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Resumo

Os microrganismos sédo fundamentais para a manutencdo do equilibrio dos
organismos vivos e dos elementos quimicos do nosso planeta. Eles ocorrem
em todos os ambientes da natureza, inclusive em alimentos. Diversas
pesquisas tém mostrado que microrganismos encontrados na cavidade bucal e
intestinos apresentam habilidade de degradar componentes encontrados no
leite e em alguns cereais, podendo degradar a lactose e o glaten. Esse trabalho
teve como objetivo, isolar, purificar e caracterizar morfologicamente bactérias
de queijos e iogurtes comercializados no municipio de Manaus, Amazonas,
bem como testar seus extratos brutos capazes de degradar lactose e gluten
visando uma alternativa para minimizar ou solucionar o problema de
intolerdncia a lactose e doenca Celiaca que afetam parte da populagéo
mundial. Foram isoladas 75 bactérias dos 10 tipos de queijo e 10 tipos de
iogurtes usados para os testes. Todas as 75 bactérias apresentaram elevado
crescimento nas primeiras 24 horas de avaliacdo em ambos os meios de
cultura testados (gluten ou lactose). Das 75 bactérias testadas, 61
apresentaram formacao de halo de degradacdo em meio contendo glaten. Pelo
indice de Degradacdo de Gluten (IDG), das 61 bactérias avaliadas, 30
apresentaram baixos IDG’s, 9 IDG’s médios e nenhuma apresentou IDG alto. O
uso do gluten ou lactose nos meios de cultura influenciou as caracteristicas
morfolégicas das coldnias das 20 bactérias selecionadas como as melhores.
Das 13 bactérias usadas na caracterizacdo genética, foi possivel identificar
somente quatro ao nivel de espécie. Quatro isolados sdo do género
Pseudomonas sp., quatro do género Bacillus sp., duas do género
Stenotrophomonas sp., uma do género Brevibacillus sp., uma do género
Achromobacter sp. e uma do género Burkholderia sp. Foram realizados
também, experimentos de laboratério em meio liquido contendo lactose ou
gluten como fonte de carbono em pH’s de 2,3 (semelhante ao do estémago) e
8,0 (semelhante ao dos intestinos) nas temperaturas de 37 °C e 55 °C. As
bactérias BLGO01 (Pseudomonas sp.), BLGO02 (Bacillus sp.), BLGO06
(Pseudomonas sp.), BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia), BLG25
(Stenotrophomonas sp.), BLG28 (Bacillus sp.), BLG33 (Pseudomonas
aeruginosa), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52
(Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) e BLG73 (Bacillus sp.).
mostraram potencial para serem usadas como probidticas, desde que nédo
sejam patogénicas em testes futuros e/ou como supridoras de enzimas
capazes de degradarem a lactose e o gliten. Todas mostraram sensibilidade a
acidez e a alcalinidade equivalentes as do estbmago e as dos intestinos
humanos, indicando que essa bipolaridade acidez/alcalinidade pode ser um
mecanismo de defesa do organismo humano contra a acdo de bactérias
patogénicas ou indesejaveis. Para que bactérias desejaveis sejam utilizadas
como probidticas, elas precisam ser ingeridas em altas concentragfes, acima
de 10° células.mL™. Das doze bactérias testadas, as com maiores potenciais
de utilizacdo como probidticas, desde que comprovadamente ndo sejam



patogénicas, sdo as BLG28 (Bacillus sp.), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45
(Burkholderia sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter
sp.) e BLG73 (Bacillus sp.), por fazerem parte de géneros com pouca
possibilidade de patogenicidade e por apresentarem crescimento positivo nas
duas primeiras horas em pH 2,3, semelhante ao do estobmago. No entanto, elas
precisam colonizar e fazer parte da flora intestinal, além de ajudarem no
metabolismo da lactose e do gluten ingeridos como alimentos. Para avaliar se a
fonte de carbono e a fase de crescimento das bactérias afeta a producédo e
qualidade de proteases capazes de degradar o glaten, foram realizados
experimentos com o0s extratos brutos de nove dessas bactérias, BLGO02,
BLG25, BLG28, BLG33, BLG38, BLG45, BLG52, BLG56 e BLG73. Os extratos
foram obtidos do cultivo dessas bactérias em dois meios de cultura (glaten e
lactose como fontes de carbono) e coletados com 6, 12 e 24 horas de
incubacdo. Diluicbes dos extratos também foram testadas quanto as suas
capacidades de degradar o gluten. Todas as bactérias produziram extratos com
capacidade de degradacao do glaten. A fonte de carbono (lactose ou gllten)
afetou a capacidade dessas bactérias em produzirem extratos capazes de
degradarem o glaten. A maioria delas produziu mais proteases quando
crescidas em meio contendo esse complexo proteico. O tempo de coleta dos
extratos bacterianos também influenciou nas suas capacidades de degradarem
o gluten, com os produzidos com 24 horas de crescimento sendo melhores
para a maioria dessas bactérias quando comparados pelos produzidos com 6 e
12 horas. O maior percentual de degradacao de glaten foi de 87,3 % usando o
extrato obtido com 24 horas de crescimento da bactéria BLG56
(Achromobacter sp.) cultivada em meio de cultura contendo gluten. Com base
na capacidade de degradacado, nos tempos de coletas dos extratos bacterianos
e meios de cultura, pode-se concluir que as nove bactérias apresentam
diferentes proteases capazes de degradarem o glaten. Essa capacidade de
degradarem o glaten variou com suas concentracfes na solucdo de formas
diferentes e essa caracteristica pode servir como um teste a mais para
diferenciar uma da outra. S&o necessarios estudos mais detalhados, como o de
purificacdo dos componentes dos extratos dessas bactérias, para avaliar cada
uma dessas proteases individualmente, para escolher as de melhores
potenciais biotecnoldgicos.

Palavras chave: Metabolismo microbiano, atividade enzimatica, degradacédo
de glaten, degradacdo de lactose, microbiota amazonica.



Abstract

Microorganisms are of fundamental importance for maintaining the equilibrium
of living organisms and the chemical elements of our planet. They occur in all
nature environments, including in foods. Several researches have shown that
microorganisms found in the oral cavity and intestines have the ability to
degrade components found in milk (lactose) and in some cereals (gluten). This
work had as objectives, to isolate, purify and morphologically characterize
cheeses and yoghurt bacteria commercialized in the city of Manaus, Amazonas,
as well as to test their crude extracts capable of degrading lactose and gluten,
aiming as an alternative to minimize or solve the problem of lactose intolerance
and Celiac disease that affect part of the world population. Seventy-five bacteria
were isolated from the 10 types of cheese and 10 types of yogurts used for the
tests. All 75 bacteria showed high growth in the first 24 hours of evaluation in
both culture media tested (gluten or lactose). Of the 75 bacteria tested, 61
presented halo formation of degradation in medium containing gluten. For the
Gluten Degradation Index (GDI), of the 61 bacteria evaluated, 22 did not
present GID during the test, 30 had GIDs considered low, 9 GIDs were
considered medium and none had GID considered high. The carbon source of
the culture medium (gluten or lactose) influenced the morphological
characteristics of the colonies of the 20 selected bacteria as the best ones. In
the Gram staining test, 16 bacteria were Gram Negative and four Gram positive.
Of the 13 bacteria used in the genetic characterization, it was possible to
identify only four at the species level. Four isolates are of the genus
Pseudomonas, four of the genus Bacillus, two of the genus Stenotrophomonas,
one of the genus Brevibacillus, one of the genus Achromobacter and one of the
genus Burkholderia. In order to evaluate twelve bacteria selected from previous
tests, laboratory experiments were performed in a liquid medium containing
lactose or gluten as a source of carbon at pH of 2.3 (similar to that of the
stomach) and 8.0 (similar to that of the intestines) at temperatures of 37 ° C and
55 ° C. The bacteria BLG0O1 (Pseudomonas sp.), BLG02 (Bacillus sp.), BLG06
(Pseudomonas sp.), BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia), BLG25
(Stenotrophomonas sp.), BLG28), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia
sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) and BLG73
(Bacillus sp.). showed potential to be used as probiotics after future
confirmation of non-pathogenicity or as suppliers of enzymes capable of
degrading lactose and gluten. All bacteria showed sensitivity to acidity and
alkalinity equivalent to those of the human stomach and intestines, indicating
that this acidity/alkalinity bipolarity can be a defense mechanism of the human
organism against the action of pathogenic or undesirable bacteria. For desirable
bacteria to be used as probiotics, they need to be ingested at high
concentrations, above 10° células.mL™. From the 12 bacteria tested, those with
the highest potential for use as probiotics, if not pathogenics, are BLG28
(Bacillus sp.), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52
(Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) and BLG73 (Bacillus
sp.), since they are part of genera with little possibility of pathogenicity and
because they present positive growth in the first two hours at pH 2.3, similar to
that of the stomach. However, they need to colonize and participate of the
intestinal flora, and to help to the lactose and gluten metabolism ingested as
food. To evaluate if the carbon source and the growth phase of the bacteria
affect the production and quality of proteases capable of degrading gluten,
experiments were carried out on the crude extracts of nine bacteria, BLGO02,
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BLG25, BLG28, BLG33, BLG38, BLG45, BLG52, BLG56 and BLG73. The
extracts were obtained from culture of these bacteria in two culture media
(gluten and lactose as carbon sources) and collected with 6, 12 and 24 hours of
incubation. Dilutions of the extracts were also tested for their ability to degrade
gluten. All bacteria produced extracts with the ability to break down gluten. The
source of carbon (lactose or gluten) has affected the ability of these bacteria to
produce extracts capable of degrading gluten. The majority of them produced
more proteases when growing in the medium with this proteic complex. The
time of collection of bacterial extracts also influenced their ability to degrade
gluten, with the 24 hour extracts from most of these bacteria showing the
highest degradability when comparing with those produced with 6 and 12 hours.
The highest percentage of gluten degradation was 87.3% using the extract
obtained with 24 hours of growth of bacterium BLG56 (Achromobacter sp.)
grown in culture medium containing gluten. Based on the degradability,
collection times of bacterial extracts and culture media, it can be concluded that
the nine bacteria present different proteases capable of degrading gluten. This
ability to degrade gluten varied with their concentrations in the solution in
different ways and this feature may serve as an additional test to differentiate
one from the other. More detailed studies, such as the purification of the
extracts components of these bacteria, are needed to evaluate each of these
proteases individually to choose the best with biotechnological potential.

Key words: Microbial metabolism, enzymatic activity, gluten degradation,

lactose degradation, Amazonic microbiota.
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1. INTRODUCAO GERAL

A intolerancia a lactose e a Doenca Celiaca sdo duas anormalidades
digestivas que causam problemas de salde em uma parte da populagédo
mundial. Entre 5 % das pessoas do norte da Europa e 90 % em alguns paises
asiaticos sofrem de intolerancia a lactose, que € uma inabilidade para digerir
completamente esse dissacarideo predominante no leite (TEO, 2002). A
intolerdncia a lactose pode ser classificada como priméaria, quando ha um
defeito intrinseco da enzima, ou secundaria, quando ocorre um dano na
mucosa intestinal com consequente falta da mesma. Algumas causas do
distarbio primario sdo: deficiéncia de lactase do prematuro, deficiéncia de
lactase congénita, e deficiéncia de lactase do tipo adulto. O distlrbio
secundario pode ter como causas: doenca celiaca, fibrose cistica, alergia a
proteina heterdloga, desnutricdo, retocolite ulcerativa, sindrome do cdlon
irritavel, giardiase, utilizacdo de algumas drogas, entre outras (SABRA; WILLS,
1994; TEO, 2002). A lactose nio digerida, conforme passa pelo colon, é
fermentada por colonias de bactérias, havendo producdo de acidos organicos
de cadeia curta e gases (TEO, 2002). Isto resulta em diversos sinais e
sintomas clinicos, como: diarreia significativa acompanhada de desidratacéo,
principalmente nas criancas de baixa idade, evacuacao explosiva logo apos a
ingestéo do alimento, assadura perianal, distensdo e dor abdominal, flatuléncia,
desnutricdo, acidose metabdlica e enterite necrosante (SABRA; WILLS, 1994;
MORIWAKI; MATIOLI, 2000; TEO, 2002; LOPES et al., 2008).

Por outro lado, a prevaléncia da Doenca Celiaca varia entre 0,5-1,0 %
da populacdo mundial, mas entre os pacientes diabéticos é maior, variando
entre 2,2 % e 13,8 %, com uma meédia de 4,1 % nos paises europeus (MONT-
SERRAT et al., 2008). E uma doenca autoimune desencadeada pela ingest&o
de cereais que contém gluten por individuos geneticamente predispostos. Além
do consumo do gluten e da suscetibilidade genética, é também necessaria a
presenca de fatores imunolégicos e ambientais para que a doenca se expresse
(SDEPANIAN et al., 1999). O glaten € uma substancia elastica, aderente,
insolivel em agua, responsavel pela estrutura das massas alimenticias,
constituido por fracbes de gliadina e de glutenina, que, na farinha de trigo,
totalizam 85 % da fracéo proteica. Forma-se pela hidratacdo dessas proteinas,

gue se ligam entre si e a outros componentes por meio de diferentes tipos de



ligacdes quimicas. O trigo é o unico cereal que apresenta gliadina e glutenina
em quantidade adequada para formar o gluten. No entanto, essas proteinas
podem estar presentes em outros cereais, como cevada, centeio e aveia
(ARAUJO et al., 2010).

Diversas pesquisas tém mostrado que microrganismos encontrados na
cavidade bucal e intestinos apresentam habilidade de degradar esses dois
componentes encontrados no leite (lactose) e em alguns cereais (glaten) (DI
CAGNO et al., 2001; FONDEN, 2001; FUJIMURA et al., 2010; ROWAT et al.,
2010; FERNANDEZ-FEO et al. 2013). Em derivados do leite, como nos queijos
e iogurtes, também foram encontradas diversas bactérias com essa
capacidade (HELLER, 2001; GOBBETTI, 2005; MASOTTI et al., 2013), abrindo
perspectivas de se obterem, através de isolamentos, novos géneros e espécies
de bactérias para resolverem ou minimizarem esse problema de salde
presente nas populacdes humanas de todas as regides do planeta.

A utilizacdo de microrganismos nao patogénicos capazes de degradar a
lactose e o glaten pode ser uma alternativa para a melhoria da qualidade de
vida de pessoas que possuem intolerancia a lactose e doenca celiaca por meio
da ingestdo no trato digestivo (digestorio), caso eles sejam compativeis e
possam fazer parte da flora intestinal, usando suas enzimas como um
complemento medicamentoso, junto com a alimentagdo; usando suas enzimas
na area industrial para degradarem a lactose e o gliten presentes em
alimentos antes que sejam digeridos pelos seres humanos.

Uma das propriedades dos microrganismos €é sua habilidade em
adaptar-se a ambientes extremos como pH, temperatura, pressao e
concentracdo de sal diferentes dos padrdes para a maioria dos seres Vvivos
(LASA; BERENGER, 1993). A temperatura € o que mais influencia a funcéo
das biomoléculas e a manutencdo das estruturas bioldgicas (MADIGAN;
OREN, 1999). Testes com diferentes temperaturas foram realizados,
principalmente acima de 45 °C (para producdo industrial, onde altas
temperaturas sdo desejaveis por dificultarem a presenca de microrganismos
oportunistas sensiveis a elevadas temperaturas) e testes com diferentes pH’s
foram realizados, pois os pH’s da cavidade bucal (alcalino), estbmago (acido) e
intestinos (alcalino) sdo diferentes (MUNDO EDUCACAO, 2016).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leite

O leite € um liquido branco produzido pelas glandulas mamarias das
fémeas dos mamiferos e € levemente viscoso. Sua composicdo e
caracteristicas fisico-quimicas variam entre as espécies animais, e inclusive
entre diferentes racas (SILVA, 2009).

Segundo Valsechi (2001), Becchi (2003) e Teichmann (2009), de acordo
com a Instrucdo Normativa N* 51, de 18/09/02, o leite € um produto integro,
nao alterado, ou alterado e sem colostro, higienicamente ordenhado, de
procedéncia regular, completa e ininterrupta das fémeas mamiferas,
domeésticas, sadias e bem alimentadas.

O leite, obtido em circunstancias naturais, segundo Valsechi (2001) e
Almeida (2008), € uma emulsdo de cor branca, ligeiramente amarelada, de
odor suave e gosto ligeiramente adocicado. Do ponto de vista bioldgico, pode
ser considerado um dos alimentos mais completos, por apresentar alto teor de
proteinas e sais minerais, entre outras caracteristicas. Por tratar-se de um
produto perecivel, merece atencdo especial na sua producao, beneficiamento,
comercializacdo e consumo, pois estara sempre sujeito a uma série de
alteracdes (DOMARESKI et al., 2010).

E indispensavel aos mamiferos nos primeiros meses de vida, pois ainda
ndo podem digerir e assimilar outras substancias necessarias a sua
sobrevivéncia. A qualidade do leite, como alimento e matéria-prima para a
industria de laticinios, depende de sua composi¢ao nutritiva, sendo comum em
paises de pecuéaria leiteira desenvolvida, o pagamento do leite pela qualidade

microbioldgica e composi¢ao nutricional (BECCHI, 2003).

2.1.1. Composicao do Leite

A composicao do leite varia com a espécie produtora (Tabela 1), raca,

individualidade, alimentacdo, tempo de gestacdo e muitos outros fatores
(VALSECHI, 2001). O leite em média, esta formado por 7/8 de agua e 1/8 de



substancias solidas, o que se denomina Extrato Seco Total e representa a
parte nutritiva do leite. Isso significa que, em 100 litros de leite, 87 litros sédo de
adgua e 13 kg de substéancias sélidas, que sdo a gordura, a lactose, as proteinas
e 0s sais minerais (VALSECHI, 2001).

A média dos principais componentes do leite de diferentes espécies de

forma mais detalhada € a seguinte:

Tabela 1. Médias dos principais componentes do leite de diferentes espécies
de mamiferos.

Leite Proteina Gordura Lactose Minerais Total

Ovelha 4,7 7,6 4.8 1,0 18,1
Bufala 3,6 7,8 4.9 0,8 17,1
Vaca 3,4 4.4 4,6 0,7 13,1
Cabra 2,9 4,5 4.4 0,8 12,6
Camela 2,8 4,0 5,4 0,4 12,6
Egua 2,2 2,5 5,9 0,5 11,1
Mulher 1,9 3,8 5,8 0,2 11,7
Jumenta 1,7 1,6 5,6 0,5 9,4

Fonte: http://www.revistaberro.com.br

O Extrato Seco Total (EST), que compreende todos os elementos do
leite menos a agua, € em média 12,5 % da composicdo do leite. O Extrato
Seco Desengordurado (ESD), que engloba todos os elementos do leite menos
a agua e a gordura, compreendem em média 8,9 %, sendo importante destacar
que a sua variacdo é devido a diferencas do rendimento industrial do produto
utilizado como matéria-prima (BECCHI, 2003).

O leite, além do seu importante contedudo em lactose, proteina, gordura
e minerais, é fonte de elementos essenciais para a nutricdo, como vitaminas A
e D, lipossoluveis, B e C, hidrossoluveis (BEHMER, 1984).

Os principais componentes do leite apresentam caracteristicas
individuais e indispensaveis para a qualidade do produto, sendo a agua o
principal componente em volume (87,5 %) e influencia o peso especifico do
leite. Esta agua se encontra como agua livre, que age como solvente e como
agua ligada, que esta aderida as substancias insollveis e ndo atua como
solvente. A agua ligada (menos de 4 % do total da agua) ndo é fixa em
proporcao e esta em equilibrio com a agua livre. A retencéo da agua ligada se
da em 50 % pela caseina e 15 % pelos fosfolipideos da membrana dos



glébulos de gordura. Os fosfolipideos podem reter até 600 % do seu peso em
agua e a caseina 50 % do seu peso (BECCHI, 2003).

No caso da agua livre, a fase hidrica é formada por um conjunto de
substancias dissolvidas. Entre elas proteinas, sais dissolvidos (principalmente
fosfatos), cloretos, sulfatos e bicarbonato de calcio, magnésio, soédio, potassio e
lactose (ERFCL, 1981; BECCHI, 2003).

Segundo Valsechi (2001), os minerais encontrados no leite,
especialmente o célcio e o fosforo, sdo essenciais para a estrutura dos 0ssos e
dentes de individuos de todas as idades, sobretudo lactantes e criancas,
importantes para o sangue e para a saude do sistema nervoso e muscular. Na
falta desses minerais, ha aumento do nervosismo e os 0ssos ficam mais
frageis. Também contém &cido linoleico, que previne o cancer.

Outros minerais, como 0 potassio, o sédio e o cloro permitem realizar
com a lactose um equilibrio da pressao osmatica do leite na glandula mamaria
face & pressao sanguinea. Elementos como zinco, ferro, iodo, molibdénio, fltor,
selénio, cobalto e magnésio servem para a formacdo e manutencdo do
esqueleto e para o equilibrio de muitas funcfes organicas (VALSECHI, 2001).

Entre as vitaminas, encontra-se em maior quantidade a vitamina A e
algumas do complexo B. A vitamina A é responsavel pela protecdo da pele e
dos olhos, mantém os cabelos saudaveis e ajuda na formacgéo dos tecidos do
corpo. Ja as vitaminas do complexo B sdo importantes para a protecao do
sistema nervoso, funcdo normal dos muasculos e coracdo, para a digestao e
para a protecao da pele e dos olhos (VALSECHI, 2001).

Nenhuma das espécies pecuarias exploradas para a producédo de leite
recebe tanto destaque quanto a vaca. A ovelha, a cabra e a bufala também sao
importantes produtoras de leite em algumas regibes do mundo, como o
Extremo Oriente (bufala) e Mediterraneo (ovelha). Ja outras espécies, como o
camelo, Ilhama, rena, iaque e outros, mesmo sendo usadas como fonte de
alimento lacteo, possuem somente importancia regional limitada, ndo entrando

nas estatisticas mundiais de producao de leite (VALSECHI, 2001).



2.1.2. Leite de vaca

O leite de vaca é considerado um dos alimentos de maior importancia na
alimentacdo humana. E rico em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e
vitaminas A e D, dentre outros (SILVA, 2009).

O leite oferece, também, elementos anticarcinogénicos, presentes na
gordura, como o &cido linoléico conjugado, esfingomielina, &cido butirico e
betacaroteno. Também sdo encontradas no leite enzimas que sao
catalizadoras em determinadas reacdes para decompor, sintetizar ou
transformar algumas caracteristicas. As enzimas sao: lipase, fosfatase,
oleinase, butirinase, salolase, peptidase, galactase, lactase, amilase, aldolase,

xantin oxidase, peroxidase e catalase (SILVA, 2009).

2.1.2.1. Tipos de leite

a) Leite Pasteurizado

Segundo a Instrugdo Normativa N° 51, de 18 de setembro de 2002 do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), o leite
pasteurizado € o leite fluido elaborado a partir do leite cru refrigerado na
propriedade rural, que apresente as especificacbes de producdo, coleta e
qualidade dessa matéria-prima contidas em Regulamento Técnico préprio e
que tenha sido transportado a granel até o estabelecimento processador.

Também é definido como leite natural, inteiro ou desnatado, submetido a
um aquecimento uniforme e a uma temperatura compreendida entre 72 e 78 °C
durante ndo menos que 15 segundos, garantindo a destruicdo dos
microrganismos patogénicos e da quase totalidade da flora microbiana, sem
modificagdes sensiveis da natureza fisioquimica, das caracteristicas e das
qualidades nutritivas do produto. Refrigeracdo imediata a ndo mais que 4 °C,
sendo embalado em seguida, em embalagens limpas e perfeitamente
higienizadas, fechadas, impedindo contaminac¢des e adulteracbes do produto.
O leite pasteurizado pode ser classificado de trés formas (Tabela 2)
(TEICHMANN, 2009):



Tabela 2. Classificacao do leite pasteurizado

Leite tipo A Leite tipo B Leite tipo C
Proveniente de granja Proveniente de estabulos Proveniente de fazendas
leiteira ou instalacdes apropriadas leiteiras com inspec¢ao

sanitéria periddica

Deve atender a todas as
técnicas higiénicas e
sanitarias

Deve atender a todas as
técnicas higiénicas e
sanitarias

Deve atender a todas as
técnicas higiénicas e
sanitarias

Proveniente de gado
leiteiro em constante
controle veterinario

Proveniente de vacas com
controle veterinario
permanente

Vacas identificadas, com
exames e fichas
individuais de
acompanhamento

Pasteurizado
imediatamente no local,
logo ap6s a ordenha e
envasado mecanicamente

Pasteurizado em usinas de
beneficiamento e
envasado

Pasteurizado e envasado
em usinas de
beneficiamento,
distribuicdo por caminhéo,
em caixas

Integral e atender as
exigéncias fisioquimicas e
bacterioldgicas do padrédo

Deve ser integral e atender
as exigéncias
fisioquimicas e
bacteriologicas

Deve ser integral e atender
as exigéncias
fisioquimicas e
bacteriologicas

Transportado e
conservado em até 10 °C
e entregue ao consumo no
maximo apés 12 horas

Pasteurizacao e
distribuicdo ao consumo
no prazo maximo de 24

horas da chegada da usina

Distribuicéo até 24 horas

apos a chegada a usina;

usina autorizada a fazer a

padronizacéo da gordura
do leite para %;

Auséncia de coliformes

Tolerancia de coliformes
em 0,5 ml

Tolerancia de coliformes
em 0,2 ml

Fonte: TEICHMANN (2009).

b) Leite Esterilizado

Pode ser integral (3,2 % de gordura) ou desnatado (0,3 % de gordura). E
o produto que, apos ter sido envasado, € submetido a um processo de
aquecimento de 110 a 120 "C por um periodo de 20 minutos, o que garante a
destruicdo de todos os microrganismos e esporos presentes (TEICHMANN,

2009).
c) Leite esterilizado UHT (Ultra High Temperature)

Leite natural, integral ou desnatado, submetido a um processo de
aquecimento em temperatura de 135 a 150 °C durante dois a oito segundos,

garantindo a destruicao de todos 0s microrganismos e inativando seus esporos,
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sendo apos envasado assepticamente, com resfriamento imediato a
temperatura da embalagem (24 a 26 ‘C) (TEICHMANN, 2009).

d) Leite em po

E o leite do qual foi eliminada a maior parte da agua de sua composi¢&o
(95 %), o restante de 5 %, combinado com 0s outros nutrientes, formara o total
do produto. A cor deve ser uniforme, branca cremosa ou amarelo pélido, o
cheiro e sabor de leite fresco, antes e apos sua constituicdo (TEICHMANN,
2009).

2.1.2.2. Mercado econdmico do leite

Segundo CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento (2016),
estima-se que a producdo de leite bovino diminuiu -1 % em 2015,
acompanhando a reducao de -2,8 %, publicado pelo IBGE - Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, da producdo sob inspecdo federal, estadual e

municipal, que situou-se em 24,0 bilhdes de litros (Tabela 3).

Entre os vinte sete estados e o Distrito Federal, apenas seis
aumentaram a sua producdo em 2015: Rio Grande do Sul (+1,7 %), Sao Paulo
(+3,3 %), Santa Catarina (+0,4 %), Rio de Janeiro (+5,5 %), Pernambuco (+6,1
%), e Acre (+5,0 %). O mercado interno absorveu aproximadamente 98 % da

producao sob inspecédo nos ultimos anos (CONAB, 2016).

Tabela 3. Brasil: Quadro de oferta e demanda de leite bovino de 2011 a 2016
em milhdes de litros.

Producéo total Produg&o sob inspe¢do Exportagdes Importacdes Consumo per

Ano Total Var. Total Var. Sob Total Var.%  Xs/Prod. | Total Var. Ms./Prod. capta

% % insp/ Insp.% % nsp.%

o " tah) P ’ P Cvosh—Var%
2011 | 32096 45 | 21795 39 67,9 126 -70,6 0,6 1219 545 5,6 168,1 58
2012 | 32304 06 | 22338 25 69,1 117 -7,5 0,5 1278 485 57 168,0 0,1
2013 | 34255 6,0 | 23553 54 68,8 134 14,6 0,6 1071 -16,2 45 175,1 42
2014 | 35174 2,7 | 24747 51 704 450 2374 1,8 7271 -32,1 29 175,2 0,1
2015 | 34823 -1,0 | 24050 -2,8 69,1 441 2,0 1,8 1.094 505 45 173,6 0,9
2016 | 35.171 10 | 24435 16 69,5 485 10,0 2,0 1.203 10,0 49 173,9 0,2




Ainda segundo a CONAB (2016), o nivel de producdo em 2016 ira
depender do cenario interno, onde varios fatores podem modificar as
estimativas de evolucdo da atividade nos préximos meses. A recente reducao
da oferta da producao sob inspecado em 2015, em - 2,8 % na comparagdo com
0 ano anterior deve oferecer algum suporte aos precos pagos ao produtor,
evitando maiores quedas da producdo, mesmo com os produtores enfrentando
aumento dos custos.

Pelo lado da demanda, a expectativa da continuidade de queda do PIB
em -3,8 % em 2016, com perda de renda e emprego, mantendo-se a inflacéo
em patamares altos, com retracdo do consumo de derivados lacteos, induz a
reducgéo da producéo e incentiva os produtores a reduzirem seus custos.

Segundo levantamento feito pela DEPEC — Departamento de Pesquisas
e Estudos Econdmicos do BRADESCO (2016) pbéde-se observar que o estado
brasileiro que mais produziu leite em 2015 foi Minas Gerais com 25,6 %,
seguido do Rio Grande do Sul com 15,0 % e Parana com 11,9 %; e que houve
um aumento na producgdo brasileira de leite fluido de vaca entre os anos de
2004 e 2016 (Figura 1). A DEPEC utilizou dados publicados pelo IBGE e pelo
USDA — Departamento de Agricultura dos Estados Unidos.
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Figura 1. Comparacdes da producdo de leite entre estados brasileiros e
principais paises produtores (DEPEC, 2016).

Pelo levantamento feito pela DEPEC (2016), pode-se observar aumento
da producéo mundial de leite fluido de vaca entre os anos de 1997 a 2016,
assim como o aumento do consumo mundial deste produto entre os anos de
2003 a 2016 (Figura 2).



PRODUGAQ MUNDIAL DE LEITE FLUIDO DE VACA CONSUMO MUNDIAL DE LEITE FLUIDO DE VACA
MIL TOHELADAS MIL TONELADAE
S 0u 136,000 T T
e 18
P -y T
250,800 i s
11808 e 1M.508
& enn 170,000 + 162531 e P
410,000 | 1ERESE 1= TR
300000 1’1 'Iﬁll 1
FGHTEIPTJ&EEQUI;;I;:D&\—NHMIM 1216 fi“ Bradesco WEFHN:I:P;- Rulrdre g2 712015 Brﬂdesm

Figura 2. Comparacdo entre producdo e consumo mundial de leite fluido de
vaca (DEPEC, 2016).

O consumo nacional de leite aumentou consideravelmente entre os anos
de 2007 e 2016, assim como o consumo nacional de leite para fins industriais e

0 consumo nacional per capita de leite (Figura 3) (DEPEC, 2016).
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Figura 3. Comparacdo entre o consumo nacional de leite fluido de vaca,
consumo nacional de leite para fins industriais e consumo nacional per capita
de leite (DEPEC, 2016).
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O Brasil estd gastando muito mais em importacdo do leite e seus
derivados do que ganhando com a exportacéo destes (Figura 4), ou seja, que a
producdo nacional ndo estd sendo o suficiente para as necessidades do pais
(DEPEC, 2016).
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Figura 4. Importacdes e Exportacdes brasileiras de leite de deivados (DEPEC,
2016).

Com relacédo ao preco médio de exportacdo de leite e produtos lacteos,
o valor subiu consideravelmente entre os anos 2011 (1,363 US$/tonelada) e
2016 (4,155 US$/tonelada) (Figura 5) (DEPEC, 2016).

PREGO MEDIO DE EXPORTAGAO DE LEITE E PRODUTOS
LACTEOS

em US$ por tonelada

4.500

4.015 4.155

4.000 4
3.641

3.500
3.000 4 2.887 2.895
2.670 2.768 2754
2.415

2.500 4

2.000 4

1.749 4.705
1.500

: 1 1.383 1.461
1.027 1.151
1.000 o
500 - \
o
2001 2002

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
:E:Eﬁcﬁ BRADESCO fﬁ‘ Bradesco
Figura 5. Preco médio de exportacdo de leite e produtos lacteos (DEPEC,
2016).
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2.2. logurtes

O iogurte é leite fermentado por bactérias, usualmente Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus, e possui uma consisténcia que o
diferencia de outros produtos derivados de lacticinios. Contém todos os
constituintes nutricionais do leite, com excecéo da lactose, reduzida durante a
fermentacao, revelando-se vantajoso para quem nao digere bem o leite. Pode
ser consumido como pequeno-almocgo, almocgo, lanche ou até mesmo jantar ou
ceia (SILVA et al., 2010).

A origem do iogurte ndo € um fato consolidado, mas existem alguns
episédios espalhados pelo mundo que indiciam a idade deste alimento. Um
destes episddios esté relacionado com a descricdo deste alimento como sendo
mais digestivo quando comparado ao leite e o seu efeito benéfico e purificador
no excesso de bilis e nos problemas de estdbmago. Este lacticinio era
considerado um medicamento, vendido apenas em farmécias, no entanto, o
seu consumo generalizou-se na Europa, incluindo Portugal, e entrou nos
consumos alimentares, a partir da década de 1950 (SILVA et al., 2010).

Inicialmente, o consumo desse produto foi limitado, restringindo-se
apenas a certos grupos étnicos. Em meados de 1960, a adicdo de frutas ao
produto com o objetivo de atenuar o seu sabor acido buscava conquistar maior
aceitacdo popular. Ao mesmo tempo, aumentava-se 0 conhecimento de suas
qualidades nutritivas e terapéuticas, levando a um grande aumento no seu
consumo (MARAFON, 2010; TAMIME; ROBINSON, 2007).

Pela legislacao brasileira (Resolugcdo N° 5, de 13 de novembro de 2000)
o iogurte é definido como um produto adicionado ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtido por coagulacdo e reducdo do pH do leite, ou leite
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo
lactea mediante a acdo proto-simbidtica de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, aos quais se pode acompanhar outras bactérias
acido-lacticas que, por sua atividade, contribuem para a determinacdo das
caracteristicas do produto final (ALMEIDA, 2008; BARBOSA et al., 2013;
BRASIL, 1998; BRASIL, 2000; BRASIL, 2007).

De acordo com a textura, pode-se dividir o iogurte em trés categorias:

iogurte de massa firme, de massa batida e de textura liquida, conhecidos como
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tradicional, batido e liquido, respectivamente. O tradicional adquire consisténcia
mais firme devido a fermentacdo ocorrer na propria embalagem final e nao
ocorrer quebra da massa. O batido resulta em um produto menos firme que o
anterior pelo fato de ser incubado em fermenteiras, seguindo-se a quebra do
coagulo para o envase (GRANATO, 2007; MARAFON, 2010).

A presenca ou ndo de polpa de fruta e aroma adicionado também
diferencia o iogurte, classificando-o como natural (auséncia de fruta/aroma),
com frutas (aromatizagdo natural) ou aromatizado (flavorizantes) (MARAFON,
2010).

A preocupacao da classe média e superior em manter um habito de vida
saudavel estd aumentando cada vez mais e esse comportamento se reflete na
procura por alimentos que, preferencialmente, possuam efeitos fisiolégicos e
beneficios a saude (BATISTA et al., 2014). Os produtos lacteos se enquadram
neste quesito, sendo uns dos mais vendidos dentre os alimentos funcionais no
Brasil, contribuindo com 73 % do total de vendas (LOPES, 2010). Na ultima
década, o brasileiro, principalmente a classe C, passou a incrementar os itens
da alimentacdo. Com mais dinheiro no bolso, os iogurtes entraram para o
carrinho de compras e desde 2000 o consumo do alimento quase triplicou no
pais. A demanda em alta abriu espaco para o langamento de novos produtos e
crescimento da concorréncia (CASTRO, 2014).

Um dos fatores que contribuem com a aceitacdo do iogurte € a
aromatizacdo. Esta pode ser realizada com a adicdo de polpa de frutas in
natura, sucos, ou saborizantes artificiais. Comumente, este alimento é
comercializado com sabor de frutas temperadas como morango, ameixa e
péssego, sendo poucas as frutas tropicais utilizadas, a exemplo do coco. A
exploracdo de novos sabores tropicais como o de banana, caja, maracuja e
umbu, pode conquistar o consumidor e contribuir com a diversificagcdo do
produto no mercado (BATISTA et al., 2014; SILVA et al., 2012).

A elaboragcdo do iogurte € uma técnica que cresce cada vez mais no
mundo inteiro, antes preparado de forma simples e que atualmente vem se
transformando em um processo bastante sofisticado (BARBOSA et al., 2013).
O sabor do iogurte é obtido pela reacdo simbidtica das culturas lacteas uma
vez que as culturas empregadas na fermentacéo do iogurte levam a producéo

de &cido lactico, além do acetaldeido, diacetil, acido acético e outras
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substancias volateis, que sdo fundamentais para a qualidade sensorial do
produto. O Streptococcus termophilus promove o crescimento dos
Lactobacillus, removendo o oxigénio e promovendo a liberacdo de substancias
estimulantes, como acido férmico, piravico e CO,. Por outro lado, os
Lactobacillus também estimulam os Streptococcus pela liberacdo de certos
aminoacidos, principalmente glicina e histidina, necessarias para 0 seu
crescimento e que sdo originados da degradacdo das proteinas do leite
(BARBOSA et al., 2013; TAMINE; ROBINSON, 1991).

De acordo com Tamine e Robinson (1991), o processo bioquimico que
gera a alta acidez do iogurte € devido ao desenvolvimento do aroma e do
sabor; no entanto, o pH normalmente usado para iogurte é de 4,2 - 4,4, pois
uma producdo exagerada de &cido conduz a alta acidificacdo durante a
incubacéo, resfriamento e armazenamento do produto, o que ndo é desejavel.
As culturas classicas podem ser adicionadas de L. acidophillus e
bifidobactérias ou ambos, as quais contribuem com uma acidez ndo agressiva
e com um sabor caracteristico, além de apresentarem beneficios probidticos
(TAMINE; ROBINSON, 1991).

Para a obtencdo de um produto final com qualidade é necesséaria uma
matéria-prima adequada e dentro dos padrdes legais vigentes. Como em todo
produto a ser desenvolvido, a matéria-prima a ser utilizada para a fabricacdo de
iogurte deve ser de qualidade, obtida e manipulada adequadamente para evitar
contaminacdes, além de ser de procedéncia confiavel (ALMEIDA, 2008). Isolar
microrganismos existentes no iogurte, além de estarem adaptados as
condi¢cbes existentes no corpo humano, ndo sao patogénicos. Em adicdo a
isso, pretende-se verificar quais desses microrganismos ja utilizados na
indUstria de alimentos tém capacidade de degradar o gluten e a lactose,
acrescentando assim no futuro duas qualidades desejaveis a mais nesses

alimentos.
2.3. Queijos
O queijo € um dos alimentos processados mais antigos da humanidade.

Acredita-se que tenha originado ha aproximadamente 8.000 anos no Iraque,

entre os rios Tigre e Eufrates. Existem referéncias aos queijos nos escritos da
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Grécia antiga, do Império Romano e da Biblia. Uma das hipéteses sobre o
inicio da fabricacdo de queijos propde que a acidificacdo causada pelo
crescimento de microrganismos no leite armazenado em clima quente causava
sua coagulacdo. Outra propde que a coagulacdo enzimatica de leite
armazenado em recipientes feitos com estbmago de animais para viagens de
ndmades é&rabes resultava acidentalmente na producdo de queijo
(KOSIKOWSKI 1970 apud LIMA, 2005).

O queijo € um concentrado protéico-gorduroso constituido por caseina
em forma de gel, matéria-graxa, acido latico e substancias minerais, resultante
de coagulacéo do leite (BEHMER, 1984). A caseina € o principal componente
dos queijos e das coalhadas e é, juntamente com a albumina, fonte de certos
aminoacidos essenciais ao organismo, como metionina, lisina e valina. Obtém-
se a caseina pela precipitacdo natural (fermentacdo) ou com o auxilio de
coalhos e acidos (BECCHI, 2003; BEHMER, 1984; BOBBIO; BOBBIO, 1992).

O queijo é um alimento com alto valor nutritivo e pode ser armazenado
por um periodo superior ao do leite, com menos riscos de perda do produto.
Representa fonte de alimento e de renda para milhares de familias que
encontram nesta atividade seu principal meio de subsisténcia. A producao
artesanal de queijos apresenta, além das relevantes questbes sociais e
econdbmicas, grande importancia cultural. A extensdo da fabricagdo em
pequena escala ou caseira pode ser superficialmente avaliada pela quantidade
de queijos artesanais ou semi artesanais que se encontra a venda em feiras
populares, em todo o pais, quase sempre vendidos frescos ou semi curados
(LIMA, 2005).

Os queijos de um modo geral podem conter microrganismos desejaveis
e indesejaveis. Os desejaveis sdo aqueles que podem contribuir positivamente
para o desenvolvimento das caracteristicas organolépticas do produto,
podendo desta forma, exercer um efeito benéfico no desenvolvimento do sabor
e aroma do queijo por meio de sua atividade metabdlica. Entretanto, alguns
microrganismos indesejaveis podem ocorrer. Sdo0 0s assim chamados
deteriorantes e/ou patogénicos, 0s quais vao exercer um efeito indesejavel na
qualidade sensorial do produto, podendo, em alguns casos, provocar doencas.
A contaminagdo microbiana de queijos possui um importante impacto socio-

econdmico ao se considerar as alteracbes organolépticas que podem ocorrer
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no produto, além do risco de veiculacdo de microrganismos capazes de
causarem infeccdes e toxinfecao alimentar (PEREIRA, 2007).

Os queijos regionais brasileiros obtidos por processos artesanais tém
grande possibilidade de se apresentarem contaminados, devido ao uso de
matérias-primas de fontes ndo seguras. A elevada propor¢cdo de casos de
mastite no rebanho leiteiro, ao lado das deficiéncias na higiene da ordenha, sao
as principais causas da producdo de leite com elevados teores de patégenos,
notadamente Staphylococcus aureus, e consequentemente a producdo de
queijos frescos, com elevados niveis de contaminacao bacteriana. Contribuem,
também, para a ma qualidade desses produtos, 0s processos improvisados de
fabricacdo, geralmente em instalacdes deficientes e sem higiene, e o
armazenamento, transporte e exposicdo a altas temperaturas. No comeércio
varejista, a contaminacao pode ocorrer por manipulagédo, durante o retalho do
produto e embalagem, ou no armazenamento em depdsitos ou balcdes nao
refrigerados (PINTO et al., 1996).

O queijo, além de preservar o valor nutricional do leite aumentando o
prazo comercial, € um produto mais estavel, palatavel e adaptado as
necessidades do mercado, sendo recomendado em dietas de todas as faixas
etarias (CORTEZ; CORTEZ, 2008). Esse derivado lacteo é o mais difundido em
todo o mundo, e embora tenha um conceito de fabricagdo comum, a origem da
matéria fluida e diferentes técnicas aplicadas em seu processamento,
possibilitaram o surgimento de aproximadamente 2.000 tipos de variacGes
(ALVES, 2013).

A industria de queijo expandiu no Brasil nas ultimas décadas (ARAUJO
et al., 2001; SAPATA et al., 2008) e a elaboracdo de queijo constitui uma das
mais importantes atividades na industria de laticinios, sobretudo, nas regifes
Sul e Sudeste do Brasil, cuja producdo se concentra principalmente em
industrias de pequeno e médio porte. Sua fabricacdo originou-se no estado de
Minas Gerais com procedimentos caseiros (OKURA, 2010; QUINTANA,;
CARNEIRO, 2007; SAPATA et al., 2008).

No Brasil, a industria de laticinio é expressiva, sendo que, em 2008,
foram produzidos 22.654.082 litros de leite, destes 6.153.228 (27,2 %) litros
foram produzidos no estado de Minas Gerais. Em 2002, foram produzidas
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31.762 toneladas de queijo Minas e, em 2008, houve um aumento na producao
de 4,5 % de queijo no Brasil (ANUALPEC, 2009).

No Brasil, os tipos de maior consumo compreendem o0 minas frescal e o
mussarela, cuja producdo concentra-se principalmente em industrias de
pequeno e médio porte das regides Sul e Sudeste (BARROS et al., 2004). O
queijo minas frescal destaca-se entre 0s mais consumidos, principalmente pela
sua disponibilidade nos pontos de venda, preco acessivel, alto rendimento,
processamento simples e breve periodo necessario para a maturacdo do
produto final, possibilitando um retorno rapido do investimento e um incremento
na renda em unidades de producéo familiar (PINTO et al., 1996; ZEGARRA et
al., 2009).

A microbiota presente e/ou a quantidade de microrganismos no queijo
pode sofrer influéncia do estado de saude do animal, das condicGes de higiene
e limpeza do estabulo, dos equipamentos em contato com o leite, e das
condi¢cdes de higiene e saude do pessoal que atua desde a ordenha até a
elaboragdo do produto final. Também a forma de conservacéo do leite, o tipo
de processamento, as condicdbes de armazenamento e a qualidade
microbiolégica da agua influenciam a flora microbiana presente no queijo
(FURTADO, 1991; ZEGARRA et al. 2009). Os queijos, com excec¢ao dos
frescos, apresentam apenas tracos de lactose, podendo ser ingeridos por mau
absorvedores de lactose (ANTUNES; OLEJ, 2009).

Os estudos de bactérias presentes nos queijos e iogurtes sdo de
interesse, visando obter isolados com potencial na producédo de enzimas com

aplicacfes na industria alimenticia e biotecnolégica.

2.4. Lactose

A lactose (Galactose B-1,4 glucose) é o carboidrato caracteristico do
leite, sendo o constituinte predominante e menos variavel da sua matéria seca.
E o mais importante em quantidade dos sélidos n&o graxos (ALMEIDA, 2008;
VEISSEYRE, 1988). E um dissacarideo redutor sintetizado nas células
alveolares das glandulas mamaérias, formado por dois monossacarideos, uma
molécula de a-d-glicose e uma de B-d-galactose, sendo um dos componentes

quase que exclusivos do leite (5 % da composicdo molecular) e tem como
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principal funcdo melhorar a absorcdo de caélcio, ferro e fosforo (BARBOSA;
ANDREAZZI, 2010; CARMINATTI, 2001; PERATI et al., 2014; VOGEL, 2000).

Sua concentracao no leite de vaca € de 4,6 %, cabra e bufala de 4,2 %,
elefante 8,8 %, coelha e baleia em torno de 1,8 %, enquanto que no leite
humano é de 6,8 % (BACELAR JUNIOR, 2013). A lactose € o composto sélido
em maior quantidade no leite desnatado, aproximadamente 50 %, e no soro em
torno de 70 a 80 % (CARMINATTI, 2001). Industrialmente, a fermentacdo da
lactose por acdo de microrganismos que a transforma em acido lactico ocupa
grande lugar de destaque, sendo utilizada para a obtencéo de varios derivados
lacteos como iogurte, leite fermentado, queijos, requeijdes e outros (ALMEIDA,
2008; VEISSEYRE, 1988).

A lactose apresenta-se em duas formas anoméricas, alfa e beta (que
sao responsaveis pelas diferentes propriedades deste acucar). Na temperatura
do corpo do animal, encontra-se em equilibrio, com duas partes de a-lactose e
trés de B-lactose (FISCHER, 2010). A estrutura molecular basica de uma

molécula de a-lactose e B-lactose esta representada na figura 6.

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

G CH HC O C CH HC o OH

HC on ( HC OH CH HC oH ( HC OH CH

O

G-iactoss B-lactose

Figura 6. Estrutura molecular basica de uma molécula de a-lactose e B-lactose
(ALMEIDA, 2008).

A lactose, quando em solucdo, esta sujeita ao fendmeno de
mutarrotacao, ou seja, pode ocorrer uma mudanca na posicao da hidroxila e do
hidrogénio do grupo redutor da lactose, fazendo com que a forma a se
transforme em [ e vice-versa. Essa mutarrotacdo € muito importante no

processo de cristalizacdo da lactose (FISCHER, 2010).

18



2.4.1. Hidré6lise da lactose

E um processo promissor a nivel industrial, pois possibilita o
desenvolvimento de novos produtos para consumidores intolerantes a esse
carboidrato, além de oferecer certas vantagens tecnoldgicas, como a
diminuicao da cristalizacao da lactose em produtos lacteos (leite condensado e
iogurte) e o aumento do poder adocante (FISCHER, 2010).

A reacgdo de hidrolise da lactose forma uma mistura isomolecular de
glicose e galactose (Figura 7). Na pratica, dependendo das condicbes, a
mistura isomolecular ndo é alcancada, pois a galactose pode polimerizar ou se
unir & lactose para formar oligossacarideos (GEKAS; LOPES-LEIVA, 1985).

CH20OH CH-0H
O
H H H
OH H
OH
H OH
Lactose
CH-0H CH,0H
O
H 1, H
OH H
HO OH
H OH
Galactose Glicose

Figura 7. Estruturas da lactose, galactose e glicose (CARMINATTI, 2001).

A hidrélise da lactose pode ser aplicada para evitar a intolerancia a
lactose em humanos, prevenir a cristalizacdo da lactose na producdo de
sorvete, ou na producado de produtos fermentados, como iogurte. Dependendo
no nivel da hidrélise, o leite com lactose pré-digerida tera& um gosto
ligeiramente mais doce pelo poder do adogante mais elevado da glicose +
galactose em comparacédo com a lactose (CARMINATTI, 2001; OBON et al.,
2000).
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2.4.2. Métodos de hidrolise da lactose

Existem dois métodos utilizados para a hidrélise da lactose: o método
acido e o método enzimatico (Figura 8). A reacdo é muito rapida quando séo
utilizados acidos como catalisadores. A temperatura da reacdo no tratamento
acido € muito maior que no tratamento enzimético (100-150 °C vs 30-40 °C,
respectivamente), mas os produtos adquirem cor e odor que impedem sua
utilizacao direta em alimentos, além de causar desnaturacdo das proteinas do
leite (FISCHER, 2010; LADERO et al., 2000;).

A hidrdlise enzimética pode ser aplicada no leite ou soro sem um
tratamento prévio e os produtos obtidos preservam as suas propriedades,
aumentando seu poder adocante relativo (FISCHER, 2010; LADERO et al.,
2000).

Processos de Hidrolise da Lactose

Enzimatico Acido
|
Enzima Enzi
Enzima Livre Recuperada nzuna Homogéneo Heterogéneo
. Imaobilizada
(Ultrafiltracio)

Figura 8. Processos de Hidrdlise da lactose (HOBMAN, 1984).

O uso de enzimas permite condicbes mais moderadas de temperatura e
pH e ndo causa problemas nos produtos obtidos, como a desnaturacdo das
proteinas, que podem estar presentes na solucao de lactose, a producdo de
uma cor marrom na solucdo, e o rendimento de subprodutos indesejaveis,
normais nos métodos acidos. Assim, para aplicacfes na industria de alimentos,
0 método mais recomendavel € o enzimatico (SANTOS et al., 1998;
CARMINATTI, 2001).

A hidrélise enzimatica da lactose € um processo complexo que envolve
uma grande quantidade de reacdes sequenciais, formando sacarideos como
produtos intermediarios (CARMINATTI, 2001).
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Com o desenvolvimento das lactases comerciais, houve uma grande
melhora nas técnicas empregadas na hidrolise enzimética. A enzima pode ser
utilizada de trés formas: em batelada (single use), recuperada por membrana
ou imobilizada. Nos processos em batelada, a enzima adicionada no inicio do
processo de hidrolise é perdida quando o hidrolisado é pasteurizado. A
recuperacdo por membrana € utilizada quando se tem interesse em impedir
que a enzima seja perdida, de modo a poder reutiliza-la, mantendo a enzima na
forma livre. No processo de imobilizacdo, a enzima é fixada fisicamente ou
guimicamente a um suporte soélido, de modo a impedir a sua livre circulacao
(FODA; LOPES-LEIVA, 2000).

O processo da hidrélise enzimatica é conhecido e utilizado em escala
industrial, onde a enzima [-galactosidase, na forma livre ou imobilizada,
hidrolisa a ligagcdo [B(1-4) da molécula de lactose, dando origem aos seus
mondmeros, glicose e galactose (FODA; LOPES-LEIVA, 2000; FISCHER,
2010) (Figura 9).

HOCH,
HO A~ QoH
QOH >i
HOCH, »
! o : OH
H | Galact
o/ \—©O p-Galactosidase ralactose
s V4 % i HOCH,
‘ ? & (o]
—. e
OH
Lactose HO

OH

Glicose

Figura 9. Hidrélise enzimética de lactose catalisada por B-galactosidase
(CARMINATTI, 2001).

As [B-galactosidases wusadas em escala industrial devem ser
provenientes de microrganismos Generally Recognized as Safe (GRAS). As
enzimas obtidas de fungos filamentosos (Aspergillus oryzae e Aspergillus niger)
e de leveduras (Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis) possuem
grande uso comercial. Algumas caracteristicas importantes para uso da enzima
em processos industriais sdo o pH 6timo de atuacado, a termoestabilidade e a
elevada atividade enzimatica a baixas temperaturas (HUSAIN, 2010).

Diversos trabalhos sobre a hidrdlise da lactose tém sido apresentados

na literatura:
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Xuemei Li, Zhou e Chen (2007) estudaram a hidrélise da lactose do leite
por B-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em tecido de algodao
e ligacao cruzada com glutaraldeido em reator de leito fixo. Apesentaram 95 %
de converséo da lactose apos 2 horas de operagdo em batelada com reciclo.

Bakken, Hill e Amudson (1990) imobilizaram a B-galactosidase obtida de
Aspergillus oryzae em um reator de fluxo axial-anular para hidrolisar a lactose
de leite desnatado. Utilizando um tempo de resisténcia de 10 minutos e
temperatura de 40 °C, 70 % da lactose foram hidrolisados no reator.

Yang e Okos (1989) estudaram a hidrélise da lactose utilizando (-
galactosidase obtida de Aspergillus niger imobilizada em uma resina de fenol-
formaldeido. Os resultados mostraram que a temperatura 6tima de operacao
para este método depende do tempo de operacdo, mas é independente da

concentracao inicial ou da conversao de lactose.

2.5. Enzimas

A acdo dos microrganismos € através de enzimas, que Sao um grupo de
substancias organicas de natureza normalmente proteica (existem também
enzimas constituidas de RNA, as ribozimas), com atividade intra ou extracelular
que catalisam reagbes quimicas que, sem a sua presenca, dificimente
aconteceriam. Isso € conseguido por meio do abaixamento da energia de
ativacdo necessaria para que se dé uma reacdo quimica, resultando no
aumento da velocidade da reacdo e possibilitando o metabolismo dos seres
vivos. A capacidade catalitica das enzimas torna-as adequadas para
aplicacOes industriais, como na industria farmacéutica ou na alimentar (JAYANI
et al., 2005).

Os microrganismos sédo dotados de um imenso potencial de degradacao
de material organico, produzindo um conjunto de enzimas, o qual tem sido
explorado comercialmente ao longo dos anos (JAYANI et al., 2005). Além disso,
a caracterizacdo das enzimas é um passo importante para que se conhecam
suas propriedades de atividade o6tima de atuagdo e de estabilidade em
diferentes valores de pH e temperatura. O conhecimento dessas propriedades
permite avaliar o seu potencial de aplicacdo em diferentes processos
(ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001).
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As enzimas sao substancias organicas especificas compostas por
polimeros de aminoacidos e que atuam como catalisadores no metabolismo
dos seres vivos. S&o substancias naturais envolvidas em todos os processos
bioquimicos que ocorrem nas células vivas, desde os mais simples, como
virus, bactérias e outras formas unicelulares de vida, aos mais desenvolvidos,
como as plantas e animais. A maioria das enzimas se encontra e atua no
interior das células (endocelulares), enquanto algumas sdo excretadas para
fora da célula viva (exocelulares) para atuarem externamente, como por
exemplo, as amilases fungicas (SPIER, 2005). As enzimas de origem
microbiana representam as melhores fontes de uso biotecnologico, devido a
sua ampla diversidade bioquimica e sua susceptibilidade de manipulagéo
genética (ALTAMIRANO et al., 2000).

Diferentemente das enzimas vegetais e animais, as de origem
microbiana ndo dependem das intempéries climaticas, uma vez que sao
produzidas em fermentadores onde as condi¢bes de cultivo s&o finamente
controladas por monitores eletrénicos. Some-se a este fato a enorme
biodiversidade de microrganismos disponiveis nos mais variados habitats da
natureza. Microrganismos que vivem em condi¢cdes extremas, por exemplo, de
pH ou temperatura, sintetizam enzimas que propiciam sua sobrevivéncia
nestas condi¢des (SAID; PIETRO, 2004).

As enzimas de origem microbiana ocupam lugar de destaque no
mercado biotecnoldgico, sendo inimeras as aplicadas em processos industriais
e comercializadas em grandes quantidades, como as proteases bacterianas na
industria de detergentes e couro, as amilases fungicas e bacterianas na
industria do amido e panificacdo, as celulases e pectinases na industria téxtil e
de sucos naturais entre outras (SAID; PIETRO, 2004).

No caso das industrias de leite, iogurte e queijos, as enzimas tém uma
importancia substancial, pois séo elas que dao os diferentes sabores e texturas
desses produtos. As lactases sdo as mais importantes, pois degradam a
lactose presente nos leites.

As enzimas sdo de especial importancia em fermentagfes industriais,
uma vez que todos os processos de fermentacdo resultam da atividade
enzimatica de microrganismos. As enzimas sdo proteinas vitais que catalisam

reagOes bioquimicas com grande especificidade, sendo capazes de aumentar

23



em até 10 vezes a velocidade de algumas reacdes sem necessitar de
condi¢Oes extremas de pH, pressao e temperatura (OLIVEIRA et al., 2006).

Em muitos processos, as enzimas podem substituir substancias
quimicas sintéticas e contribuir para os processos de producdo ou gerar
beneficios para o meio ambiente, por meio de sua biodegradabilidade e do
menor consumo de energia. Elas sdo mais especificas em sua ac¢do do que as
substancias quimicas sintéticas (PALMA-FERNANDEZ; GOMES, 2002).

2.5.1. Atividade Enzimatica

Segundo Radzicka e Wolfenden (1995), as enzimas convertem uma
substancia, chamada de substrato, em outra denominada produto, e s&o
extremamente especificas para a reacdo que catalisam. Isso significa que, em
geral, uma enzima catalisa um e s6 um tipo de reacdo quimica.
Consequentemente, os tipos de enzimas encontradas numa célula determinam
o tipo de metabolismo que a célula efetua. A velocidade da reacéo é catalisada
por uma enzima e aumentada devido ao abaixamento da energia de ativacdo
necessaria para converter o substrato no produto. O aceleramento da reacao
pode ser da ordem dos milhdes de vezes: por exemplo, a enzima orotidina-5'-
fosfato descarboxilase diminui o tempo da reacdo por ela catalisada de 78
milhdes de anos para 25 milissegundos.

Como séo catalisadores, as enzimas ndo sdo consumidas na reacao e
nao alteram o equilibrio quimico dela. A atividade enzimatica pode depender da
presenca de determinadas moléculas, chamadas de cofatores. A natureza
quimica dos cofatores é muito variavel, podendo ser, por exemplo, um ou mais
ions metalicos (como o ferro), ou uma molécula organica (como a vitamina
B12). Estes cofatores podem participar ou ndo diretamente na reacao
enzimatica. Algumas substancias podem inibir a atividade de algumas enzimas,
diminuindo-a ou eliminando-a totalmente; sdo os chamados inibidores
enzimaticos.

Pelo fato de serem proteinas com estrutura terciaria ou quaternaria, as
enzimas sdo dotadas de dobramentos tridimensionais em suas cadeias
polipeptidicas, o que lhes confere uma forma caracteristica e exclusiva. Assim,

diferentes enzimas tém diferentes formas e, portanto, diferentes papeis
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biologicos. Para que uma enzima atue, € necessario que 0s substratos "se
encaixem" na enzima. Esse "encaixe", porém, depende da forma, isto €, do
"contorno" da enzima. Por isso, substratos que se "encaixam" em uma
determinada enzima ndo se "encaixam" em outras diferentes, e a reagao nao
ocorre; dai a especificidade das enzimas quanto aos substratos em que atuam.
Uma vez ocorrido o "encaixe”, forma-se o complexo enzima-substrato, que se
assemelha ao sistema "chave-fechadura".

O local da enzima onde o substrato se "encaixa" é denominado sitio
ativo (ou centro ativo). No caso de substancias que reagem entre si, sob a acao
catalisadora das enzimas, a reacao e facilitada, tornando-se mais rapida, pois a
proximidade entre as moléculas "encaixadas" acelera o processo reativo; apos

a reacdo, a enzima desliga-se do substrato e permanece intacta.
2.5.2. Cinética enzimética

Cinética enzimatica € definida como o estudo da velocidade da reacéo
enzimatica e como ela é alterada devido as mudancas nas condicOes
experimentais, principalmente em respeito a concentracdo de enzima,
concentracdo de substratos, inibidores e ativadores, pH, forca idnica e
temperatura. O estudo da cinética enzimética se faz necessario para conhecer
as melhores condi¢des para a acdo da enzima e os efeitos de diversos fatores
sobre ela, visando medir as velocidades das transformacdes que se
processam, estudar a influéncia de condi¢cdes de trabalho (pH, temperatura e
outros), correlacionar as velocidades das transformacdes com alguns dos
fatores que as afetam, colaborar com a otimizacao e estabelecer critérios para
o controle do processo, e projetar o reator mais adequado (FISCHER, 2010;
SEGEL, 1993).

A equacdo mais adequada para medir a velocidade da reacéo
enzimatica € a de Michaelis-Menten (FISCHER, 2010):

v, S

Y=
K, +8

Sendo:
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v= velocidade de reacdo;

Vm= velocidade limitante de uma reacao catalisada por enzima nas condi¢cdes
de saturacao, sendo denominada velocidade ou taxa maxima da reacao;

Km= constante do modelo de Michaelis-Menten;

S= substrato.

A hidrdlise de lactose em glicose e galactose tem sido descrita por
diversos autores utilizando enzimas obtidas de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Em geral, a modelagem utiliza alguma forma da equacgao de
Michaelis-Menten, que fornece a relacdo entre a velocidade de hidrolise do
substrato e a concentracdo do substrato limitante (FISCHER, 2010; GHALY;
BEN-HASSAN, 1995; SORENSEN; NOVAK, 1996).

2.5.3. Estruturas e mecanismos das enzimas

Trabalhos publicados pela The Catalytic Site Atlas at The European
Bioinformatics Institute (2015) afirmam que as enzimas sdo proteinas, e podem
ter um tamanho desde 62 residuos de aminoacidos, como é o caso do
mondmero da enzima 4-oxalocrotonato tautomerase, até um tamanho de 2.500
residuos, como € o caso da sintase de acidos graxos. A atividade das enzimas
é determinada pela sua estrutura quaternaria. A maioria das enzimas é maior
do que o substrato sobre o qual atuam, e s6 uma pequena porcdo da enzima
(cerca de 3-4 aminoécidos) esta envolvida na catélise. A regido que contém
estes residuos cataliticos, que se liga ao substrato e que desempenha a
reacdo, é denominada de sitio ativo.

As enzimas também podem ter sitios onde se ligam cofatores, que séo
necessarios as reacoes cataliticas. Algumas enzimas também podem ter sitios
de ligacdes para pequenas moléculas, que sdo produtos ou substratos, diretos
ou indiretos, da reacdo catalisada. Estas ligacbes servem para aumentar ou
diminuir a atividade da enzima, providenciando um meio de regulacdo por
feedback.

Tal como todas as proteinas, as enzimas sdo formadas por longas
cadeias lineares de aminoacidos que sofrem um enovelamento que tem como
resultado um produto com estrutura tridimensional. Cada sequéncia Unica de

aminoacidos produz também uma estrutura tridimensional Unica que tem
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propriedades especificas. Cadeias individuais de proteinas podem por vezes
agrupar-se para formar um complexo proteico. A maioria das enzimas pode
sofrer desnaturacdo, isto é, a sua estrutura pode sofrer desagregacdo e
inativagcdo pelo aumento de temperatura, 0 que provoca alteragcbes na
conformacdo tridimensional da proteina. Dependendo da enzima, a

desnaturacao pode ter efeitos reversiveis ou irreversiveis.

2.5.4. Especificidade das enzimas

As enzimas possuem normalmente uma alta especificidade em relacéo
as reacbes que catalisam e aos substratos que estdo envolvidos nessas
reacbes. A forma complementar, carga e caracteristicas hidrofilicas ou
hidrofébicas, sdo responsaveis por esta especificidade. As enzimas exibem
também elevados niveis de estereoespecificidade, regioselectividade e
quimioselectividade. Algumas das enzimas que apresentam maior
especificidade e precisdo estdo envolvidas na cépia e expressdo do genoma.
Estas enzimas possuem mecanismos de proof-reading (revisdo). Um destes
casos € a DNA polimerase, que catalisa uma reacdo num primeiro passo, para
em seguida confirmar, num segundo passo, se o produto é o correto. Este
processo em duas etapas resulta em médias de taxa de erro muito diminutas,
na ordem de uma para cem milhdes de reacdes, no caso de polimerases de
mamiferos. Mecanismos de revisao similares também podem ser encontrados
na RNA polimerase, na aminoacil-tRNA sintetases e em ribossomas (BERG et
al., 2002).

Algumas enzimas que produzem metabolitos secundarios sdo descritos
como promiscuos, Visto que podem atuar num largo espectro de diferentes
substratos. Tem sido sugerido que este tipo de especificidade alargada é
importante nos processos de evolucdo de novas vias de biossintese (BERG et
al., 2002). Este fato explica como a enzima produzida por um microrganismo

pode atuar tanto no glaten quanto na lactose.
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2.6. Lactase

Lactase, também conhecida como lactase florizina hidrolase, € o nome
utiizado para a enzima [(-D-galactosidase ou mais formalmente [(-D-
galactosidase galactohidrolase. Essa enzima catalisa a hidrélise de lactose e
arabinoses, sendo capaz ainda de catalisar a sintese de certos
oligossacarideos (CARMINATTI, 2001; RICHMOND et al., 1981).

A lactase € uma enzima que se localiza na superficie da borda em
escova da mucosa intestinal, embora seus niveis sejam mais altos no jejuno
proximal e mais baixos no duodeno e ileo distal, de tal sorte que alteracbes
morfoldgicas, de qualquer etiologia, podem levar a uma deficiéncia de lactase,
0 que diminui a capacidade do organismo de hidrolisar a lactose (AURICCHIO;
TRONCONE, 2000; COROZOLLA; RODRIGUES, 2016; FARIAS; FAGUNDES
NETO, 2004; PERATI et al., 2014), condicdo conhecida por intolerancia a
lactose.

Nos seres humanos, a atividade da lactase é detectada por volta do
terceiro més de gestacdo, mas com valores muito baixos, s6 aumentando a
partir da 262 semana. Na 342 semana atinge 30 % dos valores do recém-
nascido, aumenta rapidamente entre a 36 e 382 semanas, e ao termo 0S seus
valores equivalem aos de uma crianca de um ano de idade (BULHOES, 2006;
MOBASSALECH et al., 2003).

As propriedades das [(-galactosidases dependem da sua fonte, sendo
possiveis fontes para sua obtencdo plantas (péssego, améndoa, algumas
espécies de rosas selvagens), 6rgdos animais (intestino, cérebro e tecido da
pele), bactérias (Escherichia coli, Bacillus sp, Lactobacillus bulgaricus e outras),
enzimas intracelulares — leveduras (Saccharomyces lactis, Saccharomyces
fragiles) e enzimas extracelulares — fungos (Aspergillus niger, A. foetidus, A.
oryzae e outros) (CARMINATTI, 2001).

Diversos estudos sobre a lactase foram conduzidos, incluindo tépicos
como: fontes para obtencdo da enzima, métodos de isolamento e purificacao,
técnicas de ensaio, propriedades fisico-quimicas (tamanho, forma,
desnaturacao pelo calor, influéncia do pH), problemas relativos a hidrdlise da
lactose (bioldgicos e industriais) e disposi¢éo dos residuos gerados na hidrolise
(RICHMOND et al., 1981)
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Nem todas as lactases sdo aceitas ou reconhecidas como seguras para
utilizacdo na industria de alimentos. Enzimas extraidas de Aspergillus niger, A.
oryzae e Saccharomyces sp. sdo consideradas seguras, devido ao historico de
suas aplicacdes e aos numerosos estudos realizados (CARMINATTI, 2001;
GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

2.6.1. Deficiéncia de lactase

Ha trés tipos de deficiéncia de lactase:

Deficiéncia genética, primaria congénita ou primaria: € uma disfuncdo rara
resultante de heranca autossdmica recessiva (SHUKLA, 1997). H4& poucos
casos documentados no mundo, quase todos na Finlandia (VESA et al., 2000)
e nenhum no Brasil. Os bebés que apresentam essa condicdo nascem
saudaveis e apresentam os sintomas nos primeiros dias de vida (distensdo
abdominal, vomitos, diarreia liquida volumosa e de odor acido) quando
amamentados com leite materno ou alimentados com férmulas lacteas. Outros
sintomas que podem ocorrer sdo: dermatite perianal e parada do crescimento
se o leite for mantido (AGGETT et al., 2003). O diagndstico deve ser precoce
em razédo do elevado risco de desidratacdo e risco de morte.

Deficiéncia secundaria: é decorrente de condi¢cdes patolégicas que afetam a
integridade da mucosa gastrointestinal, sejam elas permanentes (doenca
celiaca, galactosemia, doenca de Crohn, retrocolite ulcerativa, fibrose cistica,
grandes resseccdes intestinais) ou transitorias (parasitoses, gastroenterites,
infeccdo por rotavirus, subnutricdo proteico-caldrica). Em todas essas
condicdes as alteracdes histoldgicas da mucosa intestinal se tornam evidentes.
Nas condicdes transitorias observa-se intolerancia temporaria a lactose que se
normaliza com a cura da infec¢ao (VESA et al., 2000).

Hipolactasia do adulto: caracteriza-se por diminuicdo da quantidade de lactase
produzida apés o desmame. Essa condi¢cdo é geneticamente determinada e
permanente (RUSYNYK; STILL, 2001) e € um carater autossémico recessivo,
enquanto que a persisténcia da atividade da enzima ao longo da vida é um
traco autossémico dominante (MONTGOMERY et al., 1991). As manifesta¢ces
dessa deficiéncia costumam ser evidentes por volta dos 2 aos 15 anos de

idade, dependendo de condi¢cbes raciais e culturais (DUMOND et al., 2006).
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Alguns dos sintomas sao distensdo abdominal, flatuléncia e célica abdominal
do tipo recorrente, em colica espasmadica, periumbical ou difusa no abdome,
de intensidade varidvel (FARIAS; FAGUNDES NETO, 2004).

Um estudo publicado pela Mathieson (2015) relata a comparagao da
analise gendmica de antigos restos humanos com a de humanos atuais, na
qual identifica genes especificos que mudaram durante e depois da transicao
na Europa da caca para a agricultura cerca de 8.500 anos atras. Muitos dos
genes estado associados com a altura, a imunidade, a digestdo da lactose, a
pigmentacdo da pele, cor dos olhos azul e risco de doenca celiaca. A
introducdo da agricultura para a Europa mudou a forma como as pessoas
viviam e até o seu DNA. Usando as melhores técnicas de extracdo de DNA e
acumulando o que é até hoje a maior colecdo de conjuntos de dados do
genoma de antigos restos humanos, a equipe de Harvard foi capaz de
identificar genes especificos que mudaram durante e ap0s a transicdo da caca
e recoleccéo para a agricultura, onde muitas das variantes ocorreram em ou
perto de genes que tém sido associados com a altura, a capacidade de digerir
lactose na fase adulta, metabolismo de acidos graxos, os niveis de vitamina D,
a pigmentacao da pele e cor dos olhos azul. Duas variantes aparecem em
genes que tém sido associados a um maior risco de doenca celiaca, mas que
podem ter sido importantes na adaptacdo a uma dieta agricola. Esse estudo
explica o porqué de algumas pessoas terem intolerancia, ja que seus genes, e
dos seus antepassados, ndo se adaptaram a essa mudanca na alimentacao.

A lactose ndo digerida, conforme passa pelo célon, é fermentada por
bactérias, havendo producdo de acidos organicos de cadeia curta e gases
(TEO, 2002). Isto resulta em diversos sinais e sintomas clinicos, como: diarreia
significativa acompanhada de desidratacdo, principalmente nas criancas de
baixa idade, diarreia explosiva logo apos a ingestdo do alimento, assadura
perianal, distensdo e dor abdominal, flatuléncia, desnutricdo, acidose
metabdlica, e enterite necrosante (LOPES et al. 2008; MORIWAKI; MATIOLI,
2000; SABRA; WILLS, 1994; TEO, 2002;).

Diante de um quadro clinico que leve a suspeita de intolerancia a
lactose, deve-se iniciar a investigacao diagndéstica por uma anamnese dirigida,
seguida de exame fisico detalhado e testes que avaliem a digestédo e absorcao

desse carboidrato. Os exames complementares disponiveis sdo a pesquisa de
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acucar nas fezes, a determinacdo do pH fecal, o teste de tolerancia com
sobrecarga oral de lactose, o teste de hidrogénio expirado, a biopsia intestinal,
entre outros (LOPES et al., 2008; TEVES et al., 2001).

2.6.2. Intolerancia a Lactose

A intolerancia a lactose vem chamando aten¢cdo dos 6rgéos publicos de
saude devido ao aumento dos casos, principalmente em adultos. No entanto, é
necessario saber diferencia-la da alergia ao leite. No caso de o individuo ter
alergia, os sintomas podem ser mais graves, incluindo congestéo respiratoria,
edema, coceiras, vermelhiddo pelo corpo e vomito. Dependendo do grau de
alergia e da quantidade de proteina de leite que a pessoa consumir, O
problema pode ser ainda pior. Neste caso, como existem diferentes formas de
manifestacdo dos sintomas, o tratamento consiste em retirar todos os alimentos
gue contenham ou possam conter leite em sua formulacéo (leite de vaca, leite
de cabra, queijo fresco, manteiga, requeijao, creme de leite, iogurtes, bolachas,
bolos e pudins, adocantes em po) e substitui-los por produtos especificos para
pessoas com intolerancia (leite sem lactose, leite de soja, leite de arroz e
outros produtos sem lactose) (VILATI, 2014).

A remocao da lactose do leite tem sido estudada devido aos problemas
nutricionais (intolerancia a lactose) e aos interesses tecnolégicos (solubilidade,
poder adocante e funcionalidade) envolvido no desenvolvimento de produtos
baseados na industria laticinia (leite deslactosado, iogurte adocicado, produtos
derivados de leite com baixa concentracao de lactose, xaropes alimenticios e
produtos adocicados, tratamento enzimatico com lactose extraida durante a
producéo de queijo e outros) (RICHMOND et al., 1981)

A ma absorcéo ou ma digestado de lactose € a diminuicdo na capacidade
de hidrolisar a lactose, que € resultante da hipolactasia, que significa
diminuicdo da atividade de enzima lactase na mucosa do intestino delgado,
também denominada recentemente de “lactase n&o persistente”. O
aparecimento de sintomas abdominais por ma absorgcéo de lactose caracteriza
a intolerancia a lactose (MATTAR; MAZO, 2010; PERATI et al., 2014).

Bezerra (2015) fala que a alergia a lactose ocorre devido a uma resposta

do sistema imunolégico a algo ndo reconhecido pelo organismo, causando
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intoxicacao, irritacbes na pele e, quando se trata de uma alergia alimentar,
reacdes gastrointestinais. Com a intolerancia € diferente, pois ndo ocorre essa
mobilizacdo do sistema imunoldgico, e sim a auséncia parcial ou total da
enzima lactase, fazendo com que a lactose chegue intacta ao intestino, onde
sera fermentada pelas bactérias ali presentes, causando o0s sintomas
caracteristicos como producédo de gases, dores abdominais e outros.

A ma absorcdo de lactose nem sempre provoca sintomas de
intolerdncia. Ap6s o desmame, ocorre uma reducdo geneticamente
programada e irreversivel da atividade da lactase na maioria das populacdes
do mundo, resultando em ma absor¢cdo primaria de lactose. Porém, a
hipolactasia também pode ser secundaria a doencas que causem dano na
borda em escova da mucosa do intestino delgado ou que aumentem o tempo
de transito intestinal, como nas enterites infecciosas, giardiase, doenca celiaca,
doenca inflamatéria intestinal, enterites induzidas por drogas ou radiacao,
doenca diverticular do célon e anemia (estudo em ratos, mostrando diminuicédo
na expressdo génica). Diferentemente da hipolactasia primaria do adulto, a
hipolactasia secundaria é transitéria e reversivel (MATTAR; MAZO, 2010).

Segundo Siddiqui e Osayande (2011), a prevaléncia da intolerancia a
lactose € a seguinte:

e 95 a 100 % das populacbes da Asia;

e 80 a 100 % das populagbes nativas americanas;

e 60 a 80 % de judeus Ashkenazi e populacdes africanas;

e 50 a 80 % das populacdes hispanicas;

e 60 a 70 % das populagdes do sul do subcontinente indiano;

e Apenas 6 a 22 % da populacdo branca sofre de deficiéncia

primaria tipo adulto de lactase.

Os estudos de Mathieson (2015) citados anteriormente tinham o objetivo
de melhorar o entendimento sobre a mudanca alimentar do ser humano e sua
adaptacdo a ela, explicando o porqué de ocorrerem intolerdncias e alergias
alimentares.

Estudos vém sendo realizados com vistas a tentar resolver esse
problema de intolerdncia a lactose. Duas principais estratégias podem ser

usadas:
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a) Eliminar a lactose dos alimentos antes que sejam ingeridos.

b) Introduzir uma microbiota no trato digestorio dos individuos
intolerantes, para que ela atue durante o processo de digestao,
possibilitando ingerir alimentos que contém essas duas
substancias.

Exemplos de estudos realizados sobre a estratégia “b” sdo os de De
Graaf e Venema (2007), Egert et al. (2007), He et al. (2008) e Lomer et al.
(2007).

2.7. Doenca Celiaca

A primeira alusdo a doenca celiaca (DC) remonta ao ano 200 da era
cristd, mas foi s6 em 1888 que Samuel Gee a descreveu nos termos atuais. Em
meados do século XX, Willem Karel Dicke (1950), um pediatra Holandés,
estabeleceu uma relagcdo entre a DC e a ingestdo de trigo (FARO, 2008;
RODRIGUES, 2013). Em 1953, Van de Kamer e colaboradores demonstraram
gue o agente responsavel pela lesao intestinal era a fracdo proteica do trigo, o
gliten. Em 1954, Paulley descreveu pela primeira vez as lesdes intestinais
causadas pela DC.

A doenga celiaca, também conhecida como enteropatia sensivel ao
glaten, é uma doencga intestinal inflamatdria crénica, autoimune permanente,
que se manifesta em individuos com predisposicdo genética através da
ingestdo de prolaminas (MEIRINHO, 2009; MORON et al., 2009). E causada
por uma intolerancia permanente ao gluten (HILL et al., 2005). A fraccdo téxica
do glaten é a gliadina, sendo esta a responsavel pelas manifestacdes clinicas
da doenca (MCGOUGH; CUMMINGS, 2005). Tem prevaléncia entre 0,5-1,0 %
da populacdo mundial, mas entre os pacientes diabéticos € maior, variando
entre 2,2 % e 13,8 % (3,4), com uma média de 4,1 % nos paises europeus
(MONT-SERRAT et al., 2008).

A toxicidade esta relacionada com a inativacdo inadequada das células-
T intestinais, que reconhecem os péptidos de gliadinas modificados pela
enzima transglutaminase tesidular (TG ou TG2) nos individuos que
apresentam moléculas celulares HLA-DQ2/DQ8 ativadas pelos péptidos da

gliadina do trigo e prolaminas relacionadas da cevada e centeio (MEIRINHO,
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2009). O tratamento para essa doenca € basicamente dietético e consiste na
exclusdo completa de todos os alimentos feitos com ingredientes que
contenham o glaten pelo resto da vida (SILVA, 2010a). A exclusdo do glaten
nado cura a doenga, mas a mantém sob controle (PIETZAK, 2005).

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma melhoria significativa no
diagnéstico da doenca, ndo sO pela compreensdo e descoberta de uma
variedade de manifestacfes associadas a esta patologia, mas também pelo
desenvolvimento de testes mais especificos e sensiveis (FASANO; CATASSI,
2001; RODRIGUES, 2013). O diagnostico deve ser baseado no exame clinico,
por meio de exame fisico e anamnese detalhada, além de andlise
histopatologica do intestino delgado, e dos marcadores séricos. O diagnostico
final deve ser pela biopsia intestinal, a qual deve revelar a anormalidade da
mucosa do intestino delgado proximal, com vilosidades atrofiadas ou ausentes,
aumento no comprimento das criptas e no namero de linfécitos intra-epiteliais
(FARO, 2008).

Alguns sintomas de DC, segundo Faro (2008), sao:

e Em criancas: deficiéncia do desenvolvimento, perda de peso,
baixa estatura, vomitos, diarreia, dor abdominal recorrente,
enfraquecimento muscular, intestino irritAvel, hipoproteinemia,
irritabilidade e tristeza.

e Em adultos: diarreia cronica, perda de peso, anemia, distenséo
abdominal, cansaco e mal-estar.

O tratamento deve ser realizado tanto em pacientes sintomaticos quanto
nos assintomaticos com alteracdes histologicas, sendo que na maioria dos
casos 0s sintomas desaparecem. A substituicdo dos alimentos com gluten
geralmente € realizada usando milho, fub4, arroz, batata, mandioca, polvilho
doce e azedo (derivados da fécula da mandioca), soja e suas farinhas (SILVA,
2010a). Também € permitido o consumo de laticinios, ovos, carnes, vegetais e
frutas (FARO, 2008).

A lei federal N° 10.674, de 16 de maio de 2003, exige que as
embalagens dos produtos alimenticios contenham a informacéo de contem ou
nao contem gluten, como tentativa de medida preventiva e de controle para a
DC (FARO, 2008; PLANALTO DO GOVERNO, 2016).
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Estudos usando microrganismos para amenizar os efeitos da doenca ja
estdo sendo realizados. Um exemplo é o artigo de Di Cagno et al. (2002) em
que bactérias lacticas foram utilizadas na hidrélise de proteinas, incluindo uma
que é toxica para os celiacos, e verificaram resultados positivos. Outros
exemplos sé@o os trabalhos de Auricchio et al. (1984) e Picarelli et al. (1999),
nos quais foram realizados testes para facilitar a identificacdo de peptideos
toxicos e estimar sua danificacdo sobre o intestino de pessoas celiacas, além
do efeito de &cido latico produzidas por bactérias laticas sobre esses

peptideos.

2.8. Gluten

A importancia do gliten na industria alimentar deve-se essencialmente
as propriedades das suas proteinas. Estas desempenham um papel
fundamental na determinacdo da qualidade do trigo, especialmente no
cozimento ao conferir capacidade de absorcdo da agua, retencdo de gas,
coesividade, viscosidade e elasticidade a massa (MEIRINHO, 2009). Esta
presente em cereais como o trigo, 0 centeio, a cevada e a aveia (HILL et al.,
2005).

As proteinas presentes no glaten podem ser divididas em duas fracdes
principais de acordo com a sua solubilidade numa solucdo de etanol e agua:
gliadinas, caso sejam soluveis, e gluteninas, caso sejam insoluveis. Ambas as
fracOes apresentam elevados conteddos em glutamina e prolina (MEIRINHO,
2009; WIESER, 2007).

As propriedades reoldgicas das massas sao condicionadas pelo teor em
gliadinas e gluteninas. As gluteninas quando hidratadas sdo coesas e elasticas,
e sao responsaveis pela forca e elasticidade da massa. Em contraste, as
gliadinas quando hidratadas tém pouca elasticidade e s&o menos coesas que
as gluteninas; contribuem principalmente para a viscosidade e extensibilidade
da massa (DONG et al., 2009; WIESER, 2007).

Glaten de trigo é um termo geral para as proteinas da farinha de trigo
pouco soluveis em agua. De um ponto de vista bioquimico, o gliten é uma
mistura de quatro tipos de proteinas: albuminas, globulinas, gliadinas e

gluteninas. As albuminas e globulinas sdo aproximadamente 15 % das
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proteinas. Os restantes 85 % correspondem as proteinas monomeérica e
polimérica, denominadas gliadina e glutenina (Figura 10), dos quais 40 % sé&o
gliadinas (PALMU, 2003).

5

Glutenina

Gluten (Gliadina + Glutenina)
Figura 10. Constituicdo do gluten (QUAGLIA; MATEOS-NEVADO, 1991).

As gliadinas e gluteninas se encontram em quantidades
aproximadamente idénticas no glaten de trigo e podem ser diferenciadas se
tendo em conta a solubilidade de cada fraccdo em etanol: as gliadinas s&o
sollveis numa solucdo aquosa de etanol (por exemplo 60 %), enquanto as
gluteninas sdo insollveis nesta mesma solucdo. Estas duas fracdes séo
caracterizadas por elevadas quantidades de glutamina e prolina, e por baixas
quantidades de aminoacidos com grupos laterais carregados (WIESER, 2007).

A patogénese da DC deve-se a presenca de peptideos de gliadina néo
degradados que exibem elevada imunotoxicidade. A degradacdo destes
peptideos de gliadina impediria o desenvolvimento da DC, pois o agente
imunotéxico deixaria de existir (CRESPO PEREZ et al., 2012; LERNER, 2010;
RODRIGUES, 2013; SHAN et al., 2002). Desta forma, é ponderada a hipotese
de se utilizar um suplemento oral com enzimas, as quais promoverao a
hidrélise completa do gluten e evitar a sua atividade no intestino (RODRIGUES,
2013).

Para que uma terapéutica enzimatica oral seja considerada ideal para
DC, devem-se considerar as seguintes caracteristicas (GORDON et al., 2012):

e Resisténcia ao pH gastrico;
¢ Resisténcia as proteases digestivas;

e Especificidade para os peptideos de gliadina.
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E importante lembrar que a principal preocupacdo, em todas as terapias
experimentais, é determinar in vivo a dose de gliten que é realmente
desintoxicada por uma determinada quantidade de enzima (SOLLID; KHOSLA,
2011).

2.9. Trigo

Embora nédo se saiba exatamente quando o trigo passou a fazer parte da
alimentacdo humana, estudos permitiram identificar trigos com,
aproximadamente, 6.700 anos a.C., encontrados em escavacdes arqueologicas
na cidade de Jarmo, no Iraque. No passado, foi fundamental para a
sobrevivéncia de vérias civilizagcbes predominantemente rurais (TOMASINI;
AMBROSI, 1998).

A capacidade da farinha de trigo ser transformado em diferentes
alimentos é determinada pelas proteinas do gluten. Os gréos de trigo contém 8
% a 20 % de proteinas. As proteinas do gluten constituem 80 % a 85 % do total
das proteinas da farinha, e conferem propriedades de elasticidade e
extensibilidade que sdo essenciais para a funcionalidade da farinha de trigo
(ANJUM et al., 2007; MEIRINHO, 2009).

Atualmente, o trigo ainda é parte importante da alimentacao humana. Os
derivados de trigo sdo fundamentais para a alimentacdo e dificimente a
humanidade encontrard outro alimento semelhante, com qualidade e preco
competitivo, que o substitua (TOMASINI; AMBROSI, 1998).

O trigo é a mais importante cultura de cereais a nivel mundial, em
termos de producdo e utilizacdo na alimentacdo humana. E uma importante
fonte de energia, proteina e fibra. E consumido em muitas formas diferentes,
principalmente no pdo, massas, bolachas, bolos, pizzas, entre outros (ANJUM
et al., 2007; MEIRINHO, 2009).

Segundo levantamento feito pela DEPEC (2016), a maior regiao
brasileira produtora de trigo € a Sul, com 89,2 % (Figura 11). Ja o maior
produtor mundial é a China, com 30,5 %, seguida da India, com 21,8 % (Figura
12), e o maior consumidor mundial € a Unido Europeia, com 17,7 %, seguida
de perto da China, com 16,0 % (Figura 13).
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PRODUGAO DE TRIGO POR REGIAO - SAFRA 2015/16

CENTRO-OESTE
1.6%

FONTE: CONAB
ELABORAGAQ: BRADESCO Bradesco

Figura 11. Producédo nacional de trigo por regido (DEPEC, 2016).

MAIORES PRODUTORES MUNDIAIS DE TRIGO SAFRA 2016/17

allandia
3.5%

Bangladesh
7.2%

FONTE: USDA :
ELABORAGAO: BRADESCO Bradesco

Figura 12. Maiores produtores mundiais de trigo (DEPEC, 2016).

MAIORES CONSUMIDORES MUNDIAIS DE TRIGO SAFRA 2016/17

China
16.0%

FONTE: USDA
ELABORAGAO: BRADESCO Bradesco

Figura 13. Maiores consumidores mundiais de trigo (DEPEC, 2016).




Ainda pelo levantamento feito pela DEPEC (2016), pode-se observar
que os destinos da farinha de trigo no mercado interno sdo: 54 % para
panificacdo, 24 % para farinha de uso domeéstico, 13 % para fabricacdo de
massas, 6 % para fabricacdo de biscoitos e 3 % outras. JA 0s precos

internacionais de trigo variaram muito entre 2000 e 2016 (Figura 14).

PRECOS INTERNACIONAIS DE TRIGO - BOLSA DE CHICAGO -
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Figura 14. Precos internacionais de trigo (DEPEC, 2016).

2.10. Microrganismos

Os micrébios, também chamados de microrganismos, sao formas de
vida diminutas individualmente muito pequenas para serem vistas a olho nu e
sdo encontrados em quase todos os lugares. O grupo inclui bactérias, fungos,
protozodarios e algas microscopicas. Neste grupo também estdo os virus,
entidades acelulares algumas vezes consideradas a fronteira entre seres vivos
e ndo vivos (TORTORA et al., 2012).

A maioria dos microrganismos contribui de modo essencial na
manutencdo do equilibrio dos organismos vivos e dos elementos quimicos do
nosso ambiente. Microrganismos marinhos e de agua doce constituem a base
da cadeia alimentar em oceanos, lagos e rios. Os existentes em solos ajudam a
degradar detritos e incorporam nitrogénio gasoso do ar em compostos
organicos, reciclando os elementos quimicos entre o solo, a agua, 0s seres
vivos e o ar. Alguns tém papel fundamental na fotossintese, um processo
gerador de oxigénio e alimento que é crucial para a vida na Terra. Em seres

humanos e outros animais, 0s microrganismos atuam em seus intestinos para a
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digestdo e a sintese de algumas vitaminas, como as do complexo B
(metabolismo) e vitamina K (coagulacdo do sangue) (TORTORA et al., 2012).

No ramo industrial, os microrganismos possuem aplicacdes na sintese
de produtos quimicos como vitaminas, acidos organicos, enzimas, alcoois e
muitas drogas. A industria de alimentos os utiliza para a producdo de vinagre,
chucrute, picles, bebidas alcodlicas, azeitonas verdes, molho de soja,
manteiga, queijos, iogurtes e paes. Além disso, enzimas produzidas por eles
podem ser manipuladas para a producao de substancias que normalmente nao
sintetizariam, como: celulose, digestivos, compostos para limpeza de
tubulagdes e insulina (TORTORA et al., 2012).

2.10.1. Bactérias

Segundo Tortora et al. (2012), a maioria das pessoas considera as
bactérias como criaturas pequenas e invisiveis, potencialmente perigosas. Na
realidade, poucas espécies de bactérias causam doencas em humanos,

animais, plantas ou qualquer outro organismo.

2.10.2. Flora gastrointestinal

A microbiota intestinal, comumente chamada de flora intestinal, € o
grupo de bactérias que vive no intestino, principalmente bactérias anaerdébias,
auxiliando em processos como a digestcdo de alimentos e monitorando o
desenvolvimento de microrganismos que causam doencgas. Estes
microrganismos colonizam o intestino logo apd o nascimento (BARBOSA et al.,
2010; PAIXAO; CASTRO, 2016).

A microbiota intestinal é considerada um ecossistema essencialmente
bacteriano que reside normalmente nos intestinos do homem, exerce o papel
de protecdo, impedindo o estabelecimento de bactérias patogénicas que
geralmente sdo ocasionadas pelo desequilibrio da microbiota. Algumas
doencas como a diarréia e a colite pseudomembranosa sdo provenientes
dessa assimetria bacteriana (BRANDT et al., 2006; BARBOSA et al., 2010).

Existe uma relacdo de aspecto benéfico entre hospedeiro e microbiota

no intestino, sendo fundamental o equilibrio que favoreca as duas partes
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(GUARNER; MALAGELADA JUNIOR, 2003). O principal beneficio para o
hospedeiro e a recuperacao de energia a partir
da fermentacéo de carboidratos ndo digeridos e a subsequente absorcdo
de &cidos graxos de cadeia curta (butiratos, metabolizados pelo epitélio do
colon; propionatos pelo figado; e acetatos do tecido muscular). Também
desempenham papel na sintese devitamina B e davitamina K, bem
como &cidos biliares, que metabolizam esterois e xenobidticos (PAIXAO;
CASTRO, 2016).

E constituida por microbiota nativa/permanente e de transicéo
temporaria/transitéria, sendo considerado como um dos ecossistemas mais
complexos, com cerca de 1.000 bactérias distintas. A Permanente é ligada as
células da mucosa do intestino, possuem varios microrganismos fixos que se
proliferam com agilidade e estdo bem adequados ao organismo. A Transitoria
nao esta ligada na mucosa, é oriunda da secao superior do trato digestivo e
varia conforme meio ambiente e alimentacdo. Seu estabelecimento é
influenciado por multiplos fatores e chega ao apice por volta dos dois anos de
idade (GUARNER, 2007; BARBOSA et al., 2010).

O intestino é considerado um ambiente com amplo numero de espécies
de bactérias distintas. Sao encontradas em toda regido gastrointestinal,
entretanto, no estdbmago e no intestino delgado encontram-se em menores
quantidades devido ao contato e acao bactericida do suco géastrico. No ileo, ha
uma area de transicdo e o colén apresenta condi¢cdes favoraveis para o
crescimento bacteriano devido a escassez de secrecdes intestinais e
abrangente fonte de nutricdo (GUARNER, 2007).

A colonizacao do TGl infantil completa é de extrema importancia para a
saude do bebé e posteriormente para o adulto; a sua instalacdo e manutencéo
pode reduzir a proliferacdo e disseminacdao de bactérias multirresistentes. As
bactérias entéricas apresentam funcdes favoraveis ao hospedeiro, como as
antibacterianas, imunomodulacdo e metabdlicos nutricionais (BJORKSTEN et
al., 2001; BRANDT et al., 2006; WALL et al., 2009).

As principais bactérias que compdem a microbiota entérica sdo as
benéficas e/ou probidticas e, as nocivas. Como exemplo de probidticas, temos
as Bifidobactérias e Lactobacilos (Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,

Lactobacillus spp.), e entre as nocivas podem ser citadas as
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Enterobacteriaceae e o0s Clostridium spp. Sao encontrados também na
microbiota entérica, as Eubacterium spp., Fusonbacterium spp.,
Peptostreptococcus  spp. e Ruminococcus. Outros  géneros, tais
como Escherichia e Lactobacillus, estdo presentes em menor grau (PAIXAO;
CASTRO, 2016; SANTOS; VARAVALHO, 2011).

Cuidar bem da flora intestinal é fundamental para manter a saude do
organismo e prevenir problemas que possam causar patologias futuras. Existe
uma diversidade enorme de bactérias espalhadas no sistema digestivo,
utilizando o corpo humano como hospedeiro, sendo a maioria encontrada
no célon, que é a parte mais longa do intestino grosso (GUARNER, 2007).

Para manter a flora intestinal equilibrada, o consumo de alimentos
probiéticos é de fundamental importancia para deixar o organismo em Otimo
funcionamento (PAIXAO; CASTRO, 2016). Sido responsaveis por diversas
atividades benéficas, como: previnir diversas infec¢cbes causadas por
microrganismos como (bactérias patogénicas, leveduras e fungos, equilibrando
o pH da flora intestinal); combater infec¢cdes devido a producéo de antibiéticos
naturais, que sédo absorvidos pelo sangue; melhorar o processo de digestao,
contribuindo para a producdo de enzimas responsaveis pela degradacao de
nutrientes complexos, ajudando em uma melhor absor¢cdo dos mesmos; reduzir
as diarréias, a obstinacdo e o0s gases intestinais; eliminar diversas toxinas;
melhorar o aspecto da pele, deixando-a com aparéncia mais saudavel;
estimular o sistema imunoldgico; normalizar a producdo de vitaminas
do complexo B e K no intestino; reduzir a absorcdo de moléculas de colesterol
(SANTOS; VARAVALHO, 2011).

Probidticos sdo descritos como microrganismos vivos que, ao serem
administrados em quantidades adequadas, oferecem vantagens para a saude
do hospedeiro e a acdo desses produtos deve ser demonstrada para cada
cepa. Entre seus efeitos, destacam-se a normalizacdo da microbiota,
diminuicAo da permeabilidade intestinal, protecdo contra invasores
patogénicos, auxilio nos reestabelecimentos pds antibioticoterapicos e
estimulacdo do sistema imunolégico. Os mais populares pertencem as
espécies de Dbactérias como Lactobacillus rhamnosus, a Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium longum. Esses

microrganismos possuem um ciclo de vida reduzido; portanto deve-se manté-
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los em refrigeracdo. Quando ingeridos, se instalam no intestino juntando-se a
flora ja existente, contribuindo na absorcéo dos nutrientes. S&o encontrados em
alimentos como iogurte, leites fermentados ou sob a forma de pds ou capsulas
(WALL et al., 2009; SANTOS; VARAVALHO, 2011).

A microbiota intestinal € um ecossistema que age de forma simultanea e
muatua com as células do hospedeiro por um processo de simbiose, no qual
nenhum dos dois é prejudicado. O equilibrio pode ser mantido por meio de uma
alimentacdo sistematica rica em probiodticos e prebidticos, além do habito de
ingerir alimentos saudaveis e equilibrados ao organismo, que é essencial para
atingir o bem-estar e contribuir para uma longevidade saudavel (SAAD, 2006).

Nem todas as espécies no intestino foram identificadas porque nao
podem mais ser cultivados, e possui dificil identificacdo. As populacdes de
espécies variam muito entre diferentes individuos, mas ficam razoavelmente
constantes dentro de um individuo ao longo do tempo, apesar de algumas
alteracdes poderem ocorrer com as mudangas no estilo de vida, dieta e idade
(PAIXAO; CASTRO, 2016).

3- JUSTIFICATIVA

O tratamento da intoleréncia a lactose consiste basicamente na retirada
ou diminuicdo desse acucar da dieta, o que leva ao desaparecimento
progressivo dos sintomas. Uma das grandes preocupacdes com a reducao da
lactose da alimentacéo é a garantia do fornecimento de quantidade apropriada
de proteinas, célcio, riboflavina e vitamina D, cuja maior fonte é o leite e seus
derivados. E de fundamental importancia um planejamento dietético apropriado
em criangas, que assegura um crescimento satisfatério (LOPES et al., 2008;
UGGIONI; FAGUNDES, 2006; SABRA; WILLS, 1994).

A hidrélise da lactose pode ser aplicada para evitar a intolerancia a
lactose em humanos, prevenir a cristalizacdo da lactose na producéo de
sorvete ou na produgcdo de produtos fermentados, como o iogurte
(CARMINATTI, 2001; OBON et al., 2000). Para a quebra da lactose, dois
métodos tém sido utilizados: a hidrélise acida e a hidrolise enzimética. A

hidrolise enzimética pode ser influenciada por diversos fatores; entre eles,
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podemos destacar as condi¢cdes operacionais, como temperatura, pH e
pressdo, e a concentracao de reagentes e produtos. Nesse processo € utilizada
a enzima lactase (B-galactosidase), que pode ser extraida de diversas fontes,
como animais, fungos, bactérias, leveduras e vegetais (CARMINATTI, 2001).

A Doenca Celiaca (DC) mundialmente € considerada problema de saude
publica devido a sua prevaléncia (varia entre 0,5-1,0 % da populacdo mundial)
(MONT-SERRAT et al., 2008), a frequente associagdo com morbidade
(ao conjunto de individuos, dentro da mesma populagdo, que adquirem
doencas ou uma doenca especifica num dado intervalo de tempo) variavel e
ndo especifica, e a probabilidade de aparecimento de complicacbes graves,
principalmente osteoporose e doencas malignas do trato gastroentérico
(PRATESI; GANDOLFI, 2005). O tratamento da doenca celiaca €
fundamentalmente dietético. Consiste na exclusdo do glaten, termo utilizado
para descrever fracdes proteicas encontradas no trigo, centeio, cevada, aveia e
em seus derivados (ARAUJO et al., 2010).

A utilizacdo de microrganismos ndo patogénicos isolados de queijos e
iogurtes capazes de degradar a lactose e o gluten pode ser uma alternativa
para pessoas que possuem intolerancia a lactose e doenca celiaca
consumirem uma maior quantidade de alimentos sem a necessidade de
preocupacdo com essas substancias. Isso porque os microrganismos isolados
destes alimentos j& estdo adaptados as condi¢Bes existentes no intestino do
corpo humano. Essa utilizacdo pode ser: a) pelas suas ingestdes no trato
digestivo (digestério), caso eles sejam compativeis e possam fazer parte da
flora intestinal; b) wusando suas enzimas como um complemento
medicamentoso, junto com a alimentacdo; c) usando suas enzimas para
degradarem a lactose e o gliten presentes em alimentos antes que sejam
digeridos pelos seres humanos. Este trabalho visa encontrar microrganismos

com essas caracteristicas desejaveis.
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4 -OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Avaliar a presenca de bactérias em queijos e iogurtes capazes de
degradar o gluten e a lactose, e verificar algumas de suas caracteristicas
fisiolégicas para possiveis aplicacbes no tratamento da intolerancia a lactose e

da doenca celiaca.

4.2 - Objetivos Especificos

1) Obter microrganismos nao patogénicos capazes de degradar o
gliten e a lactose em queijos e iogurtes na temperatura corporal
humana (37°C);

2) Verificar a possibilidade de os microrganismos isolados mudarem

suas morfologias nos dois meios de cultura;

3) Obter microrganismos e/ou enzimas microbianas capazes de
atuarem em pH’s acidos como os do estdmago e alcalinos como os

dos intestinos humano;

4) Analisar e caracterizar as enzimas desses microrganismos que
apresentam maiores atividades usando-se o gluten e a lactose como

substratos;

5) ldentificacdo taxonbmica dos microrganismos mais promissores.
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CAPITULO 1:
Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de bactérias
encontradas em produtos lacteos comercializados na cidade

de Manaus, Amazonas.
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Resumo

Os microrganismos sao fundamentais para a manutencédo do equilibrio dos
organismos vivos e dos elementos quimicos do nosso planeta. Diversas
pesquisas tém mostrado que microrganismos encontrados na cavidade bucal e
intestinos apresentam habilidade de degradar componentes encontrados no
leite (lactose) e em alguns cereais (gluten). Esse trabalho teve como objetivo,
isolar, purificar e caracterizar morfologicamente bactérias de queijos e iogurtes
comercializados no municipio de Manaus, Amazonas, capazes de degradarem
lactose e glaten visando uma alternativa para minimizar ou solucionar o
problema de intolerancia a lactose e Doenca Celiaca que afetam parte da
populacdo mundial. Foram isoladas 75 bactérias dos 10 tipos de queijo e 10
tipos de iogurtes usados para os testes. Todas as 75 bactérias apresentaram
elevado crescimento nas primeiras 24 horas de avaliagdo em ambos 0s meios
de cultura testados (gluten ou lactose). Das 75 bactérias testadas, 61
apresentaram formacao de halo de degradagcdo em meio contendo gluten. Pelo
indice de Degradacdo de Glaten (IDG), das 61 bactérias avaliadas, 22 nao
apresentaram IDG durante o teste, 30 apresentaram IDG’s considerados
baixos, 9 IDG’s foram considerados médios e nenhuma apresentou IDG
considerado alto. A fonte de carbono do meio de cultura (glaten ou lactose)
influenciou as caracteristicas morfoldégicas das colbnias das 20 bactérias
selecionadas como as melhores. No teste de coloracdo de Gram, 16 bactérias
foram Gram Negativas e quatro Gram Positivas. No teste de catalase, sete
bactérias foram catalase positivas e 13 foram catalase negativas. Das 13
bactérias usadas na caracterizacdo genética, foi possivel identificar somente
quatro ao nivel de espécie. Quatro isolados sao do género Pseudomonas sp.,
quatro do género Bacillus sp., duas do género Stenotrophomonas sp., uma do
género Brevibacillus sp., uma do género Achromobacter sp. e uma do género
Burkholderia sp. Das 13 bactérias selecionadas, a BLG16, BLG23, BLG25 e
BLG33 pertencem a géneros considerados patogénicos aos animais, mas no
presente estudo, essa caracteristica ndo foi avaliada. As bactérias BLGOL1.
BLGO2, BLG06, BLG28, BLG38, BLG45, BLG52, BLG56 e BLG73 sdo de
géneros jA estudados para uso biotecnolégico, mas nao se descarta a
possibilidade de serem patogénicas.

Palavras-chave: Microflora de queijos, metabolismo microbiano,
degradacédo de gluten, microbiota amazénica.
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Abstract

Microorganisms are of fundamental importance for maintaining the
equilibrium of living organisms and the chemical elements of our planet. Several
researches have shown that microorganisms found in the oral cavity and
intestines have the ability to degrade components found in milk (lactose) and in
some cereals (gluten). This work had as objectives, to isolate, purify and
morphologically characterize cheeses and yoghurt bacteria commercialized in
the city of Manaus, Amazonas capable of degrading lactose and gluten, aiming
as an alternative to minimize or solve the problem of lactose intolerance and
Celiac Disease that affect part of the world population. 75 bacteria were isolated
from the 10 types of cheese and 10 types of yogurts used for the tests. All 75
bacteria showed high growth in the first 24 hours of evaluation in both culture
media tested (gluten or lactose). Of the 75 bacteria tested, 61 presented halo
formation of degradation in medium containing gluten. For the Gluten
Degradation Index (GDI), of the 61 bacteria evaluated, 22 did not present GID
during the test, 30 had GIDs considered low, 9 GIDs were considered medium
and none had GID considered high. The carbon source of the culture medium
(gluten or lactose) influenced the morphological characteristics of the colonies
of the 20 selected bacteria as the best ones. In the Gram staining test, 16
bacteria were Gram Negative and four Gram positive. In the catalase assay,
seven bacteria were catalase positive and 13 were catalase negative. Of the 13
bacteria used in the genetic characterization, it was possible to identify only four
at the species level. Four isolates are of the genus Pseudomonas, four of the
genus Bacillus, two of the genus Stenotrophomonas, one of the genus
Brevibacillus, one of the genus Achromobacter and one of the genus
Burkholderia. Of the 13 selected bacteria, BLG16, BLG23, BLG25 and BLG33
belong to genera considered pathogenic to animals, but in the present study,
this characteristic was not evaluated. The BLGO1, BLG02, BLGO06, BLG28,
BLG38, BLG45, BLG52, BLG56 and BLG73 are of genera already studied for
biotechnological use, but the possibility of being pathogenic was not ruled out.

Key words: Microflora of cheeses, microbial metabolism, gluten
degradation, Amazonian microbiota.
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1. Introducéo

Os micrébios, também chamados de microrganismos, sao formas de
vida diminutas individualmente, muito pequenas para serem vistas a olho nu e
sdo encontrados em quase todos os lugares. O grupo inclui bactérias, fungos,
protozoarios, algas microscopicas e virus. A maioria dos microrganismos
contribui de modo essencial na manutengcdo do equilibrio dos organismos
vivos e dos elementos quimicos do nosso ambiente (TORTORA et al., 2012).

Diversas pesquisas tém mostrado que microrganismos encontrados na
cavidade bucal e intestinos apresentam habilidade de degradar componentes
encontrados no leite (lactose) e em alguns cereais (glaten) (DI CAGNO et al.,
2001; FERNANDEZ-FEO et al. 2013; FODEN, 2001; FUJIMURA et al., 2010;
ROWAT et al.,, 2010). Em derivados do leite, como nos queijos e iogurtes,
também foram encontradas diversas bactérias com essa capacidade
(GOBBETTI, 2005; HELLER, 2001; MASOTTI et al, 2013), abrindo
perspectivas de se obterem, através de isolamentos, novos géneros e
espécies de bactérias para resolverem ou minimizarem problemas de saude
presente em parte das populacdes humanas de todas as regides do planeta,
por apresentar intolerancia a lactose e/ou ao glaten.

O iogurte é leite fermentado por bactérias, usualmente Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus, e possui uma consisténcia que o
diferencia de outros produtos derivados de lacticinios. Contém todos o0s
constituintes nutricionais do leite, com excec¢éo da lactose, reduzida durante a
fermentacao, revelando-se vantajoso para quem nao digere bem o leite (SILVA
et al., 2010).

Para a obtencdo de um produto final com qualidade, € necesséaria uma
matéria-prima adequada e dentro dos padrfes legais vigentes. Como em todo
produto a ser desenvolvido, a matéria-prima a ser utilizada para a fabricacdo de
iogurte deve ser de qualidade, obtida e manipulada adequadamente para evitar
contaminacgdes, além de ser de procedéncia confiavel (ALMEIDA, 2008). Por
isso, isolar esses microrganismos existentes no iogurte, além de estarem
adaptados as condi¢cbes existentes no corpo humano, ndo sdo patogénicos.
Em adicdo a isso, pretende-se verificar quais desses microrganismos ja

utilizados na industria de alimentos tém capacidade de degradar o glaten e a
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lactose, acrescentando assim, no futuro, duas qualidades desejaveis a mais
nesses alimentos.

O queijo € um concentrado protéico-gorduroso constituido por caseina
em forma de gel, matéria-graxa, acido latico e substancias minerais, resultante
de coagulacédo do leite (BEHMER, 1984). Os queijos de um modo geral podem
conter microrganismos desejaveis e indesejaveis. Os desejaveis sdo aqueles
que podem contribuir positivamente para o desenvolvimento das caracteristicas
organolépticas do produto, podendo desta forma, exercer um efeito benéfico no
desenvolvimento do sabor e aroma do queijo por meio de sua atividade
metabdlica.

A microbiota presente e/ou a quantidade de microrganismos no queijo
pode sofrer influéncia do estado de saude do animal, das condi¢6es de higiene
e limpeza do estabulo, dos equipamentos em contato com o leite, e das
condicBes de higiene e saude do pessoal que atua desde a ordenha até a
elaboracdo do produto final. Também, a forma de conservacéo do leite, o tipo
de processamento, as condicdbes de armazenamento e a qualidade
microbiolégica da agua influenciam a flora microbiana presente no queijo
(FURTADO, 1991; ZEGARRA et al. 2009). Os queijos, com excecao dos
frescos, apresentam apenas tracos de lactose, podendo ser ingeridos por mau
absorvedores de lactose (ANTUNES; OLEJ, 2009).

Como as bactérias existentes nos queijos ja estdo adaptadas as
condicBes existentes dentro do corpo humano, sdo de interesse para o estudo
desta tese. Porém, devido as mas condicfes de producdo dos classificados
como queijos caseiros, precisam ser feitas classificagbes taxonémicas mais
especificas para garantir que estas bactérias ndo sejam patogénicas. Do
mesmo modo dos iogurtes, é altamente vantajoso encontrar e utilizar bactérias
nos queijos que possam degradar o gluten e a lactose, contribuindo para
minimizar ou resolver os problemas de intolerancia a esses dois compostos

nutricionais.
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2. Material e Métodos

2.1. Isolamento e purificacdo das bactérias

Amostras de 10 tipos de queijos e 10 tipos de iogurtes adquiridos em
diferentes locais do municipio de Manaus foram colocadas em tubos falcon
contendo solugcdo salina, maceradas (queijos) e em seguida, 1 mL da
suspensao foi espalhado com alca de Drigalski em placas contendo meio YMA
(VINCENT, 1970), substituindo o manitol pelo gluaten (10 g glaten, 0,5 g
KoHPO4, 0,2 g MgSOy4, 0,1 g NaCl, 0,5 g extrato de levedura, 15 g agarem 1 L
de 4gua destilada — pH 7,0). O mesmo procedimento foi realizado em meio
contendo lactose (1%) como fonte de carbono. As placas foram colocadas em
estufa a 37 °C e analisadas a cada 24 horas procurando-se selecionar as
bactérias capazes de degradarem respectivamente o gliten e/ou a lactose.
Foram testadas 75 isolados capazes de degradar ambos ou um dos dois

componentes, concentrando os estudos enzimaticos nos 20 mais promissores.

2.2. Teste de crescimento em meio agar-gluten e em meio agar-lactose

Os isolados capazes de degradaram o gluten e/ou a lactose foram
testados quanto aos seus crescimentos nos dois meios especificos na
temperatura de 37 °C. Cada um dos isolados foi estriado nas placas contendo
separadamente 0os meios com glaten ou lactose como fontes de carbono, com
quatro repeticdes, usando o método de Oliveira e Magalhdes (1999) para as
avaliacoes.

Esse método substitui o0 método de diluicio em placas e embora seja
menos preciso do que este facilita a avaliacdo de um grande numero de
bactérias, selecionando as melhores em menos tempo, com menos trabalho e
menor uso de material laboratorial.

O processo de avaliacdo consiste na atribuicdo de notas de 1,00 (sem
crescimento visivel na zona 1) a 4,00 (maximo crescimento até a zona 4). A
Figura 15 mostra o procedimento geral de estriagem nas placas, onde se
observa que ha um processo de diluicdo da bactéria, com a Zona 1 sendo a de
maior concentracdo e a Zona 4, a de menor (OLIVEIRA; MAGALHAES, 1999).

A Figura 16 apresenta o sistema de pontuagdes de crescimento, atribuindo-se
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notas intermediarias, subdivididas em 0,25, ou seja, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75,
2,00, etc., até 4,00, objetivando aumentar a precisdo do meétodo.
Consideraram-se como os de melhores crescimentos, 0os que apresentaram
notas médias acima de 3,06 (Tabela 4) (OLIVEIRA; MAGALHAES, 1999).

Zona 1. Uma linha. Riscagem

/ de uma alga de platina diversas
vezes em ambas as dire¢des
indicadas pela seta. A alga
deve ser esterilizada para cada

zona de riscagem.

Zona 2. Quatro linhas de
riscagem , usando-se um risco
por linha, na diregdo indicada
pela seta.

Zonas 3 e 4. Semelhante zona 2.

Figura 15 — Método de avaliacdo do crescimento bacteriano segundo Oliveira e
Magalhdes (1999).

OO

Nota 1.0 Nota 1.25 Nota 2,0 Nota 3,0 Nota 4,0

Figura 16 - Pontuacbes (notas) aplicadas para o crescimento das bactérias
segundo Oliveira e Magalhaes (1999).

Tabela 4 - Faixas de pontuacédo para avaliacdo do crescimento das bactérias
em meio solido contendo glaten.

GRAU DE CRESCIMENTO FAIXA DE
PONTUACAO
Baixo 1,00 - 2,00
Médio 2,06* - 3,00
Alto 3,06** - 4,00

* Trés repeticdes com nota 2,0 e uma com 2,25. ** Trés repeticdes com nota 3,0 e uma com
3,25 (OLIVEIRA; MAGALHAES, 1999).
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2.3. Habilidade das bactérias em degradarem o gluten

Os isolados foram avaliados em placas de Petri contendo o meio com
glaten como fonte de carbono para visualizagcdo do halo de degradacéo (regido
transparente ao redor das coldnias). Com o auxilio de palitos de dentes
esterilizados, foi retirada uma porcédo da col6nia bacteriana, realizando-se um
leve toque no meio de cultura; cada placa conteve cinco colbnias como
repeticdes. As placas foram incubadas a 37 °C e avaliadas em intervalos de 4
horas quanto ao crescimento microbiano e halo de degradacdo. A avaliacao
nessa temperatura visa verificar a capacidade desses microrganismos em
crescer e produzir metabdlitos capazes de degradar o gliten na temperatura
corporal humana.

Os diametros da col6nia bacteriana e do halo de degradacdo foram
medidos a cada 4 horas, utilizando-se um paquimetro digital. A partir dessas
medidas, foram obtidos os indices de Degradacido do Gluten (IDG) para cada
isolado, pela férmula: DD (didmetro da zona de degradacdo em mm)/DC
(diametro da colénia em mm), adaptando-se o0s critérios e calculos de
Berraquero et al. (1976). Com base nos indices, os isolados foram classificados
de acordo com a capacidade de degradacdo do gluten em: baixa (IDG<2),
média (2<IDG<4) e alta (IDG=4).

A partir desse teste foram selecionadas as 20 bactérias que

apresentaram maiores IDGs para testes posteriores.

2.4. Caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos em meios com

gluten e lactose

Os isolados que foram positivos para a quebra do glaten e da lactose
foram caracterizados quanto a morfologia celular e colonial. As colbnias
bacterianas foram inoculadas nos dois meios diferentes previamente citados,
com incubacdo a 37 °C. A caracterizagcdo foi realizada segundo as
metodologias de Hungria e Araujo (1994), Prescott et al. (2004), Vincent (1970)
e Malajovich (2015) (Figura 17).
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MICRORGANISMOS / CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS COLONIAS

0S CRITERIOS UTILIZADOS

1. TAMANHO Q O s

Grande Média Fequena

A mm Zas5mm 2 mm
o (O O % %

Circular Irregqular Rizdide Filamentosa FPuntiforme

TN— > T

3. ELEVACAO

Céncava Elevada Ondulada
> I e et
Frotuberante Achatada Convexa
4. BORDOS I\Z |\‘ %‘V
s
Lisos Lacerados Lobados Filamentosos Ondulados
5. ESTRUTURA @
Lisa Granulosa Filamentosa Rugosa

6. BRILHO: transparente, translicida, opaca.
7. COR: incolor, pigmentada.

8. ASPECTO: viscosa, dmida, membranosa, gelatinosa, leitosa etc.

Figura 17. Caracterizacdo morfolégica de colbnias bacterianas segundo
Malajovich.(2015).

Foi avaliado cada um dos isolados em meio sélido como: bactérias de
crescimento lento (quatro a dez dias) e rapido (até trés dias), diametro
(pequena, média ou grande), forma da colbnia (circular, irregular, rizoide,
filamentosa ou puntiforme), elevagcdo (cbncava, elevada, ondulada,
protuberante, achatada ou convexa), bordos (lisos, lacerados, lobados,

filamentosos ou ondulados), estrutura (lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa),
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brilho (transparente, translicida ou opaca), coloracéo (incolor ou pigmentada) e

aspecto (viscosa, Umida, membranosa, gelatinosa ou leitosa).

2.5. Teste de catalase

A catalase € uma enzima que decompde o peréxido de hidrogénio
(H,0,) em é&gua e oxigénio. E utilizado, normalmente, para identificar
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Corynebacterium,
Micrococcus, Bacillus, Moraxella catarrhalis (ANVISA, 2015).

O peroxido de hidrogénio é um  produto  decorrente
do metabolismo celular em organismos expostos ao oxigénio atmosfeérico,
sendo um agente oxidante poderoso e nocivo. Uma das fontes de perdxido de
hidrogénio é a B-oxidagdo de acidos graxos necesséaria para a producdo de
diversos metabolitos essenciais. O peroxido de hidrogénio esta relacionado
com diversas patologias ligadas ao stress oxidativo. Sendo toxico para as
células, o peroxido tem de ser rapidamente convertido numa espécie quimica
que seja indcua (ANVISA, 2015).

A catalase tem o mais alto niumero de turnover (kc) conhecido em
enzimas: uma molécula de catalase pode catalisar a decomposicdo de até
40.000.000 moléculas de perdxido de hidrogénio por segundo (NELSON; COX,
2005), tornando-a numa enzima importante para a desintoxicacdo desta
substancia. E uma enzima antioxidante comum que é produzida naturalmente
em praticamente todos os organismos vivos (EHOWBRASIL, 2015).

As reacdes em catalise sdo importantes para a vida. Por exemplo, elas
ajudam o corpo a quebrar o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua,
prevenindo assim, a acumulacédo de bolhas de di6xido de carbono no sangue.
Ela também utiliza o peréxido de hidrogénio para oxidar potencialmente toxinas
nocivas no corpo incluindo formaldeido, acido férmico, &lcool e fenol
(EHOWBRASIL, 2015).

Algumas células do sistema imunitario produzem peréxido de hidrogénio
para uso como agente antibacteriano. As bactérias patogénicas que possuem
catalase sdo capazes de resistir a este ataque gracas a presenca da enzima,

conseguindo sobreviver nas células que invadem (RICHARD, 2005).
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A catalase parece estar envolvida no mecanismo de envelhecimento
ligado ao stress oxidativo: mutantes de ratinhos expressando uma quantidade
superior ao normal de catalase (cerca de 50 % a mais) vivem por mais tempo
(RICHARD, 2005).

Com o auxilio de uma alca de platina foi coletada uma col6nia isolada e
esfregada em uma lamina de vidro. Sobre o esfregaco foi colocada uma gota
de &gua oxigenada a 3% e observada a formacao de bolhas.

A presencga imediata de bolhas, producdo de efervescéncia, indica a
conversdo do H,O, em agua e oxigénio gasoso pela presenca da catalase na
amostra (ANVISA, 2015).

2.6. Coloracao de Gram

Para a realizac&o desse teste, foi adicionada uma gota de 10 uL de agua
destilada em uma lamina de vidro e com o auxilio de uma alca bacteriolégica, a
colénia bacteriana foi homogeneizada por esfregaco na lamina e fixada por
aguecimento no bico de Bunsen. Depois disso, a lamina foi tratada com o
reagente cristal violeta por 1 minuto, seguido de lavagem com agua corrente e
adicionado o reagente Lugol por 1minuto. Passado 1 minuto, a lamina foi
descorada com alcool-cetona, finalizando o processo pela adicdo de Fucsina
basica por 30 segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua
corrente, secadas a temperatura ambiente e visualizadas em microscépio

Optico na objetiva de 100x.
2.7. Caracterizacao genética dos isolados bacterianos
2.7.1. Extragcdo do DNA cromossomal

A extracdo do DNA cromossomal dos isolados bacterianos foi realizada
segundo protocolo para caracterizagcdo genética de bactérias promotoras do
crescimento de plantas da EMBRAPA (ISSN 1516-1752, 2008), com

adaptacdes. As bactérias foram crescidas em 50 mL de meio de cultura

contendo lactose a 37 °C sob agitacdo constante (150 rpm) durante 24 h. Apés
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o cultivo, as bactérias foram centrifugadas a 12000g por 2 min; em seguida, foi
descartado o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de
tampao SET (Sacarose 0,3 M, EDTA, Tris-HCI1 M). Foram seguidos 3 tempos
de incubagdo: com lisozima (10 mg/mL) a 37° C por 30 min, com proteinase K
(10 mg/mL) a 50 °C por 30 min e com SDS 10 % (0,1V) a 55 °C por 30 min. Em
seguida, foram adicionados 300 pL de acetato de potassio 5 M, incubando-se
em gelo por 30 min e centrifugando-se por 10 min na maxima rotacao por
minuto. Foi recuperado o sobrenadante e adicionados 500 pL de isopropanol
100 %.

Foi incubado em gelo por 20 min e centrifugado por 10 min na maxima
velocidade de centrifugacdo. Foi descartado o sobrenadante e lavado com
etanol 70 % com méaxima velocidade de centrifugagdo por mais 10 min. Foi
descartado o sobrenadante e o material foi posto para secar na estufa a 37 °C.
O DNA foi solubilizado em 50 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)
e uma aliquota de 5 pyL desse material foi aplicada em gel de agarose 0,8 %
para observar a integridade do DNA extraido. A corrida eletroforética foi
conduzida em tamp&o TEB 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5
mM, pH 8,3) a 80V. Logo apos as amostras foram visualizadas sob luz UV e

fotodocumentadas.

2.7.2. ldentificagdo taxon6mica das bactérias

As bactérias foram identificadas taxonomicamente de acordo com Collins
et al. (1989), Dicks et al. (1996), Schillinger (1999), De Vos et al. (2005) e Buriti
e Saad (2007) para caracterizacao e classificacdo com base na sequéncia de
bases do segmento do DNA 16S. As sequéncias estdo em Anexos.

2.7.3. Protocolo de identificacdo molecular

O DNA genbmico foi extraido utilizando o kit de extracdo Purelink
Invitrogen. Foi amplificada a regido 16S rRNA de aproximadamente 400 pb,
utilizando os oligonucleotideos iniciadores: 400F (5’ - forward-CCA TCT CAT
CCC TGC GTG TCT CCG ACT CAG ACG AGT AGA CTA CTC CTA CGG
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RAG GCA GCA G - 3") e 400R (5 - reverse — GGA CTA CCA GGG TAT CTA
AT - 3)).

Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de Escherichia coli
ATCC 25922. O sistema de amplificacdo foi realizado em termociclador
Biocycle, e o perfil térmico do PCR foi: um ciclo inicial a 95°C/2 minutos, 25
ciclos a 95 °C/40s, 59 °C/40s e 72 °C/40s e finalmente um ciclo de extenséo a
72 °C/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1 % para a verificagdo dos fragmentos. O produto da reacgédo de
PCR foi purificado utilizando o protocolo de Agencourt AMPure e quantificado
pelo fluorometro Qubit 2.0.

A amostra foi sequenciada (ABI 3130- Applied Biosystems DNA sequence)
e a sequéncia obtida foi editada e avaliada utilizando o programa PHRED
disponivel no endereco (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html).

Apoés a obtencdo das sequéncias F (forward) e R (reverse), foi realizado
alinhamento comparativo no banco de dados de genomas bacterianos
depositados no “GeneBank” utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Searching Tool) (SHAEFFER et al. 2001) do “National Center for
Biotechnology Information”’(NCBI) e também foram comparadas com o banco
de dados do “Ribossomal Database Project’(RDP).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento e purificacéo das bactérias

Foram isoladas 75 bactérias de 10 tipos de queijo e 10 tipos de iogurtes
diferentes em meios de cultura 4gar-lactose e agar-glaten na temperatura de
37 °C, sendo nomeadas com a sigla INPA BLG (Bactéria, Lactose e Glaten),
sendo 63 isoladas de queijos e 12 de iogurtes (Tabela 5). Todas foram

armazenadas em tubos contendo meio para estoque (YMA) para testes

posteriores.
Tabela 5. Isolamento das bactérias e suas origens.
Queijos Bactérias (INPA BLG)
A 1,2,34,5
B 6,7,8,9 10,11, 12,13, 14
C 15, 16, 17, 18, 19, 20
D 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
E 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36
F 37, 38, 39, 40, 41
G 42, 43, 44, 45
H 46, 47, 48, 49
[ 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56
J 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63
logurtes
K 64
L 65, 66
M -
N 67, 68, 69, 70
o) 71
P -
Q -
R 72,73
S 74
T 75

3.2. Teste de crescimento bacteriano em meio agar-gliten e em meio

agar-lactose

No teste de Oliveira e Magalhdes (1999), todas as 75 bactérias
apresentaram nota 4,00 nas primeiras 24 horas em meio agar-lactose. Ja no
meio agar-glaten, 73 bactérias apresentaram notas de crescimento de 3,06
para cima nas primeiras 24 horas, atingindo nota 4,00 nas 48 horas de

crescimento (Tabela 6).
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Tabela 6. Crescimento segundo metodologia Oliveira e Magalhdes (1999).

Bactérias Notas segundo Oliveira e Magalh&es (1999)
INPA 24 horas 48 horas
Lactose Gluten Lactose Glaten
BLG-1 4,00 3,50 4,00 4,00
BLG-2 4,00 3,93 4,00 4,00
BLG-3 4,00 3,25 4,00 4,00
BLG-4 4,00 3,75 4,00 4,00
BLG-5 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-6 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-7 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-8 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-9 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-10 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-11 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-12 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-13 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-14 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-15 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-16 4,00 3,25 4,00 4,00
BLG-17 4,00 3,25 4,00 4,00
BLG-18 4,00 3,06 4,00 4,00
BLG-19 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-20 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-21 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-22 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-23 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-24 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-25 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-26 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-27 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-28 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-29 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-30 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-31 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-32 4,00 3,06 4,00 4,00
BLG-33 4,00 3,06 4,00 4,00
BLG-34 4,00 3,75 4,00 4,00
BLG-35 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-36 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-37 4,00 3,06 4,00 4,00
BLG-38 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-39 4,00 3,75 4,00 4,00
BLG-40 4,00 3,25 4,00 4,00
BLG-41 4,00 3,06 4,00 4,00
BLG-42 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-43 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-44 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-45 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-46 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-47 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-48 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-49 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-50 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-51 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-52 4,00 3,06 4,00 4,00
BLG-53 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-54 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-55 4,00 3,25 4,00 4,00
BLG-56 4,00 4,00 4,00 4,00
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BLG-57 4,00 4,00 4,00 4,00

BLG-58 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-59 4,00 3,75 4,00 4,00
BLG-60 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-61 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-62 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-63 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-64 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-65 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-66 4,00 3,25 4,00 4,00
BLG-67 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-68 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-69 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-70 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-71 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-72 4,00 2,00 4,00 4,00
BLG-73 4,00 4,00 4,00 4,00
BLG-74 4,00 3,00 4,00 4,00
BLG-75 4,00 4,00 4,00 4,00

As seguintes bactérias ndo apresentaram halo visivel de degradacéo do
glaten e ndo foram utilizadas para testes posteriores: INPA BLG-3, INPA BLG-
4, INPA BLG-5, INPA BLG-13, INPA BLG-27, INPA BLG-39, INPA BLG-43,
INPA BLG-47, INPA BLG-51, INPA BLG-61, INPA BLG-67, INPA BLG-72, INPA
BLG-74 e INPA BLG-75. As que apresentaram halo visivel de degradacao do
glaten foram utilizadas para experimentos posteriores (Figuras 18 e 19).

Figura 18. Bactéria em meio agar-gluten (apresentando halo de degradacéo) e
em agar-lactose com notas 4,00 pela metodologia de Oliveira e Magalhdes
(1999).
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Figura 19. Bactéria com coloracdo diferente entre meio agar-glaten e agar-
lactose.

3.3. Habilidade das bactérias em degradarem o glaten

As 61 bactérias selecionadas no teste anterior foram testadas quanto a
habilidade de degradarem o gliten utilizando indice de Degradacdo do Gluten
(IDG), com leitura das placas de 4 em 4 horas e 5 repeti¢cdes. O IDG é medido
pela formula: DH (didametro da zona de degradacdo em mm)/DC (didmetro da
colénia em mm), adaptando-se aos critérios e célculos de Berraquero et al.
(1976). Com base nos indices, as bactérias foram classificadas de acordo com
a capacidade de degradagao do gluten em: baixa (IDG<2), média (2<IDG<4) e
alta (IDG=4).

Foi observado que 22 bactérias ndo apresentaram IDG durante o teste, 30
apresentaram |IDG’s considerados baixos, e 9 apresentaram IDG’s
considerados médios (Tabela 7). Este teste confirmou as bactérias que néo
apresentaram halo, sendo mantidas somente em estoque. Depois deste teste,
foram selecionadas as 20 bactérias que apresentaram maiores IGD’s para

testes posteriores (Figura 20).
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Tabela 7. Bactérias com os maiores indices de Degradac&o de Gluten.

Isolados Teste de Halo em Glaten (horas)
INPA
8 12

DH DC IDG DH DC IDG

------ mm ------ -------Mm ------
BLG-01 5,18 3,41 1,52 10,74 5,17 2,08
BLG-02 2,51 1,89 1,33 6,20 3,41 1,82
BLG-06 5,68 4,59 1,24 10,38 6,26 1,66
BLG-07 1,62 1,41 1,15 2,16 1,63 1,33
BLG-08 1,72 1,64 1,05 1,73 1,64 1,05
BLG-09 1,45 1,42 1,02 2,34 1,57 1,49
BLG-10 1,99 1,28 1,55 4,96 1,93 2,57
BLG-11 0,00 1,03 0,00 0,00 1,15 0,00
BLG-12 1,27 1,15 1,10 2,03 1,26 1,61
BLG-14 1,67 1,54 1,08 3,01 1,92 1,57
BLG-15 2,32 2,11 1,10 2,42 3,34 1,46
BLG-16 1,95 1,14 1,71 4,53 1,69 2,68
BLG-17 0,00 1,11 0,00 1,37 1,40 1,02
BLG-18 1,99 1,97 1,01 4,12 2,16 191
BLG-19 0,00 1,04 0,00 0,00 1,08 0,00
BLG-20 0,00 1,54 0,00 0,00 1,57 0,00
BLG-21 0,00 1,11 0,00 0,00 1,13 0,00
BLG-22 3,35 1,62 2,07 6,28 1,77 3,55
BLG-23 3,22 1,65 1,95 5,93 2,38 2,49
BLG-24 1,29 1,16 1,11 1,31 1,17 1,12
BLG-25 2,55 1,29 1,98 4,61 1,86 2,48
BLG-26 3,10 1,55 2,00 5,41 4,55 1,19
BLG-28 3,97 1,97 2,01 11,02 3,23 3,41
BLG-29 0,00 0,92 0,00 0,00 1,26 0,00
BLG-30 0,00 1,12 0,00 0,00 2,34 0,00
BLG-31 0,00 1,46 0,00 0,00 1,88 0,00
BLG-32 2,39 1,98 1,20 4,46 2,40 1,86
BLG-33 2,24 1,96 1,14 5,62 3,21 1,75
BLG-34 0,00 0,35 0,00 0,00 0,46 0,00
BLG-35 2,25 1,91 1,18 4,36 2,36 1,85
BLG-36 0,00 0,68 0,00 0,00 0,87 0,00
BLG-37 0,00 0,91 0,00 0,00 1,13 0,00
BLG-38 5,90 4,19 1,41 10,76 5,35 2,01
BLG-40 1,51 1,34 1,13 3,06 1,76 1,74
BLG-41 1,14 1,12 1,02 1,26 1,20 1,05
BLG-42 1,21 1,11 1,09 1,50 1,34 1,12
BLG-44 0,00 0,98 0,00 0,00 1,41 0,00
BLG-45 5,36 2,91 1,84 11,31 4,66 2,43
BLG-46 7,56 5,60 1,35 18,50 11,42 1,62
BLG-48 3,36 2,80 1,20 6,67 5,09 1,31
BLG-49 0,00 1,21 0,00 0,00 1,23 0,00
BLG-50 0,00 0,87 0,00 0,00 3,12 0,00
BLG-52 2,09 1,41 1,48 2,82 1,65 1,71
BLG-53 191 1,65 1,16 3,25 2,48 1,31
BLG-54 0,00 1,25 0,00 0,00 5,21 0,00
BLG-55 0,00 3,21 0,00 0,00 5,61 0,00
BLG-56 2,05 1,42 1,44 3,45 1,96 1,76
BLG-57 3,44 3,10 1,11 5,21 4,31 1,21
BLG-58 0,00 1,97 0,00 0,00 3,28 0,00
BLG-59 10,64 7,87 1,35 15,63 10,16 1,54
BLG-60 0,00 2,33 0,00 0,00 3,56 0,00
BLG-62 2,01 1,73 1,16 2,01 1,73 1,16
BLG-63 1,78 1,43 1,24 1,78 1,43 1,24
BLG-64 0,00 1,11 0,00 0,00 2,23 0,00
BLG-65 0,00 2,13 0,00 0,00 3,62 0,00
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BLG-66 - 0,00 1,62 0,00 0,00 1,93 0,00

BLG-68 - 0,00 3,41 0,00 0,00 6,12 0,00
BLG-69 - 0,00 1,59 0,00 0,00 2,19 0,00
BLG-70 - 191 1,39 1,37 3,94 2,03 1,94
BLG-71 - 1,72 1,35 1,27 3,48 2,29 1,52
BLG-73 - 1,86 1,56 1,19 3,67 1,87 1,96

*sem crescimento visual das bactérias

Figura 20. Demonstracao da diferenca da colonia bacteriana e do halo de
degradacéao de gluten.

3.4. Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos em meios com
gluten e lactose

Todas as bactérias apresentaram crescimento rapido (menos de 48
horas) em ambos os meios de cultura. Foram observadas mudangas na
morfologia externas das bactérias quando comparados seus crescimentos nos
dois meios (Tabela 8): no tamanho da colbnia, 9 bactérias mantiveram as
mesmas caracteristicas, enquanto que 11 mudaram de tamanho; na
visualizagdo da forma da col6nia, 13 mantiveram a mesma forma, enquanto
que 7 mudaram; na elevagdo da colbnia, 9 continuaram com as mesmas
caracteristicas, enquanto que 11 nao; e nos bordos da colénia, 9 mantiveram-
se iguais, enquanto que 11 foram modificadas (Figuras 27, 28, 29 e 30).

Na figura 21, por exemplo, a diferenca de tamanho das col6nias da
bactéria BLG28 nos dois meios de cultura pode ser vista claramente. No meio

contendo glaten, ela tem uma elevacdo ondulada, bordos lobados e aspecto
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gelatinoso, enquanto que no meio contendo lactose, ela tem uma elevacéo

achatada, bordos ondulados e aspecto membranoso.

Figura 21. Modificacdo de tamanho, formas, elevacéo e bordos das colbnias da
bactéria INPA BLG 28 em meio com gluten ou lactose.

Outro exemplo de modificacdes morfolégicas que os diferentes meios de
culturas podem ocasionar nas bactérias esta na Figura 22 com a bactéria
BLG38. No meio contendo glaten ela apresenta tamanho grande, tipo de
elevacdo achatada, brilho translicido, e cor amarela; enquanto que no meio
contendo lactose seu tamanho € pequeno, tipo de elevacdo ondulada,

transparente e incolor.

Figura 22. Modificagdo de tamanho, formas, elevacédo e bordos das col6nias da
bactéria INPA BLG 38 em meio com gllten ou lactose.
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Tabela 8. Caracterizacéo fenotipica das bactérias em meios com gluten e lactose (a).

Bactéria Crescimento Tamanho Forma Elevacdo Bordos

INPA BLG GLU LAC GLU LAC GLU LAC GLU LAC GLU LAC
01 Rapido Grande Irregular Achatada Lisos Ondulados
02 Rapido Grande Irregular Achatada Lobados
06 Rapido Grande Irregular Circular Achatada Lisos
10 Réapido Grande Pequeno Irregular Circular Achatada Ondulados Lisos
16 Rapido Grande Médio Irregular Circular Elevada Achatada Lisos Lobados
18 Rapido Médio Circular Achatada Lisos
22 Réapido Grande Irregular Elevada Achatada Lobados Ondulados
23 Réapido Médio Grande Circular Elevada Achatada Lobados Lisos
25 Réapido Médio Pequeno Irregular Circular Elevada Achatada Lisos
28 Réapido Grande Irregular Ondulada Achatada Lobados Ondulados
32 Réapido Grande Circular Irregular Achatada. Elevada Lobados
33 Rapido Grande Pequeno Circular Achatada Ondulada Lisos
35 Rapido Grande Médio Circular Ondulada Elevada Lobados Lisos
38 Rapido Grande Pequeno Circular Irregular Ondulada Achatada Lobados Ondulados
40 Rapido Médio Pequeno Circular Ondulada Achatada Lisos
45 Rapido Grande Médio Irregular Elevada Lobados Ondulados
52 Rapido Pequeno Circular Elevada Achatada Lisos
56 Rapido Grande Médio Circular Ondulada Lisos
70 Rapido Grande Médio Circular Achatada Lobados Lisos
73 Réapido Grande Circular Irregular Achatada Lobados Ondulados

Na tabela 9 pdde-se observar que em relacdo a estrutura das colénias, 11 mantiveram as mesmas caracteristicas, enquanto

que 9 modificaram; 3 mantiveram o mesmo brilho, enquanto que 17 modificaram; 6 mantiveram a mesma cor enquanto que 14

modificaram; e 10 mudaram seu aspecto, enquanto que 10 o mantiveram (Figuras 23 e 24).
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Tabela 9. Caracterizacao fenotipica das bactérias em meios com gluten e lactose (b).

Bactéria Estrutura Brilho Cor Aspecto
INPA BLG GLU LAC GLU LAC GLU LAC GLU LAC

01 Rugosa Lisa Opaco Translucido Branca Incolor Membranoso
02 Rugosa Lisa Opaco Translicido Branca Incolor Leitoso Membranoso
06 Lisa Translicido Transparente Verde Incolor Leitoso
10 Rugosa Lisa Translicido Opaco Branca Membranoso Leitoso
16 Lisa Opaco Transparente Branca Incolor Leitoso Membranoso
18 Lisa Opaco Transparente Verde Incolor Leitoso
22 Rugosa Opaco Translicido Verde Azulado Branca Membranoso
23 Rugosa Lisa Opaco Transparente Branca Incolor Leitoso
25 Rugosa Lisa Opaco Transparente Branca Incolor Leitoso Membranoso
28 Lisa Opaco Branca Gelatinoso Membranoso
32 Lisa Opaco Transparente Verde Azulado Incolor Membranoso
33 Lisa Translucido Transparente Amarela Incolor Membranoso
35 Lisa Translicido Verde Branca Membranoso Leitoso
38 Rugosa Lisa Opaco Translicido Branca Membranoso
40 Lisa Translicido Branca Leitoso Membranoso
45 Rugosa Lisa Opaco Transparente Branca Incolor Gelatinoso Membranoso
52 Lisa Opaco Transparente Branca Incolor Leitoso Membranoso
56 Rugosa Lisa Opaco Translicido Branca Leitoso Membranoso
70 Rugosa Opaco Translucido Branca Membranoso
73 Lisa Rugosa Opaco Transparente Branca Incolor Membranoso

Com base nas tabelas 8 e 9, pdde-se observar que o meio de cultura influenciou nas caracteristicas morfolégicas das bactérias.
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Figura 23. Aspectos das colénias da bactéria BLG18 em meios contendo
glaten ou lactose.

Figura 24. Aspectos das colbnias da bactéria BLG35 em meios contendo
gluten ou lactose.

3.5. Teste de catalase

Como as bactérias patogénicas geralmente sdo catalase positivas
(FURTADO, 2010), esse teste visou ajudar na escolha das bactérias que
foram usadas nos testes posteriores. Neste teste, sete bactérias foram
catalase positivas, sendo, portanto, capazes de converter H,O, em agua e
oxigénio gasoso e, treze foram catalase negativas (Tabela 10).
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Tabela 10. Teste de Catalase das Bactérias.

Bactérias INPA Catalase Bactérias Catalase
BLG-01 - BLG-32 +
BLG-02 - BLG-33 -
BLG-06 - BLG-35 +
BLG-10 + BLG-38 -
BLG-16 - BLG-40 +
BLG-18 + BLG-45 -
BLG-22 + BLG-52 -
BLG-23 - BLG-56 -
BLG-25 - BLG-70 +
BLG-28 - BLG-73

3.6. Coloracéao de Gram

No teste de coloracdo de Gram (Tabela 11), 16 bactérias sdo Gram

Negativas e 4 Gram Positivas.

Tabela 11. Teste de Coloracdo de Gram

Bactéria INPA Gram

BLG-01 -
BLG-02 -
BLG-06 -
BLG-10 -
BLG-16 -
BLG-18 -
BLG-22 -
BLG-23
BLG-25
BLG-28
BLG-32 -
BLG-33 -
BLG-35 -
BLG-38 +
BLG-40 -
BLG-45 +
BLG-52 -
BLG-56 -
BLG-70 -
BLG-73 -

+ +

Para os testes posteriores foram selecionadas as bactérias catalase
negativas. A bactéria BLG023 foi descartada para os testes posteriores,
mesmo sendo catalase negativa, pois sua classificacdo taxondémica foi uma
das primeiras a ficar pronta e mostrou que € uma bactéria patogénica. Sendo
assim, dos treze isolados catalase negativos somente doze foram

selecionados para a continuagéo dos experimentos.
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3.7. Caracterizacdo genética dos isolados bacterianos

Com base nos resultados, a classificacdo das 13 bactérias catalase-

negativas se encontra na Tabela 12.

Tabela 12. Classificacdo das bactérias utilizadas no presente estudo

Bactéria Género e espécie (% de similaridade)
INPA BLG 01 Pseudomonas sp. (94 %)
INPA BLG 02 Bacillus sp.(93 %)
INPA BLG 06 Pseudomonas sp. (99 %)
INPA BLG 16 Stenotrophomonas maltophilia (99 %)
INPA BLG 23 Pseudomonas aeruginosa (100 %)
INPA BLG 25 Stenotrophomonas sp. (99 %)
INPA BLG 28 Bacillus sp. (98 %)
INPA BLG 33 Pseudomonas aeruginosa (100 %)
INPA BLG 38 Bacillus sp.(99 %)
INPA BLG 45 Burkholderia sp. (100 %)
INPA BLG 52 Brevibacillus parabrevis (98 %)
INPA BLG 56 Achromobacter sp. (97 %)
INPA BLG 73 Bacillus sp. (100 %)

Das 13 bactérias estudadas, foi possivel identificar somente quatro ao
nivel de espécie, com indices de similaridade variando entre 98 % e 100 %.
Para identificar as demais, sdo necessarios outros testes complementares,
podendo ser classificadas como espécies novas, uma vez que o ambiente
amazobnico é proficuo em diversidades microbianas novas ou ainda
desconhecidas, conforme observado por alguns autores (BONEMAN;
TRIPLETT, 1997; MAGALHAES et al., 1983, 1984; RODRIGUES, 2008;
PEREIRA, 2010).

A classificacdo taxon6mica das bactérias BLGO1 (94 %), BLGO06 (99
%), BLG23 (100 %) e BLG33 (100 %) indicou que estas pertencem ao género
Pseudomonas sp., que constitui a familia denominada Pseudomonadaceae e
caracterizam-se como bacilos gram-negativos retos ou ligeiramente curvos,

aerobios estritos, a maioria das cepas apresenta motilidade por meio de um
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ou mais flagelos polares, s&do facultativos com exigéncias minimas
nutricionais, toleram grandes variagbes de temperatura, podem ser
encontrados em varios ambientes, como plantas, solo, frutas e vegetais
(STANIER, 1969). Produzem um pigmento verde-amarelado fluorescente em
meio B de KING et al. (1954) chamado de piocianina, utilizam glicose e outros
carboidratos oxidativamente e, em geral, sdo citocromo oxidase positivos
(COELHO, 2006; FERRAREZE et al., 2007; WINN et al., 2008).

Do ponto de vista fenotipico, as Pseudomonas eram divididas em dois
diferentes grupos, sendo um deles conhecido pela producdo de pigmentos
fluorescentes sob radiacdo de baixo comprimento de onda ultra violeta (em
torno de 260 nm), e 0 outro grupo, sem a capacidade de producdo desses
pigmentos. Através das técnicas de biologia molecular, por homologia DNA-
rRNA, foi descoberta a heterogeneidade do género Pseudomonas, onde
varios grupos de espécies foram atribuidos a diferentes novos géneros
(MIORANZA et al., 2014; PALLERONI, 2008).

Com as analises comparativas de 16S rDNA é que essa definicao foi
estudada com mais detalhes, onde as Pseudomonas nao fluorescentes poli-§-
hidroxibutirato negativas, associadas com espécies tipo P. aeruginosa e
incluindo P. syringae e espécies afins sao agora incluidos na y-
Proteobacteria. A maioria das Pseudomonas nao fluorescente poli-B-
hidroxibutirato positivas como Acidovorax, Burkholderia e Ralstonia, agora
esta incluida no B-Proteobacteria (YOUNG, 2010).

Muitas espécies do género Pseudomonas sdo conhecidas por
participarem do ciclo do carbono na natureza, uma vez que elas estao entre
0S mais versateis organismos aerdbicos na degradacdo de muitos compostos
organicos de baixo peso molecular. Algumas espécies do género sédo capazes
de produzir compostos metabdlicos interessantes de utilizacdo na
biotecnologia (PALLERONI et al., 1973). As espécies consideradas mais
importantes desse grupo sdo Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas
putida, geralmente estudadas com o objetivo de avaliar a promocao de
crescimento em plantas, e Pseudomonas aeruginosa, considerada patogénica
a animais (COELHO, 2006).

Coelho (2006) e Freitas (1994) avaliaram a influéncia de bactérias

fluorescentes do género Pseudomonas na rizosfera de alface, rucula, salsa e

71



batatas, nas quais observaram o aumento do desenvolvimento das bactérias
e na producéo das plantas. Pseudomonas ja foram encontradas em amostras
de leite recém-obtido e refrigerado em propriedades leiteiras com préticas de
higiene inadequadas (FAGUNDES et al., 2006) e em ovos armazenados em
temperatura ambiente ou refrigerados (MENDES et al., 2014) por apresentar
espécies capazes de produzir enzimas extracelulares resistentes as
temperaturas comumente utilizadas no processamento térmico de leite e
derivados (GRIFFITHS, 1990), o que pode explicar o isolamento dessas
bactérias durante o trabalho.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um patégeno muito comum em
pacientes de unidades de terapia intensiva em hospitais, tendo suas cepas
multirresistentes cada vez mais isoladas das colonizacdes e infecches
epidémicas e endémicas nessas unidades (FERRAREZE et al., 2007;
WOJKOWSKA-MACH et al.,, 2006), aléem da infeccdo de pacientes com
fibrose cistica (SILVA-FILHO et al., 2013). Dados apresentados por
Figueiredo et al. (2007) mostram quantidades elevadas dessa espécie
resistentes a multiplos farmacos, dificuldades nas op¢des de farmacos para
tratamentos combinados e a necessidade de vigilancia individualizada do
perfil de resisténcia em cada instituicdo. Outros trabalhos evidenciam a
capacidade dessa bactéria para uso na biorremediacdo, produzindo
biosurfactantes e degradando querosene e outros componentes do petrdleo
(MOUSSA et al., 2014).

A classificacdo taxonémica das bactérias BLG02 (93 %), BLG28 (98
%), BLG38 (99 %) e BLG73 (100 %) indicou que estas pertencem ao género
Bacillus, que é da familia Bacillaceae, sendo extremamente heterogéneo
tanto geneticamente (0 G + C % das diversas espécies variam de 32 a 69)
quanto fenotipicamente (tipo respiratério, metabolismo dos acucares,
composicdo da parede, etc). Trabalhos citam 265 espécies e 7 subespécies
no género Bacillus spp (EUZEBY, 2001; MINELLI-OLIVEIRA, 2013).

Segundo Gomes (2013), as espécies do género Bacillus sao
bastonetes com extremidades retas ou arredondadas de tamanhos variaveis
(0,5 X 1,2 ym até 2,5 x 10 ym), esporulados, Gram positivos ou Gram
variaveis (coloragdo de Gram ndo € positiva nos cultivos jovens); geralmente

moveis gracgas aos cilios peritriquicos. O B. anthracis e o B. mycoides s&o

72



imoveis. Nas espécies moveis, a motilidade é variavel, segundo a linhagem.
Algumas espécies sdo capsuladas (B. anthracis, B. licheniformis, B.
megaterium e B.subtilis podem elaborar capsula formada de polimeros de
acido glutamico); aerobios ou anaerobios; geralmente catalase positivos; sao
variaveis ao teste da oxidase.

O cultivo desses microrganismos pode ser dificil, pelo fato de algumas
espécies exigirem inumeros fatores de crescimento; aspecto colonial no agar
e variavel e o fenbmeno de dissociacdo € frequente. Sao bactérias com
formato de bastonetes, sendo em geral patogénicas para os seres humanos e
demais mamiferos, como € o caso do Bacillus anthracis, causador do antraz.
O Bacillus cereus causa gastroenterites e outras infeccées (GOMES, 2013).
Todas as espécies pertencentes ao género Bacillus produzem enddsporos e
muitos produzem toxinas. A palavra bacilo, de uma forma mais geral, também
pode ser usada para designar bactérias em forma de bastonetes, nao
necessariamente pertencentes ao género Bacillus (GOMES, 2013; MINELLI-
OLIVEIRA, 2013). Do ponto de vista biotecnologico, o género Bacillus € um
dos mais importantes e investigados grupos de bactérias produtoras de
amilase e outras enzimas comerciais (MINELLI-OLIVEIRA, 2013; PANDEY et
al., 2000).

A bactéria BLG52 apresentou 98 % de semelhanca com Brevibacillus
parabrevis. O género Brevibacillus foi estabelecido em 1996, devido a uma
reclassificacdo genética de cepas anteriormente chamadas de Bacillus brevis
junto com nove outras espécies (SHIDA et al.,1996), atualmente incluindo 20
espécies (PANDA et al., 2014). E um género fenotipicamente grande,
podendo ser gram-positivas ou gram-variaveis de acordo com o meio de
cultura ou condi¢Bes experimentais, aerdbicos, anaerdbios facultativos, em
forma de haste, podendo ser encontrados em ambientes terrestres, aquaticos
e em insetos e animais (NICHOLSON, 2002; PANDA et al., 2014).

Esse género inclui uma elevada diversidade de espécies termofilicas,
psicroéfilas, aciddéfilas e outras que utilizam uma grande variedade de fontes de
carbono para seu crescimento. S&o muito utilizados na biotecnologia para a
producdo de proteinas recombinantes, biodegradacdo, agente de controle
biolégico, producédo de exopolissacarideos, aumento de vida de prateleira de

produtos lacteos fermentados, oxidase de aldeidos, producdo de dipeptidase,
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amidase e gelatinase e hidrolase de sais biliares (PANDA et al., 2014).
Pramila et al. (2012) estudaram a possibilidade de uso da espécie
Brevibacillus parabrevis na biodegradacéao de polietileno de baixa densidade,
obtendo resultados que chegaram perto de degradar completamente esse
material. Outro estudo realizado com essa espécie foi 0 de Khambhala et al.
(2016) para a producdo e estabilidade térmica de celulase.

A classificagdo taxonémica da bactéria BLG25 indicou que esta
pertence ao género Stenotrophomonas, que é um género de bactérias
bacilares, gram negativas, aerdbicas, ndo fermentadoras, que crescem bem
em &gar MacConkey (PALLERONI; BRADBURY, 1993). Atualmente possui
uma Uunica espécie, que € a Stenotrophomonas maltophilia (JULIET,;
FERNANDEZ, 2006; RODRIGUES et al.,, 2011), o que indica que essa
bactéria pode ser uma Stenotrophomonas maltophilia, ndo excluindo a
possibilidade de ser uma espécie nova.

A BLG16 possui 99 % de similaridade com Stenotrophomonas
maltophilia, que estd presente em varios ambientes (dgua, solo, plantas,
alimentos e em hospitais), conhecido antigamente como Pseudomonas
maltophilia e mais tarde como Xanthomonas maltophilia, que vem crescendo
como um patégeno oportunista. Apresenta uma resisténcia intrinseca e
adquirida a uma grande variedade de agentes antimicrobianos, possuindo
poucas opcoes de tratamento (BROOKE, 2012; GRACIA-PAEZ et al., 2013;
HUGH; GILARD, 1980; NICODEMO; GARCIA-PAEZ, 2007). Esta associado a
um amplo espectro de sindromes clinicas como pneumonia, infeccdo da
corrente sanguinea, infeccbes de pele e do trato urinario, endocardite,
meningite entre outras (SENOL, 2004) e vem sendo muito estudado para
seguranca hospitalar (GARCIA-PAEZ et al., 2013; NICODEMO; GARCIA-
PAEZ, 2007; NYC; MATELKOVA, 2010; RODRIGUES et al., 2011).

A BLG56 apresentou 97% de similaridade com o género
Achromobacter sp. O género Achromobacter é um dos 19 géneros
pertencentes a familia Alcaligenaceae, na classe proteobactérias beta e,
atualmente, compreende 15 espécies, algumas sendo patogénicas a
humanos (BLUMEL et al., 2001; GOMILA et al., 2014). Trabalhos como os
realizados por Gomila et al. (2014) e Spilker et al. (2013) visam o estudo

desse género como patdgeno humano, suas formas de identificacdo e
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possiveis tratamentos. Outros trabalhos realizados por Berekaa et al. (2005) e
Jin et al. (2015) utilizaram bactérias do género para avaliar suas capacidades
em biodegradar borracha natural e DBP (di-n-Butil Phthalic — éster de &cido
ftalico), respectivamente, e apresentaram resultados positivos para ambos
componentes.

As analises fenotipicas tradicionais tém sido consideradas inadequadas
para a identificacdo confiavel de espécies de Achromobacter, com o
sequenciamento por 16S rRNA também n&o gerando uma delimitacao
definitiva de espécies bacterianas desse género (GOMILA et al., 2014;
STACKEBRANDT et al., 2002). Devido a este fator, provavelmente, nao foi
possivel chegar a uma identificacdo em nivel de espécie desse isolado.

A bactéria BLG45 foi identificada como sendo do género Burkholderia
sp., que é formado por bacilos retos gram-negativos ndo fermentadores,
pertencente a familia Burkholderiaceae, e inclui cerca de 40 espécies
descritas (MORAES, 2014; SAVOIA; ZUCCA, 2007; WIKIPEDIA, 2017,
acessado dia 02/08/2017).

As bactérias desse género exibem uma enorme versatilidade
metabdlica, permitindo sua adaptacdo a varios ambientes (CHIARINI et al.,
2006) e podem ocupar uma grande diversidade de nichos ecolégicos naturais
ou artificiais, podendo ser isoladas em solos, plantas, animais, humanos e
ambiente nosocomial, onde se revelou um emergente patbgeno oportunista
(GOLDMAN; KLINGER, 1986; MORAES, 2014).

Algumas espécies sao de grande interesse agricola e biotecnolégico de
industrias que almejam a biorremediacédo e o biocontrole (SAVOIA; ZUCCA,
2001). Seu potencial como agente promotor de crescimento em plantacfes de
diversas culturas € opcao para uma diversidade de pesticidas e fertilizantes
quimicos e também como agentes de biorremediacdo, por serem capazes de
degradar compostos existentes em alguns pesticidas e herbicidas utilizados
rotineiramente (KILBANE et al.,, 1983; MORAES, 2014). Entretanto, a sua
capacidade de causar infec¢cdes em seres humanos também colocou algumas
dessas espécies no grupo de patdbgenos humanos oportunistas, atingindo
principalmente pacientes com fibrose cistica (FC), pacientes com doenca
granulomatosa crénica (DGC), imunodeprimidos e internos em tratamentos
intensivos (BERRIATUA et al., 2001).
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Em 1950, William Burkholder descreveu uma bactéria que causava
podriddo em alidceas a chamando de cepacia, nome derivado de cebola
(Allium cepa) que posteriormente ficou conhecida como Pseudomonas
cepacia, um patdogeno de plantas (MADIGAN et al., 2004). Também foi
descrito como um patégeno humano que causava endocardite bacteriana.

Com o avanco da biologia molecular foi possivel a realizacdo da
analise taxonémica molecular de cepas dessa espécie de Pseudomonas,
ocasionando a descoberta do género Burkholderia, sendo a espécie B.
cepacia considerada espécie tipo deste novo género (YABUUCHI et al.,
1992). Mais tarde, estudos de taxonomia polifasica revelaram que B. cepacea
nao era uma unica espécie, constituindo um “complexo” composto de novas
espécies similares fenotipicamente, chamadas de genomovares (VANDAMME
et al., 2002).

4. Conclusoes

Foram isoladas 75 bactérias dos 10 tipos de queijo e 10 tipos de iogurtes
usados para os testes.

Todas as 75 bactérias apresentaram elevado crescimento nas primeiras
24 horas de avaliacdo em ambos os meios de cultura testados (gluten ou
lactose).

Das 75 bactérias testadas, 61 apresentaram formacdo de halo de
degradacdo em meio contendo glaten.

Pelo indice de Degradacdo de Gliten (IDG), das 61 bactérias avaliadas,

22 n&o apresentaram IDG durante o teste, 30 apresentaram IDG’s
considerados baixos, 9 IDG’s foram considerados médios e nenhuma
apresentou IDG considerado alto.

A fonte de carbono do meio de cultura (glaten ou lactose) influenciou as
caracteristicas morfologicas das colénias das 20 bactérias selecionadas como
as melhores.

No teste de coloracdo de Gram, 16 bactérias foram Gram Negativas e

4 Gram Positivas.
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No teste de catalase, sete bactérias foram catalase positivas e 13
foram catalase negativas.

Das 13 bactérias usadas na caracterizacdo genética, foi possivel
identificar somente quatro ao nivel de espécie. Quatro isolados sdo do género
Pseudomonas sp., quatro do género Bacillus sp., duas do género
Stenotrophomonas sp., uma do género Brevibacillus sp., uma do género
Achromobacter sp. e uma do género Burkholderia sp.

Das 13 bactérias selecionadas, a BLG16, BLG23, BLG25 e BLG33 sao
consideradas patogénicas aos animais.

As bactérias BLGO1. BLG02, BLG06, BLG28, BLG38, BLG45, BLG52,
BLG56 e BLG73 sédo de géneros ja estudados para uso biotecnoldgico, mas

nao se descarta a possibilidade de serem patogénicas.
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CAPITULO 2;
Crescimento das bactérias em meios de cultura contendo

lactose ou gluten como fontes de carbono
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Resumo

A intolerancia a lactose e ao glaten sdo duas anomalias que ocorrem em
parte da populagdo humana, que podem ser minimizadas ou solucionadas por
microrganismos capazes de produzirem as enzimas que degradam esses dois
componentes alimenticios. Com o objetivo de avaliar doze bactérias
selecionadas de testes anteriores, foram realizados experimentos de
laboratorio em meio liquido contendo lactose ou gluten como fonte de carbono
em pH’s de 2,3 (semelhante ao do estdmago) e 8,0 (semelhante ao dos
intestinos) nas temperaturas de 37 °C e 55 °C. As bactérias utilizadas foram:
BLGO1 (Pseudomonas sp.), BLG0O2 (Bacillus sp.), BLGO6 (Pseudomonas sp.),
BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia), BLG25 (Stenotrophomonas sp.),
BLG28 (Bacillus sp.), BLG33 (Pseudomonas aeruginosa), BLG38 (Bacillus
sp.), BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56
(Achromobacter sp.) e BLG73 (Bacillus sp.). As doze bactérias mostraram
potencial para serem usadas como probidticas (ap6s confirmacdo de nao
patogenicidade) ou como supridoras de enzimas capazes de degradarem a
lactose e o gluten. Todas as bactérias mostraram sensibilidade a acidez
equivalente a do estbmago e a alcalinidade equivalente a dos intestinos
humanos. Essa bipolaridade acidez/alcalinidade pode ser um mecanismo de
defesa do organismo humano contra a acdo de bactérias patogénicas ou
indesejaveis. Para que bactérias desejaveis sejam utilizadas como
probioticas, elas precisam ser ingeridas em altas concentracdes. A maioria
das bactérias mostrou menos sensibilidade a acidez do estdmago (pH 2,3) no
meio contendo gluten do que em lactose. Nas condi¢cdes de alcalinidade (pH
8,0) ndo houve tanta diferenca no crescimento das bactérias entre os dois
meios de cultura. Das doze bactérias testadas, as com maiores potenciais de
utilizacdo como probidticas, desde que comprovadamente ndo sejam
patogénicas, sdo as BLG28 (Bacillus sp.), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45
(Burkholderia sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter
sp.) e BLG73 (Bacillus sp.) por fazerem parte de géneros com pouca
possibilidade de patogenicidade e por apresentarem crescimento positivo nas
duas primeiras horas em pH 2,3, semelhante ao do estdbmago. O uso de pH
2,3 ou 8,0 a uma temperatura de 55 °C pode servir para diminuir as
possibilidades de contaminacfes de bactérias indesejaveis no processo de
producéo industrial de probidticos.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano, intolerancia a lactose, doenca

celiaca.
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Abstract

Lactose and gluten intolerance are two anomalies that occur in part of the
human population, which can be minimized or solved by microorganisms
capable of producing the enzymes that degrade these two food components.
In order to evaluate twelve bacteria selected from previous tests, laboratory
experiments were performed in a liquid medium containing lactose or gluten
as a source of carbon at pH of 2.3 (similar to that of the stomach) and 8.0
(similar to that of the intestines) at temperatures of 37 ° C and 55 ° C. The
bacteria used were BLGO01 (Pseudomonas sp.), BLG02 (Bacillus sp.), BLG06
(Pseudomonas sp.), BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia), BLG25
(Stenotrophomonas sp.), BLG28), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia
sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) and
BLG73 (Bacillus sp.). The twelve bacteria showed potential to be used as
probiotics (after confirmation of non-pathogenicity) or as suppliers of enzymes
capable of degrading lactose and gluten. All bacteria showed sensitivity to
acidity equivalent to that of the stomach and alkalinity equivalent to that of the
human intestines. This acidity / alkalinity bipolarity can be a defense
mechanism of the human organism against the action of pathogenic or
undesirable bacteria. For desirable bacteria to be used as probiotics, they
need to be ingested at high concentrations. Most bacteria showed less
sensitivity to acidity of the stomach (pH 2.3) in the medium containing gluten
than in lactose. At alkalinity conditions (pH 8.0), there was not as much
difference in the growth of bacteria between the two culture media. From the
12 bacteria tested, those with the highest potential for use as probiotics, if not
pathogenics, are BLG28 (Bacillus sp.), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45
(Burkholderia sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter
sp.) and BLG73 (Bacillus sp.) because they are part of genera with little
possibility of pathogenicity and because they present positive growth in the
first two hours at pH 2.3, similar to that of the stomach. The use of pH 2.3 or
8.0 at a temperature of 55 ° C may serve to decrease the chances of
contamination of undesirable bacteria in the industrial production process of
probiotics.

Key words: Microbial metabolism, lactose intolerance, celiac disease.
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1. Introducao

A lactose (Galactose B-1,4 glucose) € o carboidrato caracteristico do
leite, sendo o constituinte predominante e menos variavel da sua matéria
seca. E o mais importante em quantidade dos sélidos ndo graxos (ALMEIDA,
2008; VEISSEYRE, 1988). E um dissacarideo redutor sintetizado nas células
alveolares das glandulas mamaérias, formado por dois monossacarideos, uma
molécula de a-d-glicose e uma de B-d-galactose, sendo um dos componentes
quase que exclusivos do leite (5 % da composicdo molecular) e tem como
principal funcdo, melhorar a absorcao de calcio, ferro e fosforo (BARBOSA;
ANDREAZZI, 2010; CARMINATTI, 2001; PERATI et al., 2014; VOGEL, 2000).

Apesar de sua importancia na alimentacdo humana, parte da
populacdo mundial apresenta intolerancia a esse carboidrato, sendo
necessario o uso da lactase para degrada-lo antes do consumo (RICHMOND
et al.,, 1981). Entre as fontes produtoras dessa enzima se encontram
microrganismos, que pode entdo ser usados para essa finalidade (DE
GRAAF; VENEMA, 2007; EGERT et al., 2007; HE et al., 2008; LOMER et al.,
2007).

Gluten de trigo é um termo geral para as proteinas da farinha de trigo
pouco soliveis em agua. De um ponto de vista bioquimico, o glaten é uma
mistura de quatro tipos de proteinas: albuminas, globulinas, gliadinas e
gluteninas. As albuminas e globulinas sdo aproximadamente 15 % das
proteinas. Os restantes 85 % correspondem as proteinas monomérica e
polimérica, denominadas gliadina e glutenina (Figura 10), dos quais 40 % séo
gliadinas (PALMU, 2003).

A importdncia do glaten na industria alimenticia deve-se as
propriedades das suas proteinas. Estas desempenham um papel fundamental
na determinacdo da qualidade do trigo, especialmente no cozimento, ao
conferir capacidade de absor¢cdo da &agua, retencdo de gas, coesividade,
viscosidade e elasticidade a massa (MEIRINHO, 2009). Est4 presente em
cereais como o trigo, o centeio, a cevada e a aveia (HILL et al., 2005).

A doenca celiaca, também conhecida como enteropatia sensivel ao
gluten, € uma doenca intestinal inflamatoria crénica, autoimune permanente,

que se manifesta em individuos com predisposicdo genética através da
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ingestdo de prolaminas (MEIRINHO, 2009; MORON et al., 2009). E causada
por uma intolerancia permanente ao glaten (HILL et al., 2005). A fracao téxica
do gluten é a gliadina, sendo esta a responsavel pelas manifestacdes clinicas
da doenca (MCGOUGH; CUMMINGS, 2005). Tem prevaléncia entre 0,5-1,0
% da populacdo mundial, mas entre os pacientes diabéticos é maior, variando
entre 2,2 % e 13,8 % (3,4), com uma média de 4,1 % nos paises europeus
(MONT-SERRAT et al., 2008).

O tratamento deve ser realizado tanto em pacientes sintomaticos
guanto nos assintomaticos com alteragdes histologicas, sendo que na maioria
dos casos os sintomas desaparecem. A substituicAo dos alimentos com
gluten geralmente é realizada usando milho, fubd, arroz, batata, mandioca,
polvilho doce e azedo (derivados da fécula da mandioca), soja e suas farinhas
(SILVA, 2010a).

Microrganismos produzem uma vasta diversidade enzimética, podendo
ser usados como probidticos para a degradacdo do gluten e da lactose no
sistema digestério ou, no caso de ndao comporem a flora intestinal ou por
serem patogénicos aos seres humanos, serem fontes de proteases e lactases
que degradam esses componentes presentes em diferentes alimentos. Com
isso, a ingestdo de alimentos contendo o gliten e/ou lactose passa a ser mais
eficiente, resultando em maior biodigestibilidade e diminuindo ou eliminando
seu efeito nocivo.

Essa possibilidade existe devido a alta diversidade enzimatica e
capacidade dos microrganismos em adaptar-se a ambientes extremos como
pH, temperatura, pressédo e concentracao de sal diferentes dos padrées para
a maioria dos seres vivos (LASA; BERENGER, 1993). A temperatura é o que
mais influencia a funcdo das biomoléculas e a manutengdo das estruturas
biolégicas (MADIGAN; OREN, 1999).

Estudos usando microrganismos para amenizar os efeitos da doenca
Celiaca ja estdo sendo realizados. Um exemplo é o artigo de Di Cagno et al.
(2002) em que bactérias lacticas foram utilizadas na hidrélise de proteinas,
incluindo uma que é toxica para os celiacos, e verificaram resultados
positivos. Outros exemplos sdo os trabalhos de Auricchio et al. (1984) e
Picarelli et al. (1999), nos quais foram realizados testes para facilitar a

identificacdo de peptideos toxicos e estimar sua danificacdo sobre o intestino
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de pessoas celiacas, além do efeito de acido latico produzidas por bactérias
laticas sobre esses peptideos.

Visando obter bactérias e enzimas capazes de degradar a lactose e o
gliten, essa pesquisa teve como objetivo, testar as habilidades de 12
bactérias em crescerem sob a temperatura corporal humana (37 °C) e em 55
°C (para producédo industrial, onde altas temperaturas sdo desejaveis por
dificultarem a presenga de microrganismos oportunistas termoéfobos) e, sob
pH’s encontrados no estdmago (acido, 2,3) e intestinos (alcalino, 8,0), além

de um pH proximo a neutralidade para comparacao (6,5).

2. Material e Métodos
2.1. Crescimento bacteriano em meios liquidos contendo lactose e ou

gluten em diferentes pH’'s e temperaturas

Com o objetivo de verificar a curva de crescimento e producdo de
metabdlitos degradadores de lactose e de gluten, as 12 bactérias que foram
catalase-negativas no capitulo 1 foram testadas quanto ao crescimento em
meio liquido contendo lactose ou glaten como fonte de carbono: 1 %
lactose/glaten, 0,5 g K;HPO4, 0,2 g MgSO,4, 0,1 g NaCl, 0,5 g extrato de
levedura em 1 L de agua destilada.

Um volume de 50 mL do meio foi adicionado em Erlenmeyers com
capacidade de 125 mL e esterilizados a 120 °C por 40 min. Apés o
esfriamento, cada um dos microrganismos foi inoculado e colocado em
agitador constante sob uma temperatura de 37 °C.

Apébs o crescimento, foi feita a padronizacao da quantidade de células
bacterianas para 10° bactérias.mL™ de cada isolado utilizando a camara de
Neubauer, colocadas em Erlenmeyers contendo 50 mL do meio de cultura
com lactose ou glaten em cada pH estipulado: 2,3, 6,5 e 8,0.

Uma aliquota de 1 mL do caldo foi retirada na hora do inéculo e ao
longo do tempo sob as duas temperaturas (37 °C e 55° C) e meios diferentes
(lactose e glaten). Foi feita a leitura da absorbancia em placas de Elisa no
comprimento de onda de 595 nm. Também foi feita a contagem de células

pela cdmara de Neubauer. Todas as andlises foram feitas com 4 repeticdes.
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Foram realizados dois experimentos em meio contendo gluten, sendo
um testando duas concentracdes de células (10° e 10".mL™) em pH 2,3, tendo
como base, suas sensibilidades a esse pH nos testes anteriores com lactose
e, outro usando uma concentracdo de 10° células.mL™ no pH 8,0. A premissa
usada nesses experimentos foi imaginar a possibilidade de usa-las como
probiéticas, caso se confirmem como ndo patogénicas em testes posteriores.
A ingestdo de maiores concentracfes dessas bactérias pode resultar em
maiores numeros de células vivas a passarem pelo estbmago, esperando que
pelo menos 10°.mL™* cheguem aos intestinos como elas se comportam nessa

parte do sistema digestério.

3. Resultados e discussao

O crescimento bacteriano € um processo complexo que envolve um
grande numero de reac¢des anabdlicas (sintese de constituintes celulares e
metabodlitos) e catabdlicas (desagregacdo de constituintes celulares e
metabdlitos) (MAIER, 2008).

Pode-se observar na tabela 13 que as bactérias se mostraram mais
sensiveis a acidez do que a alcalinidade dos meios de cultura.

Nos meios com o pH 2,3, que é similar ao do estbmago humano, a
maioria das bactérias cresceu melhor no meio contendo gliten como fonte de
carbono, exceto a BLG25, BLG28, BLG38, BLG45 e BLG73, que
apresentaram crescimentos semelhantes nos dois meios.

Nos meios com o pH 8,0, semelhante aos dos intestinos humanos, nao
houve tanta diferenca entre os meios contendo lactose ou gluten.

No meio com pH 8,0, quatro das doze bactérias se adaptaram melhor
em meio contendo gluten (BLGO1, BLG28, BLG38 e BLG52), cinco em meio
contendo lactose (BLG02, BLG06, BLG16, BLG25 e BLG56) e trés (BLG33,
BLGA45 e BLG73) apresentaram crescimento semelhante em ambas as fontes

de carbono.
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Tabela 13. Crescimento das bactérias em meio contendo lactose e glaten a
temperatura de 37 °C e dois pH’s.

Bactérias INPA pH 2,3 pH 8,0 Médias
gerais

Lactose’ Glaten” Médias Lactose” Gliten’  Médias

-------------------- 10° células.mL™

BLGO1 4,0 20,0 12,0b 386,8 547,3 467,1b 239B
(Pseudomonas sp.)

BLGO02 (Bacillus 4,2 27,0 156D 1243,7 940,8 1092,2ab 554B
sp.)

BLGO6 4.4 16,0 103b 684,7 206,7 4457b  228B
(Pseudomonas sp.)

BLG16 (S. 4,3 140,0 719b 1248,3 5405 894,4ab 483B
maltophilia)

BLG25 4,2 8,0 6,1b 437,5 2815 359,5b 183B
(Stenotrophomonas

sp.)

BLG28 (Bacillus 4,0 5,0 4,7b 293,7 858,8 576,2b 290B
sp.)

BLG33 (P. 4,6 1373,0 689a 2834,3 2541,7 2688,0a 1688 A
aeruginosa)

BLG38 (Bacillus 4,0 4,0 42b 439,3 524,2 481,8b 243B
sp.)

BLG45 4,0 4,0 41b 406,5 473,3 4399 b 222 B
(Burkholderia sp.)

BLG52 3,8 112,0 579b 379,3 599,3 489,3b 274B
(Brevibacillus

parabrevis)

BLG56 3,7 100,0 52,0b 433,3 2432 338,2b 195B
(Achromobacter

sp.)

BLG73 (Bacillus 3,8 5,0 46 b 514,8 5457 530,2b 267B
sp.)

Médias 4,1 bB 151,3 bA 775,2aA  691,9 aA

De um modo geral, a bactéria com maior concentracdo de células em
ambos os meios de cultura foi a BLG33 (P. aeruginosa), com 1688,4 x 10°
célulasmL? e as com menores crescimentos foram a BLG25
(Stenotrophomonas sp.) com 182,8 x 10° célulasmL e a BLG56

(Achromobacter sp.) com 195,0 x 10° células.mL™.
3.1. Crescimento das bactérias em meio liquido contendo lactose

Essa parte do trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade das
doze bactérias em degradarem a lactose, visando proporcionar alternativas

microbiolégicas para minimizar ou solucionar o problema das pessoas que

possuem intolerancia a esse carboidrato.
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Na tabela 14 observa-se que sob um pH 6,5, nas primeiras 4 horas de
crescimento, a bactéria BLGO02 foi a Unica que apresentou crescimento celular
acima de 100 x 10° células.mL™, sendo superior a quase quatro vezes a
segunda com maior crescimento (INPA BLG 38) e 15 vezes ao da com menor
crescimento (BLG 33). Esse maior crescimento inicial demonstra uma maior
adaptacdo as condi¢cdes do meio de cultura para degradar a lactose. Essa
caracteristica de melhor performance microbiana ja foi observada por diversos
autores em situacbes de meios diferentes, bem como pH’s e temperaturas
diferentes (HARA; OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA; MAGALHAES, 1999), o que
0s levou a considerar essa caracteristica resiliente inicial como uma qualidade

altamente desejavel quando se pretende selecionar os melhores.

Tabela 14. Crescimento das bactérias em meio contendo lactose na
temperatura de 37 °C e pH 6,5.

Horas
Bactéria 0 4 8 12 24 28 Médias
INPA e R T N 1 e —
BLGO1 (Pseudomonassp.) 1D 26C 156 B 118BC 268 A 242 A 135i
BLGO2 (Bacillus sp.) 1E 232D 526 C 938B 2037 A 2054 A 965 d
BLGO6 (Pseudomonassp.) 1F 29E 184D 716 C 6412B 6956 A 2383b
BLG16 (S. maltophilia) 1E 51D 307 C 587 B 1046 B 1041 A 505 f
BLG25 (Stenotrophomonas 1D  41C 187 B 216 B 514 A 512 A 2459
sp.)
BLG28 (Bacillus sp.) 1E 42D 316 C 574 B 550 A 654 BC 356 f
BLG33 (P. aeruginosa) 1E 15C 502C 3912B 5919A 5537A 2648a
BLG38 (Bacillus sp.) 1C 86B 312B 327B 291 A 995 A 335¢g
BLG45 (Burkholderia sp.) 1E 36D 172 BC 369 B 454 C 529 A 260 h
BLG52 (Brevibacillus 1F 19E 82D 138 C 891 A 641 B 295¢
parabrevis)
BLG56 (Achromaobacter 1E 55D 312C 659B 1306 A 1297 A 605 e
sp.)
BLG73 (Bacillus sp.) 1E 20D 309 C 762B 4475A 4537A 1684c
Médias 1E 54D 280 C 776 B 2013 A 2083 A

Obs. Médias com as mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

No entanto, ndo se pode ignorar a capacidade das bactérias em se
reproduzirem no meio de cultura ao longo do tempo, apds essa adaptacao
inicial. Essas diferencas s&o observadas dentro de todos os tempos de
avaliacdo, com as maiores concentragcdes sendo encontradas as 24 e 28
horas de crescimento.

Quando se observa o crescimento médio das bactérias ao longo de 28
horas, pode-se notar que as INPA BLG 33 e BLG 06, classificadas como
Pseudomonas, foram as que apresentaram as maiores concentracoes

médias, respectivamente 3177 e 2859 UFC por mL, principalmente devido as
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suas maiores concentracfes as 24 e 28 horas de crescimento. Isso denota
um maior aproveitamento dessas duas bactérias em usarem o meio de
cultura, em pH 6,5 e a lactose para seus crescimentos celulares,
caracteristica essa, ja observada na literatura e usada na selecdo dos
melhores microrganismos para diferentes finalidades (CHAGAS JR et al.,
2010; HARA; OLIVEIRA, 2005). A bactéria INPA BLG 01 por outro lado, foi a
que apresentou menores concentracdes durante o periodo de avaliagéo,
indicando maior dificuldade de usar a lactose para seu crescimento mesmo
em um pH préximo a neutralidade e mais adequado para o crescimento da
maioria dos microrganismos encontrados em alimentos (DOOLEY;
ROBERTS, 2000).

N&do houve uma relacdo entre os géneros dessas bactérias e suas
habilidades em crescerem nesse meio de cultura e nesse pH, pois as
diferentes espécies elou estirpes de Pseudomonas e Bacillus mostraram
crescimentos variaveis nessas condi¢cdes experimentais.

As figuras a seguir mostram as curvas de crescimento celular no
comprimento de onda de 595 nm das 12 bactérias estudadas quando
cultivadas na temperatura de 37 °C e pH'’s 2,3, 6,5 e 8,0. Todos os graficos
possuem desvio padrdo. Neles pode-se observar que tanto o pH 2,3 quanto o
pH 8,0 foram limitantes para o crescimento das células bacterianas das doze
bactérias quando comparados com o crescimento em um pH controle (6,5),
mais adequado para seus crescimentos. Essa dificuldade em crescer sob um
pH acido semelhante ao do estdtmago humano e um alcalino semelhante ao
do nosso intestino mostra o quanto é importante a acidez estomacal e a
alcalinidade intestinal para a salude humana, pois a maioria dessas bactérias
apresenta potencial para serem patogénicas (COELHO, 2006; FERRAREZE
et al., 2007; GOMES, 2013; NEVES et al.,, 2011) e suas sensibilidades a
esses dois pHs garante que ndo cresgam com facilidade em nosso trato
digestorio com facilidade ao ponto de causarem danos a nossa saude, exceto
se forem ingeridas em altas concentragfes. As poucas bactérias que por
ventura estiverem em alimentos e que conseguem sobreviver a acidez do
estbmago, ao passarem para o intestino diminuem drasticamente e essas

duas reducdes simultaneas reduzem seus potenciais patogénicos ao ponto de
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nao causarem sequelas ao ser humano se ingeridas com concentracdes
normalmente acima das encontradas nos alimentos.

O fato das trés Pseudomonas estudadas serem altamente sensiveis ao pH
acido semelhante ao do nosso estdmago e também, em néo crescerem nesse
ambiente ao longo do tempo (Figura 25, 26 e 27), € uma garantia de que
dificilmente alcancardo os intestinos em concentragbes que possam causar
sequelas. Caso passem para os intestinos, elas tém condi¢cdes de crescerem
ao longo do tempo nesse ambiente. No entanto, ao contrario de um ambiente
sem competicdo asséptico do meio de cultura, nos intestinos elas vao
encontrar uma microflora altamente competitiva e até antagbnica a elas,

criando barreiras que limitam seus crescimentos nessa parte do corpo

humano.
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Figura 25. Curva de crescimento de células das bactérias BLGO1 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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Figura 26. Curva de crescimento de células das bactérias BLG06 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.

Keskin e Ekmek¢i (2008), constataram que as Pseudomonas
aeruginosa, como a BLG33 (Figura 27), sdo capazes de crescer em meios
com pHs acima de 6,0, mas ndo em pH 5,0, bem acima dos 2,3 do presente

estudo e semelhante ao encontrado no estdbmago humano.

BLG33 (Pseudomonas aeruginosa)
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Figura 27. Curva de crescimento de células das bactérias BLG33 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.

Essa alta sensibilidade das pseudomonas ao pH semelhante ao
encontrado no estbmago garante que ao entrar no intestino suas populacdes
estariam debilitadas ao ponto de ndo causarem danos severos a nossa
saude, o que poderia explicar que suas presen¢as nos queijos ndo é um
problema de seguranca alimentar como poderia se supor. Esse raciocinio é
valido apenas no caso de se comprovar que as trés bactérias sdo patogénicas
ao ser humano, principalmente a Pseudomonas aeruginosa (BLG33), pelo
seu historico de causar mortes de seres humanos, em particular, de
individuos debilitados em condi¢cdes hospitalares (NEVES et al., 2011). As
outras duas Pseudomonas spp. tém menores possibilidades de serem
patogénicas, aumentando seus potenciais de uso como probidticos se essa
patogenicidade nao existir. A BLG 06 (Figura 26) apresenta um maior

7

potencial de utilizagdo, pois é menos sensivel ao pH alcalino do intestino,
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bastando para isso, ser ingerida em altas concentracdes para que mais
células sobrevivam ao pH &cido do estébmago.

Apesar de ndo poder recomenda-las, a principio, como probioticos, até
gue se comprove ndo serem patogénicas ao ser humano e demais animais,
ndo se exclui a utilizacdo dos seus potenciais enzimaticos capazes de
degradar a lactose e o glaten, cujas presencas em alimentos causam
problemas de saude a parte da populacdo mundial intolerante a esses dois
componentes alimenticios (COELHO, 2006; MENDES et al., 2014; PANDEY
et al., 2000).

O mesmo raciocinio pode ser usado com as duas Stenotrophomonas
(Figuras 28 e 29), a Burkholderia sp. (Figura 30) e a Achromobacter sp.
(Figura 31) encontradas nos alimentos estudados. Dessas, a Unica que
apresentou algum crescimento populacional elevado no meio acido foi a BLG
25 (Stenotrophomonas sp.) nas primeiras horas de incubacédo. Esses trés
géneros de bactérias possuem tanto espécies e estirpes patogénicas como
nao patogénicas aos seres humanos (BERRIATUA et al., 2001; GRACIA-
PAEZ, 2007; MORAES, 2014; RODRIGUES et al., 2011; SAVOIA; ZUCCA,
2001) e estudos posteriores devem ser realizados para verificar se elas
podem ser usadas como probiéticos na alimentacdo humana e/ou de outros
animais. Dessas, as com maiores potenciais sdo as Stenotrophomonas
maltophilla e a Burkholderia sp, por mostrarem melhores crescimentos no
meio com pH 8,0, semelhante ao dos nossos intestinos. Para colonizarem
essa parte do sistema digestorio, precisariam ser ingeridas em grandes
concentracfes para que parte das células consigam sobreviver no estbmago

no curto espaco de tempo antes de se alojarem nos intestinos.
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BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia)
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Figura 28. Curva de crescimento de células das
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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Figura 29. Curva de crescimento de células das bactérias BLG25 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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Figura 30. Curva de crescimento de células das bactérias BLG45 na

temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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BLG56 (Achromobacter sp.)
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Figura 31. Curva de crescimento de células das bactérias

temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.

BLG56 na

O crescimento da BLG52 (Brevibacillus parabrevis) nos meios com

diferentes pHs (Figura 32), apresenou baixo crescimento no meio contendo

lactose como fonte de carbono nas primeiras 10 horas de crescimento,

independente dos seus pHs, sendo sensivel ao pH 2,3, crescendo nos meios

com pHs 6,5 e 8,0, mas mostrando-se mais adaptada ao pH 6,5. O apice de

crescimento nesse meio ocorreu com 24 horas de incubagdo. Caso néo seja

patogénica, precisaria ser ingerida em grandes concentracdes e levaria um

tempo maior para se desenvolver no pH 8,0 dos intestinos. A sua utilizacao

em potencial seria isolar suas lactases para serem ingeridas ou entéo,

adicionadas em alimentos contendo lactose (PANDA et al., 2014).
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Figura 32. Curva de crescimento de células da bactéria BLG52 na

temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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Esse género inclui uma grande diversidade de espécies que utilizam
uma grande variedade de fontes de carbono para seu crescimento. S&0 muito
utilizados na biotecnologia para a producdo de proteinas recombinantes,
biodegradacédo, agente de controle biolégico, aumento de vida de prateleira
de produtos lacteos fermentados, oxidase de aldeidos, producdo de
dipeptidase, amidase e gelatinase e outros (PANDA et al., 2014). Pramila et
al. (2012) estudaram o seu uso na biodegradacédo de polietileno de baixa
densidade, obtendo resultados que chegaram perto de degradar
completamente esse material. Outro estudo realizado foi o de Khambhala et
al. (2016) para a producéo e estabilidade térmica de celulase.

Ao se analisar as figuras contendo os dados dos isolados de Bacillus
sp (Figuras 33, 34, 35 e 36), observa-se que todos foram sensiveis ao pH 2,3,
com excec¢do da BLG73 que mostrou um leve crescimento nesse meio quatro
horas ap6s inoculada. Caso sejam ingeridas em grandes quantidades, a com
maior potencial de colonizar os intestinos € a BLG38, devido ao crescimento
bem mais elevado (vide escalas de absorbancias nos graficos) apos 20 horas
de crescimento no meio com pH 8,0. Na impossibilidade de serem usadas
como probidticos, sobre a possibilidade do uso de suas lactases em alimentos

ou para serem ingeridas antes das refeicdes com alimentos ricos em lactose.
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Figura 33. Curva de crescimento de células da bactéria BLG02 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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BLG28 (Bacillus sp.)
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Figura 34. Curva de crescimento de células da bactéria BLG28 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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Figura 35. Curva de crescimento de células da bactéria BLG38 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.

BLG73 (Bacillus sp.)
0,1
0,08 z
-2 0,06
Z'E o on / —4—pH 8,0
s —f—pH 2,3
o i
< 002 ——pH 6,5
0 3 ] |
002 10 20 30 40
’ Horas

Figura 36. Curva de crescimento de células da bactéria BLG73 na
temperatura de 37 °C e pH's 2,3, 6,5 e 8,0.
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Bacillus séo bactérias com formato de bastonetes, retas ou arredondadas de
tamanho variaveis, esporulados, Gram positivos ou variaveis, méveis ou
imoveis, aerdbios ou anaerdbios, geralmente catalase positivos (GOMES,
2013; MINELLI-OLIVEIRA, 2013).

Em geral sdo patogénicas para o0s seres humanos e demais
mamiferos, como é o caso do Bacillus anthracis, causador do antraz. O
Bacillus cereus causa gastroenterites e outras infecgcées (GOMES, 2013). Do
ponto de vista biotecnoldgico, o género Bacillus € um dos mais importantes e
investigados grupos de bactérias produtoras de amilase e outras enzimas
comerciais (MINELLI-OLIVEIRA, 2013; PANDEY et al., 2000).

Os resultados a seguir tiveram como objetivo, verificar se aumentando
a concentracdo de células, a sobrevivéncia e crescimento das bactérias
poderiam ser melhores, conforme relatado na literatura (OKSANEN et al.,
1990; VINDEROLA; REINHEIMER, 2000). Para isso, foi realizado um
experimento usando as 12 bactérias na concentracdo inicial de 10’ células.
mL™, 100 vezes maior do que os testes anteriores.

O aumento da concentracao inicial das bactérias para 10’ células. mL™
(Tabela 15) resultou em maior habilidade das bactérias em suportarem melhor
a acidez do meio de cultura, com cinco delas apresentando crescimentos
substanciais ao longo do tempo, como as BLG06, BLG33, BLG38, BLG56 e
BLG73. Além delas, as BLG02, BLG16 e BLG52 mostraram algum
crescimento no meio.

A habilidade de se manterem vidveis e/ou até crescerem em um
ambiente de pH 2,3, semelhante ao do estdtmago humano, nas primeiras 4
horas iniciais pode ser extremamente importante para que possam passar
para os intestinos em concentracdes adequadas para colonizarem essa parte
do aparelho digestorio. Segundo Oksanen et al. (1990) e Vinderola e
Reinheimer (2000), para que microrganismos possam atuar como probioticos
de uma forma eficiente contra diarreias, eles devem estar numa concentracao
minima de 10’ bactérias por grama do produto a ser ingerido. Usando o
mesmo raciocinio, para que uma bactéria patogénica possa causar algum
problema intestinal, ela deve estar nessa mesma concentracdo minima em

alimentos. Abaixo disso, a acdo dos acidos estomacais e depois, a elevada
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alcalinidade dos intestinos podem diminuir drasticamente esses numeros e 0s
sintomas patogénicos podem ser evitados. Evidentemente, ndo estamos
levando em consideracdo nesses casos, as toxinas produzidas pelos
microrganismos e suas concentracdes e letalidades (OLUWAFEMI; IBEH,
2011).

Tabela 15. Crescimento de células das bactérias BLG em meio com lactose na
temperatura de 37 °C e pH 2,3 com concentrac&o inicial de 10’ células.mL™.

Bactéria Horas

INPA 0 2 4 6 8 Médias

——————————————————— 10°células.mL™ —---mommme-

BLGO1 100 A 62 A 31A 3A 2A 40¢g
BLGO02 100 B 52 B 289 A 69 B 66 B 115 fg
BLGO06 100 D 459 C 910B 1226 A 211D 581 bc
BLG16 100 C 338 B 532 A 432 AB 77C 296 e
BLG25 100 A 114 A 79 A 73 A 36 A 80 fg
BLG28 100 B 256 A 76 B 48 B 51B 106 fg
BLG33 100 D 672 C 1339 A 905 B 89D 621 ab
BLG38 100D 282 C 1755 A 482 B 22D 528 ¢
BLG45 100 AB 164 A 156 A 18 B 15B 91 fg
BLG52 100 B 349 A 122 B 21B 11 B 121 f
BLG56 100 C 422 B 2632 A 152 C 54 C 672 a
BLG73 100 C 429 B 1276 A 204 C 74 C 417d
Médias 100 C 300 B 766 A 303 B 59D

Obs. Médias com as mesmas letras minusculas nas colunas e mailsculas na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. A identificacdo das bactérias se encontra nas tabelas 13 e14.

Visando avaliar a capacidade das bactérias em crescerem em altas
temperaturas, uma caracteristica desejavel nas bioindustrias produtoras de
enzimas por diminuir as possibilidades de contaminacdes. Processos
biotecnolégicos em elevadas temperaturas tém menor risco de contaminacgao
por microrganismos mesofilos, que podem ser a maioria em um ambiente
industrial (PALMA-FERNANDEZ; GOMES, 2000), bem como verificar se uma
temperatura proxima a da pasteurizacdo pode afetar as com potenciais
patogénicos, as 12 bactérias foram testadas em 55°C no meio contendo
lactose como fonte e carbono. A Tabela 16 mostra as concentracdes de
células dessas bactérias ao longo do tempo.

Quatro delas tiveram sérias dificuldades para crescerem nessas
condigbes (BLGO1, BLGO02, BLG25 e BLG28). As demais conseguiram se
multiplicar ao longo do tempo sob essa temperatura, destacando-se as
bactérias BLG06, BLG33, BLG38 e BLG45 apds 3 horas de crescimento,

somando-se a elas, a bactéria BLG16 que apresentou a maior concentragao
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de células apés 6 horas de incubacdo. As

crescimentos intermediarios.

restantes apresentaram

Tabela 16. Crescimento de células das bactérias BLG em meio contendo

lactose na temperatura de 55 °C e pH 6,5. Médias de quatro repeticoes.

Horas
Bactéria INPA 0 3 6 9 Médias
10°células.mL™ -------mmmmeem-

BLGO1 (Pseudomonas sp.) 1B 18,8 A 0,1B 0,1B 50e
BLGO2 (Bacillus sp.) 1B 15,6 A 30B 0,1B 49e
BLGO06 (Pseudomonas sp.) 1C 989,0A 169,4B 0,1C 289,8 b
BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia) 1C 3350B 663,8 A 0,1C 2499b
BLG25 (Stenotrophomonas sp.) 1A 14 A 0,1A 0,1A 0,6e
BLG28 (Bacillus sp.) 1A 1,1A 0,1A 0,1A 0,6e
BLG33 (Pseudomonas aeruginosa) 1D 897,5A 33,1C 7508B 2516b
BLG38 (Bacillus sp.) 1C 766,2 A 375B 15C 201,6 ¢
BLG45 (Burkholderia sp.) 1D 12425A 3006 B 26,2C 392,6 a
BLG52 (Brevibacillus parabrevis) 1C 2819A 2950A 4568 1559 b
BLG56 (Achromobacter sp.) 1C 164,4 A 69,4 B 0,1C 58,7d
BLG73 (Bacillus sp.) 1C 455,6 A 20,6 B 0,1C 119,3d
Médias 1D 430,7A 132,7B 124C

Obs. Médias com as mesmas letras minusculas nas colunas e mailsculas na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

E de se esperar que as bactérias que conseguiram crescer sob 55°C
possuam altos potenciais para serem usadas em bioindustrias produtoras de
enzimas e esse potencial fica mais elevado para aquelas que nao se
apresentarem patogénicas em futuros testes biologicos. Por ndo serem
patogénicas, elas diminuem os riscos de causarem problemas na linha de
producdo enzimética, bem como podem ser usadas também, como
probiéticos (VARAVALLO et al., 2008; STURMER et al., 2012) diminuindo os

custos de producao e aumentando suas potencialidades de uso industrial.

Por outro lado, as com potenciais patogenicidades que cresceram bem
sob essa temperatura sugerem o0 uso de temperaturas mais elevadas no

processo industrial para que nao cresgcam como contaminantes.

As tabelas 17 e 18 mostram o0 crescimento desses isolados na
temperatura de 55 °C e pH’s 2,3 e 8,0. Todas as analises foram feitas com 4

repeticoes.

Esse teste teve como objetivo, avaliar se abaixarmos ou elevarmos o
pH do meio de cultivo no processo industrial poderia ser suficiente para

controlar as possiveis bactérias patogénicas sem elevar mais a temperatura
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do sistema, bem como se comportam as com potenciais de uso como

probidticos, caso confirmem nao serem patogénicas ao ser humano.

Tabela 17. Crescimento de células das bactérias BLG em meio com lactose

na temperatura de 55°C e pH 2,3

Bactéria Horas Médias
INPA 0 3 6 9 12 24 30
10°células.mL™
BLGO1 1 5,4 4,0 3,1 3,8 4,0 5,0 3,8b
BLGO02 1 10,4 7,9 8,5 2,7 4,4 4,0 56a
BLGO06 1 4.4 3,3 31 3,1 3,3 4,6 3.2b
BLG16 1 19,4 5,4 2,9 3,1 4,0 4,0 57a
BLG25 1 3,6 3,3 31 2,9 4,6 3,3 3,1b
BLG28 1 3,8 4,0 2,9 2,5 5,0 5,0 34b
BLG33 1 4,0 3,6 29 3,3 3,8 5,2 3,4b
BLG38 1 3,6 3,3 3,1 3,1 2,7 3,6 29b
BLG45 1 3,6 2,9 2,9 2,9 4,2 5,2 3.2b
BLG52 1 3,1 3,1 3,1 3,1 2,7 4.8 30b
BLG56 1 4.4 3,3 2,9 2,7 3,1 4.4 3,1b
BLG73 1 6,7 2,9 2,9 2,9 4,0 3,8 3,4b
Médias 1D 60A 39BC 34BC 30C 3,8BC 44B

Obs. Médias com as mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. A identificacdo das bactérias se encontra nas tabelas 13 e15.

As bactérias se mostraram sensiveis a temperatura de 55 °C e pH 2,3,
confirmando os resultados encontrados na temperatura de 37°C sob esse pH
acima mencionado. A elevagdo da temperatura para 55°C potencializou o
efeito negativo da acidez, podendo-se observar na tabela 16, que as maiores
concentracfes de células ocorreram no inicio do experimento, apds 3 horas
de incubacdo, quando a acdo negativa da temperatura foi menor. A
concentragdo de células diminuiu até 12 horas, se elevando levemente até as
30 horas, talvez devido uma adaptacao celular a essa temperatura e acidez.
Ao se analisar as médias das 12 bactérias, observou-se que as BLGO2 e
BLG16, classificadas  respectivamente  como Bacillus  sp. e
Stenotrophomonas maltophilia se mostraram menos sensiveis que as demais
a essas condi¢cdes ambientais, trés horas apos o inicio da incubacao.

Ao se analisar as concentragbes de células das 12 bactérias na
temperatura de 55 ‘C e pH 8,0 (Tabela 18), elas ainda se mostraram
sensiveis, mas com um crescimento melhor do que no pH 2,3, com o maior
crescimento ocorrendo pela BLG73 (617 x 10°células.mL™) em 12 horas de
avaliacdo, seguida da BLG45 e BLG56 (506 x 10°células.mL™ e 476 x

10°células.mL™) com 24 horas de avaliacdo, respectivamente. Nessas
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condicbes, apenas a bactéria BLGO1l néo apresentou um crescimento

significativo durante o periodo experimental de 30 horas.

Tabela 18. Crescimento de células das bactérias BLG em meio com lactose
na temperatura de 55 °C e pH 8,0

Bactéria Horas

INPA 0 3 6 9 12 24 30 Médias

10°células.mL™

BLGO1 1A 4,8 A 35A 3, 1A 29 A 25 A 25 A 29g
BLGO02 1B 56B 50B 3,3B 68,8 A 2,7B 25B 12,7 fg
BLGO06 1C 56,3 A 65,0 A 43,8 AB 475 A 2,9BC 2,5BC 31,3e
BLG16 1C 7,1 BC 40,0BC 444B 138,8A 3,1BC 25C 33,8 e
BLG25 1C 59,4 A 51,2 A 45,6 AB 68,1 A 5,0BC 25C 33,3e
BLG28 1B 40B 25,0B 20,0B 100,0 A 22,5B 25B 25,0 ef
BLG33 1D 44,4BC 58,1B 29,4 BCD 252 5A 39,4BCD 29CD 61,1d
BLG38 1E 2419B 318,1A 186,9 C 299,4 A 119,4 D 29E 167,1c
BLG45 1E 33E 2844D 351,9BC 387,5B 506,2 A 319,4CD 264,8 a
BLG52 1C 25,0BC 719 A 61,2 AB 83,8 A 46C 25C 35,7e
BLG56 1F 93,8 E 90,6 E 250,0D 4275B 476,2 A 307,5C 235,2b
BLG73 1F 38,1 F 919 E 3556C 6175A 461,2 B 270,0 D 262,1a
Médias 1G 48,6 F 92,1D 116,3C 207,8 A 137,1 B 76,7 E

Obs. Médias com as mesmas letras minusculas nas colunas e mailsculas na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. A identificacdo das bactérias se encontra nas tabelas 13 e15.

Esses resultados indicam que o uso desse pH pode ser usado como
seletivo em um processo industrial para aquelas bactérias ndo patogénicas e

que se mostraram com capacidade para crescer nessa temperatura e pH.

3.2. Crescimento bacteriano em meio liguido contendo gluten.

Essa parte do trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade das
doze bactérias em degradarem o glaten, visando proporcionar alternativas
microbiolégicas para minimizar ou solucionar o problema das pessoas que
possuem intolerancia a esse componente proteico (doenca celiaca).

Mesmo com uma concentracao inicial de 10° em meio contendo glGten,
as bactérias foram sensiveis ao pH do estdmago (Tabela 19), com o maior
crescimento ocorrendo pela BLG33 (481,2 x 10°células.mL™) em 6 horas de
avaliacdo. Essa Pseudomonas aeruginosa foi a Unica que manteve uma
concentragdo de células acima daquela do inicio do experimento até o seu
final, 24 horas apds, apesar de ter uma reducéo de cerca de cinco vezes na
avaliacdo realizada 3 horas apds a inoculacdo. Devido a essas maiores
concentracdes de células ao longo do experimento, essa bactéria apresentou

a maior media geral, seguida pela BLG16 (Stenotrophomonas maltophilia),
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BLG52 (Brevibacillus parabrevis) e BLG56 (Achromobacter sp). Mas essas
trés dltimas bactérias sO mostraram uma certa tolerancia ao pH 2,3 nas
primeiras 3 horas de exposi¢cdo ao meio acido, tendo depois, uma queda
acentuada de concentracdo no meio contendo gluten e pH 2,3, mostrando-se
bastantes sensiveis a esse pH ao longo do tempo (Tabela 19). As demais
bactérias também se mostraram bastantes sensiveis a acidez do meio ao
longo do tempo, confirmando os resultados obtidos anteriormente quando se
usou lactose como fonte de carbono com uma concentracdo de células 10
vezes menor.

As duas primeiras espécies sao patogénicas em potencial (BROOKE,
2012; FIGUEIREDO et al., 2007; NEVES et al., 2011), responsaveis por
causarem infeccdes no sistema respiratério, principalmente em pacientes em
hospitais. No entanto, elas apresentam também, enzimas com uso0s
biotecnolégicos (MUKHERJEE; ROY, 2016; NAJAFI et al., 2005; NOVIK et al.,
2015).

Tabela 19. Crescimento de células das bactérias BLG em meio com gluten na
temperatura de 37 °C e pH 2,3 com concentracao inicial de 10°.

Bactéria INPA Horas Médias

0 3 6 9 12 24
10°células.mL™

BLGO1 (Pseudomonas 10,0 A 13B 29B 4,3 AB 11B 0,4B 3,3d

sp.)

BLGO2 (Bacillus sp.) 10,0 A 8,4 AB 2,4BC 1,7BC 04cC 0,7C 3,9d

BLGO6 (Pseudomonas 10,0 A 3,6 AB 19B 1,4B 0,5B 0,7B 3,0d

sp.)

BLG16 10,0 B 66,9 A 06C 1,3C 04cC 06C 13,3b

(Stenotrophomonas

maltophilia)

BLG25 10,0 A 11B 11B 12B 048B 0,7B 2,4d

(Stenotrophomonas sp.)

BLG28 (Bacillus sp.) 10,0 A 13B 0,2B 0,4B 0,4B 0,4B 2,1d

BLG33 (Pseudomonas 100D 18E 481,2 A 125,0B 66,2 C 122D 116,1a

aeruginosa)

BLG38 (Bacillus sp.) 10,0 A 0,6 B 048B 048B 05B 03B 2,0d

BLG45 (Burkholderia sp.) 10,0 A 048B 048B 048B 048B 05B 2,0d

BLG52 (Brevibacillus 10,0B 54,4 A 0,3C 0,3C 0,5C 0,5C 11,0 bc

parabrevis)

BLG56 (Achromobacter 10,0B 48,8 A 0,3C 0,3C 0,3C 04C 10,0 c

sp.)

BLG73 (Bacillus sp.) 10,0 A 10B 03B 048B 048B 06B 2,1d

Médias 100C 15,8 B 410A 11,4C 6,0D 15E

Obs. Médias com as mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5%.

Bactérias do género Brevibacillus, por outro lado, apresentam enzimas

com potencial biotecnolégico, como de degradar polietiienos de baixa
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densidade (PRAMILA et al., 2012), bem como atuarem como agentes de
biocontrole, havendo diversas patentes relacionadas com produtos gerados
por essas bactérias (PANDA et al., 2014).

Ja com a concentracdo inicial de 10’ (Tabela 20), as bactérias
conseguiram uma adaptacdo melhor ao pH &cido. A maior concentracdo de
células também foi da BLG33 (788 x 10° células.mL™), quase o dobro do
resultado observado com a concentracéo inicial de 10°,

Mesmo assim, algumas bactérias ndo apresentaram um bom
crescimento no meio com pH 2,3 na concentracao inicial de 10”células.mL™,
como as BLG06 (Pseudomonas spp.), BLG56 (Achromobacter sp) e BLG73
(Bacillus sp.), pois suas concentracées pouco aumentaram ao longo do tempo
em comparacao a populacao inicial. As demais mostraram concentracdes de
células semelhantes a inicial durante algum tempo de incubacédo, reduzindo

significativamente apds 24 horas no meio de cultura.

Tabela 20. Crescimento de células das bactérias BLG em meio com gluten na
temperatura de 37 °C e pH 2,3 com concentracao inicial de 10,

Bactéria INPA Horas Médias
0 3 6 9 12 24
10°células.mL™
BLGO1 100C 238B 265 A 228 B 108 C 51D 165¢
(Pseudomonas sp.)
BLGO2 (Bacillus sp.) 100C 176 A 135B 124 B 23D 15D 96 f
BLGO6 100B 122 A 5C 1C 1C 1C 38h
(Pseudomonas sp.)
BLG16 100 C 162 B 252 A 116 C 45D 41D 119d
(Stenotrophomonas
maltophilia)
BLG25 100D 123 BC 148 A 140 AB 111D 58 E 113 de
(Stenotrophomonas
sp.)
BLG28 (Bacillus sp.) 100D 327B 354 A 233 C 68 E 97D 196 b
BLG33 100D 208 B 788 A 186 C 168 C 64 E 252 a
(Pseudomonas
aeruginosa)
BLG38 (Bacillus sp.) 100C 73D 508 A 429 B 62 D 25E 200 b
BLG45 (Burkholderia 100C 73D 325B 370 A 72D 9E 158 ¢
sp.)
BLG52 (Brevibacillus 100 C 71D 231 A 134 B 54 D 30E 103 ef
parabrevis)
BLG56 100 A 8C 39B 82 A 52 B 3C 47 gh
(Achromobacter sp.)
BLG73 (Bacillus sp.) 100 B 1C 17C 174 A 16 C 1C 52¢g
Médias 100D 132C 255 A 185B 65 E 33F

Obs. Médias com as mesmas letras minusculas nas colunas e mailsculas na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

Se formos considerar que as trés primeiras horas sado fundamentais e

suficientes para essas bactérias permanecerem no estbmago e em seguida
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penetrarem nos intestinos, entdo pode-se afirmar que apenas as duas ultimas
da tabela 20, BLG56 (Achromobacter sp) e BLG73 (Bacillus sp.) seriam
significativamente afetadas pela acdo destrutiva da acidez do estbmago se
forem ingeridas com essa concentracdo inicial. As demais estariam com

concentracdes iguais ou maiores do que a inicial.

Ao se analisar as doze bactérias em pH 8,0, semelhante ao encontrado
nos intestinos humanos, na temperatura corporal de 37 °C, observou-se que a
bactéria melhor adaptada ao meio com glaten foi a BLG33 (8037 X
10°células/mL), seguida da BLGO2 (3005 x 10°células/mL) com 24 horas de
avaliacao (Tabela 21).

Com relacao a bactéria BLGO1, o maior crescimento de células foi com
6 horas de avaliacdo (904 x 10°células/mL), diminuindo nos outros tempos e
voltando a aumentar até chegar a 1007 x 10°células/mL com 30 horas de
crescimento, sendo que esse aumento é devido ao aparecimento de esporos
observados no microscépio. Esse comportamento pode ser observado nas
outras bactérias em que se observa um pico de crescimento no final da

avaliacdo apos uma anterior diminuicao.

Tabela 21. Crescimento de células das bactérias BLG em meio com gluten na
temperatura de 37 °C e pH 8,0

Bactéria Horas

INPA 0 3 6 9 12 24 30 Médias

10°células.mL™

BLGO1 1D 100D 904 A 461 B 288 C 524 B 1007 A 469 de
BLG02 1D 8D 89D 97D 899 C 3005 A 1547 B 806 b
BLG0O6 1D 4D 338B 635 A 134C 102CD 27 CD 177 h
BLG16 1E 9E 218D 345C 256CD 1456 A 959 B 463 de
BLG25 1D 10D 216 BC 247 BC 697 A 192 C 327 B 241 g
BLG28 1E 69 E 627C 1165B 482D 1445 A 1365 A 736 ¢
BLG33 1F 1F 781 E 929D 2390C 8037A 3112B 2178 a
BLG38 1D 113D 657 B 489 C 892 A 490 C 504 C 449 ef
BLG45 1D 23D 316 C 254 C 236 C 621 B 1390 A 405 f
BLG52 1D 1D 3D 366 C 314C 1755 A 1157 B 513d
BLG56 1C 90 C 427 A 227B 329 AB 42 C 344 AB 208 gh
BLG73 1E 182D 332C 995 A 679 B 102 DE 984 A 467 de

Médias 1G 50 F 409E 517D 633C 1481 A 1060B
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4. Conclusoes

As doze bactérias mostraram potencial para serem usadas como
probiéticas (apds confirmacgdo de ndo patogenicidade) ou como supridoras de
enzimas capazes de degradarem a lactose e o gluten.

Todas as bactérias mostraram sensibilidade a acidez equivalente a do
estbmago e a alcalinidade equivalente a dos intestinos humanos.

Essa bipolaridade acidez/alcalinidade pode ser um mecanismo de
defesa do organismo humano contra a acdo de bactérias patogénicas ou
indesejaveis.

Para que bactérias desejaveis sejam utilizadas como probiéticas, elas
precisam ser ingeridas em altas concentragoes.

A maioria das bactérias mostrou menos sensibilidade a acidez do
estdbmago (pH 2,3) no meio contendo gluten do que em lactose.

Nas condicdes de alcalinidade (pH 8,0) ndo houve tanta diferenca no
crescimento das bactérias entre os dois meios de cultura.

Das doze bactérias testadas, as com maiores potenciais de utilizacéo
como probioticas, desde que comprovadamente ndo sejam patogénicas, sao
as BLG28 (Bacillus sp.), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.),
BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) e BLG73
(Bacillus sp.) por fazerem parte de géneros com pouca possibilidade de
patogenicidade e por apresentarem crescimento positivo nas duas primeiras
horas em pH 2,3, semelhante ao do estbmago.

O uso de pH 2,3 ou 8,0 a uma temperatura de 55 °C pode servir para
diminuir as possibilidades de contaminacdes de bactérias indesejaveis no

processo de producédo industrial de probiéticos.
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CAPITULO 3:
Capacidade de degradacao do gluten pelos extratos brutos

das bactérias cultivadas em lactose ou em gluten
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Resumo

A producdo de enzimas varia de microrganismo para microrganismo,
sendo influenciada pelos constituintes dos meios de cultura e tempo de coleta
dos extratos, relacionadas com a fase de crescimento microbiano. Para
avaliar se a fonte de carbono e a fase de crescimento das bactérias afeta a
producdo e qualidade de proteases capazes de degradar o glaten, foram
realizados experimentos com o0s extratos brutos de nove bactérias, BLG02
(Bacillus sp.), BLG25 (Stenotrophomonas sp.), BLG28 (Bacillus sp.), BLG33
(Pseudomonas aeruginosa), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.),
BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) e BLG73
(Bacillus sp.). Os extratos foram obtidos do cultivo dessas bactérias em dois
meios de cultura (glaten e lactose como fontes de carbono) e coletados com
6, 12 e 24 horas de incubacao. Diluicdes dos extratos também foram testadas
quanto as suas capacidades de degradar o gluten. Todas as bactérias
produziram extratos com capacidade de degradacdo do gluten. A fonte de
carbono (lactose ou gluten) afetou a capacidade dessas bactérias em
produzirem extratos capazes de degradarem o gluten. O tempo de coleta dos
extratos bacterianos também influenciou nas suas capacidades de degradar o
gliten. Os extratos de 12 horas da maioria dessas bactérias foram os que
mostraram menores capacidades de degradacdo de composto proteico. Os
extratos de 24 horas da maioria dessas bactérias foram os que mostraram
maiores capacidades de degradacdo. O maior percentual de degradacao de
gluten foi de 87,3 % usando o extrato obtido com 24 horas de crescimento da
bactéria BLG56 (Achromobacter sp.) cultivada em meio de cultura contendo
gliten. Com base na capacidade de degradacao, nos tempos de coletas dos
extratos bacterianos e meios de cultura, pode-se concluir que as nove
bactérias apresentam diferentes proteases capazes de degradarem o gluten.
Essa capacidade de degradarem o gluten variou com suas concentracdes na
solucéo de formas diferentes e essa caracteristica pode servir como um teste
a mais para diferenciar uns dos outros. Sao necesséarios estudos mais
detalhados, como o de purificacdo dos componentes dos extratos dessas
bactérias, para avaliar cada uma dessas proteases individualmente, para
escolher as de melhores potenciais biotecnolégicos.

Palavras chave: Metabolismo microbiano, proteases, Doenca Celiaca.
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Abstract

The production of enzymes varies from microorganism to microorganism,
being influenced by the constituents of culture medium and time of collection
of the extracts, related to the microbial growth phase. To evaluate if the carbon
source and the growth phase of the bacteria affect the production and quality
of proteases capable of degrading gluten, experiments were carried out on the
crude extracts of nine bacteria, BLG02 (Bacillus sp.), BLG25
(Stenotrophomonas sp.), BLG28 (Bacillus sp.), BLG33 (Pseudomonas
aeruginosa), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52
(Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) and BLG73 (Bacillus
sp.). The extracts were obtained from culture of these bacteria in two culture
media (gluten and lactose as carbon sources) and collected with 6, 12 and 24
hours of incubation. Dilutions of the extracts have also been tested for their
ability to degrade gluten. All bacteria produced extracts with the ability to break
down gluten. The source of carbon (lactose or gluten) has affected the ability
of these bacteria to produce extracts capable of degrading gluten. The time of
collection of bacterial extracts also influenced their ability to degrade gluten.
The 12 hour extracts from most of these bacteria showed the lowest
degradability of the protein compound. The 24 hour extracts from most of
these bacteria showed the highest degradability. The highest percentage of
gluten degradation was 87.3% using the extract obtained with 24 hours of
growth of bacterium BLG56 (Achromobacter sp.) grown in culture medium
containing gluten. Based on the degradability, collection times of bacterial
extracts and culture media, it can be concluded that the nine bacteria present
different proteases capable of degrading gluten. This ability to degrade gluten
varied with its concentrations in the solution in different ways and this feature
may serve as an additional test to differentiate one from the other. More
detailed studies, such as the purification of the extracts components of these
bacteria, are needed to evaluate each of these proteases individually to
choose the best with biotechnological potential.

Key words: Microbial metabolism, proteases, Celiac disease.
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1. Introducao

As enzimas consistem de um grupo de substancias organicas de
natureza normalmente proteica (ha também enzimas constituidas de RNA, as
ribozimas), com atividades intra ou extacelulares, que catalisam reacdes com
muito mais facilidade, através da reducdo da energia de ativacao necessaria
para que a reacao quimica ocorra, resultando em aumento da sua velocidade,
facilitando o metabolismo dos seres vivos. A capacidade catalitica das
enzimas torna-as adequadas para aplicacfes industriais, como na industria
farmacéutica ou na alimentar (JAYANI et al., 2005).

Em muitos processos, elas podem substituir substancias quimicas
sintéticas e contribuir para os processos de producéo ou gerar beneficios para
0 meio ambiente, por meio de sua biodegradabilidade e do menor consumo
de energia. Elas sdo mais especificas em sua acdo do que as substancias
quimicas sintéticas (PALMA-FERNANDEZ; GOMES, 2002), catalisando
reacdes bioquimicas com grande especificidade, sendo capazes de aumentar
em até 10 vezes a velocidade de algumas reaces sem necessitar de
condicBes extremas de pH, pressao e temperatura (OLIVEIRA et al., 2006).

Os microrganismos sao dotados de um imenso potencial de
degradacdo de material organico, produzindo um conjunto de enzimas, o qual
tem sido explorado comercialmente ao longo dos anos (JAYANI et al., 2005).
Além disso, a caracterizacdo das enzimas é um passo importante para que se
conhecam suas propriedades de atividade 6tima de atuacdo e de estabilidade
em diferentes valores de pH e temperatura. O conhecimento dessas
propriedades permite avaliar o seu potencial de aplicacdo em diferentes
processos (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001).

Diferentemente das enzimas vegetais e animais, as de origem
microbiana ndo dependem das intempéries climaticas, uma vez que sao
produzidas em fermentadores onde as condi¢cbes de cultivo s&o finamente
controladas por monitores eletrbnicos. Some-se a este fato, a enorme
biodiversidade de microrganismos disponiveis nos mais variados habitats da
natureza sao capazes de produzirem enzimas para finalidades bastante
amplas. Microrganismos que vivem em condi¢cdes extremas, por exemplo, de

pH ou temperatura, sintetizam enzimas que propiciam sua sobrevivéncia
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nestas condi¢cdes (SAID; PIETRO, 2004) e por isso, podem ser usadas em
condicdes proximas as encontradas na natureza.

Pelo exposto acima, as enzimas microbianas ocupam lugar de
destaque no mercado biotecnolégico, sendo inimeras as aplicadas em
processos industriais e comercializadas em grandes quantidades, como as
proteases bacterianas na industria de detergentes e couro, as amilases
fungicas e bacterianas na industria do amido e panificacdo, as celulases e
pectinases na industria téxtil e de sucos naturais entre outras (SAID; PIETRO,
2004).

O uso de enzimas permite condicbes mais moderadas de temperaturas
e pHs e ndo causa problemas nos produtos obtidos, como a desnaturacao
das proteinas, e no rendimento de subprodutos indesejaveis, normais nos
métodos &cidos. Por isso, as enzimas sdo muito usadas na industria de
alimentos (SANTOS et al., 1998; CARMINATTI, 2001).

Enzimas como as proteases capazes de degradar o glaten, também
tém despertado interesse, tendo em vista 0 aumento de pessoas que
apresentam intolerancia a esse componente alimenticio. Assim, torna-se
importante encontrar mais fontes dessas enzimas em microrganismos e
avaliar suas caracteristicas em condi¢cdes de meios de cultivo diferentes. Esse
foi o propédsito da presente pesquisa. Como a idade das culturas bacterianas
e as fontes de carbono podem influenciar na producdo e eficiéncias das
enzimas, esse trabalho foi idealizado para se obter e testar extratos
enzimaticos de nove bactérias degradadoras do gluten, crescidas em meios

contendo lactose ou gluten e, coletadas com 6, 12 e 24 horas de crescimento.
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2. Material e Métodos

Foram selecionadas nove bactérias dos testes anteriores: BLGO2
(Bacillus sp.), BLG25 (Stenotrophomonas sp.), BLG28 (Bacillus sp.), BLG33
(Pseudomonas aeruginosa), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.),
BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) e BLG73
(Bacillus sp.). Assim, os ensaios laboratoriais foram realizados antes da
identificacdo taxondmica dessas nove bactérias, apesar de algumas, depois

de identificadas, apresentarem também esse mesmo potencial.

Com o objetivo de obter extratos brutos das enzimas produzidas por
essas bactérias capazes de degradar o glaten, os microrganismos foram
inoculados em meio liquido com lactose ou gluten como fonte de carbono,
como utilizado anteriormente.

Uma aliquota de 5 mL de cada caldo bacteriano, crescida em meios
contendo lactose ou glaten, foi retirada, centrifugada a 4000 rpm por 5
minutos e filtrada em membrana de Millipore com 6, 12 e 24 horas de
crescimento, com a finalidade de verificar a producdo de moléculas
degradadoras de gluten durante as diferentes fases de crescimento das
bactérias (exponencial, estacionaria e de declinio). As amostras foram
padronizadas para uma mesma concentracdo de células bacterianas,
calculadas para uma populacdo bacteriana de 10’ células. mL™ através da
contagem em camara de Neubauer e congeladas para uso em ensaios de
deteccdo de metabdlitos capazes de degradar o gluten.

Os testes foram feitos em agua destilada contendo gluten como fonte
de carbono, pois este possibilita a obtencdo de absorbancia no
espectrofotometro, ja a lactose fica incolor apés autoclavada, néo
possibilitando a sua leitura. Todos os graficos possuem desvio padrdo das

quatro repetigoes.

A partir dos extratos brutos das amostras de bactérias crescidas em
lactose ou em glaten, foi realizada diluicdo seriada utilizando agua destilada
estéril, até a obtencdo das amostras SD (sem diluicdo) e diluicbes 5x, 10x,
20x, 50x, 100x, 200x, 400x, 800X e 1600X das amostras obtidas com 6 h, 12
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h e 24 h de incubacao, para verificar até em que diluicbes foram capazes de
degradar o glaten.

Apls a realizagdo das diluicdes, 50 pL de cada extrato foram
depositados em placas de Elisa juntamente com 50 pyL de solucdo de glaten
(4 repeticdes cada) e feita a leitura de absorbancia no comprimento de onda
de 595 nm. As avaliacBes foram realizadas a cada 15 minutos até completar
180 minutos. Os resultados apresentados nesse capitulo sdo os de
degradacdo maxima obtida durante os 180 minutos de contato dos extratos

brutos com a soluc&o aquosa contendo o glaten.

Céalculo da quantidade de gluten degradado nos testes com o0s extratos

Foram feitas solugbes com diferentes concentracdes de gluten ja pré-
estabelecidas para a obtencao de um gréfico (Figura 36) do qual foi obtida a
equacdao da reta pelo programa Excel. Para fazer esse grafico, foram pesados
10 gramas de gluten, adicionando-os em 1,0 L de 4gua e autoclavando a
solugdo por 30 minutos a 121 °C. Em seguida, a solugédo foi filtrada usando
gaze de algoddo em um funil, ap6s a pesagem do gaze.

O glaten nao dissolvido e retido no gaze foi entdo secado em estufa a
70 °C por dois dias, calculando a quantidade que ficou dissolvida na solugéo
pela subtracdo dos 10 gramas iniciais, do gluten retido no gaze. Essa solucao
aquosa foi entdo diluida em diferentes concentracdes conhecidas, sendo
entdo, lidas no espectrofotdmetro para as absorbancias no comprimento de
ondas de 595 nm, resultando no grafico da figura 37. A partir dessa equacéao,
foi possivel calcular a quantidade de gluten degradado pelos extratos nos

testes anteriores.

Equacao da reta para o gliaten
3,5 y=4,5842x+0,2277
3 RZ=0,9925 >
@ 2,5
£ 2 /
5o
H 1,5 /
;._? 1 /
0,5
'y wv
0 T T T T T T 1
o] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbancia

Figura 37. Equacéo da reta para calcular a quantidade de glaten degradado no teste
com os extratos.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Habilidade dos extratos bacterianos em degradarem o glaten:
comparacdes entre as bactérias crescidas em lactose com as crescidas
em gluten sem diluigéo

Diversos trabalhos mostraram a influéncia de fatores como fontes de
carbono e idade da cultura bacteriana em suas habilidades de produzirem
enzimas (AHMED et al., 2016; AKBAR et al., 2012; DAS; PRASAD, 2010;
SHAHEEN et al., 2008). Usando-se diferentes fontes de carbono e coletando-
se 0s extratos em tempos diferentes e avaliando suas capacidades de
degradarem o gluten em diferentes diluicbes pode indicar seus potenciais
biotecnolégicos e, quando essas enzimas estdo em maiores concentracdes
no caldo bacteriano.

Em vista disso, foi realizado um experimento com nove das doze
bactérias, procurando coletar os extratos brutos quando elas estavam com 6,
12 e 24 horas de incubagdo em meio contendo lactose ou glaten, para avaliar
a efetividade das proteases capazes de degradar o glaten. Para isso, seus
extratos brutos foram diluidos até 1600 vezes.

A tabela 22 mostra as porcentagens de gluten degradadas pelos
extratos brutos das bactérias crescidas por 6, 12 e 24 horas em meios de
cultura contendo lactose ou gluten como fontes de carbono.

Pode-se verificar que as maiores capacidades de degradacédo do gluten
foram pelos extratos brutos das BLG33 (Pseudomonas aeruginosa) e BLG56
(Achromobacter sp.) e, o com menor capacidade, o extrato da BLG38
(Bacillus sp.).

Ao se analisar as médias dos extratos, observou-se que 0s obtidos
com 24 horas de crescimento proporcionaram maiores degradacoes,
seguidos pelos extraidos com 6 horas de crescimento. Tantos nos extratos de
24 horas como nos de 6 horas, os melhores foram os produzidos pelas
bactérias crescidas em gluten. No entanto, nos extratos com 12 horas de
crescimento bacteriano, 0s obtidos nos meios contendo lactose

proporcionaram enzimas com maiores capacidades de degradacéo.
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Tabela 22. Comparacédo entre os extratos das bactérias crescidas em gluten
ou lactose em 6, 12 e 24 horas.

Bactérias | Extrato de 6 horas Extrato de 12 horas Extrato de 24 horas Médias
INPA Glaten* | Lactose* | Gluten* | Lactose* | Glaten* | Lactose*

% de glaten degradado
BLG 02 58,9 76,8 48,9 48,9 40,7 42,1 52,7 BC
BLG 25 46,0 44,6 52,2 52,5 51,8 48,6 49,3 DE
BLG 28 46,8 50,1 55,6 37,8 57,2 48,3 49,3 DE
BLG 33 34,8 48,3 84,0 40,7 77,2 50,3 559 A
BLG 38 20,4 49,1 32,7 32,2 55,4 62,7 421 F
BLG 45 51,7 48,8 23,2 43,3 56,9 59,8 47,3 E
BLG 52 50,8 50,0 56,0 34,8 49,8 46,5 48,0 DE
BLG 56 53,6 54,2 26,1 49,3 87,3 57,2 54,6 AB
BLG 73 445 62,5 29,9 50,5 60,5 55,3 50,5CD
Médias 45,3 bB 53,8 aA 45,4 aB 43,3 bC 59,6 aA 52,3 bB

* Bactérias crescidas nos meios contendo gluten ou lactose como fonte de carbono. Médias
com letras mailsculas iguais na ultima coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Mailsculas na ultima linha comparam as seis médias, e as minlUsculas comparam duas
meédias dentro de cada extrato, pelo teste de Tukey a 5%.

Além disso, ocorreram interacdes entre 0s extratos bacterianos,
tempos de coleta e fontes de carbono. Os maiores indices de degradacéo do
glaten, acima de 80%, foram obtidos pelos extratos de 12 horas extraidos da
BLG 33 crescida em gluten e, do extraido da BLG56 com 24horas no meio
contendo gluten. Por outro lado, 0os com menores capacidades de
degradacédo, abaixo de 25%, foram os extraidos da BLG38 com 6 horas em
glaten e, os extraidos pela BLG45 com 12 horas, cultivada também em meio
contendo gluten como fonte de carbono.

Era de se esperar que cultivando as bactérias em meio contendo
gluten, a producdo das proteases capazes de degradar esse componente
alimenticio seria maior, pois as bactérias estariam mais adaptadas a essa
fonte de carbono, mas nem todas as bactérias se comportaram assim,
conforme pode ser visto nos dados apresentados na Tabela 22. Os maiores
indices de degradacgédo foram obtidos no meio com glaten (BLG33, 84,0 %,
extrato de 12 horas e BLG56, 87,3 %, extrato de 24 horas), mas outras, como
a BLGO2 produziram mais proteases no meio com lactose (extrato de 6 horas,
com 76,8 %).
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Resultados semelhantes sdo documentados na literatura cientifica que
mostram essas variagcbes de resposta bacteriana, uma vez que O
metabolismo dos microrganismos pode variar conforme a constituicdo do meio
de cultura e a fase de crescimento microbiano.

Silva et al. (2006) testaram o fungo Leucoagaricus gongylophorus em
meios de cultura contendo pectina, amido, celulose, xilano ou glicose e
observaram que ele cresceu em todos 0s meios, exceto o contendo celulose
e, que a maior producdo de pectinase foi obtida com o fungo cultivado no
meio contendo pectina.

Grata et al. (2008) por outro lado, testaram 10 estirpes de Bacillus
(espécies de Bacillus pumilus, B. cereus, B. mycoides e B. subtilis) quanto a
producdo de amilases em meios contendo maltose e amidos de batata ou de
milho, obtendo resultados variaveis, mas com as maiores producdes dessa
enzima sendo obtida no meio com maltose.

Outros resultados semelhantes aos nossos foram obtidos por
Prabakaran et al. (2015). Eles testaram dois bacilos (Bacillus subtilis e B.
licheniformis) quanto a producdo de proteases em meios com seis diferentes
fontes de carbono e verificaram que as respostas das duas bactérias foram
diferentes. B. subtilis produziu mais proteases no meio contendo amido,
enquanto que B. licheniformis produziu mais nos meios contendo frutose,
sucrose, manose, destrose e lactose, observando também, variacbes na
producdo dessa enzima de acordo com a fonte de carbono.

Essa estratégia de se usar meios de culturas e tempos de coletas
diferentes também foi utilizada por outros autores na busca e avaliagdo de
compostos biolégicos de interesse biotecnolégico (AHMED et al., 2016;
AKBAR et al., 2012; DAS; PRASAD, 2010; SHAHEEN et al., 2008).
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3.2. Capacidade de degradacdo do gluten pelos extratos diluidos
coletados com 6, 12 e 24 horas de crescimento das bactérias crescidas
em meio contendo lactose

A seguir sdo mostrados com mais detalhes, os resultados de
degradacédo do gluten pelos extratos bacterianos obtidos pelo crescimento
das bactérias em meio de cultura contendo lactose como fonte de carbono.

Procedeu-se também, a diluicdo dos extratos como forma de avaliar
suas capacidades de turn over (serem reutilizados ao longo do tempo para
degradarem mais de uma molécula de gluten no meio), bem como de
fortalecer as informacdes sobre as diferencas entre eles, isto é, se a
capacidade deles degradarem o gliten varia com suas concentracdes na
solucédo, e se essa caracteristica pode servir como um teste a mais para
diferenciar uns dos outros.

A figura 38 mostra a capacidade do extrato obtido da bactéria BLG02
(Bacillus sp.) em degradar o gluten quando crescida em 6, 12 e 24 horas.
Nela pode-se observar que, quando o extrato ndo foi diluido (SD), sua maior
atividade foi quando coletado com 6 horas de crescimento, com cerca de 75
% de gluten degradado, seguido de 12 horas de crescimento com 49 % e o
extrato com 24 horas degradando em torno de 41%.
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Figura 38. Percentual de degradacéo de gluten do extrato da bactéria BLG02
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.
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Quando se comparou estatisticamente a atividade dos extratos nos trés
tempos de coleta, verificou-se que o coletado com 6 horas apresentou maior
atividade que os demais somente no tratamento SD, diluido 10X e 1600X,
enquanto que o extrato coletado com 12 horas apresentou maior atividade
nas demais diluices. No entanto, para fins praticos, pouca variacdo ocorreu
com o extrato coletado as 12 horas até a diluicdo de 100 vezes e, o de 24
horas até a diluicdo de 200 vezes, quando a porcentagem de degradacdo do
gluten diminuiu muito pouco, ndo proporcionalmente.

O extrato coletado com 24 horas de crescimento ndo apresentou
nenhuma atividade quando diluido 800X e 1600X.

Com base nos dados dessa figura, € de se supor que as maiores
concentracbes das enzimas degradadoras de gluten da bactéria BLGO02
(Bacillus sp.) ocorrem nas seis primeiras horas de incubagéo.

Com relacdo aos estratos brutos da bactéria BLG25
(Stenotrophomonas sp.) (Figura 39), quando o extrato ndo foi diluido (SD),
sua maior atividade foi ao ser coletado com 12 horas de crescimento, com 52
% de glaten degradado, seguido pelo coletado apos 24 horas de crescimento
com 47 %. O extrato extraido com 6 horas de incubacdo degradou 44 % do
glaten, havendo diferencas estatisticas entre eles. J& quando diluidos em 5X,
as atividades dos extratos n&do diminuiram tanto, variando de 44 a 47 % de
degradacédo pelos trés extratos.

O extrato coletado com 24 horas foi 0 que menos reducdo de
degradacdo apresentou até a diluicdo de 20 vezes, enquanto que o coletado
com 12 horas de incubacdo manteve uma degradacdo do gluten estavel ao
ser diluido de 10 a 50 vezes. Para fins praticos, os trés extratos pouco
variaram em suas capacidades de degradacao até a diluicdo de 50 vezes.

O extrato de 6 horas apresentou maior atividade que o0s outros
somente quando diluido 100X, 200X e 400X, sendo o Unico a apresentar
atividade com diluicGes de 800X e 1600X.

Com base nos dados dessa figura, é de se supor que as maiores
concentracbes das enzimas degradadoras de gluten da bactéria BLG25

(Stenotrophomonas sp.) ocorrem entre as 12 e 24 horas de incubacao.
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Figura 39. Percentual de degradacéo de gluten do extrato da bactéria BLG25
(Stenotrophomonas sp.),quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.

Os extratos obtidos da bactéria BLG28 (Bacillus sp.) (Figura 40)
indicam um comportamento diferente aos observados com as duas primeiras
bactérias. Pode-se observar nessa figura, que os extratos obtidos com 6 e 24
horas mostraram maiores capacidades de degradarem o gluten do que o
extrato obtido com 12 horas e esse comportamento se manteve até quando
foram diluidos 100X. A partir dessa diluicdo, prevaleceu a maior capacidade
de degradagdo do extrato obtido com 6 horas de incubacdo, o que o
recomenda caso 0s extratos desse Bacillus seja usado industrialmente para
esse fim.

Os extratos brutos dessa bactéria conseguiram degradar no méximo,
50% do gluten, quando usado sem diluicdo ou até na diluicdo de 5 vezes,
diminuindo levemente até a diluicdo de 100 vezes, caindo para 5% de

degradacgéo na maior diluigdo usada no experimento (1600X).
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Figura 40. Percentual de degradacéo de gluten do extrato da bactéria BLG28
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.

Esse mesmo comportamento foi observado com os extratos brutos da
bactéria BLG33 (Pseudomonas aeruginosa) (Figura 41), com os obtidos com
6 e 24 horas também tendo maiores capacidades de degradacao do o obtido
com 12 horas de incubacdo. E esse comportamento foi observado em todos
os fatores de diluicdes (até 1600X). Do mesmo modo, houve uma leve
predominancia do extrato com 6 horas ser melhor do que o obtido com 24
horas de incubacéo.

Assim como nos extratos da BLG28, os da BLG33 conseguiram
degradar um maximo de 50% do gluten, mas o efeito das diluicbes foi mais
pronunciado nessa Pseudomonas, com seus extratos apresentando quedas

mais acentuadas de reacdo a medida que as diluicbes foram usadas.
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Figura 41. Percentual de degradacao de gluten do extrato da bactéria BLG33

(Pseudomonas aeruginosa), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em
lactose.

Com relacéo aos extratos da bactéria BLG38 (Bacillus sp.) (Figura 42),
predominou a capacidade de degradacéo do extrato obtido com 24 horas, que

foi superior aos outros dois até na diluicdo de 200X.
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Figura 42. Percentual de degradacéo de gluten do extrato da bactéria BLG38
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.
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Do mesmo modo que nas duas ultimas bactérias, o extrato de 12 horas
foi o que apresentou menor capacidade de degradacdo. Além dessa
diferenca, pode-se observar por essa figura, que o extrato de 24 horas
conseguiu degradar mais de 60% do gluten, mostrando-se melhor do que os
das demais bactérias j4 apresentadas. Mesmo quando diluido 50X esse
extrato foi capaz de degradar 50% do glaten.

Os extratos da bactéria BLG45 (Burkholderia sp.) (Figura 43) se
comportaram de forma semelhante aos da BLG38, também chegando a
degradar 60% do gliten quando néo diluido. Mas nesse caso, as diferencas
entre os extratos foi menor, bem como o fato do extrato de 12 horas mostrar-

se superior ao de 6 horas a partir da diluicdo de 10 vezes.
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Figura 43. Percentual de degradacéo de gluten do extrato da bactéria BLG45
(Burkholderia sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.

Quando se analisa os extratos da bactéria BLG52 (Brevibacillus
parabrevis) (Figura 44), observa-se que eles se comportaram de forma muito
semelhante a observada com os extratos da bactéria BLG33 (Pseudomonas
aeruginosa) (Figura 41). Os extratos de 5 e 24 horas mostraram-se com
maiores capacidades de degradar o gluten, com o extrato de 6 horas sendo
levemente superior ao de 24 horas, mas ambos se mostraram bem melhores

do que o de 12 horas.

119



BLG52

60

50 ~
3
g 40 -
<
% 30 - N 6H
o
w 20 - m12H
e B 24H
R

10 -

0

SD 5X 10X 20X 50X 100X 200X 400X 800X 1600X
DILUICOES

Figura 44. Percentual de degradacéo de gluten do extrato da bactéria BLG52
(Brevibacillus parabrevis), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.

Os extratos da bactéria BLG56 (Achromobacter sp.) (Figura 45)
coletados com 12 horas também se mostraram com menores capacidades de
degradacdo do gluten quando comparado aos de 6 e 24 horas, com esse

ultimo sendo levemente superior ao de 6 horas.
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Figura 45. Percentual de degradacéo de glaten do extrato da bactéria BLG56
(Achromobacter sp.) quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.
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Esses dois extratos apresentaram uma leve diminuicdo da capacidade
de degradacédo até a diluicdo de 200X, quando entdo mostraram uma queda
brusca ao serem diluidas 400X.

A figura 46 mostra a capacidade do extrato obtido da bactéria BLG73
(Bacillus sp.), nos tratamentos sem diluicdo (SD) até diluicdo de 1600X, em
degradar o gluten quando crescida em 6, 12 e 24 horas.

A maior atividade apresentada pelo extrato obtido por essa bactéria foi
de 60 % quando coletado com 6 horas de crescimento no tratamento sem
diluicdo, mantendo essa atividade no tratamento com diluicdo de 5X.

O extrato coletado com 6 horas apresentou maiores percentuais de
degradacdo de gluten em sete das dez diluigBes testadas quando comparado
com o0s extratos coletados nos outros tempos de crescimento: SD (60 %),
diluicdo de 5X (60 %), 10X (55 %), 20X (50 %), 50X (45 %), 100X (40 %) e
200X (30 %).
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Figura 46. Percentual de degradacao de glaten do extrato da bactéria BLG73
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em lactose.

Ja o extrato coletado com 12 horas apresentou maiores atividades nos
tratamentos com diluicdo de 800X (10 %) e 1600X (5 %) quando comparado
com os extratos coletados nos outros tempos.

No tratamento com diluicdo de 400X, os extratos coletados com 12 e

24 horas de crescimento apresentaram atividades semelhantes de 15 %.
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3.3. Capacidade de degradacdo do gluten pelos extratos diluidos
coletados com 6, 12 e 24 horas de crescimento das bactérias
crescidas em meio contendo gluten

Com relacdo aos extratos das bactérias cultivadas em meio contendo
gliten, pode-se observar na Tabela 23, os coletados ap06s 6 horas de
crescimento inicial. A bactéria que teve maior porcentagem de degradacao de
gluten foi a BLG02, com atividade de 60,1 %, seguida das BLG25 e BLG28,

respectivamente com 46,9 e 46,7 %.

Tabela 23. Porcentagem de gluten degradado pelos extratos bacterianos com
6 horas de crescimento.

Tempo Bactérias INPA BLG Médias
(minutos) 02 25 28 33 38 45 52 56 73
%
0 53,1 47,6 47,7 31,4 19,8 25,7 26,1 22,6 29,5| 33,7A

15 54,5 46,0 46,8 31,3 19,7 25,6 27,6 244 29,8 | 340A

30 54,7 46,5 46,8 32,3 19,2 25,4 24,7 23,7 29,8 | 33,7A

45 56,0 47,1 46,4 31,4 19,8 25,8 24,9 240 29,8 | 339A

60 56,5 46,9 46,7 31,9 19,2 25,2 25,1 23,5 29,9 | 339A

75 59,1 46,8 46,7 33,3 194 26,1 25,8 246 29,8 | 346 A

90 60,6 46,3 46,1 33,4 195 25,8 25,3 245 29,8 | 346 A

105 64,0 46,5 46,2 395 194 25,8 25,8 245 30,3 | 358A

120 64,9 47,4 46,5 339 194 25,0 26,0 245 29,8 | 353A

135 64,8 47,1 470 34,1 194 25,6 26,2 23,7 29,8 | 353A

150 64,6 47,4 47,7 38,4 19,7 27,1 26,8 24,0 30,0 | 36,2A

165 64,6 47,6 46,0 38,4 18,8 27,0 27,5 240 29,9 | 36,0A

180 64,3 46,8 46,8 38,3 194 27,0 26,7 241 29,7 | 359 A

Médias 60,1 46,9 46,7 34,4 194 25,9 26,1 240 29,8

a b b c f de de ef cd

Obs.: As médias com as mesmas letras mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Estatisticamente, todos os tempos de analise foram iguais mantendo
médias que variam de 33,7 % a 36,2 % de atividade, conforme pode-se

observar na ultima coluna dessa tabela.

Com relacdo aos extratos coletados ap6s 12 horas de crescimento
(Tabela 24), os resultados mudaram significativamente com a maior atividade
de degradacdo do gluten ocorrendo com o extrato da BLG33, com 86,1 %,
seguida da BLG52 com 72,1 %. Os extratos com menores capacidades de
degradacédo do gluten retirados apds 12 horas de incubacédo foram os das
bactérias BLG56 e BLG73, respectivamente com 23,3 e 23,9%.

O tempo de exposicdo desses extratos com o gluten também
influenciou na degradacdo desse composto proteico, com as maiores

degradacgdes ocorrendo apos 150 minutos de exposicao (Tabela 24).
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Tabela 24. Porcentagem de gluten degradado pelos extratos bacterianos com 12 horas de crescimento.

Tempo Bactérias INPA BLG Médias
(minutos) 02 25 28 33 38 45 52 56 73
0,
0 53,0 abA 50,6 bcC 46,4 bcA 61,2 aC 30,3 dA 30,2 dA 426cl 24,0dA 23,5dA | 40,2H
15 50,4 bA 50,7 bC 46,8 bA 80,0 aB 29,5cA 30,5cA 54,0 bH 22,4 cA 245cA | 432G
30 49,8 cA 50,8 cC 47,0 cA 83,8 aAB 29,6 deA 31,8 dA 60,8bG 22,4eA 24,0deA | 444 FG
45 49,9 cA 51,8 cC 46,1 cA 86,6 aAB 29,9 deA 32,8 dA 65,7bFG 22,8eA 23,6deA | 454 EF
60 50,2 cA 52,5cC 45,2 cA 88,2 aA 30,5dA 32,3dA 68,6 bEF 23,1 dA 23,4 dA | 46,0 DEF
75 50,6 cA 54,4 cBC 45,9 cA 89,2 aA 30,0 deA 33,1dA 72,1 bDEF 23,4 eA 23,4 eA | 46,9 CDE
90 52,0 cdA 56,3 cABC 46,5 dA 89,6 aA 30,4 efA 33,7€eA 74,5 bCDE 22,6 fA 23,6 fA | 47,7 BCD
105 52,3 cdA 59,0 cAB 48,0 dA 90,0 aA 29,5 efA 34,4 eA 77,3bBCD 23,6 fA 24,0 fA | 48,7 ABC
120 52,9 bcA 59,6 bAB 47,7 cA 90,0 aA 29,6 deA 34,1dA 81,0aABC 24,0eA 24,4 eA | 49,2 AB
135 53,4 bcA 60,3 bAB 47,6 cA 90,0 aA 29,8 deA 35,0 dA 82,8aAB  23,2eA 24,5 eA | 49,6 AB
150 54,7 bcA 61,2 bA 47,7 cA 90,0 aA 29,6 deA 35,4 dA 84,6 aA 239eA 242eA | 50,1 A
165 54,8 bcA 61,8 bA 47,7 cA 90,0 aA 29,8 deA 35,4 dA 86,1aA 23,9eA 23,4eA | 50,3 A
180 54,8 bcA 62,4 bA 48,1 cA 90,0 aA 30,2 deA 35,8 dA 87,2aA 239eA 24,3eA | 50,8 A
Médias 52,2 cd 56,3 ¢ 47,0d 86,1a 29,9 ef 334e 72,1b 23,3 f 239 f

Obs.: As médias com as mesmas letras mailsculas nas colunas e minudsculas nas linhas nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Tabela 25. Porcentagem de gluten degradado pelos extratos bacterianos com 24 horas de crescimento.

Tempo Bactérias INPA BLG Médias
(minutos) 02 25 28 33 38 45 52 56 73
%
0 47,0 bF 40,6 bcdA 31,9dA 70,1 aB 35,5 cdA 43,8 bcD 38,2 bcdD 42,6 bcC 33,2dB | 425G
15 46,9 bF 40,2 bcdA 31,9dA 75,8 aB 39,4 bcdA 47,0 bCD 42,1 bcCD 78,6 aB 33,4cdB | 48,4 F
30 48,8 bEF 38,2 cdeA 31,4 eA 84,2 aA 38,7 cdeA 46,9 bcCD 42,4 bcdCD 86,3 aA 36,3 deAB | 50,3 EF
45 51,9 bEF 38,4 cdeA 31,5eA 88,6 aA 38,0 deA 47,6 bcBCD 42,7 bcdBCD 89,6 aA 36,2 deAB | 51,6 DE
60 51,1 bEF 39,2 cdA 31,5dA 89,9 aA 38,0 cdA 48,8 bABCD 43,6 bcABCD 89,8 aA 37,7 cdAB | 52,2 CDE
75 52,8 bDEF 39,3 cdA 31,5dA 90,2 aA 38,8 cdA 51,3 bABC 46,3 bcABC 90,1 aA 40,1 cdA | 53,4 BCD
90 53,0 bDEF 40,1 cdA 32,1dA 90,4 aA 39,5 cdA 51,8 bABC 47,1 bcABC 90,1 aA 39,2 cdAB | 53,7ABCD
105 55,1 bCDE 39,9 cdA 32,1dA 90,3 aA 38,9 cdA 52,9 bABC 47,3 bcABC 90,2 aA 39,4 cdAB | 54,0 ABC
120 58,3 bBCD 40,2 deA 31,8eA 90,3 aA 38,6 deA 53,1 bcABC 47,8 cdABC 90,4 aA 39,5deAB | 54,4 AB
135 61,3 bABC 40,6 deA 31,3eA 90,4 aA 38,3 eA 53,4 bcAB 48,4 cdABC 90,4 aA 40,3 deA | 54,9 AB
150 61,8 bAB 39,7 deA 31,2eA 90,4 aA 38,9 eA 53,8 bcAB 48,9 dcdAB 90,4 aA 40,4 deA | 55,0 AB
165 63,2 bAB 39,7 eA 312eA 90,4 aA 39,0 eA 54,3 bcA 49,2 cdA 90,4 aA 40,4 deA | 55,3 AB
180 65,2 bA 39,8 eA 32,0 eA 90,4 aA 39,2eA 54,6 cA 49,6 cdA 90,4 aA 40,4 deA | 55,7 A
Médias 55,1 b 39,7d 31,7e 870a 38,5 de 50,7 bc 45,7 cd 853 a 38,2 de

Obs.: As médias com as mesmas letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.
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Esse efeito do tempo de exposicao é reflexo da degradacao crescente
ao longo do tempo ocasionado pelos extratos das bactérias BLG25, BLG33 e
BLG52, conforme pode ser observado na Tabela 25. Devido ao isso, ao final de
180 minutos de exposicao, os indices de degradacao do gluten por esses trés

extratos foram respectivamente 62,4 %, 90,0% e 87,2 %.

Com relacdo aos extratos obtidos apds 24 horas de incubacdo das
bactérias (Tabela 25), os melhores foram os provenientes das BLG33 e BLG56,
respectivamente com 87,0 % e 85,3 % de degradacédo do gluten. O pior de
todos foi o extraido da BLG28 com 31,7 % de degradacédo, seguido pelo da
BLG73 com 38,2 %.

Com esses extratos também se observou uma acgdo crescente de
degradacdo com o tempo de exposi¢cdo, como observado nos extratos com 12
horas de incubacdo, sendo essa caracteristica, proveniente da maioria dos
extratos, que nesse caso, foram os das bactérias BLG02, BLG33, BLGA45,
BLG52, BLG56 e BLG73. Somente os extratos das bactérias BLG25, BLG28 e

BLG38 nao se comportaram desse jeito (Tabela 25).

De acordo com as tabelas 23, 24 e 25, pode-se observar que o tempo de
incubacdo das bactérias influenciou em suas capacidades de degradarem o
glaten.

O extrato da bactéria BLG02 teve maior atividade quando coletado com
6 horas de crescimento (60,1 % em média), enquanto que o0s extratos das
bactérias BLG25 (56,3 %), BLG28 (47,0 %) e BLG52 (72,1 %) apresentaram
maiores atividades quando coletados com 12 horas de crescimento quando

comparados com 0s outros tempos de coleta.

Os extratos das bactérias BLG33 (87,0 %), BLG38 (38,5 %), BLG45
(50,7 %), BLG56 (85,3 %) e BLG73 (38,2 %) apresentaram maiores
percentuais de degradacdo de glaten quando coletados com 24 horas de

crescimento.

As figuras a seguir mostram essas propriedades dos extratos e o efeito

de suas diluicdes em suas capacidades de degradarem o gluten.
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A figura 47 mostra a capacidade do extrato obtido da bactéria BLG02
(Bacillus sp.), nos tratamentos sem diluicdo (SD) até diluicdo de 1600X, em
degradar o gluten quando crescida em 6, 12 e 24 horas.

O extrato da bactéria BLG02 apresentou sua maior atividade no
tratamento sem diluicdo (60 %) e tempo de coleta de 6 horas de crescimento,
tendo uma atividade de 45 % quando diluido 5X. A diluicdo de 400X ainda teve
uma atividade acima de 10 %.

Quando comparados os trés tempos de coleta, o tempo de 6 horas foi 0
gue apresentou maiores percentuais de degradacdo de gluten na maioria dos

tratamentos, com excecao dos tratamentos com diluicées de 800X e 1600X.

A atividade do extrato coletado com 12 horas de crescimento foi maior
em comparacao com 0s demais somente no tratamento com diluicdo de 800X
(5%), enquanto que foi igual ao de 6 horas no tratamento com diluicdo de
1600X (2%).

O extrato coletado com 24 horas foi o que apresentou menor atividade

em todas as diluicbes, desaparecendo quando diluido 800X e 1600X.
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Figura 47. Percentual de degradacdo de gluten do extrato da bactéria BLG02
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.

A figura 48 mostra a capacidade do extrato obtido da bactéria BLG25
(Stenotrophomonas sp.), nos tratamentos sem diluicdo (SD) até diluicdo de

1600X, em degradar o gluten quando crescida em 6, 12 e 24 horas.
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A maior porcentagem de gluten degradado por esse extrato foi sem
diluicdo nos tempos de coleta de 12 e 24 horas de crescimento
(aproximadamente 50 %).

Nas diluicbes, o extrato coletado com 24 horas apresentou maior
atividade quando comparado com os demais, mantendo seus indices de
degradacdo acima de 40 % mesmo quando diluido 100X. Os extratos coletados
com 6 e 12 horas, por outro lado, mostraram um queda acentuada a medida
em que foram diluidos.

O extrato obtido com 6 horas de coleta ndo apresentou maior atividade
quando comparado com o0s outros tempos de coleta em nenhuma das
diluicdes, sendo inexistente nas diluicdes de 800X e 1600X.

No resultado da diluicdo de 200X do extrato coletado com 24 horas
houve um desvio padréo elevado, pois, no comeco (tempo zero) até o final da
andlise (180 minutos) a atividade variou entre 10 % e 50 %. Essa variacéo
pode ser visualizada nos dados do extrato sem diluicdo apresentados na tabela
25.

BLG25

60

50
)
§~ 40
(]
=
& 30 m6H
a 12H
W 20
® m 24H

=
o

o

SD 5X 10X 20X 50X 100X 200X 400X 800X 1600X
DILUICOES

Figura 48. Percentual de degradacdo de gluten do extrato da bactéria BLG25
(Stenotrophomonas sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.
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Com relacdo a bactéria BLG28 (Bacillus sp.) (Figura 49), o extrato que
mostrou maior atividade foi o coletado com 24 horas, seguido pelo de 12 horas,
degradando acima de 55 % do gluten, quando sem diluicdo. A capacidade
desses dois extratos em degradarem o glaten caiu para aproximadamente 40
% quando diluidos de 5X até 50X. O extrato coletado com 12 horas nédo

apresentou atividade nas diluicdes de 800X e 1600X.
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Figura 49. Percentual de degradacao de gluten do extrato da bactéria BLG28
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em glaten.

Quanto aos extratos da bactéria BLG33 (Pseudomonas aeruginosa)
(Figura 50), do mesmo modo que os da bactéria BLG28, os obtidos com 12 e
24 horas mostraram maiores atividades do que o coletado com 6 horas, sendo
essa diferenca muito maior. Sem diluicdo, o extrato coletado com 12 horas
degradou 84 %, o de 24 horas 77 %, enquanto que o de 6 horas degradou
apenas 35 % do gluten.

O extrato que mostrou as maiores atividades de degradacdo do glaten

até a diluicdo de 200X foi o coletado com 12 horas.

127



BLG33

100
(@] _
80 -
S
5
2 60 - Ny
3] | m12H
a)
e 20 - m24H
0 _

SD  5X 10X 20X 50X 100X 200X 400X 800X 1600X
DILUICOES

Figura 50. Percentual de degradacao de gluten do extrato da bactéria BLG33
(Pseudomonas aeruginosa), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.

Com relacdo aos extratos da bactéria BLG38 (Bacillus sp.) (Figura 51),
observa-se que a atividade de degradacédo do glaten do obtido com 24 horas

de crescimento foi bem superior as dos demais.
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Figura 51. Percentual de degradacao de gluten do extrato da bactéria BLG38
(Bacillus sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.

O extrato coletado com 12 horas foi superior ao de 6 horas apenas

quando néo diluido, uma vez que o processo de diluicdo resultou numa queda
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acentuada em sua capacidade de degradacdo do glaten, enquanto que o de 6
horas manteve essa atividade relativamente estavel até na diluicdo de 50X.

O extrato obtido com 24 horas da bactéria BLG45 (Burkholderia sp.)
(Figura 52) também foi o que apresentou maior atividade, mas nesse caso, 0
extrato com 6 horas se mostrou bem superior ao coletado com 12 horas de
crescimento.

A capacidade de degradacdo do extrato com 24 horas se mostrou com
pouca variacdo até na diluicdo de 20X, enquanto que o de 6 horas até a
diluicdo de 10X.
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Figura 52. Percentual de degradacao de gluten do extrato da bactéria BLG45
(Burkholderia sp.), quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.

Pouca variacao foi observada entre os trés extratos obtidos da bactéria
BLG52 (Brevibacillus parabrevis) (Figura 53).

Os indices de degradacdes dos trés extratos variaram de 50 a 55 % nao
diluidos, caindo para em torno de 40 % até a diluicdo de 50X, exceto o extrato

de 12 horas que apresentou uma queda maior de atividade.
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Figura 53. Percentual de degradacdo de gluten do extrato da bactéria BLG52
(Brevibacillus parabrevis),quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.

Com relacdo aos extratos da bactéria BLG56 (Achromobacter sp.)
(Figura 54), o obtido com 24 horas se sobressaiu aos demais até a diluicdo de
5X, com os outros dois extratos se mantendo iguais até a diluicdo de 50X.

O extrato com 24 horas sem diluicho mostrou uma atividade muito
elevada, degradando quase 90 % do gluten, enquanto que as observadas com

0s outros dois extratos foram de aproximadamente 50 % até a diluicdo de 50X.
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Figura 54. Percentual de degradacdo de gluten do extrato da bactéria BLG56
(Achromobacter sp.) quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.
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O extrato coletado com 24 horas de crescimento da bactéria BLG73
(Bacillus sp.) (Figura 55) também se mostrou superior aos demais, com o de 6
horas sendo superior ao de 12 horas até na diluicdo de 800X.

N&o houve muita variagdo nas atividades do extrato de 24 horas entre as
diluicdes de 5X a 50X, enquanto que o extrato de 6 horas mostrou uma queda
acentuada ao ser diluida 10X. Com relacéo ao extrato de 12 horas ocorreu uma

gueda significativa ao dilui-la.
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Figura 55. Percentual de degradacao de gluten do extrato da bactéria BLG73
(Bacillus sp.),quando crescida em 6, 12 e 24 horas em gluten.

Portanto, observou-se uma grande diferenca nas capacidades de
degradacdo do gluten quando se coletou os extratos dessas bactérias nos
tempos de 6, 12 e 24 horas, bem como ao dilui-los. Além disso, observou-se
que o fato de colocar as bactérias para crescerem em meio contendo lactose
ou gluten também influenciou no potencial de degradacao do gluten por esses
extratos.

Usando essas variaveis, foi possivel obter capacidades de degradacgéo
entre um minimo de 20,4 % usando o extrato de 6 horas com a BLG38 em
meio de cultura contendo gluten, até um maximo de 87,3 % usando o extrato

de 24 horas da BLG56 em meio de cultura contendo também o gluten (Tabela
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22). Isso demonstra a ocorréncia de proteases diferentes encontradas nessas
bactérias, com capacidades de degradarem o gluten.

Os extratos com maiores potenciais de utilizagdo econdOmica para a
degradacdo do gluten foram os obtidos das BLG28 (Bacillus sp.), BLG38
(Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis),
BLG56 (Achromobacter sp.) e BLG73 (Bacillus sp.) por elas fazerem parte de
géneros com pouca possibilidade de patogenicidade. O uso de microrganismos
nao patogénicos desoneram os custos de producéo industrial, pois ndo exigem
maiores cuidados no manuseio do processo de producdo. Desses, a(s)
protease(s) mais promissora(s) é/sdo a(s) presente(s) no extrato de 24 horas
da BLG56 cultivada no meio contendo gluten, por apresentar(em) a maior
capacidade de degradacédo do gluten, 87,3 %, conforme mostrado na Tabela 22
e Figura 54.

O efeito da concentragdo na capacidade das enzimas em reagirem com
0s substratos € bastante conhecido (ALBE et al., 1990; RISTENPART et al.,
2008; SALWANEE et al., 2013) e serve de parametro para se avaliar seus
potenciais usos biotecnoldgicos. As enzimas que conseguem degradar 0s
substratos mesmo em concentracdes muito baixas podem ser preferidas
quando suas concentragcdes mais elevadas podem causar efeitos colaterais
indesejaveis, bem como podem baratear o processo industrial, por usarem

pequenas quantidades nas bioindastrias.
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4. Conclusoes

Todas as bactérias produziram extratos com capacidade de degradacao
do glaten.

A fonte de carbono (lactose ou gluten) afetou a capacidade dessas
bactérias em produzirem extratos capazes de degradarem o glaten.

O tempo de coleta dos extratos bacterianos influenciou nas suas
capacidades de degradar o glaten.

Os extratos de 12 horas da maioria dessas bactérias foram os que
mostraram menores capacidades de degradacédo do gluten.

Os extratos de 24 horas da maioria dessas bactérias foram os que

mostraram maiores capacidades de degradacéo do gluten.

O maior percentual de degradacdo de glaten foi de 87,3 % usando o
extrato obtido com 24 horas de crescimento da bactéria BLG56
(Achromobacter sp.) cultivada em meio de cultura contendo glaten.

Com base na capacidade de degradacédo, nos tempos de coletas dos
extratos bacterianos e meios de cultura, pode-se concluir que as nove bactérias

apresentam diferentes proteases capazes de degradarem o gluten.

A capacidade dos extratos degradarem o glaten variou com suas
concentracfes na solucdo de formas diferentes e essa caracteristica pode
servir como um teste a mais para diferenciar uns dos outros.

Sao necessarios estudos mais detalhados, como o de purificacdo dos
componentes dos extratos dessas bactérias, para avaliar cada uma dessas
proteases individualmente, para escolher as de melhores potenciais

biotecnolégicos.
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DISCUSSAO GERAL

Ao longo dos anos, a ciéncia vem documentando situacdes de
intolerancia aos alimentos e duas que se sobressaem séo as relacionadas com
a ingestéao de lactose e gluten. Entre 5 % das pessoas do norte da Europa e 90
% em alguns paises asiaticos sofrem de intoleradncia a lactose (Wikipédia,
2015), uma inabilidade para digerir completamente esse dissacarideo
predominante no leite e seus derivados (TEO, 2002). Por outro lado, entre 0,5-
1,0 % da populacdo mundial possui a Doenca Celiaca (intolerancia ao gluten),
mas entre os pacientes diabéticos esse percentual aumenta, variando entre 2,2
% e 13,8 %, com uma media de 4,1 % nos paises europeus (MONT-SERRAT
et al., 2008).

A lactose nao digerida, ao passar pelo célon, é fermentada por bactérias,
produzindo &cidos organicos de cadeia curta e gases (TEO, 2002). Isto resulta
em diversos sinais e sintomas clinicos, como diarreia, acompanhada de
desidratacédo, principalmente nas criangas de baixa idade, evacuacédo explosiva
logo apds a ingestdo do alimento, assadura perianal, distensdo e dor
abdominal, flatuléncia, desnutricdo, acidose metabdlica e enterite necrosante
(LOPES et al., 2008; MORIWAKI; MATIOLI, 2000; TEO, 2002).

Ja a Doenca Celiaca, também conhecida como enteropatia sensivel ao
gliten, € uma doenca intestinal inflamatéria crénica, autoimune permanente,
que se manifesta em individuos com predisposicdo genética através da
ingestdo de prolaminas (MEIRINHO, 2009; MORON et al., 2009). Além do
consumo do gluten e da suscetibilidade genética, também € necesséaria a
presenca de fatores imunolégicos e ambientais para que a doenca se
manifeste (SDEPANIAN et al., 1999). O gliten é uma substancia elastica,
aderente, insolivel em agua, responsavel pela estrutura das massas
alimenticias, constituido por fraces de gliadina e de glutenina, que, na farinha
de trigo, totalizam 85 % da fracdo proteica. O trigo € o Unico cereal que
apresenta gliadina e glutenina em quantidade adequada para formar o glaten.
No entanto, essas proteinas estdo presentes em outros cereais, como cevada,
centeio e aveia (ARAUJO et al., 2010).

Diversas pesquisas tém mostrado que microrganismos encontrados na

cavidade bucal e intestinos apresentam habilidade de degradar a lactose e o
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gliten (DI CAGNO et al., 2001; FERNANDEZ-FEO et al. 2013; FONDEN, 2001;
FUJIMURA et al., 2010; ROWAT et al., 2010). Em derivados do leite, como nos
queijos e iogurtes, também foram encontradas bactérias com essa capacidade
(GOBBETTI, 2005; HELLER, 2001; MASOTTI et al, 2013), abrindo
perspectivas de se obterem, através de isolamentos, novos géneros e espécies
de bactérias para resolverem ou minimizarem esse problema de saulde
presente nas populacdes humanas de todas as regides do planeta.

A utilizacdo de microrganismos ndo patogénicos capazes de degradar a
lactose e o glaten pode ser uma alternativa para que pessoas que possuem
intolerdncia a lactose e Doenca Celiaca possam consumir uma maior
guantidade de alimentos sem a necessidade de preocupagdo com essas
substancias. Essa utilizacdo pode ser: a) pelas suas ingestdes no trato
digestivo (digestério), caso eles sejam compativeis e possam fazer parte da
flora intestinal; b) wusando suas enzimas como um complemento
medicamentoso, junto com a alimentacdo; c) usando suas enzimas na area
industrial para degradarem a lactose e o glaten presentes em alimentos antes
gue sejam ingeridos pelos seres humanos.

Era de se esperar que alimentos regionais amazonicos, como 0 queijo
coalho, de onde foi isolada a maioria das bactérias utilizadas no presente
estudo, além de alguns industrializados, como queijos e iogurtes importados de
outras regides, contivessem bactérias capazes de degradar a lactose e o gluten
sem serem patogénicas aos seres humanos, abrindo um novo potencial para
se encontrar componentes microbianos com elevadas possibilidades de uso
biotecnoldgico. Foi com essa intencédo que essa pesquisa foi realizada.

Parte dos resultados obtidos ja era esperada e desejada, como a
presenca nos queijos regionais (queijo coalho), de bactérias capazes de
degradar esses dois componentes alimenticios, bem como diferencas entre
elas e entre as enzimas encontradas, abrindo novas perspectivas de pesquisas
para a caracterizagdo molecular e bioquimica visando delimitar os usos
biotecnolégicos tanto das bactérias em si, como probioéticos, como os das suas
enzimas purificadas.

No entanto, ndo era desejavel que essas bactérias fossem de
géneros/espécies com potenciais de patogenicidade humana, como as

Pseudomonas e Stenotrophomonas, apenas para citar dois dos géneros
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encontrados, repletos de informag@es bibliograficas (FERRAREZE et al., 2007;
GARCIA-PAEZ et al, 2013; NICODEMO; GARCIA-PAEZ, 2007; NYC;
MATELKOVA, 2010; RODRIGUES et al., 2011; SENOL, 2004; SILVA-FILHO et
al.,, 2013; WOJKOWSKA-MACH et al, 2006) como exemplos de
microrganismos capazes de causar danos aos seres humanos. Como o
processo de fabricacdo desses queijos € artesanal, sem pasteurizacdo do leite
e sem 0 uso de um inoculante microbiano conhecido e padronizado, essa
possibilidade existia, mas ndo explicava o fato desses queijos raramente
causarem diarreias ou outros sintomas até mais severos provenientes de suas
ingestoes.

Segundo Vieira et al. (2008), o leite recém-ordenhado em condi¢ces de
assepsia minima pode conter entre 5,0x10° a 5,0x10* UFC bacterianas.mL™,
sendo desejavel que o0 mesmo seja pasteurizado ou esterilizado (ALMEIDA et
al., 2002) para garantir um minimo de qualidade higiénica do produto final. H&
uma exigéncia legal brasileira, por exemplo, de que o queijo Minas frescal seja
fabricado com leite pasteurizado, mas segundo Pereira et al. (1991), é bastante
frequente sua comercializacdo sem esse pré-requisito.

Vieira et al. (2008) fazem uma revisdo consistente mostrando, com base
na literatura cientifica, que os queijos Minas frescal apresentam riscos a saude
humana, relatando que hé registros da internacao de 26.588 pessoas, em 2000
provenientes de toxinfeccdo alimentar de origem diversa, causando
principalmente, diarreia, vomitos, febre, colica abdominal, nduseas, flatuléncia
e indisposigao.

A explicacdo para a auséncia ou baixa ocorréncia de efeitos colaterais
causados pela ingestdo desses queijos veio ao longo da pesquisa, quando
observou-se que o binbmio alta acidez do estbmago e a alcalinidade dos
intestinos criam barreiras quimicas para essas bactérias sobreviverem e
prosperarem nesses dois ambientes do nosso sistema digestério. Como as
populacBes de microrganismos nos alimentos geralmente é inferior a 10*
células.g™, segundo recomendaces da Resolucdo RDC n.12 da ANVISA
(2001), a acidez do estdbmago acaba reduzindo a possibilidade de causarem
algum sintoma indesejavel ao ser humano, pois uma redugéo drastica desses
microrganismos também pode ocorrer se nao estiverem adaptados ao pH 8,0

dos intestinos. Uma reducdo de grandeza logaritmica 2 (10% células.g™) no
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estbmago e outra igual nos intestinos € capaz de eliminar totalmente uma
populacdo bacteriana de grandeza logaritmica 4 (10 células.g™ de alimento)
ao entrar nos intestinos. Somente quando apresentarem populacdes elevadas,
acima de 10° células.g™ de alimento é que essas bactérias podem passar pelo
estbmago naquele espaco de tempo suficiente para a digestéo inicial do queijo
(trés primeiras horas, na maioria das vezes), atingindo 0s intestinos com
elevadas populacdes. Na maioria das vezes que essa alta populacdo esta
presente no queijo, seu aspecto e odor alertam o consumidor para 0 nao
consumo do produto. Somente se consumido € que essas bactérias poderiam
colonizar os intestinos e causarem danos a saude humana. Mesmo nessa
situacdo, essas bactérias teriam que enfrentar a competicdo com a flora
intestinal, para causarem os efeitos indesejaveis. Em individuos saudaveis, que
se alimentam de uma ampla gama de alimentos e que por iSso, possuem uma
flora intestinal diversificada, essa competicdo pode ser suficiente para impedir a
proliferacdo das bactérias indesejaveis, o que pode ndo acontecer em pessoas
com uma flora debilitada pela ingestdo de antibiéticos ou que se alimentam de
poucos produtos, possuindo entdo, uma flora relativamente homogénea.
Considerando que as bactérias a serem usadas como probiéticos nos
intestinos devem ser ingeridas em altas concentracées, acima de 10° células.g
! de alimento e que em altas densidades celulares aumenta a possibilidade de
se recombinarem, ndo se recomenda usar, por questdes de biosseguranca,
bactérias de géneros que possuem grande nimero de espéciess com potencial
patogénico, mesmo quando ndo apresentarem essa caracteristica indesejavel.
Em vista disso, das bactérias estudadas no presente estudos, sete
delas, como a BLG02, BLG28, BLG38 e BLG73, identificadas como do género
Bacillus, BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52 (Brevibacillus parabrevis), BLG56
(Achromobacter sp.) possuem algum potencial para serem usadas como
probioticos. Esses géneros tém poucas espécies consideradas patogénicas ao
ser humano e caso estudos futuros confirmem ndo o serem, bem como
apresentarem a capacidade de colonizarem os intestinos de forma harménica
com a microbiota desse ambiente, poder&o ser recomendadas para esse fim.
As que ndo se enquadrarem nesse perfil de probidticas poderdo ser
supridoras das enzimas capazes de degradar a lactose e o gluten, ap0s suas

purificagdes pelas bioindustrias. Dessas, a que apresentou 0 maior percentual
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de degradacdo de glaten (87,3 %), foi o extrato obtido com 24 horas de
crescimento da bactéria BLG56 (Achromobacter sp.) cultivada em meio de
cultura contendo glaten.

No entanto, o gluten € uma mistura de quatro tipos de proteinas:
albuminas, globulinas, gliadinas e gluteninas. As albuminas e globulinas sao
aproximadamente 15 % das proteinas. Os restantes 85 % correspondem as
proteinas monomeérica e polimérica, denominadas gliadina e glutenina, dos
quais 40 % séao gliadinas (PALMU, 2003). Levando em consideracdo que a
fraccdo toxica do glaten é a gliadina, sendo esta a responsavel pelas
manifestacbes clinicas da doenca (MCGOUGH; CUMMINGS, 2005), estudos
futuros deverdo ser envidados no sentido de verificar quais dessas bactérias e
quais os extratos sao capazes de degradar apenas esse constituinte do glaten,
permitindo ao organismo humano, aproveitar de forma natural os outros
componentes desse complexo proteico.

A continuidade das pesquisas realizadas nesse estudo devera levar em
consideracao, quais dessas bactérias ndo sdo patogénicas, e quais as enzimas
poderdo resultar em produtos biotecnologicos de uso comercial para a
populacdo humana que apresenta restricdes metabdlicas em consumirem a
lactose e o gluten, abrindo perspectivas de terem uma vida mais saudavel e

isenta de imprevistos de indisposicdo alimentar.
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CONCLUSOES GERAIS

Foram isoladas 75 bactérias dos 10 tipos de queijo e 10 tipos de iogurtes
usados para os testes.

Das 75 bactérias testadas, 61 apresentaram formacdo de halo de
degradacdo em meio contendo glaten.

Pelo indice de Degradagdo de Gliten (IDG), das 61 bactérias avaliadas,
22 nao apresentaram IDG durante o teste, 30 apresentaram IDG’s
considerados baixos, 9 IDG’s foram considerados médios e nenhuma
apresentou IDG considerado alto.

A fonte de carbono do meio de cultura (gliten ou lactose) influenciou as
caracteristicas morfolégicas das colénias das 20 bactérias selecionadas como
as melhores.

Dezesseis bactérias foram Gram Negativas e 4 Gram Positivas.

Sete bactérias foram catalase positivas e 13 foram catalase negativas.

Das 13 bactérias usadas na caracterizacdo genética, foi possivel
identificar somente quatro ao nivel de espécie.

Quatro isolados sdo do género Pseudomonas sp., quatro do género
Bacillus sp., duas do género Stenotrophomonas sp., uma do género
Brevibacillus sp., uma do género Achromobacter sp. e uma do género
Burkholderia sp.

As doze bactérias mostraram potencial para serem usadas como
probiéticas (ap6s confirmacao de ndo patogenicidade) ou como supridoras de
enzimas capazes de degradarem a lactose e o gluten.

Todas as bactérias mostraram sensibilidade a acidez equivalente a do
estbmago e a alcalinidade equivalente a dos intestinos humanos.

Essa bipolaridade acidez/alcalinidade pode ser um mecanismo de
defesa do organismo humano contra a acdo de bactérias patogénicas ou
indesejaveis.

Para que bactérias desejaveis sejam utilizadas como probidticas, elas
precisam ser ingeridas em altas concentracdes.

Das doze bactérias testadas, as com maiores potenciais de utilizacdo

como probidticas, desde que comprovadamente ndo sejam patogénicas, sdo as

139



BLG28 (Bacillus sp.), BLG38 (Bacillus sp.), BLG45 (Burkholderia sp.), BLG52
(Brevibacillus parabrevis), BLG56 (Achromobacter sp.) e BLG73 (Bacillus sp.)
por fazerem parte de géneros com pouca possibilidade de patogenicidade e por
apresentarem crescimento positivo nas duas primeiras horas em pH 2,3.

O uso de pH 2,3 ou 8,0 a uma temperatura de 55 °C pode servir para
diminuir as possibilidades de contaminagbes de bactérias indesejaveis no
processo de producdo industrial de probidticos.

A fonte de carbono (lactose ou gluten) afetou a capacidade dessas
bactérias em produzirem extratos capazes de degradarem o glaten.

O tempo de coleta dos extratos bacterianos influenciou nas suas
capacidades de degradar o gluten.

Os extratos de 12 horas da maioria dessas bactérias foram os que
mostraram menores capacidades de degradacédo do gluten.

Os extratos de 24 horas da maioria dessas bactérias foram os que
mostraram maiores capacidades de degradacéo do glaten.

O maior percentual de degradacdo de glaten foi de 87,3 % usando o
extrato obtido com 24 horas de crescimento da bactéria BLG56
(Achromobacter sp.) cultivada em meio de cultura contendo glaten.

Com base na capacidade de degradacédo, nos tempos de coletas dos
extratos bacterianos e meios de cultura, pode-se concluir que as nove bactérias
apresentam diferentes proteases capazes de degradarem o gluten.

A capacidade dos extratos degradarem o glaten variou com suas
concentracbes na solucdo de formas diferentes e essa caracteristica pode
servir como um teste a mais para diferenciar uns dos outros.

Sao necessarios estudos mais detalhados, como o de purificacdo dos
componentes dos extratos dessas bactérias, para avaliar cada uma dessas
proteases individualmente, para escolher as de melhores potenciais

biotecnoldgicos.
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ANEXOS

ANEXO 1. SEQUENCIAS DAS BACTERIAS

E\kgg}rTCCCTATTATTCCTTCTTGTGGGCAG CAGTGGGGATTATTGGCCAATGGG
'I(;gé'? éATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
$éAG((33-I;AG GAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAA
ggé%TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCG
g?ég-I(-SACGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGG
g$gépéi\ACTGCATCCAAAACTAGTGAG CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATT
$g$XgCG GTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCA
g'?éi’?ﬁCTGACACTGAG GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
GAGGAA GTCCCA

RDP » » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

» » » » » order Pseudomonadales (1)

» » » » » » family Pseudomonadaceae (1)

» » » » » » » unclassified_Pseudomonadaceae (1)

glé%OGZAAGATTCCCI TTATTCTTTTCCTGAGCCGCCGTAGGGAATCATTCGCCATG
Sﬁggﬁ\TGAAGCAGCACCGCCGCGTGAGTGGTGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCTC
$$X1C—5%GAAGAACAAGCACCGTTCGAATACGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCA
gééécéGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTGGCAAGCGTTGT
'I(;'(I':A?Tgl'éAC\SGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAACCCCCC
,(A;SgggGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
ﬁég'rl'%c':l'AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
gl(;ac'l:'-l(—lc':l:l(—BTAACTGACCCTAAGGACCAAAGGCGGGGGGAGCAAACAGGATTAA

RDP » » domain Bacteria (1)

» » » phylum Firmicutes (1)

» » » » class Bacilli (1)

» » » » » order Bacillales (1)

» » » » » » family Bacillaceae 2 (1)

» » » » » » » unclassified_Bacillaceae 2 (1)
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?kg'?gCTATACGGGGCAG CAGTGGGTAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC
gﬁgggG CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGA
ﬁg 'I(-';A(?A?G TTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACT
g%(éLGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
-l(;AC%ACGG(;I'AGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
gl(;iiﬁlCTACTGAG CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGG
$géé€\|'AGATATAG GAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATAC
$gﬁgAG(':I'GCGAAAG CGTGGGGAGCAAAAAGGATTAGATACCGAGGATAGTCC

RDP » » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

» » » » » order Pseudomonadales (1)

» » » » » » family Pseudomonadaceae (1)

» » » » » » » unclassified_Pseudomonadaceae (1)

gl&géi\GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGT
,CA;CC:AG\;CCS; é CCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAA
-I(.:-;A(i‘u(':l'(':l'(C:SGGATGACG GTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGC
,CA:S'I?ECGGTAAGGGTGCAAG CGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGT
?ET&?A%TCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGG
'IQEC(S;:(STGTG GTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAG
Q-IC-SCC:S);\C;(CBJATCCATGGCGAAGGCAG CTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACG
AAAGCG TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCGGGGTTAGTCCC

RDP » » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

» » » » » order Xanthomonadales (1)

» » » » » » family Xanthomonadaceae (1)

» » » » » » » genus Stenotrophomonas (1)

99% de semelhanga com Stenotrophomonas maltophilia

BLG23
GGACTATCCCGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGT
CAGTA
TCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCA
CCGC
TACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCA
GTTC
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CCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCTT
EéiggAATTCCGATTAACG CTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGA
é(é-l(-:-EBAGTG CTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCT
-IC-)(C:)(C::LACTTAAAGTG CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCT
GGATC AGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCT

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

» » » » » order Pseudomonadales (1)

» » » » » » family Pseudomonadaceae (1)
» » » » » » » genus Pseudomonas (1)

?kg'lz'gCTACGGGGGGCAG CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGAT
g'cl':égggCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGA
ﬁéE?F(C:%GCTAATACCCG GTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAAC
-IC-EE%CXIC-SCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCG
IQ'AGA(\:%%AGGTGGTCTTTTAAGTCCGTTGTGAAAG CCCTGGGCTCAACCTGGGAAC
$g gﬁ:lr'ACTGGGCAACTAGAGTGTGTAGAGGGTAG CGGAATTTCCTGGTGTAGCAG
igééﬁ'AGAGATCAG GAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACAC
$gﬁgé%ACGAAAG CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCC

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

» » » » » order Xanthomonadales (1)

» » » » » » family Xanthomonadaceae (1)
» » » » » » » genus Stenotrophomonas (1)

v

BLG28
GACTTCGGAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTACGGTAGAACAAGTGCTAGTTG
AATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT
TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCCAACGG
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http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1826&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1834&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1851&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum Firmicutes (1)

» » » » class Bacilli (1)

» » » » » order Bacillales (1)

» » » » » » family Bacillaceae 1 (1)
» » » » » » » genus Bacillus (1)

M

?IC_IS':I%'?;CGGGAGTCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
gggé-(gc';l'GTGTGAAGAAG GTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGG
,(A;Xé'l(';':-AATACCTTG CTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCG
I\ggiGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAA
égggggTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
gﬁlggﬁCTGAG CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
é"a\l';giTATAG GAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGA
gg?r-g%AéAAAG CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

» » » » » order Pseudomonadales (1)

» » » » » » family Pseudomonadaceae (1)
» » » » » » » genus Pseudomonas (1)

(BBI(_S%?,I?I'TCTGGTTAG GTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTT
gggZACAGAGTTTTACGACCCGAAAG CCTTCATCACTCACGCGGCGTGCTCCGTC
??ég'lTCCATTCGAAGATTCTACTCCTACGGGAGGTAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
ﬁégiiAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAA
é¢$(2$¥AGGGAAGAACAAGTG CTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTA
ﬁégCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
EEAA-I—;I'(':FATTGGGCGTAAAG CGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
ggﬁgiACCGTGGAGGGTCATTG GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
'I(?:I[C?C?A'\A'IAGTGTAG CGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
'IC'BESTA(\SC(;TCTGTAACTGACACTGAGGCG CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
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http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no

GATACC
CTGGTAGTCC

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum Firmicutes (1)

» » » » class Bacilli (1)

» » » » » order Bacillales (1)

» » » » » » unclassified_Bacillales (1)

gléil(l?STACCCAGGGTATCTAATCCTGTTTG CTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGT
'IC':'I'?\g(-BréCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTC
?XgﬁgGTG GAATTCCACCCCCCTCTGCCATACTCCAGCGCTGCAGTCACCAATGC
égl—;;%TTAAG CCCGGGGATTTCACATCGGTCTTACAGCACCGCCTGCGCACGCTT
-I(;ACiggAATTCCGATTAACG CTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
écé-l(-:-(rBAGTG CTTATTCTTCCGGTACCGTCATCCACCAGGGGTATTGGCCCCGATGAT
PC-J%-IC-ETGACAAAAGTG CTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATTGCT
Sgé-l(;u?l'TGCCCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAG

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Betaproteobacteria (1)

» » » » » order Burkholderiales (1)

» » » » » » family Burkholderiaceae (1)
» » » » » » » genus Burkholderia (1)

v

E'II:EC??ZTGTGGCTTTCTCGTCAGGTACCGTCAAGGTACCGGCCCTATTCGAACGGC
??CC:SC-}F'IC';CCCTGACAACAGAACTTTACAATCCGAAGACTTTCATCGTTCACGGGGCGT
-lC-I(C;Ii:II:CAGACTTTCGTCCATTGTGAAAATTTATCCTTCCGGGATG CAGCAGTAGGGA
"?""IA'\;EACAAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCT
$$§$£AAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACACGTGCCGTTCGAATAGGGCGGTACCT
g'(?:CCI:C?TGACAAGAAAG CCACGGCAAATTACGTGCCACCAGCCGCGGTAATACATA
SSXSSGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAATTC
$$E;AC\;GCCCGGAGCTCACCTCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAGCAAGAGTGCA
géAAiﬁGCGGTATTCCACGTGTACCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC
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http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=-2262&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no

CAGTGG
CGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAG

GATTAGATACCCTGGGTAGTCC

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum Firmicutes (1)

» » » » class Bacilli (1)

» » » » » order Bacillales (1)

» » » » » » unclassified_Bacillales (1)

98% de semelhanca com Brevibacillus parabrevis

?kg EI?I'GTGGCTTTCTG GTAAGGTACTGTCAAGGTACGGGCCAGTTATTAAGGTAC

$$1C';g-CI-3CTTACAAAAGAGTTTTACGATCCGAAATCCTTTTTCACTCCCG CGGCGGGN
'IC';';'I-((J:A(\:GACNCTCGCCCANNGCGAAGTTTTTACTCCTACCGGGGGGCAGCAGTGGG

?ééXIC-;I;AATGGGGGAAAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTGTGATGAAGGCCTT

ggl';AG\AC\;:C-%r CACTTTTGGCAGGAAAGAAAAGTCGTGGGTTAATACCCCGGGAATCTGA
gg'?(-;r éAGAATAAG CACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

g-ég??ﬁATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTAAAGTAAGA
ZﬁlgéCAGAG CTTAACTTTGGAACTGCATTTTTAACTACCGGGACTAGAGTGTGTC
é%':(éGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACC

gﬁgggAGCCTCCTGGGATAACACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGG

ATTAGATACCCTGGGTAGTCC

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» » » » class Betaproteobacteria (1)

» » » » » order Burkholderiales (1)

» » » » » » family Alcaligenaceae (1)

» » » » » » » unclassified_Alcaligenaceae (1)
97% de semelhan¢a com Achromobacter sp.

BLG73

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTC
éi(-g;?:CAGAGAGTCGCCTTCG CCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCA
/(A:CCZ:SCCI:C-IS-TG GAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACC
g-IC—I%S(C:STTGAG CCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCCTT
TACGCC
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http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=-2262&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1177&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=-1178&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no

CAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
gy{g’%GCTTTCTG GTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTG
-I(;(I-Z((::-I'-I'-I;AACAACAGAG TTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCT
ggfg'l(;TTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTAGGGA
é-(l;((:}-lgAATGGACGAAAGTCTGACGGAACACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG
%ZXSJCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTGAATAAGGCGGGTCCTTGACG
?XAC(CZ:(CZ:AAAAGCCAGGCCAAATACGTGCCACCGCCGGCGTAATACCTAAGGTGGC
AAGCTT

TGTCCGGAATTTTTGGG

RDP

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum Firmicutes (1)

» » » » class Bacilli (1)

» » » » » order Bacillales (1)

» » » » » » family Bacillaceae 2 (1)

» » » » » » » unclassified_Bacillaceae 2 (1)
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