara entre essas
partes. O es6fago vem a seguir, sendo responsavel por armazenar € umedecer 0s
alimentos, facilitando a agdo enzimatica subsequente. O estdbmago é dividido em
diferentes seg¢bes: o ingluvio (papo) com pH 4.8, o proventriculo (estbmago
glandular) com pH 4.2, e o estdmago mecanico (moela) com pH 3.5. O proventriculo

produz enzimas para decompor os alimentos, enquanto a moela realiza a
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degradagao mecanica (Rutz et al., 2015; Shang et al., 2018; Da Costa et al., 2020;
Khan et al., 2020).

O intestino delgado, que possui pH 6, é responsavel pela digestdo e absorgao
dos nutrientes e é dividido em trés partes: duodeno, jejuno e ileo. O duodeno ativa
as enzimas digestivas, o jejuno é a parte mais longa onde o alimento passa antes de
chegar ao ileo, onde a atividade enzimatica é interrompida, facilitando a colonizagéo
bacteriana (Feye et al., 2020; Khan et al., 2020; Rutz et al., 2015).

O intestino grosso, composto pelo ceco (pH 6.3), célon (pH 7) e cloaca, é
responsavel pela reabsor¢cdo de agua e nutrientes, com sua microbiota digerindo
celulose, polissacarideos resistentes e amido (Costa et al., 2017; Feye et al., 2020;
Khan et al., 2020; Rutz et al., 2015). As cepas bacterianas desempenham um papel
crucial na digestao, absor¢cao de nutrientes, resposta imune e eficiéncia alimentar,
formando uma barreira protetora nas paredes epiteliais e produzindo acidos
organicos, acidos graxos e compostos antimicrobianos (Ding et al., 2017; Shang et
al., 2018).

No papo, encontram-se Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterobacter,
enquanto no proventriculo e moela predominam Lactobacillus, Enterococcus,
Enterobacteriaceae e Coliformes. A composi¢gao da microbiota no trato digestivo dos
frangos de corte também depende da alimentagdo oferecida. O crescimento
bacteriano no intestino € reduzido pela presencga de inibidores, mas géneros como
Clostridium, Streptococcus e Lactobacillus, além da familia Enterobacteriaceae, sao
predominantes no intestino delgado. No ileo, Lactobacillus é mais comum, seguido
por Clostridium, Streptococcus e Enterococcus. No ceco, os filos Proteobacteria,
Bacteroidetes e Firmicutes sao predominantes (Shang et al., 2018).

Apesar da ampla microbiota presente no trato gastrointestinal (TGI) das aves,
a maioria ndo é patogénica. No entanto, sob certas condigbes, alguns
microrganismos podem se comportar como patégenos oportunistas, sendo
transmitidos pelos alimentos e apresentando risco a saude humana (El jeni et al.,
2021). Salientando que fatores como idade, sexo, dieta alimentar, aditivos na
alimentagdo, presenca de antibioticos ou administragdo, meio externo e fatores
ambientais que podem mudar a composi¢ées da microbiota intestinal das aves.
(Ding et al., 2017; El jeni et al., 2021).
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2.2.1 ANTIBIOTICOS NA AVICULTURA

A partir de 1950, os antibidticos comegaram a ser integrados na ragao animal
como promotores de crescimento antimicrobiano (AGPs), tais como virginiamicina ou
dissalicilato de metileno bacitracina utilizados em concentragdes subterapéuticas,
auxiliando significativamente no crescimento da industria avicola ao longo dos
ultimos 50 anos para prevenir doengas nas aves (Gadde et al., 2018; Mehdi et al.,
2019; Vieco-saiz et al., 2019).

Os antibidticos usados na avicultura para controle microbioldgico e promogao
de crescimento se dividem em varios grupos, como Aminoglicosideos,
Cefalosporinas de cinco geragbes, Glicopeptideos, Macrolideos, Penicilinas,
Quinolonas e Sulfonamidas. Na América do Norte, os mais comuns s&o tetraciclina,
bacitracina, tilosina, salinomicina, virginiamicina e bambermicina (Adzitey, 2015;
Mehdi et al., 2019).

Os antibidticos proporcionam um ambiente intestinal controlado, crucial para
prevenir o surgimento de doengas e patdégenos, promovendo um crescimento mais
eficiente, rapido e melhor absorgdo alimentar, além de reduzir a mortalidade dos
animais, tornando-os mais adequados para o mercado (Low et al. 2021; Mehdi et al.
2019).

No entanto, o uso excessivo de antibidticos levantou preocupacdes com o
desenvolvimento de cepas microbianas resistentes, como Escherichia coli resistente
a ampicilina, cefalosporinas de primeira geracao, sulfonamidas, acido nalidixico e
tetraciclinas; Salmonella sp. resistente a cefalosporinas de terceira geragédo e
fluoroquinolonas; Campylobacter resistente a fluoroquinolonas e macrolideos, e
Escherichia coli resistente a ampicilina e tetraciclinas, que podem se disseminar
globalmente (Davis et al., 2018; Maesaar et al., 2018; Pesciaroli et al., 2020).

Essas cepas resistentes tém impactos negativos na saude, no desempenho
reprodutivo e de crescimento dos animais, além de representar uma ameaca a
saude humana devido a presencga de residuos de drogas na carne dos animais, que
podem causar desde alergias até efeitos cancerigenos em humanos (Mehdi et al.,
2019; Chen et al., 2020; Vieco-saiz et al., 2019).

Em resposta a essas preocupacdes, em 2015, a Assembleia Mundial da
Saude endossou um Plano de Acao Global sobre Resisténcia aos Antimicrobianos,

enquanto a Comissao Europeia adotou legislagdo proibindo o uso de todos os
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antibioticos como promotores de crescimento na alimentagdo animal, refletindo um
esforco global para mitigar os riscos associados ao uso indiscriminado de

antibiéticos na producao de alimentos (Chen et al., 2020; Mandal et al., 2021).

2.2.2 PROBIOTICOS NA AVICULTURA

Probidticos sdo suplementos alimentares que contém microrganismos vivos,
inofensivos, capazes de colonizar e sobreviver no trato gastrointestinal dos
consumidores. Eles regulam a populagdo de microrganismos patogénicos,
promovendo um trato digestivo saudavel e estimulando as respostas imunolégicas
do hospedeiro (Zaghari; Sarani; Hajati, 2020; Ramlucken et al., 2020).

Os probidticos comerciais sao desenvolvidos com cepas bacterianas
reconhecidas por seu potencial probidtico, como Streptococcus, Pediococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus e a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Eles melhoram o estado imunoldgico, a eficiéncia alimentar em aves e
controlam o crescimento de bactérias patogénicas como Campylobacter coli,
Clostridium perfringens, Salmonella enteritidis (Zaghari et al., 2020; Ramlucken et
al., 2020).

Em resposta as restricbes ao uso de antibiéticos, os probidticos comegaram a
ser usados como promotores de crescimento e para melhorar as condi¢gdes de
desenvolvimento animal. Alguns probidticos comerciais, como Lavipan, substituem
os antibidticos, demonstrando eficacia contra Campylobacter spp., reduzindo sua
prevaléncia no trato gastrointestinal e nas carcagas apds o processamento (Smialek
et al., 2018).

2.3 Zymomonas mobilis COMO PROBIOTICO

Zymomonas mobilis € uma bactéria gram-negativa, flagelada, anaerdbica
facultativa, n&do esporulante, com colénias brancas de bordas irregulares, em
bastonetes de 2-6 um de comprimento e 1-1,5 ym de largura. Utiliza exclusivamente
a via Entner-Doudoroff (ED) para metabolizar carboidratos como glicose, sacarose e
frutose, sendo uma fonte de carbono para crescimento, producao de etanol, levana e
frutooligossacarideos (FOS). Além disso, absorve agucares mais rapidamente que

outras bactérias, apresenta alta tolerancia ao alcool e uma ampla faixa de pH
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(3,5-7,5), sendo considerada segura para consumo humano e animal (GRAS)
(Swings e de Ley, 1977; De araujo et al., 2018).

Z. mobilis ocorre naturalmente em fermentados vegetais, sendo isolada pela
primeira vez no suco de maca fermentado, conhecido como "doenca da cidra".
Também foi isolada de fermentados como péra na Europa, seivas de plantas na
Africa, Asia e Américas, e na deterioracdo de cervejas nas llhas Britanicas, além de
uma bebida mexicana produzida pela seiva de plantas Agave sp. (Campos et al.,
2013; Magalhaes, 2016).

Em Pernambuco, no inicio do século XX, o pesquisador Gongalves de Lima
isolou cepas altamente produtivas de etanol de Z. mobilis de caldo de
cana-de-acucar. Desde entdo, esses isolados sao mantidos na Colegcdo de
Microrganismos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) (De Araujo et
al., 2018).

Em 1924, o pesquisador Lindner relatou pela primeira vez a atividade
antimicrobiana de Zymomonas contra cocos piogénicos e bactérias entéricas. Na
mesma época, médicos do Recife utilizaram caldo fermentado de Zymomonas para
tratar doencgas crbnicas entéricas e vaginais, conseguindo eliminar sintomas clinicos
de infec¢cdes associadas a microrganismos resistentes como Proteus morganii,
Shigella dysenteriae e Salmonella enteritidis (De Araujo et al., 2018; Mesquita,
2008).

Estudos tém explorado as caracteristicas probioticas de algumas cepas de
Zymomonas mobilis. Pesquisas mostram que suas cepas produzem acido latico e
acético, reduzindo o pH e inibindo o crescimento de microbios patogénicos. Ela
também produz bacteriocinas e peptideos bacterianos complexos com atividade
bacteriostatica e bactericida, e apresenta atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella
enteritidis. Além disso, regula o trato digestivo humano, resistindo a bile e enzimas
biliares devido a producdo de hopanoides, polissacarideos e exopolissacarideos
(Lima et al., 2011; Pallach et al., 2018; Silva et al., 2020).

Embora existam alguns estudos in vitro sobre as caracteristicas probidticas de
Z. mobilis, também sao necessarios estudos in vivo para confirmar seu potencial em
promover a saude animal e humana, melhorando o desempenho imunoldgico e

controle de infecgbes gastrointestinais (De Azerédo et al., 2010; Lima et al., 2011).



19

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial probidtico in vitro e aspectos de seguranca de Zymomonas
mobilis UFPEDA 363.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a cinética de crescimento da linhagem de Z. mobilis UFPEDA 363;
Avaliar as caracteristicas probiotica in vitro da linhagem de Z. mobilis UFPEDA
363;

Analisar a atividade antag6nica da linhagem de Z. mobilis UFPEDA 363;
Realizar aspectos de seguranga como hemolisina e gelatinase in vitro da
linhagem de Z. mobilis UFPEDA 363;
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4 METODOLOGIA

4.1 REATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

O isolado de Zymomonas mobilis Z1-96 UFPEDA 363, preservado na Colecao
de Culturas de Microrganismos do Departamento de Antibidticos (UFPEDA),
pertencente a Universidade Federal de Pernambuco foi reativado em meio liquido
padrao SSDL (extrato de levedura 5 g, glicose 20 g, agua destilada 1000mL),
incubado a 30° por 48h (Swings e de Ley, 1977).

Ap6s o periodo de incubacéo, foram feitos repiques em Agar SSDL e em Agar
Nutriente (AN) para a verificagcdo do crescimento e possiveis contaminagbes. As
cepas patogénicas utilizadas para posteriores testes foram Salmonella enteritidis
UFPEDA 414 e Escherichia coli UFPEDA 224 e Staphylococcus aureus UFPEDA 02

foram reativadas em meio AN a 37°C por 24h.

4.2 AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Para analise da cinética de crescimento da cepa de Z. mobilis Z1-96 UFPEDA
363, foi cultivada em caldo SSDL a 30°C por 48 horas. Posteriormente, foi retirada
uma amostra de 1 mL do pré-inoculo (108 UFC/mL) e inoculado em tubos de ensaio
contendo 9 mL de meio SSDL. Esse in6culo foi incubado a 30°C por 48 horas,
obtendo a concentragao de 10% (10® UFC/ml).

Para acompanhar a cinética de crescimento da cepa, aliquotas de um mililitro
foram retiradas em intervalos de 3 horas durante 48 horas, seguindo para diluicées
seriadas (10" a 10°%), as diluigbes foram feitas em tubos e o plaqueamento em meio
agar SSDL com o auxilio da alga de Drigalski. Por fim, o nimero de células viaveis e a
cinética de crescimento foram estimadas pela contagem de unidades formadoras de
colénias por mL (UFC/mL) (Santana et al., 2022).

4.3 TESTES DE CARACTERISTICAS PROBIOTICAS
4.3.1 CAPACIDADE DE AUTO - AGREGACAO E CO - AGREGAGCAO

Células da cepa Z 1-96 obtidas por centrifugagao (5000 g x 10 min) da cultura
recém ativada, lavadas duas vezes com tampao PBS (pH 7,2) e ressuspendidas no
mesmo tampao foram homogeneizadas e a absorbancia foi aferida a 625nm (At;). Em

seguida, 2 mL da suspensao foram mantidas a temperatura ambiente por 3, 5 e 24
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horas, sendo retirado o sobrenadante para afericdo da absorbancia (A) (Scillato et
al., 2020).

No resultado de auto-agregacdo quando maior que 40%, demonstra forte
agregacao, moderada entre 10% e 40%; e, menor que 10%, demonstra um fraco
poder de auto-agregacdo (WANG et al., 2010). O calculo das porcentagens de

auto-agregacéao seguira a férmula:
Auto-agregacao: A% =1 - (A / Ay) X 100

Onde Ay representa a absorbancia da amostra da cepa Z.mobilis nos tempos 3, 5 e

24 horas e A, representa a absorbancia da hora 0.

Para a avaliagdo da co-agregacgao, utilizou-se a mesma metodologia de
auto-agregacado e utilizamos as bactérias Salmonella enteritidis UFPEDA 414
Escherichia coli UFPEDA 224 e Staphylococcus aureus UFPEDA 02, previamente
cultivadas que foram misturada com a suspenséo da linhagem de Zymomonas mobilis
Z1-96 UFPEDA 363 e aferida a absorbancia em 625nm (OD;or). A mistura de
probidtico/patégeno foi mantida em temperatura ambiente durante 24h e novamente
foram retirado o sobrenadante para aferir a absorbancia medida (OD,) as 3, 5 e 24
horas, sendo calculada a taxa de co-agregagao (Scillato et al., 2020). O calculo das

porcentagens de auto-agregagao seguira a férmula:
Co-agregacao: CoA% = OD+or- OD / OD+or x 100

Onde OD.or representa a absorbancia das amostras da cepa Z.mobilis e das
bactérias patogénicas no tempo 0 e OD, representa a absorbéancia das horas 3, 5 e
24 horas.

4.3.2 TESTES DE HIDROFOBICIDADE

O grau de hidrofobicidade da cepa Z1-96 foi determinado pelo método descrito
por Lee et al., (2016), baseado na adesao das células aos solventes organicos, Xileno
(solvente apolar), cloroférmio (solvente acido), e acetato de etila (solvente basico). A
cultura foi cultivada em 10 mL de SSDL liquido, centrifugadas a 5000 rpm durante 10
min para a separagdao das células. O sedimento foi lavado duas vezes e
ressuspendido em 10 mL de solugdo PBS e a absorbancia desta fase (A0) foi medida

a 625 nm. A suspenséo celular foi entdo misturada 2 mL da suspensao com 2mL de
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cada solvente, homogeneizados, e, em seguida, mantida por 3h para completa

separagdo em duas fases: organica e aquosa. A absorbancia da fase aquosa foi

aferida (A7), o percentual de hidrofobicidade foi calculado seguindo a férmula:
Hidrofobicidade (%) = (1 - A;/ Ao) x 100

Onde A; representa a absorbancia da fase aquosa da cepa Z.mobilis mais 0s
solventes e Ao € o sedimento lavado duas vezes e ressuspendido em 10 mL de

solucao PBS e a absorbancia aferida no mesmo momento.

4.3.3 TESTE DE TOLERANCIA ACIDA

Para avaliar a tolerancia acida, a cepa Z1-96 UFPEDA 363 foi cultivada em
caldo SSDL durante 24h e, apds esse periodo, foi retirado um volume correspondente
a 10% do pré-inéculo que foi inoculado em tubos de ensaio contendo 9 mL meio
SSDL com pH ajustado para: 2; 2,5, 3, 3,5 e 7, incubados a 30°C. Aliquotas de um
mililitro foram retiradas apés 1, 2, 3 e 4h de inoculagdo, seguindo para diluicbes
seriadas (10" a 10%). Posteriormente, as amostras foram inoculadas em placas de
agar SSDL com o auxilio da alga de Drigalski e incubadas a 30°C por 48 horas.
Finalmente, o numero de células viaveis foi estimado pela contagem de unidades

formadoras de colénias por mL (UFC/mL) (Mesquita 2008).

4.3.4 TESTE DE TOLERANCIA AO SAL BILIAR

Em relac&o aos testes de tolerancia ao sal biliar, a cepa foi cultivada em caldo
SSDL durante 24h, e, apos esse tempo, foi retirado um volume de 10% do pré-inoculo
e foi inoculado em tubos de ensaio contendo meio SSDL com 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1%
(p/v) de sal de bile e incubado a 30°C. Aliquotas de um mililitro foram retiradas apos
1, 2, 3 e 4h de inoculagdo, seguindo para diluigbes seriadas (10" a 10%).
Posteriormente, as amostras foram inoculadas em placas de agar SSDL com o auxilio
da algca de Drigalski e incubadas a 30°C por 48 horas. Apds esse tempo, 0 numero de
células viaveis foi estimado pela contagem de unidades formadoras de colénias por
ml (UFC/mL) (Mesquita 2008).

4.3.5 TESTE in vitro DE TOLERANCIA GASTROINTESTINAL

O preparo dos sucos gastrico e intestinal simulados seguiu o descrito por
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Farias et al., (2017), com necessarias modificagdes. Uma aliquota de 1 mL de células
livres foi adicionado em tubos com fluido gastrico simulados (9 g/L de NaCl, 3 g/L de
pepsina, pH 3,0) e incubados por 120 minutos a 30 °C. Em seguida, foram
submetidas ao Fl (6,5g/L de NaCL, 0,22 g/L de CaCL2, 1,0386 g/L de NaHCOQO3, 0,22
g/L de KCL, 1 g/L de pancreatina e 3 g/L de sais biliares, pH 6,8), incubados por 180
minutos a 30 °C. As aliquotas foram retiradas nos tempos de 0, 60 e 120 min para FG
e 0, 90 e 180 min para Fl. Para finalizar, 100 uL de cada amostra foram inoculados
em Agar SSDL para contagem das células viaveis. As colénias foram contadas apos
48h de crescimento na BOD e os resultados expressos em UFC/mL para células

livres.

4.4 ATIVIDADE ANTAGONICA DA CEPA DE Z. mobilis

A linhagem de Z. mobilis Z1-96 UFPEDA 363 foi cultivada em caldo SSDL a
30°C por 48 horas, posteriormente, 10uL (1028 UFC/mL) deste fermentado foram
inoculados em quatro pontos na placa de Petri contendo agar SSDL e incubada a
30°C durante 48 horas. Em seguida, 10 mL de meio Agar Miieller-Hinton semi-sélido
contendo 10" UFC/mL de cada microrganismo teste Salmonella enteritidis UFPEDA
414, Escherichia coli UFPEDA 224, Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e 10 mL de
Agar Sabouraud semi-sélido contendo 107 UFC/mL de Candida albicans UFPEDA
1007, Candida guilliermondii UFPEDA 6364 foram vertidos sobre a placa. Apds a
solidificacdo a placa foi incubada a 37°C com a leitura realizada em 24 horas. O
antagonismo foi observado pela formagdo de um halo de inibicdo ao redor de cada

colénia de Z. mobilis (Swings e de Ley, 1977).

4.5 AVALIACAO DOS ASPECTOS DE SEGURANCA

4.5.1 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Para analise de resisténcia a antibioticos, foi utilizada a metodologia modificada
de Lima et al., (2011). Foram preparadas suspensdes em solugao salina contendo 108
UFC/mL da linhagem de Z. mobilis Z 1-96. Foram inoculadas 100uL das suspensdes
em placas de petri com o meio agar SSDL pelo método de espalhamento, com o
auxilio de uma alga de Drigalski e incubadas 30°C por 42h. A estas placas, foram
adicionados discos de papéis dos diferentes antibiéticos (Amikacina 30 ug, Ampicilina

10 ug, Azitromicina 15 ug, Aztreonam 30 ug, Cefuroxima 30 ug, Ciprofloxacina 05 ug,
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Penicilina 10 g, Polimixina 300 ug e Tetraciclina 30 ug). Apds o tempo de incubagao,
foi realizada a analise da presenca ou auséncia e os diametros dos halos de inibigao
(Swings e de Ley., 1977).

4.5.2 TESTE DE HEMOLISE

Para o teste de hemdlise a cepa de Z. mobilis Z1-96 foi cultivada em meio
caldo SSDL por 18 horas a 30°C. Posteriormente, o microrganismo foi repicado em
uma placa de Petri, contendo 10 mL de meio Agar Sangue, e incubado a 30°C por 48
horas. A anadlise foi realizada verificando a presenca ou auséncia de hemdlise do
sangue pela virada de cor do meio na placa. Como controle positivo foi utilizada a
cepa Staphylococcus aureus UFPEDA 02 (Alves, 2003).

4.5.3 TESTE DE GELATINASE

O teste de gelatinase foi determinado em meio SSDL contendo gelatina (5% de
extrato de levedura, 12% de glicose e 15% de gelatina). O isolado Z1-96 foi ativado
anteriormente, transferido para tubos contendo o meio de cultura, incubado a 30 °C
por cinco dias e mantido por 20 minutos em refrigeragcdo. Como controle positivo
utilizou-se S. aureus e negativo E. coli. Para leitura dos resultados, foi observado o
estado fisico do meio, sendo considerados como resultados positivos, os tubos que
apos a refrigeragcdo permaneceram no estado liquido, confirmando a presenga da

enzima gelatinase (Pereira et al., 2009).
4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram avaliados por meio dos parametros estatisticos (Desvio
padrdo, intervalo de confianga), analise de variancia (ANOVA), comparagdo de
médias por Tukey ao nivel de 5% de confiabilidade, com uso dos softwares Origin for

Windows 11, Paired Comparison Plot versao 3.7 e Past versao 4.03.
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5 RESULTADOS
5.1 REATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

A cepa Z1-96 UFPEDA 363 reativada em meio SSDL apresentou um excelente
crescimento no meio SSDL, e auséncia de contaminagdo em seu processo de
reativagcéo, analisada no meio Agar nutriente.

5.2 AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A Figura 1 apresenta os valores médios (Log UFC/mL) do crescimento da cepa

Z. mobilis Z1-96 ao longo de 48h de estudo cinético do indculo.

Figura 1 - Cinética de crescimento de Z. mobilis Z1-96 UFPEDA 363 em Log 10 UFC/mL
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Fonte: Autora, 2024.

Por meio da contagem de unidades formadoras de coldnias por mL em (Log
UFC/mL), a cepa Zymomonas mobilis Z1-96 UFPEDA 363 apresentou crescimento
exponencial chegando a 8,8 + 0,01 log UFC/mL apds 24h de estudo cinético do
in6culo. Essa cepa permaneceu na fase estacionaria das 24h as 42h, permanecendo

em 8,7 % 0,01 log UFC/mL, nao atingindo a sua fase de morte durante 48h de teste
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(Figura 1), Segundo Lima et al. (2011), a Zymomonas mobilis produz metabdlitos
secundarios, como bacteriocinas e alguns acidos. O aumento observado apds 45

horas pode ser decorrente do consumo desses metabalitos.

A linhagem de Zymomonas mobilis Z1-96 apresentou comportamento
semelhante ao observado por Dai (2022), para o crescimento de Lactobacillus
plantarum C010 (espécie comumente utilizada para a produgéo de probidticos), com
crescimento exponencial iniciado apoés 2 horas de inoculagdo, onde atingiu sua
estabilidade as 12 horas de cultivo, assim como foi observado nas nossas analises.
Segundo o estudo realizado por Santana et al. (2022), onde a linhagem de Z. mobilis
AG-11 apresentou crescimento exponencial dentro de 0 a 15 horas e permaneceu na

fase estacionaria no periodo de 24h a 42h, aproximando as nossas analises.
5.3 TESTES DE CARACTERISTICAS PROBIOTICAS
5.3.1 CAPACIDADE DE AUTO-AGREGACAO E CO-AGREGACAO

A taxa de auto-agregacgéao da cepa Z7-96 foi de 17%, 26% e 64% para 3, 5 e 24
horas de incubacao, respectivamente, sendo considerado moderado as 5 horas do
teste, possuindo um alto poder de agregacdo apds 24 horas. De modo geral, em
todos os tempos foi evidenciada a capacidade de Z. mobilis interagir entre si, sendo
observado um forte poder de auto agregacao as 24h (Figura 2).

Varios estudos envolvendo esse tipo de avaliacdo apresentaram valores
condizentes ao encontrados em nosso estudo. Neste sentido, pode ser destacado o
estudo de Redondo et al. (2008), com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus
helveticus ssp jugurti 416 que obtiveram ao final de seu experimento um percentual de
auto-agregacao de 79% e 80%, respectivamente, as 5 horas de experimento.

A auto-agregacao pode ser influenciada por diferentes fatores, entre os quais
destaca-se estratégias celulares, que permitam aumentar sua sobrevivéncia e
reproducdo, a interagdo entre adesinas e receptores celulares que contribuem para
facilitar o processo de adaptagdo ao ambiente. A capacidade de se auto-agregar e
caracteristicas de hidrofobicidade s&o caracteristicas importantes de uma célula
probidtica (Khojah et al., 2022).

O potencial celular de auto-agregagéo e co-agregagao bacteriana é importante
para evitar a colonizagdo de microrganismos patogénicos. A auto-agregacgédo e a

co-agregagao bacteriana sao fundamentais para evitar que microrganismos
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patogénicos se instalem. Esses processos ajudam a formar barreiras fisicas, ocupar
espacos, produzir substancias que inibem os patégenos e criar um ambiente hostil
para eles (Tareb et al., 2013). Como resultado, essa interagdo com bactérias
probidticas, como a Z. mobilis Z1-96, promovem a saude intestinal, fortalece o sistema
imunoldgico e ajudam a prevenir doengas nas aves.

No presente estudo foi possivel observar uma maior taxa de co-agregagéao
entre Z. mobilis e bactérias patogénicas sendo elas, Staphylococcus aureus UFPEDA
02, Salmonella enteritidis UFPEDA 414 e Escherichia coli UFPEDA 224. A maior taxa
de co-agregacao foi observada apos 5h, indo até 24h de incubagado, obtendo uma
taxa de 64%, 49% e 53% respectivamente, as 24 horas (Figura 2).

Figura 2 - Percentual de auto-agregacao e coagregacao da cepa Z.mobilis Z1-96 frente a bactérias

patogénicas.
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Fonte: Autora, 2024.
Legenda: Comparacao da capacidade de auto-agregagao de cepa Z1-96 (m); coagregacao da Z1-96
+ S.aureus (e); coagregacao da Z1-96 + E.coli (A); coagregacao da Z1-96 + S.enteritidis (V).As
barras de erro representam desvios-padrao dos valores médios dos resultados de trés experimentos

replicados.

As analises estatisticas demonstraram que nado houve diferenca significativa
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apenas as 24h quando comparamos a auto-agregacao da cepa e a coagregacgao
frente a S.aureus, ademais amostras apresentaram diferencga significativa.

Esses resultados sao de grande importancia na caracterizagao da capacidade
probidtica, pois leva a formagao de uma barreira frente a colonizagao intestinal por
patogenos (Reid et al., 1988).

Em comparacdo a literatura, podemos observar que nas primeiras 5 horas de
ensaio ocorreu um percentual de coagregacéo de 33% frente a S. aureus, resultado
considerado superior aos encontrados em outros estudos, como Redondo et al.,
(2008) e Kos et al.,, (2003), que obtiveram uma coagregacdo entre Enterococcus
faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416, Lactobacillus acidophilus
M92 e Enterococcus faecium L3 de, aproximadamente, 254% e 19,46%
respectivamente as 5h. Essa comparacao é feita por testes realizados com bactérias
ja consideradas probioticas frente a bactérias patogénicas, assim através das nossas
analises observamos que a Z1-96 possui uma maior capacidade de se co-agregar, se
comparada com essas cepas.

A co-agregacao refere-se a capacidade de alcangar uma massa apropriada ao
co-agregar-se com outras espécies bacterianas, como relatado por Scillato et al.
(2020). Quando as células se agrupam espontaneamente e coexistem, elas formam
comunidades microbianas mais resistentes e duradouras, sendo capazes de secretar
substancias antagbnicas, conseguindo evitar a proliferagdo de microrganismos
patogénicos (Aslam et al., 2018).

Esse processo pode oferecer vantagens, tais como, defesa contra estresses
ambientais, resisténcia a agentes patogénicos e € aprimorada a capacidade de
aderéncia a superficies. Essas propriedades estdo diretamente relacionadas a
caracteristicas probidticas. A habilidade de se agrupar e coexistir pode ampliar a
eficacia dos probidticos ao colonizar o trato gastrointestinal e competir com

microrganismos patogénicos (Daniali et al., 2020).
5.3.2 TESTE DE HIDROFOBICIDADE

A cepa Z1-96 mostrou uma hidrofobicidade maior com o cloroférmio (93,6%)
quando comparado com o acetato de etila (85,2%) e para o xileno (50,79%) (Tabela
1). Os testes com cloroférmio e acetato de etila indicam as caracteristicas doador de

elétrons (basico) e aceitador (acido) da superficie celular, ja com o uso do xileno
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indicou a adesdo bacteriana a hidrocarbonetos (Bellon-Fontaine, Rault; Van Oss,
1996).

Tabela 1 - Percentual de hidrofobicidade da cepa Z. mobilis Z1-96 com solventes.

Solventes Hidrofobicidade (%)
Cloroférmio 93,5% +0,08
Acetato de etila 85,2% +0,02
Xileno 50,79% + 0,04

Legenda: Média (+desvio-padréo) dos resultados de trés experimentos separados.

Fonte: Autora, 2024

O desvio padrao variou entre 0,02 a 0,08.

Quando comparado com Lee et.al 2016, que trabalhou com a cepa de Bacillus
isoladas de molho de soja, especificamente a cepa MKSK-J1, obteve 88,2% para
Cloroférmio, 21,5% para Acetato de etila e 28,1% para xileno. Podemos observar que
a cepa Z1-96 possui uma maior capacidade de adeséao a hidrocarbonetos, e um maior
doador de elétrons e aceitador da superficie celular.

Os solventes cloroférmio, acetato de etila e xileno sdo utilizados no teste de
hidrofobicidade devido as suas propriedades quimicas e capacidade de interagir com
superficies bacterianas, dissolvendo lipidios e outros compostos hidrofébicos. Esses
solventes fornecem informagdes sobre a quantidade de grupos hidrofébicos nas
superficies celulares, indicando a adesao bacteriana e suas propriedades de
viruléncia. A adesdo bacteriana influencia a capacidade de colonizagdo no trato
gastrointestinal, conferindo vantagem competitiva no ecossistema (Alander et al.,
1997; Freter, 1992; Pedersen e Tannock, 1989).

O isolado Z1-96 demonstrou uma notavel percentagem de hidrofobicidade, os
testes com cloroférmio e acetato de etila indicaram que a cepa tem uma alta
caracteristica de ser doadora de elétrons (basico) e aceitadora (acido) da superficie
celular, j@ com o xileno indicou ter adesdo bacteriana a hidrocarbonetos como
demonstrado na tabela 1. Assim, os resultados mostraram que a cepa Z7-96 de
Zymomonas mobilis tem alta hidrofobicidade celular, indicando atividade de adesao

celular.
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A alta taxa da hidrofobicidade resulta na colonizagdo nos tecidos,
microrganismos probidticos podem impedir o acesso de agentes patogénicos através
de interagdes estéricas ou bloqueio especifico de receptores celulares (Otero, Ocana
e Macias, 2004).

5.3.3 TESTE DE TOLERANCIA ACIDA

A analise de tolerancia acida demonstrou que a cepa Z. mobilis Z1-96 UFPEDA
363 sobreviveu em pH 3, até 3 horas de teste, com média de 6,291 UFC/ml (Figura
3). Houve um bom crescimento no pH 3,5 e no controle com pH 7, com média de 8,60
UFC/ml e 8,6813 UFC/mL, respectivamente. Com relagdo ao pH 2 e 2,5, foi
observada auséncia de crescimento nas 4 horas de experimento, demonstrando que

0S mesmos nao sobreviveram a esse pH acido.
Figura 3 - Andlise de tolerancia acida de Z. mobilis Z1-96 UFPEDA 363.
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Legenda: Medidas com “a” nas mesmas linha ndo apresentam diferenga significativa (P > 0,05); b e
¢ Médias com linha para grupos diferentes apresentam diferenca significativa (P > 0,05);

Calculado por ANOVA unidirecional.
Fonte: Autora, 2024.
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Como observado na imagem nao houve diferenga significativa entre o pH 3,5 e
o pH 7 (controle), mas houve diferenga significativa quando comparado aos demais
pH.

Em comparacao ao estudo de Mesquita (2008), a cepa Z. mobilis UFPEDA
355 apresentou sensibilidade em meio SSDL com o pH 2,0, porém tolerante ao meio
SSDL nos pH 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 com 5,42; 8,62; 9,38; 9,45 UFC/mL, respectivamente.
Demonstrando que, mesmo sendo do mesmo género, possuem caracteristicas e
resisténcias diferentes por serem subespécies diferentes.

Avaliar a tolerancia acida é crucial para assegurar que probidticos e outros
aditivos sejam eficazes apdés a ingestdo. No caso das aves, que possuem um
ambiente gastrico acido com um pH entre 2,8 a 4, esse teste é essencial para garantir
que as formulagdes nutricionais sejam adequadas as suas necessidades especificas,
promovendo assim uma melhor saude e desempenho. A cepa Z. mobilis Z1-96

demonstrou ser eficaz pois tolerou a acidez a partir do pH 3.

5.3.4 TESTE DE TOLERANCIA AO SAL BILIAR

A analise de tolerancia ao sal biliar demonstrou que a cepa Z. mobilis Z 1-96
UFPEDA 363 foi capaz de sobreviver a variagao de sal biliar de 0,1%, 0,3%, 0,5% e
1%. Foi observado crescimento em todos os horarios, demonstrando pequenas
alteragcbes com diferenga significativa apenas para a concentragéo de 1% de sal biliar
ao decorrer do tempo nas demais concentragdes de sal biliar, com média de 6,19;
6,06; 6,06; 6,02. UFC/mI, respectivamente, com controle de 6,27 log UFC/ml. Assim
nao demonstrando interferéncia no crescimento da cepa Z1-96, independente da

concentracao de sal biliar, sobrevivendo as 4 horas de teste (Figura 4).
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Figura 4 - Analise de tolerancia ao sal biliar de Z.mobilis Z1-96 UFPEDA 363.
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diferencga significativa (P > 0,05); e,cde Médias para grupos diferentes apresentam diferenca
significativa (P > 0,05);

Calculado por ANOVA unidirecional.
Fonte: Autora, 2024.

A analise estatistica revelou que houve diferenca significativa apenas quando
comparado a concentragdo de 1% de sal biliar com o controle, mesmo assim, essa
diferenga foi de menos de 0,28 log UFC/mL.

Sendo observado um comportamento similar por Santana et al. (2022), e por
Swings & De Ley (1977), com sobrevivéncia acima de 50% na concentracao de 1%
de sal biliar. Isso sugere que essa bactéria possui mecanismos adaptativos para lidar
com a presencga desses compostos no trato gastrointestinal.

Avaliar a tolerancia ao sal biliar € essencial para garantir que probidticos,
suplementos e outros aditivos sejam eficazes apds a ingestdo. Diante as diferengas
entre a fisiologia digestiva de humanos e aves, esse teste ajuda a garantir que os
produtos sejam adequados as suas necessidades especificas, promovendo melhor
saude intestinal, absorgdo de nutrientes e desempenho geral. Essa resisténcia pode

ser vantajosa para a sobrevivéncia de Z. mobilis Z1-96 em condig¢des intestinais,
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assim, influenciando na sua capacidade de desempenhar um papel probidtico ou

outras interagées com o hospedeiro.

5.3.5 TESTE in vitro DE TOLERANCIA GASTROINTESTINAL

Para as analises in vifro do fluido gastrintestinal foi observado um numero
inicial de logy, 13,4 UFC/mL no momento zero apds a inoculagéo no fluido gastrico.
Este numero diminuiu para log,, 11,8 UFC/mL durante o periodo de incubagao de 120
minutos, indicando a capacidade da cepa em sobreviver as condi¢des simuladas do
ambiente gastrico. Apdés um periodo adicional de 90 minutos no fluido intestinal
(totalizando 210 minutos desde o inicio do experimento), observou-se uma redug¢ao
no numero de UFC para logq, 8,44 UFC/mL. Ap6s 180 minutos adicionais no fluido
intestinal (totalizando 300 minutos), o numero de UFC diminuiu para log,, 8,15

UFC/mL, conforme ilustrado na Figura 5 abaixo.

Figura 5 - Teste Simulado do Trato Gastrointestinal da cepa Z.mobilis Z1-96.
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Legenda: Medidas com “a, ¢’ as mesmas letras na mesma linha ndo apresentam diferenca
significativa (P > 0,05); b, d, f, h,e para grupos diferentes apresentam diferenga significativa (P >
0,05); Calculado por ANOVA unidirecional. FG = suco gastrico simulado; FI = suco intestinal
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simulado;
Fonte: Autora, 2024.

Quando comparamos estatisticamente observamos que nao houve diferenca
significativa no momento de 0 min entre o controle e o fluido gastrintestinal, também
nao houve diferenga para o fluido gastrintestinal no tempo de 60 e 120 minutos, a
demais amostras houve diferenga significativa.

Rastogi et al., (2020) observaram uma leve redugcdo na contagem inicial de
células (Lactobacillus mucosae) quando tratado com pepsina. Apos 4 horas de
experimento, observou-se um comportamento similar a nossas analises, onde foi
possivel visualizar uma redugao na contagem de células.

Por outro lado, Zhu et al., (2020) constaram em seus estudos que durante o
ensaio de tolerdncia ao suco gastrico simulado in vitro, a cepa Lactobacillus
sanfranciscensis apresentou uma reducgao significativa (P < 0,05) na viabilidade dos
probidticos apds 60 minutos de exposigao ao suco gastrico simulado. Este resultado,
que foi detectado somente em nossas analises apés um periodo de 210 minutos
(equivalente a 90 minutos no fluido intestinal), destaca a relevéancia dos resultados
obtidos em nosso estudo.

Apesar da diminuigdo no registro logaritmico, é perceptivel a sobrevivéncia de
unidades formadoras de colénias (UFC), indicando a habilidade da cepa Z1-96 de
persistir em ambientes com baixa acidez e elevada atividade enzimatica
caracteristicas do trato gastrointestinal como demonstrado na Figura 5. Essa
resisténcia € importante para consolidar o potencial desta cepa como um probidtico
eficaz.

O teste de fluido gastrintestinal € crucial para verificar se os probioticos
conseguem sobreviver nas condi¢ées do trato digestivo (Almeida 2022). Para que
sejam eficazes, eles precisam resistir a essas condigdes, aderir a mucosa intestinal e
produzir substancias benéficas. Isso € vital para a saude intestinal, o desempenho e o

bem-estar das aves, além de garantir a seguranga alimentar para nés (Rossi 2005).

5.4 ATIVIDADE ANTAGONICA DA CEPA DE Z. mobilis

A andlise da atividade antagbnica apresentou resultados satisfatérios para
cepa Z. mobilis Z1-96, frente a bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus
UFPEDA 02, com uma média de 19 mm para os halos de inibigao (Tabela 2 ). Esses

resultados estdo em consonancia com Lima et al. (2011), que ao analisar as cepas



35

Z1-86A, Z1-86B, Z1-87 e Z1-88 observaram atividade antagbnica, em intervalos
variaveis, de 5 a 13 mm contra a bactéria S. aureus.

A atividade de Z. mobilis frente as bactérias Gram negativas Salmonella
enteritidis UFPEDA 414 e Escherichia coli UFPEDA 224, também foi analisada. A
cepa Z. mobilis Z1-96 apresentou uma média de halos de inibicdo 19 mm e 21 mm de
didmetro para E. coli UFPEDA 224 e S. enteritidis UFPEDA 414, respectivamente
(Tabela 2 ). Como observado, Z. mobilis demonstrou potencial antagbnico frente as
cepas patogénicas analisadas, como demonstrado nas analises de Lima (2002).
Contudo, a cepa Z. mobilis Z1-96 n&o apresentou atividade antimicrobiana para os
microrganismos Candida albicans UFPEDA 1007 e Candida guilliermondii UFPEDA
6364.

Tabela 2: Atividade antagdnica da cepa Z. mobilis Z1-96 frente a bactérias patogénicas.

Z1-96 frente a Bactérias Halo de inibigao (mm)

Patogénicas

S.aureus 19 mm + 0,01
E.coli 19 mm + 0,07
S.enteritidis 21 mm + 0,01

Legenda: Média (xdesvio-padrédo) dos resultados de trés experimentos separados.
Fonte: Autora, 2024.

O desvio padrao variou entre 0,01mm a 0,07 mm.

A atividade apresentada pela cepa Z. mobilis Z1-96 pode estar relacionada a
um dos possiveis mecanismos de acédo da atividade antimicrobiana de liberagcéo de
compostos acidos e substancias do tipo bacteriocinas, uma vez que, essas
substancias apresentam espectro de agao mais restrito as espécies taxonomicamente
préximas (Lima, 2022).

Esses acidos, quando presentes em concentragdes elevadas, podem exercer
um efeito antimicrobiano mais forte (Rutkis et al., 2022). A produgao desses acidos &
essencial para uma bactéria probidtica, pois eles ajudam no processo de acidificacéo

do meio impedindo o crescimento dos microrganismos patogénicos.
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5.5 AVALIACAO DOS ASPECTOS DE SEGURANCA

5.5.1 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A analise do teste antibiograma demonstrou que a cepa Z1-96 UFPEDA 363
apresentou sensibilidade a oito dos nove antibiéticos testados, com médias de halos
entre 43,5 mm e 10,5 mm. Como demonstrado na Tabela 3, a cepa Z1-96 se
apresentou resistente apenas para o antibiético Ciprofloxacina, o desvio padrao variou
de 0,35 a 3,88.

Tabela 3 - Antibiéticos testes frentes a Cepa Z.mobilis Z1-96.

Z1-96 frente a antibiéticos Halo de Sensibilidade (mm)
Amicacina 30 ug 23,75 mm * 3,88
Ampicilina 10 ug 23 mm + 2,82
Azitromicina 15 ug 26,75 mm = 0,35
Aztreonam 30 ug 15 mm+2,12
Cefuroxima 30 ug 26,25 mm + 1,76

Ciprofloxacina 05 ug -

Penicilina 10 g 10,5 mm + 1,41
Polimixina 300 ug 15 mm = 1,41
Tetraciclina 30 ug 43,5 mm + 1,41

Legenda: Média (xdesvio-padrdo) dos resultados de trés experimentos separados.
Fonte: Autora, 2024.

A sensibilidade aos antimicrobianos testados confere a essa cepa uma
caracteristica exigida para o desenvolvimento de um produto probiotico. Esses
antibiéticos sdo utilizados na avicultura para tratamento de infec¢gdes bacterianas,

como doengas respiratérias e infecgdes do trato gastrointestinal.
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Dessa forma, a bactéria pode auxiliar melhorando a saude das aves,
promovendo um equilibrio da microbiota intestinal e fortalecendo o sistema
imunoldgico, mesmo durante tratamentos com antibiéticos, podendo reduzir o risco de
resisténcia bacteriana ao evitar a transferéncia de genes de resisténcia para

patogenos indesejados (Lopes et al, 2022).

5.5.2 TESTE DE HEMOLISE

O teste de hemdlise € fundamental para identificar a patogenicidade de
microrganismos, classificar bactérias e desenvolver tratamentos eficazes (Guastalli et
al., 2010). No caso das aves, esse teste é especialmente importante para prevenir e
tratar infecgbes bacterianas, assegurando a saude e o bem-estar dos animais. Isso,
por sua vez, contribui para a seguranga alimentar dos humanos (Da silva reviello et al
2024).

A anadlise constatou que a cepa Zmobilis Z1-96 UFPEDA 363 nao
manifestaram ac¢ao hemolitica (Figura 6), o que confirma que a cepa estudada nao é
capaz de causar a hemdlise do sangue, ndo gerando, portanto, o rompimento da
membrana celular das hemacias e assim sem risco a saude. A importancia de utilizar

probidticos sem manifestagao de hemdlise reside na garantia de seguranca e eficacia.

Figura 6 - Teste de hemdlise com a cepa Z.mobilis Z1-96.

Fonte: Autora, 2024.

5.5.3 TESTE DE GELATINASE

A enzima gelatinase hidrolisa gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e

outros peptideos bioativos. A cepa Z1-96 apresentou auséncia da enzima testada
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(Figura 7), assim como relatado por Mahasneh et al. (2015), que ao analisarem 17
isolados de Lactobacillus spp. com potencial probidtico, e observaram valores
negativos para a atividade gelatinolitica, dados que corroboram com o presente

estudo.

Figura 7 - Teste gelatinase com a cepa Z.mobilis Z1-96 UFPEDA 363 e microrganismos testes.

Legenda: Z1-96 = Zymomonas mobilis UFPEDA 363; C+ = Staphylococcus aureus; C- = Escherichia
coli; C = Meios de cultura SSDL+GELATINA.
Fonte: Autora, 2024.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que a cepa da Zymomonas mobilis
Z1-96 UFPEDA 363 possui um bom crescimento em condi¢gdes adversas como pH
acido e na presencga de sais biliares. A cepa apresentou uma atividade antimicrobiana
promissora, produzindo substancias capazes de inibir o crescimento de Salmonella
enteritidis UFPEDA 414, Escherichia coli UFPEDA 224 e Staphylococcus aureus
UFPEDA 02 Demonstrou excelente poder de agregacgao tanto na auto-agregacéo,
quanto na co-agregacao com alta hidrofobicidade celular, indicando boa atividade de
adesao celular. A cepa estudada é considerada segura ndo sendo capaz de produzir
enzimas hemoliticas e gelatinoliticas. Ainda, apresenta forte perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos. Contudo, ainda sao necessarios mais estudos para confirmar as

suas propriedades probidticas in vivo.
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