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RESUMO

Beck, Camilo. Avaliacédo in vitro de uma combinacao de antimicrobianos
alternativos sobre a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2024.

Este estudo avaliou in vitro o efeito antibacteriano do produto Viligen®, composto
por butirato de sédio microencapsulado, mananoligosacarideos e zinco organico. A
capacidade de reducdo do crescimento bacteriano foi analisada em auséncia e
presenca do composto nas concentracdes de 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm e 2000
ppm, em diferentes pHs (4,5, 5,0, 5,5 e 6,0). As bactérias avaliadas foram as gram-
negativas Escherichia coli, Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg, e as
gram-positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Clostridium sp.
Os resultados demonstraram a presenca de efeitos antibacterianos em todas as
bactérias analisadas no pH 4,5, independentemente da concentracdo do composto.
Esses achados in vitro sugerem que o composto pode reduzir a concentragdo de
patdgenos no bolo alimentar na porcao superior do trato gastrointestinal de frangos
de corte, diminuindo assim o desafio bacteriano e prevenindo disturbios e infeccdes
intestinais.

Palavras-chave: &acido butirico, antibacterianos, butirato de sédio
microencapsulado, efeito do pH, inibicdo do crescimento.



ABSTRACT

Beck, Camilo. In vitro evaluation of a combination of alternative
antimicrobials on the inhibition of the growth of pathogenic bacteria. Dissertation
(Master's Degree in Science) — Graduate Program in Animal Science, Eliseu Maciel
Faculty of Agronomy, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024.

This study evaluated in vitro the antibacterial effect of the product Viligen®,
composed of microencapsulated sodium butyrate, mannanoligosaccharides, and
organic zinc. The bacterial growth reduction capacity was analyzed in the absence and
presence of the compound at concentrations of 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm and
2000 ppm, at different pHs (4.5, 5.0, 5.5 and 6.0). The bacteria evaluated were the
gram-negatives negative Escherichia coli, Salmonella Typhimurium and Salmonella
Heidelberg, and the gram-positives Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis and Clostridium sp. The results demonstrated the presence of antibacterial
effects in all bacteria analyzed at pH 4.5, regardless of the concentration of the
compound. These in vitro findings suggest that the compound can reduce the
concentration of pathogens in the food bolus in the upper portion of the gastrointestinal
tract of broilers, thereby decreasing bacterial challenge and preventing intestinal
disorders and infections.

Keywords: antibacterials, butyric acid, growth inhibition, microencapsulated
sodium butyrate of progressive release, pH effect.
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1. Introducéo

Os grandes avancos da avicultura nas ultimas décadas como na area genética,
nutricdo, sanidade, modernizacdo de equipamentos e instalagdes, permitiram maior
producdo de carne/m? e maior produtividade, o que assegurou ao setor
competitividade. Entretando, essa forte intensificacdo da produtividade também é
dependente do uso farmacos e a utilizacdo de medicamentos com fins terapéuticos e
de profilaxia tornou-se uma prética bastante comum na nutricdo animal (Regitano et
al., 2010).

Dos farmacos utilizados na avicultura, os antibiéticos correspondem a uma das
classes mais prescritas. O seu uso foi permitido pelos 6rgédos reguladores sem
prescricdo de médicos veterinarios, passando a ser utilizado na alimentagdo animal

de forma indiscriminada (Thiele-Bruhn, 2003).

O uso prolongado de antibiéticos promotores de crescimento em sub doses nas
racles, resulta na reducdo da acéo das doses terapéuticas de antibiéticos, bem como
gera resisténcia cruzada e bactérias multirresistentes. Além disso, gera perturbacdes
na microbiota normal do trato gastrointestinal, com repercussdes no metabolismo de
substancias enddgenas e exdgenas, e maior susceptibilidade a patégenos (Pessanha
et al., 2001).

Em vista deste quadro, ocorreram avangos importantes na area de gestao
sanitaria na producdo avicola. Entre 0s progressos sanitarios, a substituicdo dos
antibiéticos promotores de crescimento por produtos alternativos hoje é uma
realidade. A adocdo de produtos alternativos aos antibiéticos nas racdes animais
reflete a conscientizacdo de técnicos e produtores sobre os problemas com o

desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos (Gheisar M. M. et al., 2015).

Embora seja possivel reduzir a contaminacao por patdgenos como Salmonela,
Clostridium e E.coli em matérias primas, agua de bebida, fabricas de racdo e camas
reutilizadas através de manejo adequado € crucial controlar e monitorar esses
patdbgenos no trato gastrointestinal (Lourenco et al.,, 2015). As alternativas aos
antibioticos incluem probidticos, prebioticos, pds-bidticos, bacteriéfagos, acidos
organicos, fitoterapicos antibacterianos, 6leos essenciais e minerais organicos,
promotores da saude intestinal, da microbiota benéfica e das defesas naturais do
organismo.
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O presente estudo tem por finalidade avaliar in vitro a capacidade
antibacteriana especificamente do butirato de sodio presente na composi¢cdo do
aditivo antibacteriano em questédo. Sera aplicada ao composto a metodologia de Sun
et al. (1998) desenvolvida na Universidade de Auckland na Nova Zelandia. No referido
estudo, os autores concluiram que a inibicéo pelo acido butirico € dependente néo so
pH do meio, mas também da concentracdo e observaram variagdes quanto a
sensibilidade entre as espécies bacterianas testadas e estes serdo os focos deste
estudo.
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2. Reviséao Bibliogréfica

A presente revisdo abrangerd a descricdo das principais caracteristicas e o
mecanismo de acdo dos componentes do produto composto por 3 aditivos: fracdo
ativa de mananoligosacarideos, butirato de sodio microencapsulado de liberacéo
progressiva e zinco organico. Os trés aditivos com efeitos sobre a microbiota, fisiologia
e a imunidade do trato gastrointestinal. (Santin et al., 2001; kim et al., 2011; Gammoh
e Rink, 2017, De Grande et al., 2016; Corrigan et al., 2018, Leigh et al., 2022).

2.1 Parede Celular de Leveduras (Saccharomyces cerevisiae)

As primeiras investigacdes cerca da parede celular de fungos unicelulares
datam de 1894, quando Salkowski pesquisou materiais insollveis remanescentes da
extracdo de leveduras de panificacdo, (Saccharomyces cerevisiae), com hidréxido de

sédio diluido a quente (Perkins et al., 1968).

No ambiente natural as leveduras sdo encontradas no solo, nas plantas e na
superficie do organismo e no intestino dos animais terrestres, convivendo em perfeito
equilibrio com outros microrganismos como fungos, bactérias, virus e protozoarios. As
interacbes entre organismos que habitam o mesmo ecossistema podem ser de
classificadas em diferentes tipos, tais como: simbiose, predagdo, competicao,

mutualismo e decomposicao (Groom et al., 2017).

Os polimeros da parede celular das leveduras tém varias fungdes como
protecdo fisica, estabilidade osmoética, suporte de enzimas, adeséo célula/célula e
barreira de permeabilidade seletiva. Além disso, promove rigidez e transporte de
nutrientes para o citoplasma, proporcionando a integridade, o metabolismo e o
crescimento celular (Stratford, 1994). A parede celular de Saccharomyces cerevisiae
corresponde a cerca de 15 a 25% do peso seco celular. Através de estudos realizados
com microscopia eletrbnica foi observada a disposicdo em camadas dos
polissacarideos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (Cabib et al., 1997).
A camada mais interna € constituida principalmente por 3-(1—3)-D glucanas podendo
variar em relacédo ao grau de maturacao da célula. Os demais constituintes da camada
interna observados foram a quitina, presente em proporc¢des reduzidas nas regides de

cicatrizes de brotamento, e uma p-(1—6)-D-glucana altamente ramificada.

13



Finalmente, na camada externa encontram-se principalmente as mananas,
constituidas por uma cadeia principal de a-(1—6)-D-manopiranose altamente
ramificada. As ramificagbes foram caracterizadas como cadeias laterais de
comprimentos variados de unidades de manose a-(1—2) e em menor proporgéo a-
(1—3) ligadas, distribuidas de forma complexa ao longo da cadeia principal (Fleuri et
al., 2005).

A composicdo especifica da parede celular das leveduras € dependente da
espécie, do meio de cultivo, do processo de fermentacéo e extracdo dos componentes
(Aguilar-Uscanga et al., 2003). Para alguns microrganismos, a fonte de carbono
determina a quantidade de polissacarideo formado, bem como a qualidade do
produto. A manipulacdo da composi¢ao do exopolissacarideos (EPS) por modificacao
no meio de cultivo € um mecanismo possivel pelo qual as propriedades do polimero

podem ser alteradas para aplicacao final (Corradi da Silva et al., 2006).

2.1.1 Mananoligosacarideos

A camada externa da parede celular de Saccharomyces cerevisiae € composta
por grandes moléculas de manano-proteinas mantidas unidas por ligagbes 1,6-
fosfodiéster (Lampen, 1968). As mudancas no conteldo de manano das paredes
celulares de leveduras durante fermentacdes de cervejas foi correlacionada com o
aumento da floculéncia ou aglutinacdo (Masschelein et al., 1963). A reacdo de
floculacdo das paredes celulares resulta na formacédo de aglomerados de células de
levedura a partir de uma suspensao homogénea. A capacidade de floculagdo das
leveduras € uma caracteristica importante no processo de filtracao, clarificacdo e
viscosidade das cervejas, além de reduzir o risco de contaminagdo por bactérias,

aumentando a estabilidade das cervejas (Wasmuht, 2024).

Com base no critério de floculagcédo, as cepas de levedura séao classificadas
como floculantes ou ndo floculantes. Em uma Unica cepa de Saccharomyces
cerevisiae, 0s niveis de manano presentes na parede dos estagios floculante e ndo
floculante eram aproximadamente os mesmos, enquanto o grau de fosforilacdo do

manano variava (Mill et al., 1964).
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Lyons e Hough, (1970) avaliaram a natureza fisico-quimica da floculacdo, em
particular a influéncia dos ions calcio e dos grupos fosfatos no comportamento de
floculacdo das paredes celulares. Apés separacao da parede celular em trés fragoes,
em A, B e C, através da etilenodiamina verificaram que a fragdo A, mais externa,
continha 90% de manano e 10% de glucano. A fracdo B, intermediaria, com
proporcdes variaveis de manano e glucano e a fragdo C, mais interna, rica em glucano
retida na matriz essencial da parede celular. Os autores concluiram que a principal
diferenca quanto a capacidade de floculagéo da parede celular estava relacionada a
fracdo A, por conter maior conteudo de fosfato nesta porcdo mais externa das paredes

celulares floculantes.

A maior capacidade de floculacdo ou aglutinacéo da fracdo externa da parede
celular de algumas cepas de Saccharomyces cerevisiae € uma caracteristica critica e
a maior ou menor capacidade de ligacdo da parede celular com células adjacentes
depende do grau de fosforilagdo do manano (Lyons et al., 1971). Da mesma forma, a
capacidade de aglutinacdo com bactérias portadoras de fimbrias Tipo 1 (Corrigan et
al., 2018; Leigh et al., 2022).

2.1.2 Mananoligossacarideos — Fracdo Ativa

A fracdo ativa de mananoligosacarideos sdo provenientes da fermentacao
primaria de cepas especificas de Saccharomyces cerevisiae e obtidas através da
extracdo da porcdo externa da parede celular rica em mananos ativos. O produto

resultante € uma parede celular modificada com maior concentracdo de

mananoproteinas ligadas a radicais fosfatos (Corrigan et al., 2018; Leight et al., 2022).

2.1.3 Mananoligosacarideos - Mecanismo de acao

Bactérias gram-negativas como as cepas patogénicas de E. coli e Salmonella
tém uma série de filamentos transversais a sua membrana externa, sdo chamados de
Pili (pil- = cabelo). A extremidade do Pilli (ou fimbria) & recoberto por lectinas. Lectinas
sdo proteinas que reconhecem os aguUcares das proteinas externas das células
eucaridticas e ao se ligarem a receptores de membrana celular viabilizam a
colonizagéo e infecgéo (Lenhinger, 1975, Rayan, 2011).
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As interacdes lectina-carboidrato sdo altamente especificas e frequentemente
multivalentes. Nos sitios de ligacdo com carboidratos, as lectinas tém uma requintada
complementaridade molecular que permite a interagdo somente com os carboidratos
correspondentes corretos. O resultado € uma especificidade extremamente alta

nessas interacdes pelo codigo dos acgucares (Lenhinger, 1975).

Prebidticos contendo mananos, sao suplementos alimentares promissores para
aves como alternativa aos antibidticos promotores de crescimento. Eles se ligam
eficazmente as fimbrias tipo 1 de patdgenos gram-negativos, especialmente
Enterobacteriaceae como Salmonella e E.coli. Ao se ligarem as fimbrias das bactérias,
0s mananos impedem a fixacdo e infeccdo do TGI por estes patdgenos, permitindo
que a microbiota simbidtica e comensal, prospere (Corrigan et al., 2018; Leight et al.,
2022).

Dois dos oligossacarideos prebitticos mais comumente estudados sao fruto-
oligossacarideos e mananoligossacarideos. Os fruto-oligossacarideos sao
encontrados naturalmente em algumas culturas de cereais e cebolas, e os
mananoligosacarideos sao obtidos principalmente das paredes celulares da levedura

(Saccharomyces cerevisiae) (Bailey et al., 1991).

2.1.4 Mananoligosacarideos - Atividade antibacteriana

Diversas pesquisas foram realizadas e comprovaram o efeito antibacteriano
dos mananoligosacarideos. A suplementacdo de mananoligosacarideos na dieta de
frangos de corte reduziu os niveis de excrecao fecal de Salmonella enteridis ap6s 14
dias do desafio, quando em comparacdo com 0s niveis de excre¢cdo do grupo nao
suplementados (Lourenco et al.,, 2015). Resultados semelhantes também foram
encontrados em suinos, com a menor soroprevaléncia (50%) ao abate, bem como
menor contaminacdo de carcaca com uso da fracdo ativa de mananoligosacarideos
nos animais em fase de terminacdo (Costa et al., 2014). Outros resultados
semelhantes foram encontrados por Kim et al. (2011), quando em experimento com
frangos de corte alimentados com fruto-oligossacarideos e/ou mananoligosacarideos,
ocorreu um aumento significativo em quantidade e diversidade das populagcbes de

lactobacillus, enquanto diminuiu as populacdes de E. coli e C. perfringens no ileo.
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Desta forma, oligossacarideos prebioticos reduzem a concentracdo de bactérias
patogénicas e permitem o crescimento e o aumento da diversidade de bactérias

benéficas no intestino melhorando a saude intestinal do hospedeiro.

2.1.5 Mananoligossacarideos - Atividade sobre o sistema imunolégico

Em adicéo a atividade sobre bactérias portadoras de fimbrias, ha evidéncias de
que o mananoligosacarideos adicionado ao alimento e ao alcancar o intestino é
identificado como um corpo estranho pelo sistema imunoldgico, por ocupar sitios
receptores de manose nas glicoproteinas da superficie celular dos macrofagos (Silva
et al., 2006). De acordo com Silva, et al., (2010), quando trés ou mais destes sitios
sdo ocupados, inicia-se uma ativacdo da resposta imune adquirida que é
caracterizada por uma reacdo em cascata que culmina na ativacao de macréfagos e
na liberacdo de citocinas. Assim, os mananoligosacarideos sao capazes de aumentar
0s niveis de anticorpos circulantes especificos e a sintese de imunoglobulinas
secretdrias em resposta a exposi¢ao a antigenos (Savage et al., 1997). Na prética, os
mananoligosacarideos sdo efetivos no aumento de titulo vacinal, o que otimiza o efeito
da vacinacdo e imunidade adquirida pelos animais imunizados (Shashidhara et al.,
2003).

Investigagdes realizadas por Santin, et al., (2001); kim et al., (2011); Lourenco
et al., (2015), evidenciaram o efeito sobre a proliferacdo de linfécitos. As células do
sistema imune sdo: células apresentadoras de antigenos, linfécitos T,
linfécitos B, mastdcitos, macréfagos, células NK (natural killer) e linfécitos
polimorfonucleares (neutrofilo, eosindfilo e basofilo). Linfécitos T sdo
provenientes das células-tronco e, posteriormente, migram para o timo, onde
sao selecionados e maturados. Existem trés tipos principais de linfocitos T: Helper,
também conhecido como CD4; Regulador: também conhecido como T-reg e
Citotoxico — também conhecido como CD8. Os linfocitos T CD4. Estas células
desencadeiam uma resposta imune quando confrontados com um patdgeno,
enquanto linfécitos T CD8+ sédo células do sistema imune adaptativo capazes de
induzir a morte de células infectadas através de mecanismos citotoxicos.
Resultados com uso de mananoligosacarideos evidenciaram este efeito sobre a
proliferacdo de linfécitos, com um maior nimero de células CD4+ e CD8+ e maior
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relacdo CD8+ para CD4+ no ileo e ceco de frangos de corte desafiados por Salmonella
enteritidis. Como resultado foi observado menor excrecéo de S.enteritidis nas fezes,
quando comparado ao grupo controle desafiado com S.enteritidis, sem
mananoligosacarideos (Lourenco et al., 2015). Além do efeito antibacteriano e sobre
o sistema imunolégico, de acordo com Albino et al. (2006) o uso de prebioticos pode
reduzir bactérias gram-negativas portadoras de fimbrias Tipo 1 resistentes a

antibiéticos, observado em bactéria presentes em residuos avicolas.

Apesar dos beneficios do uso de mananoligosacarideos alguns trabalhos
mostram resultados inconsistentes (Albino et al., 2006; Baurhoo et al., 2009; Kim et
al., 2011). Talvez este fato possa ser esclarecido. Os biopolimeros, de maneira geral,
tém sido objetos de pesquisas devido ao seu potencial de aplicacdo. Estudos
realizados com os polissacarideos da parede celular fungica demonstram que essas
moléculas apresentam uma variedade de respostas bioldgicas de defesa. A sua
aplicacdo terapéutica parece estar relacionada com a estrutura quimica e a
conformacao espacial de cada macromolécula. Pequenas diferengas estruturais entre
0s polimeros resultam caracteristicas biotecnoldgicas peculiares (Corradi da Silva et
al., 2006).

2.2 Butirato de Sédio

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) contém de um a sete atomos de
carbono, sdo produzidos principalmente pela fermentacdo bacteriana de materiais
vegetais no intestino. Disponivel como sal Na, K, Mg ou Ca, esses sais sdo geralmente
inodoros e mais faceis de manusear na fabricacéo de ra¢des devido a sua forma soélida
e a baixa volatilidade. Os AGCC atuam de maneira semelhante quando estéo na forma

acida ou salina (Guilloteau et al., 2010).

Os principais AGCC sao o acido acetico, propidnico e butirico, sendo a maioria
presente no trato gastrointestinal (TGI). Como os AGCC séo acidos fracos com um
pKa de < 4,8 e o pH das camaras de fermentagdo do trato gastrointestinal (TGI) é
guase neutro, 90-99% dos AGCC do TGI estdo como anions e nao como acidos livres
(Bergman, 1990).

18


https://www.cambridge.org/core/journals/nutrition-research-reviews/article/from-the-gut-to-the-peripheral-tissues-the-multiple-effects-of-butyrate/DADCCD4D5727663E689D30CDE103BBEA#ref1

Entre os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), o acido butirico destaca-se. E
uma substancia natural encontrada no TGlI, leite, suor e fezes de muitos mamiferos e
tem sido estudado por suas propriedades anticancerigenas e como fator de
crescimento. Seus efeitos variam conforme o modelo experimental, estado das
células, grau de inflamacéo e doses utilizadas (Pender et al., 2000; Inagaki et al.,
2005). Além disso, o butirato atua no metabolismo geral dos animais e pode promover
crescimento quando adicionado a dieta em baixas doses. A fermentacéo anaerdbica
da microbiota no intestino grosso gera AGCC que fornecem energia ao hospedeiro
(Guilloteau et al., 2009).

No Utero, o intestino do feto mamifero € estéril. Durante o parto, a microbiota
intestinal € adquirida pela ingestdo de organismos maternos. Em aves, durante
eclosdo, a casca tem efeito semelhante e primeiro in6culo pode afetar a vida toda,
influenciando o sistema imunolégico e a microbiota intestinal (Stark et al.,1982). A
composi¢éo bacteriana recebida ao nascer, a estrutura do epitélio intestinal e a dieta
impactam a densidade e a composi¢cao da microbiota. Essa microbiota, especialmente
no intestino grosso, fornece energia por meio de processos fermentativos que
produzem AGCC (Hold et al., 2002; Duncan et al., 2007). O leite também é uma fonte
de butirato, exceto em humanos e porcas, onde apenas vestigios sdo encontrados.
No leite de vaca, a concentracdo de butirato é de cerca de 0,16 g/l, suficiente para
estimular o desenvolvimento gastrointestinal em bezerros recém-nascidos (Alais,
1984), junto com hormonios e fatores de crescimento presentes no leite (Guilloteau et
al., 2002). O &cido butirico € liberado e disponibilizado a neonatos lactentes é através
da hidrélise dos lipidios do leite pela secrecdo de lipases salivares durante a
amamentacao, prevalente em animais jovens como bezerros (Sun et al.,, 1998;
Cunningham, 2014). Em ratos recém-nascidos, niveis altos de butirato sdo detectados

nas células epiteliais do célon (Krishnan et al., 1998).

2.2.1 Butirato de Sodio - Microencapsulacéao

O acido butirico teve seu uso restrito por alguns anos, devido ao odor
desagradavel e seus efeitos colaterais como cefaleia, ndusea e anorexia (Conley et

al., 1998; Patnaik et al., 2002). Para evitar estes efeitos o acido butirico passou a ser
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usado na forma de butirato de calcio ou sédio, com a vantagem de ser liquido ou solido
na forma de po, o que minimizou o odor. Com o passar dos anos foram desenvolvidas
tecnologias de aromatizacdo, microencapsulacao e transformacédo do &cido butirico
nas quais o odor e os efeitos colaterais foram praticamente suprimidos (Guilloteau et
al., 2010).

A microencapsulacdo é a técnica que envolve a inclusdo de principios ativos
em microesferas utilizando diversos materiais tais como: carboidratos, celulose,
gomas, lipidios e proteinas, influenciando a eficiéncia e estabilidade das
microparticulas. Métodos de liberacdo do principio ativo do encapsulante variam de
acordo com a sensibilidade ao pH, degradacgéo por hidrolise, por difusao, fratura da
particula e a solubilidade ao meio (Pereira et al., 2018).

As vantagens da microencapsulacdo incluem estabilizacdo, liberacéo
controlada, mascaramento de sabores, odor, reducédo de toxicidade e protecédo de
compostos nutricionais. (Favaro-Trindade et al., 2008; Menezes et al., 2013). As
microcapsulas podem aumentar a biodisponibilidade e modificar parametros
farmacocinéticos e distribuicdo tecidual do medicamento incorporado. (Dianzani et al.,
2006).

As microparticulas encapsuladas séo classificadas por tamanho em
macroparticulas, microparticulas e nanoparticulas e por morfologia em microcapsulas
e microesferas (Bakry et al., 2015; Estevinho et al., 2013). No entanto a microparticula
envolve dois grupos: microcapsula, que compreende um sistema do tipo reservatério
e microesfera, um sistema monolitico. Microesferas tém uma estrutura matricial com
material ativo livre disperso na superficie do encapsulante, enquanto microcapsulas
possuem o material ativo bem definido no centro do encapsulante (Azeredo, 2005;
Nazzarro et al., 2012; Nesterenko et al., 2013; Nunes et al., 2015; Pasin et al., 2012;
Ray et al., 2016).

O uso de dois tipos de microencapsulacdo do butirato no mesmo aditivo,
permite distribuir a liberagdo do butirato ao longo do trato gastrointestinal. O tipo
microesferas de sistema monolitico permite a liberacdo do butirato por difusdo na
porcdo inicial do trato gastrointestinal. O tipo microcdpsula de origem lipidica com
sistema reservatoério, permite a liberagéo do butirato na regido intestinal, onde ocorrem
a secrecao de lipases e a liberacdo do butirato (Pereira et al., 2018).
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Fernandez-Rubio et al., (2009) investigaram a eficacia do butirato de sdadio,
tanto na forma parcialmente protegida quanto na forma desprotegida, na prevencéo
da colonizagdo por Salmonella enteritidis em frangos de corte. Prevencdo da
colonizagdo do TGI, o butirato de sdédio, especialmente na forma parcialmente
protegida, mostrou-se eficaz na prevencéao da colonizacao do trato gastrointestinal por
Salmonella enteritidis, reduzindo também a excrecao fecal durante as fases tardias da
infeccdo experimental de 21 a 42 dias de vida, beneficiando a saude das aves ao

prevenir a colonizagao intestinal e sistémica.

Estudo de Gheisar et al., (2015) demonstrou que a adicado de acidos organicos
protegidos as dietas de frangos de corte melhorou o desempenho e resultou em
contagens fecais crescentes de Lactobacillus, sendo benéfico para a sadde intestinal

das aves.

2.2.2 Butirato de Sddio - Mecanismo de Acao

Mecanismo proposto por Sun et al.,, (1998) para explicar a inibicdo do
crescimento bacteriano pelo butirato é baseado na incapacidade da membrana celular
evitar a entrada da butirato por difusdo para o interior da célula. Quando a
concentragdo de acido butirico exceder 2-3 mM, a difuséo através da célula resultara
em acidificacdo do citoplasma, desacoplamento da for¢ca motriz do préton que
impulsiona energia para sintese de ATP, devido a formacao de prétons a partir da
reionizacdo do acido butirico uma vez na célula. Supbe-se um sistema de transporte
de butirato ligado a energia, exportando cations para fora da célula que fica
sobrecarregada pela taxa de difusdo do acido butirico para dentro da célula em pH
baixo. Em valores de pH proximos do neutro, se espera que o acido butirico se
equilibre através da membrana. Entretanto, os efeitos toxicos do acido butirico sobre
as enzimas e na regulacao genética ainda sao desconhecidos. O efeito bacteriostatico
do &cido butirico, observado em valores baixos de pH, ocorre quando a entrada por
difusdo sobrecarrega o sistema de exportacdo. Os resultados obtidos pelos autores
sao consistentes com sugestbes anteriores de que a entrada de butirato ocorre por

um processo de difusédo.
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2.3 Zinco organico

O zinco € um oligoelemento nutricional essencial para todas as formas de vida,
pois desempenha um papel importante em inUmeros processos bioldgicos (Faa et al.,
2008; Ranaldi et al., 2013; Boaventura et al., 2015). O zinco ndo so6 contribui para a
sintese, estabilidade e atividade catalitica de muitas proteinas (Stefanidou et al.,
2006), mas também influencia o metabolismo de acidos nucleicos e as respostas
imunoldgicas. Além disso, desempenha um papel importante na cicatrizacdo de
feridas e na restauracédo da integridade dos tecidos danificados (Batal et al., 2001;
Jahanian et al., 2015). O zinco também tem efeitos antioxidantes (Gammoh et al.,
2017) por ser um cofator da superéxido dismutase/Zn, que desempenha um papel
crucial na protecdo das células contra radicais de oxigénio (Oteiza, 2012). Finalmente,
0 zinco garante o crescimento normal, a saude, fertilidade, desenvolvimento dos 0ssos
e penas e regula o apetite em frangos de corte (Shao et al., 2014; Kwiecien et al.,
2017).

2.3.1 Zinco orgéanico - Efeitos sobre o sistema imunoldgico

No sistema imunolégico o zinco desempenha papel fundamental, pelo fato das
células do sistema imune apresentarem altas taxas de proliferacdo, e este mineral
estar envolvido na traducéo, transporte e replicagdo do DNA. O zinco pode, ainda,
afetar o processo de fagocitose dos macréfagos e neutréfilos, interferir na lise celular
mediada por células natural killer e ac&o citolitica das células T. A influéncia direta do
zinco no sistema imune acontece devido a este elemento estimular a atividade de
enzimas envolvidas no processo de mitose, como a DNA e a RNA polimerase, timidina
quinase, desoxiribonucleotidol terminal transferase e ornitina descarboxilase. A
deficiéncia de zinco esta relacionada com a atrofia do timo, assim como de outros
orgaos linfoides e a linfocitopenia em animais e humanos. Evidéncias experimentais
demonstram diminuigdo na razdo CD4:CD8, durante a deficiéncia de zinco, além da
diminuicdo de precursores de linfocitos-T citotéxicos. A modificacdo nas propor¢des
de linfécitos pode contribuir para o desequilibrio do sistema imunolégico, afetando sua
resposta e sua regulacao (Rossi et al., 2007).

Os microminerais estdo envolvidos em fungbes especificas, a nivel celular. A
suplementacao da dieta de frangos de corte com zinco organico pode melhorar além
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do desempenho, a imunidade que € muito importante principalmente no cenario atual,
onde as racdes devem ser isentas de antimicrobianos. A mineralizacdo 0ssea e a
resisténcia de pele reduzem problemas de pernas com consequente reducdo de
refugos e perdas no abatedouro, que podem causar prejuizos para produtores que
comercializam carcacgas inteiras ou cortes especializados para exportacédo (Rossi et
al., 2007).

2.3.2 Zinco organico - Efeito sobre a epiderme

O efeito da deficiéncia de zinco na atividade da colagenase éssea e ha
renovacdo do colageno foi estudado em pintinhos por Tarcher et al., (1980). Os
sintomas de deficiéncia de zinco, evidentes apés 8 dias de dieta pobre em zinco,
incluiram deformidades na tibia e diminuicdo da fosfatase alcalina. O metabolismo do
colageno 6sseo foi marcadamente alterado, com reducéo significativa na sintese e
renovacao do coldgeno. O tempo de meia renovacdo do colageno da tibia foi de 13
dias no controle e 35 dias nos pintinhos com deficiéncia de zinco. A atividade da
colagenase da tibia foi reduzida em 40-80% nos pintinhos deficientes em zinco em
comparacdo com o0s pintinhos controle. A heparina aumentou acentuadamente a
atividade da colagenase nas tibias deficientes em zinco, elevando a atividade para
niveis de controle. Esses dados mostram que a deficiéncia de zinco diminui a
renovacao do colageno 6sseo e provavelmente é responsavel pelas deformidades nas

pernas observadas em pintinhos com deficiéncia de zinco.

Rossi et al., (2007) observaram aumento do nimero de camadas de células
epiteliais, maior teor de colageno, inflamacédo reduzida da pele, e aumento da
resisténcia da pele de frangos de corte. Os autores concluiram que o0 zinco organico
melhora a aparéncia da carcaca de frangos de corte. Os mesmos autores indicaram
que o nivel de 45 ppm do zinco organico adicionado a uma dieta contendo premix
comercial (ja com zinco inorganico) melhorou a qualidade da pele dos frangos de
corte. Fallavena (2001) concluiu que a adicdo de complexo de zinco melhora a
cicatrizacdo, aumenta a resisténcia da pele e melhora o empenamento, além de

promover beneficios indiretos no estado de saude da ave.
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2.3.3 Zinco organico — Efeito sobre a microbiota intestinal

De Grande et al., (2020) em avaliagcado sobre o efeito do proteinato de zinco
quelatado com aminoacidos (ZnAA) na composicdo microbiana no ileo nédo
observaram diferenca na diversidade bacteriana ou rigueza, mas mostraram uma
tendéncia para uma mudanca na composicdo microbiana. Géneros Uunicos
pertencentes ao filo Firmicutes foram reduzidos ao suplementar ZnAA sem afetar a
abundancia relativa geral do filo. Varios géneros pertencentes ao filo Proteobactéria
foram menos abundantes no conteddo do grupo suplementado com ZnAA em
comparacao ao grupo sulfato de zinco (ZnS) e abundancia relativa geral também foi
reduzida. A sua maior concentracdo de Proteobactéria no tratamento com ZnS pode
explicar em parte o menor comprimento das vilosidades e relagcédo entre o comprimento
das vilosidades e a profundidade das criptas. Proteobactérias tem sido proposto como

uma assinatura microbiana de disbiose intestinal e disfuncéo epitelial.

7z

O objetivo deste estudo € avaliar in vitro o efeito antibacteriano utilizando
metodologia especifica para acido butirico, aplicada ao produto Viligen®, composto
por butirato de so6dio microencapsulado de liberacdo progressiva, fracdo ativa de

mananoligosacarideos e zinco organico.

24



3. Material e Métodos

3.1 Composto antibacteriano

O produto Viligen composto por uma combinacdo de antibacterianos
alternativos, cedido pela empresa Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda, € composto
por butirato de sédio microencapsulado de liberacédo progressiva, fragdes ativas de
mananoligosacarideos, provenientes de fracdo externa da parede celular
(Saccharomyces cerevisiae) e proteinato de zinco, produzido a partir da quelatacao

de zinco inorganico com aminoacidos especificos ou pequenos peptideos.

3.2 Metodologia de referéncia

A metodologia utilizada para avaliar o efeito antibacteriano do produto Viligen,
estd baseada no efeito antibacteriano do &acido butirico. A metodologia esta
disponibilizada no estudo de Sun et al., (1998), realizado no Departamento de Quimica
da Universidade de Aukland, na Nova Zelandia. Os autores desenvolveram o método
de avalicdo da atividade antibacteriana do acido butirico, com o objetivo entender o
efeito do acido butirico liberado da gordura do leite pelas lipases sublinguais
secretadas durante a amamentacao de terneiros. Com este objetivo, os autores
investigaram a hipétese do acido butirico ser um fator significativo no controle do

crescimento bacteriano no estbmago dos animais pré-desmamados.

A metodologia em questdo foi replicada no laboratério de Microbiologia do
Instituto Ciéncias Béasicas da Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul/Brasil, para avaliar in vitro o efeito antibacteriano do Viligen em diferentes
concentracdes (0,5 kg/ton, 1kg/ton, 1,5kg/ton e 2kg/ton) e pHs do meio de cultivo de
4,5,5,0,55¢€6,0.

3.3 Cepas bacterianas

Seis cepas bacterianas foram utilizadas para avaliar os efeitos antibacterianos
do produto Viligen. As cepas bacterianas foram obtidas na colecédo de microrganismos
do Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul: E. coli, Salmonela Typhimurium,
Salmonela Heidelberg e Clostridium sp. (cepas de origem animal), e Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis (cepas de origem humana). As culturas
preparadas estavam armazenadas em caldo BHI/Skim milk com glicerol a 15%, a -
20°C.

3.4 Meio de cultivo

As cepas bacterianas foram recuperadas primeiramente em caldo BHI, depois
semeadas em meios seletivos diferenciais para obtencéo de colonias puras. E. coli foi
cultivada em agar EMB, Salmonella em agar XLT4, Staphylococcus em &gar Sal
Manitol e Clostridium em agar sangue com cultivo em anaerobiose. Apds crescimento
caracteristico nos meios seletivos diferenciais, foram cultivadas em &gar Tripticaseina

de soja, com excecédo de Clostridium que sempre foi cultivado em agar sangue.

3.5 Procedimentos de analise

O produto Viligen foi preparado em Caldo Luria Bertani (CLB) nas
concentracbes de 500, 1000, 1500 e 2000 ppm. Para cada concentracdo, quatro
aliquotas (4,5 ml) ajustadas para os pHs 6,0; 5,5; 5,0 e 4,5 foram testadas. Para
ajustar o pH das solucdes foi utilizado solucdo de fosfato dissédico 504 mM (solucao
alcalina) e acido citrico 109 mM (solucdo acida). As bactérias foram cultivadas em
caldo Luria Bertani (CLB) e cada bactéria foi testada para as 4 concentracdes

ajustadas nos referidos pHs, ou seja, foram realizadas 16 andlises para cada bactéria.

Um inoculo de 1,5x108 unidades formadoras de col6nia (UFC/ml) das bactérias
testadas foi preparado a partir do crescimento em CLB pH 7,0 £ 0,5 de 24 horas. O

inoculo foi ajustado utilizando o tubo 0,5 da escala de Mcfarland.

As bactérias foram semeadas (1:10 / 0,5 ml em 4,5 ml de meio) nas aliquotas
de CLB + Viligen nos diferentes pHs e tratamento controle (CT) em aliquotas de CLB
nos diferentes pHs testados. Apos 24 horas, diluicdes seriadas (10-1 a 10-16) de todos
os crescimentos foram realizadas e semeadas em triplicata em agar Luria Bertani

(ALB), mesma composicao do CLB acrescentado de agar para concentracéo final de
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1,5%. Apds 24 horas de incubacao foi realizada a contagem das col6nias viaveis de

cada placa, determinado o valor UFC.

3.6 Fator de inibicéo

Para o calculo da extensdo da inibicdo do crescimento bacteriano, devido a
presenca do produto Viligen, a inibi¢ao foi expressa como fator de inibicdo a = média

com produto Viligen (VG) (ufc/ml) dividido pela média do controle (CT) (ufc/ml).

média ufc/ml tratamento

aZ=
média ufc/ml controle

Quando observado crescimento completo a = 7 e a = 0 indica que nao foi

observado crescimento. Para interpretacdo dos resultados, foram estabelecidos os

seguintes escores para o fator de inibicao a:

o Muito alta inibicdo (<0,20): ++++
. Alta inibicdo (0,21 a 0,40): +++
o Média inibicdo (0,41 a 0,60): ++
. Baixa inibicdo (0,61 a 0,80): +

. Muito baixa inibicdo (>1,00): -
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4. Resultados e Discussao

4.1 Crescimento bacteriano

A Tabela 1 e os Graficos 1 a 4 mostram o crescimento bacteriano em meios de
cultura com diferentes pHs e concentra¢cdes do produto.

No tratamento controle (CT), ndo houve inibicdo do crescimento das bactérias
nos diferentes pH dos meios de cultura. Nos tratamentos com Viligen (VG) foi
observado efeito antibacteriano, O produto reduziu substancialmente o crescimento
de bactérias gram-positivas e gram-negativas em pH 4,5. O maior efeito antibacteriano

foi nas gram-positivas, indicando maior sensibilidade ao acido butirico.

A maior sensibilidade das bactérias gram-positivas pode ser explicada devido
a parede celular mais simples, composta por mucina, peptidoglicano e
mucopeptideos. O peptidoglicano dessas bactérias é mais espesso (20 a 80
nandémetros) e fica fora da membrana celular. J& as bactérias gram-negativas tém uma
camada de peptidoglicano mais fina (2 a 7 nandometros), situada entre duas
membranas, tornando sua parede celular mais complexa e resistente. Essa estrutura
complexa das bactérias gram-negativas dificulta a acdo de antibioticos, iondforos e
outras substancias. Essas diferencas estruturais influenciam na suscetibilidade
bacteriana a diferentes agentes antibacterianos (Pelczar et al.,1996). Outros autores
relatam que a permeabilidade do farmaco na membrana bacteriana é crucial para seu
efeito. AlteracBes na permeabilidade permitem que bactérias resistam a entrada de
substancias toxicas. Bactérias Gram-negativas sdo menos permeaveis a muitos
antimicrobianos, devido as membranas interna e externa. Alteracdes nessas regides
podem limitar ainda mais a entrada do antibiotico (Wright, 2011; Blair et al., 2015;
Kaneti et al., 2016).

A presenca da parede celular no meio de cultura pode favorecer o crescimento
bacteriano ou impedir através do mecanismo de aglutinacdo com E. coli e Salmonella
e interferir nos resultados. O proteinato de zinco pode potencializar o efeito
antibacteriano do butirato de sodio. O zinco quelatado ndo afetou a diversidade
microbiana de frangos de corte, mas reduziu significativamente a abundéncia dos

géneros Heliobacter, Sphingomonas, Delftia, Ralstonia e Pseudomonas (De Grande

28



et al., 2020). Apesar das possiveis interferéncias, os resultados deste estudo sao
consistentes com Sun et al., (1998), quando concluiram que o efeito antibacteriano do

acido butirico é depende do pH, concentracdo e das espécies bacterianas.

A presenca de Viligen inibiu significativamente o crescimento de S. aureus e S.
epidermidis em pH 5,0, algum crescimento ainda foi observado, enquanto em pH 4,5
nenhum crescimento foi observado. O Clostrium sp. ndo mostrou redugao de
crescimento em presenca do produto nos pH 6,0, 5,5 e 5,0, mas foi altamente sensivel
ao pH 4,5, quando néo foi observado crescimento. Esses resultados estédo alinhados
com os conceitos de potencial de dissociacéo dos acidos (pKa). Quando o pH do meio
€ igual ao pKa, metade da substancia estara dissociada e metade nao. Quanto menor
o pH em relacdo ao pKa, maior a dissociagdo e maior a concentracédo de hidrogénio

livre no meio, aumentando a toxicidade e o efeito antimicrobiano (Lehninger, 1975).

Os resultados indicam que uma dose baixa de butirato é eficaz como
antimicrobiano em meios &cidos, mas menos eficaz em ambientes intestinais
alcalinos. Nossos resultados mostram o efeito com aumento da dose do produto sobre
alguns microrganismos testados e concomitante com o aumento do pH. Sun et al.,
(1996) também verificaram este efeito. O aumento da concentragdo do acido butirico
reduziu o crescimento bacteriano em meios acidos em niveis diferentes de inibicao
conforme a espécie bacteriana. Estas constatacdes nos levar a crer que um aumento
exagerado da concentracdo de butirato na alimentacdo animal, além de reduzir o
crescimento de patdgenos, também pode afetar a microbiota benéfica do trato
gastrointestinal. Esta constatacdo esta alinhada com a recomendacao de usar baixas
doses de butirato na nutricdo animal de forma a atuar no metabolismo geral e

promover o crescimento animal (Guilloteau et al., 2009).
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Tabela 1: Resultados do crescimento bacteriano em presenca do produto Viligen (VG)

e controle (CT), em diferentes concentracdes e pHs:

Classificagdo | Bacterias, UFC/ml | Dose produto, ppm pH
6,0 CT 6,0 VG 5,5CT 5,5 VG 5,0CT 5,0 VG 4,5 CT 4,5 VG
500 7,20E+13 | 3,30E+13 | 3,10E+13 | 1,30E+13 | 2,906+13 | 1,30E+13 | 8,00E+13 7,30E+06
o 1000 8,00E+13 | 5,80E+13 | 2,50E+13 | 1,00E+13 | 6,30E+13 | 2,90E+13 4,00E+13 2,00E+09
1500 3,20E+13 | 2,20E+13 [ 5,50E+13 | 2,50E+13 | 9,30E+13 4,00E+13 1,70E+13 3,80E+09
2000 6,00E+13 | 4,50E+13 | 4,30E+13 | 3,00E+13 | 8,00E+13 6,70E+13 2,30E+13 8,20E+09
500 2,00E+16 | 1,80E+16 | 9,30E+16 | 6,50E+16 | 4,50E+16 | 4,20E+16 | 6,50E+16 6,30E+11
. 1000 2,40E+16 | 1,40E+16 | 6,40E+16 | 3,90E+16 | 6,00E+16 | 1,80E+16 2,90E+16 5,50E+11
Gram - S. Typhimurium
1500 3,50E+16 | 1,40E+16 | 3,40E+16 | 1,50E+16 | 6,20E+16 2,90E+16 8,50E+16 3,50E+10
2000 5,50E+16 | 1,40E+16 | 5,80E+16 | 2,40E+16 | 6,50E+16 1,80E+16 3,50E+16 1,10E+10
500 9,40E+16 | 5,80E+16 | 6,80E+16 | 4,10E+16 | 7,80E+16 | 4,80E+16 | 7,50E+16 2,70E+11
I 1000 5,80E+16 | 3,20E+16 | 3,50E+16 | 2,50E+16 | 5,00E+16 | 3,40E+16 | 4,20E+16 4,50E+11
oL h 1500 8,00E+16 | 7,00E+16 | 7,90E+16 | 7,50E+16 | 3,30E+16 2,90E+16 6,50E+16 2,50E+10
2000 3,60E+16 | 3,00E+16 | 8,10E+16 | 7,50E+16 | 7,50E+16 4,40E+16 5,80E+16 8,00E+07
500 6,40E+13 | 6,00E+13 | 4,30E+13 | 4,10E+13 | 8,00E+13 6,50E+13 8,00E+13 0,00E+00
1000 6,00E+13 | 5,50E+13 | 5,00E+13 | 4,70E+13 | 8,40E+13 | 1,20E+13 7,00E+13 0,00E+00
£ CITEs 1500 7,50E+13 | 6,00E+13 | 4,00E+13 | 2,30E+13 | 9,00E+13 | 8,00E+10 | 6,00E+13 | 0,00E+00
2000 9,00E+13 | 5,80E+13 [ 5,10E+13 | 2,50E+13 | 7,00E+13 6,50E+09 5,80E+13 0,00E+00
500 6,80E+17 | 3,80E+17 | 4,80E+17 | 1,70E+17 | 1,50E+17 3,50E+14 3,50E+17 0,00E+00
) L 1000 8,10E+17 | 3,50E+17 | 6,60E+17 | 3,00E+17 | 5,80E+17 | 4,50E+14 | 4,80E+17 0,00E+00
Gram + S. epidermidis
1500 7,80E+17 | 4,00E+17 | 7,30E+17 | 2,20E+17 | 2,50E+17 6,40E+14 7,50E+17 0,00E+00
2000 8,40E+17 | 2,80E+17 | 4,30E+17 | 1,50E+17 | 9,30E+17 1,80E+15 8,40E+17 0,00E+00
500 6,10E+08 | 4,50E+08 | 5,80E+08 | 2,90E+08 | 3,50E+08 2,50E+08 4,50E+08 0,00E+00
Clostridium sp. 1000 3,10E+08 | 2,40E+08 | 2,90E+08 | 2,40E+08 | 4,80E+08 | 3,40E+08 2,80E+08 0,00E+00
1500 3,60E+08 | 3,00E+08 | 3,50E+08 | 2,20E+08 | 3,40E+08 2,50E+08 1,50E+08 0,00E+00
2000 3,00E+08 | 2,10E+08 | 4,50E+08 | 3,50E+08 | 4,30E+08 2,00E+08 8,70E+08 0,00E+00

E.coli: Escherichia coli; S.Typhiurium: Salmonella Typhimurium; S.Heidelberg: Salmonella Heidelberg;

S.aureus: Staphilococcus aureus; S.epidermidis: Staphilococcus epidermidis.
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Gréafico 1: Crescimento das bactérias, gram-negativas e gram-positivas, em pH 6,0 dos

tratamentos Controle (CT) e Viligen (VG) em diferentes concentracoes.
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Grafico 2: Crescimento das bactérias, gram-negativas e gram-positivas, em pH 5,5 dos

tratamentos Controle (CT) e Viligen (VG) em diferentes concentragdes.
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Gréfico 3: Crescimento das bactérias, gram-negativas e gram-positivas,

tratamentos Controle (CT) e Viligen (VG) em diferentes concentragoes.
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Gréfico 4: Crescimento das bactérias, gram-negativas e gram-positivas,

em pH 4,5 dos

tratamentos Controle (CT) e Viligen (VG) em diferentes concentracoes.

4.2 Fator de Crescimento

Na Tabela 2 e Gréficos de 5 a 10, encontram-se os valores do fator de inibicao
(a), os respectivos escores para cada bactéria e marcado em vermelho os maiores

escores de inibicao.

E. coli , teve seu crescimento pouco reduzido nos pH 5,0, 5,5 e 6,0 em presenca do
produto. Quando em pH 4,5, o crescimento foi inibido com valor muito alto a=0.

S. Typhimurium apresentou fator de inibicdo do crescimento de baixo a muito baixo
em pH 6,0, 5,5 e 5,0 na concentragédo de 500 ppm. Todavia com 0 aumento da concentracao
se observa uma tendéncia a maior inibicdo do crescimento, com valor a=0,30, 0,47 e 0,28,
respectivamente, 1000 ppm, 1500 ppm e 2000 ppm. Em pH 4,5 o crescimento foi inibido com
fator de inibicdo muito alto a=0.

S. Heidelberg em meio com pH 6,0, pH 5,5 e pH 5,0 e com 0 aumento da concentragéo
do produto ndo se observou aumento da sensibilidade da bactéria, o fator de inibicao foi de
baixo a muito baixo. Em pH 4,5, apesar de ainda ser observado crescimento, o fator de

inibicéo foi muito alto com a=0.
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S. aureus em meio com pH 6,0, pH 5,5 e pH 5,0 e na concentracdo de 500 ppm se
mostrou resistente com inibicdo do crescimento muito baixo. Em pH 5,0, a bactéria mostrou
sensibilidade com aumento da concentracéo a partir de 1000 ppm. Em pH 4,5, a inibicdo foi
muito alta com valor a=0 e n&o foi observado crescimento bacteriano.

S. epidermidis, entre as gram-positivas, a bactéria mais sensivel com o aumento da
concentracdo do produto e reducdo do pH. Em pH 4,5, a inibicdo foi muito alta e ndo foi
observado crescimento.

Clostridium sp, no pH 6,0, pH 5,5 e pH 5,0, entre as gram-positivas foi a bactéria com
maior resisténcia a inibicdo do crescimento frente a concentracdo do produto e aumento da
acidez do meio, com excecao do pH4,5. A cepa de clostridium testada foi altamente sensivel

a presenca do produto em pH 4,5.

O pH mais acido (pH4,5) do meio de cultura foi determinante para maior atividade
antibacteriana, além de diferente sensibilidade das espécies frente ao pH e a concentragédo

do produto.

Tabela 2: Fator de InibicAo do produto Viligen em diferentes concentracbes e

condi¢bes de pH.

Bactérias Viligen Fator de Inibigcao (a)
(ppm) pH 6,0 pH 5,5 pH 5,0 pH 4,5
E. coli 500 0,75 + 0,70 + 0,84 - 0,0004 ++++
S. Typhimurium 500 0,90 - 0,70 + 0,93 - 00,0000 ++++
S. Heidelberg 500 0,62 + 0,60 ++ 0,62 + 0,0000 ++++
S. aureus 500 0,94 - 0,95 - 0,81 - 00,0000 ++++
S. epidermidis 500 0,56 ++ 0,35 +++ 0,002 ++++ 00,0000 ++++
Clostridium sp. 500 0,74 + 0,50 ++ 0,71 + 00,0000 ++++
E. coli 7000 0,69 + 0,45 ++ 0,43 ++ 0,0002 ++++
S. Typhimurium 7000 0,58 ++ 0,61 + 0,30 +++ 0,0000 ++++
S. Heidelberg 7000 0,55 ++ 0,71 + 0,68 + 00,0000 ++++
S. aureus 7000 0,92 - 0,94 - 0,143 ++++ 0,0000 ++++
S. epidermidis 7000 0,43 ++ 0,45 ++ 0,001 ++++ 0,0000 ++++
Clostridium sp. 7000 0,77 + 0,83 - 0,71 + 00,0000 ++++
E. coli 7500 0,73 + 0,40 +++ 0,46 ++ 0,0001 ++++
S. Typhimurium 7500 0,40 +++ 0,44 ++ 0,47 ++ 0,0000 ++++
S. Heidelberg 7500 0,88 - 0,95 - 0,88 - 0,0000 ++++
S. aureus 7500 0,80 - 0,58 ++ 0,001 ++++ 00,0000 ++++
S. epidermidis 7500 0,51 ++ 0,30 +++ 0,003 ++++ 00,0000 ++++
Clostridium sp. 7500 0,83 - 0,63 + 0,74 + 00,0000 ++++
E. coli 2000 0,46 ++ 0,42 ++ 0,45 ++ 0,0000 ++++
S. Typhimurium 2000 0,25 +++ 0,41 ++ 0,28 +++ 0,0000 ++++
S. Heidelberg 2000 0,83 - 0,93 - 0,59 ++ 0,0000 ++++
S. aureus 2000 0,64 + 0,49 ++ 0,000 ++++ 0,0000 ++++
S. epidermidis 2000 0,33 +++ 0,35 +++ 0,002 ++++ 0,0000 ++++
Clostridium sp. 2000 0,70 + 0,78 + 0,47 ++ 00,0000 ++++

E.coli: Escherichia coli; S.Typhiurium: Salmonella Typhimurium; S.Heidelberg: Salmonella

Heidelberg; S.aureus: Staphilococcus aureus; S.epidermidis: Staphilococcus epidermidis.
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Grafico 5: Fator de inibicdo de Viligen sobre E.coli, conforme as variagbes de pH e
concentracdes.
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Grafico 6: Fator de inibicdo de Viligen sobre S.Thyphimurium, conforme as variagdes de pH
e concentracoes.

S. Heidelberg S. Heidelberg
1,00 A 1,00 -
30,80 . ‘E“ 0,80 -
— Q
20,60 - T 0,60 A
9 _.f! 4
2 c
-s 0,40 2 0,40 -
= o
£ 2
20,20 | 0,20 1
£ £
0,00 T ' ' ' 0,00 r . . v .
pH6,0  pHS55  pH50  pH45 0 500 1000 1500 2000
——[VG] 500 ppm ——[VG] 1000 ppm [VG] (ppm)
= [VG] 1500 ppm e [VG] 2000 ppm ===pH 6,0 ===pH55 ===pH50 ===pH45

Grafico 7: Fator de inibicdo de Viligen sobre S.Heidelberg, conforme as variacdes de pH e
concentragoes.
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Gréfico 8: Fator de inibicao de Viligen sobre S.aureus, conforme as variagbes de pH
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Gréfico 9: Fator de inibicdo de Viligen sobre S.epidermidis, conforme as

variacOes de pH e concentragdes.
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Gréafico 10: Fator de inibicdo de Viligen sobre Clostridium sp, conforme as

variagdes de pH e concentragdes.
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5. Conclusdes

A metodologia aplicada ao produto Viligen obteve efeitos antibacterianos
comparaveis aos do 4cido butirico no experimento realizado por Sun et al., (1998).

Observou-se efeito antibacteriano substancial em todas as bactérias a um pH
de 4,5, especialmente em gram-positivas, quando n&o foi observado crescimento.

AvaliacGes futuras in vitro devem verificar a repetibilidade destes resultados e
investigar possiveis interferéncias da parede celular e do zinco organico na

metodologia empregada.

Os resultados obtidos in vitro indicam que o produto pode reduzir a
concentracdo de patdgenos no trato gastrointestinal superior, durante a transicdo do
alimento para o ambiente intestinal, diminuindo o desafio bacteriano e ajudando a

prevenir distUrbios intestinais.
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