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RESUMO

A mastite bovina é uma inflamacéo do tecido mamario que compromete a producéao
de leite e provoca alteragdes patoldégicas no gado leiteiro, sendo um de seus
principais agentes infecciosos o Staphylococcus aureus. O tratamento envolve
frequentemente o uso de antibidticos, porém o uso indiscriminado destes
medicamentos leva ao desenvolvimento de cepas bacterianas multirresistentes e a
presenca de residuos nos produtos lacteos. Dessa forma, os probidticos podem
atuar de forma alternativa aos antibiéticos se fornecidos em quantidades suficientes
para promover seus beneficios ao hospedeiro. Diante disso, o trabalho teve como
objetivo obter e caracterizar hidrogéis probiéticos contendo a bactéria Zymomonas
mobilis e avaliar sua atividade antimicrobiana frente a S.aureus isolados de mastite
bovina. Foi desenvolvida uma formulagdo com quitosana a 2% utilizando o processo
de coacervacao simples, que demonstrou uma eficiéncia de microencapsulagcao de
102%. Apos 90 dias, a viabilidade da formulacao de Z. mobilis com quitosana a 2%
se mantém com um log final de 10,00 UFC/mL. A caracterizagao da formulagao
quanto ao tamanho das particulas se manteve uniforme entre 2,27 ym e 2,34 ym ao
longo do tempo. O indice de polidisperséo de 0,466 a 0,467 e o potencial zeta de
46,6 mV a 63,9 mV em 30 dias, indicaram que o sistema é homogéneo,
monodisperso e estavel, A microscopia optica confirmou a presenga das culturas
probidticas e a preservagao de sua morfologia, sem contaminacédo. Nos testes de
atividade antimicrobiana, Z. mobilis encapsulada demonstrou maior eficacia contra
S. aureus, com halos de inibigdo variando de 12 mm a 26 mm, em comparagao com
o microrganismo livre. Esses resultados indicam que a formulagdo probidtica é
eficiente, mantém sua viabilidade ao longo do tempo e apresenta atividade
antimicrobiana promissora contra o patégeno associado a mastite bovina,

sugerindo-se como uma alternativa aos antibidticos.

Palavras-chave: Microrganismo. Microencapsulagdo. Infecgdo mamaria.



ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammation of mammary tissue that compromises milk
production and causes pathological changes in dairy cattle, with one of its main
infectious agents being Staphylococcus aureus. Treatment often involves the use of
antibiotics, but the indiscriminate use of these drugs leads to the development of
multi-resistant bacterial strains and the presence of residues in dairy products.
Therefore, probiotics can act as an alternative if provided in sufficient quantities to
promote their benefits to the host. Thus, this study aimed to obtain and characterize
probiotic hydrogels containing the bacterium Zymomonas mobilis and evaluate its
antimicrobial activity against S. aureus isolated from bovine mastitis. A formulation
with 2% chitosan was developed using the simple coacervation process, which
demonstrated a microencapsulation efficiency of 102%. After 90 days, the viability of
the Z. mobilis formulation with 2% chitosan remained with a final log of 10.00
CFU/mL. The characterization of the formulation regarding particle size remained
uniform between 2.27 ym and 2.34 pm over time. The polydispersion index from
0.466 to 0.467 and the zeta potential from 46.6 mV to 63.9 mV in 30 days indicated
that the system is homogeneous, monodisperse, and stable. Optical microscopy
confirmed the presence of probiotic cultures and the preservation of their
morphology, without contamination. In antimicrobial activity tests, encapsulated Z.
mobilis demonstrated greater efficacy against S. aureus, with inhibition halos ranging
from 12 mm to 26 mm, compared to the free microorganism. These results indicate
that the probiotic formulation is efficient, maintains its viability over time, and presents
promising antimicrobial activity against the pathogen associated with bovine mastitis,

suggesting it as an alternative to antibiotics.

Keywords: Microorganism. Microencapsulation. Mammary infection.
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1. INTRODUGAO

O setor de producao de leite e seus derivados € de significativa importancia
econdmica e social no Brasil, recebendo uma atencédo especial do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O Brasil ocupa a terceira posi¢ao no
ranking dos maiores produtores de leite do mundo, com uma produgéo anual que
ultrapassa 34 bilhdes de litros. Essa producgéao esta distribuida em cerca de 98% dos
municipios brasileiros e caracterizada pela predominancia de pequenas e médias
propriedades rurais. Além disso, o0 setor emprega aproximadamente 4 milhdes de
pessoas (MAPA.,2024).

O pais abriga mais de 1 milhdo de propriedades dedicadas a produgao de
leite, e as projecbes do agronegoécio, conforme divulgadas pela Secretaria de
Politica Agricola, indicam que até 2030, irdo prosperar os produtores que
demonstrarem maior eficiéncia na adaptagdo a nova realidade tecnolégica, melhoria
na gestao e aprimoramento tanto técnico quanto econémico (MAPA., 2024).

Pernambuco se encontra em segunda posicdo como maior produtor de leite
na regido Nordeste, produzindo cerca de 1,17 bilhdo de litros, destacando-se em
2022 com um aumento significativo em sua produc¢ao de 16,5%. Segundo dados de
pesquisas da pecudria municipal emitidos pelo IBGE, esse aumento representa R$
2,3 bilhbes e a produgdo acumula cerca de 60,64% do valor total apurado com
produtos de origem animal (Nordeste.,2024).

Na pecuaria leiteira e nas industrias de laticinios, Staphylococcus aureus
representa uma preocupacao significativa devido a sua alta capacidade patogénica,
que pode resultar no desenvolvimento de mastite bovina. Esta condigdo néo apenas
compromete a qualidade e integridade do leite, mas também eleva os custos
associados ao tratamento da infecgdo (Rainard et al., 2018).

A mastite bovina é caracterizada por uma infecgéo do parénquima mamario
que acomete grande parte dos rebanhos leiteiros, sendo que a maior incidéncia dos
casos € de etiologia bacteriana, mas pode ocorrer também por infecgdo fungica
(Franco et al., 2022).

Para controlar essa infec¢ao é crucial adotar medidas de higiene rigorosas
antes, durante e apds a ordenha. A contaminagcdo da glandula mamaria pode

resultar de uma variedade de bactérias, mas principalmente Staphylococcus aureus,
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exigindo assim o uso de antibidticos. Entretanto, o uso frequente de medicamentos
pode deixar residuos no leite, os quais ndao sdo eliminados pelo processo de
pasteurizacdo e representam um potencial risco para a saude do consumidor. Além
disso, a utilizagdo indiscriminada dos antibioticos pode resultar na resisténcia
bacteriana, comprometendo a eficacia dos tratamentos empregados (Holko et al.,
2019).

Desta forma, os probidticos podem atuar de forma alternativa no controle da
mastite bovina uma vez que atuam gerando beneficios ao hospedeiro além de atuar
como inibidores de bactérias patogénicas. Os probidticos sdo microrganismos vivos
que, quando consumidos em quantidades adequadas, podem melhorar a qualidade
de vida e exercer efeitos benéficos a saude do hospedeiro (Swanson et al., 2020). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina que um produto
probidtico tenha uma concentragéo de 108 a 10° UFC/mL (Ramlucken et al., 2020).

Fornecer as células vivas probiéticas uma barreira fisica contra condi¢des
ambientais adversas € uma abordagem que atualmente recebe consideravel
interesse. As tecnologias de microencapsulagado s&o consideradas uma perspectiva
promissora para aplicagdo de bactérias probidticas viaveis, visto que a matriz de
encapsulamento pode fornecer uma barreira fisica contra condicdes ambientais
adversas (Chavarri et al., 2010).

A utilizacao de sistemas de liberagdo controlada de organismos probidticos
€ considerada promissora devido a sua capacidade de manter a viabilidade e
estabilidade dos microrganismos, garantindo sua eficacia. No entanto, a literatura &
escassa em relagdo aos probioticos encapsulados destinados ao tratamento da
infeccdo do parénquima mamario. Desta forma, o presente trabalho visa atuar de
forma inovadora utilizando uma cepa bacteriana probidtica encapsulada com
revestimento de quitosana a 2%, para testar frente ao patdgeno associado a mastite

bovina.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 INDUSTRIA LEITEIRA

A cadeia produtiva do leite representa uma das principais forgcas econémicas
do Brasil, desempenhando um papel significativo na geragdo de empregos e renda.
Presente em quase todos os municipios do pais, envolve mais de um milhdo de
produtores rurais, além de criar milhbes de empregos em setores correlatos. O Brasil
€ o terceiro maior produtor mundial de leite, com mais de 34 bilhdes de litros
anualmente. (MAPA, 2024).

O setor mundial de produtos lacteos foi afetado pela pandemia que ocorreu
entre 0 ano de 2020 e 2023. No entanto, os impactos foram menos significativos do
que as projecbes sugeridas por 370 especialistas durante uma conferéncia
pos-pandemia Covid-19 organizada pela International Farm Comparison Network
(IFCN). A pandemia nao causou apenas problemas para o setor, mas também gerou
novas oportunidades que englobam os produtores, as industrias e os consumidores
(CILEITE, 2020).

Nas ultimas duas décadas, a producao de leite cresceu quase 80%, enquanto
0 numero de vacas permaneceu praticamente constante, gragas ao incremento da
produtividade do rebanho. Houve uma significativa redugdo no numero de
produtores e uma maior intensificacdo dos sistemas de producgao. A incorporacao de
novas tecnologias tem sido tanto um desafio quanto um estimulo para esse aumento
na produtividade dos animais (EMBRAPA, 2020).

O potencial da pecuaria leiteira no Brasil é notavel, especialmente
considerando dados reportados pelo IBGE em que a Regidao Nordeste vem
aumentando sua producdo de leite devido as condigdes climaticas que sao
favoraveis se posicionando como terceiro maior produtora nacional, antecedendo a
Regido Sul que lidera o ranking de producdo em 33,8%, seguido pela Regido
Sudeste com 33,6% (Pecuaria Leiteira, 2024)

Considerando a relevante importéncia da pecuaria leiteira no contexto
nacional, torna-se essencial identificar os gargalos de produgdo que resultem em
prejuizos significativos para os produtores. Este processo visa promover a saude € o

bem-estar dos profissionais e animais, assegurar a preservagao do ambiente além
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de garantir a qualidade do produto final. E importante destacar que os protocolos de
biossegurancga, associados a saude dos rebanhos produtores, tém adquirido
crescente relevancia no cenario da producao leiteira nacional (Brasil, 2020;
Embrapa, 2020).

Dentre os gargalos produtivos enfrentados pela pecuaria leiteira e industrias
de laticinios, Staphylococcus aureus representa uma preocupacgao significativa
devido a sua alta capacidade patogénica, que pode resultar no desenvolvimento de
mastite bovina, comprometendo a qualidade e integridade do leite além de elevar os
custos associados ao tratamento da infecgao por meio de antibidticos, resultando em
resisténcia bacteriana além de baixa producédo e descarte do leite (Rainard et al.,
2018).

2.2 MASTITE BOVINA

A mastite € uma inflamacgao do tecido do ubere que afeta a producéao de leite
e traz alteragdes patolégicas como inchago, dor, edema, inflamacgao e fibrose do
ubere. Em varios casos, as infecgdes associadas a bactérias sdo a apresentacao
mais prevalente nos rebanhos (Ndahetuye et al.,2019). A mastite bovina € uma
infeccdo complexa e pode ser classificada em dois tipos, mastite clinica e mastite
subclinica. A mastite clinica, pode ser superaguda, aguda e subaguda, dependendo
da gravidade dos sintomas do hospedeiro.

A mastite clinica € uma condigdo agravada da doencga e pode incluir sintomas
locais e gerais no corpo do animal, como vermelhiddo, inflamacdo, aumento da
temperatura corporal, redugao da produgao de leite e alteragdo em sua composigao.
Em sua forma mais grave, podem ser observadas secre¢des e coagulos sanguineos
nas tetas da vaca (Cobirka et al.,2020).

A mastite subclinica pode ser considerada uma manifestacido mais silenciosa
da doenga, onde a glandula mamaria aparenta externamente condigdes normais,
porém esta internamente comprometida. Umas das principais formas de identificar a
mastite subclinica € por meio da contagem de células somaticas, além disso, o
aumento bacteriano no leite, a diminuicdo da producgao do leite e a alteragdo em sua
composi¢ao sao indicadores de mastite subclinica (Cobirka et al.,2020).

A taxa de cura da mastite € influenciada pelas espécies de patdgenos

responsaveis e pela eficacia dos antibidticos utilizados, bem como o estado
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imunoldgico do hospedeiro. No entanto, o uso inadequado de antibidticos
frequentemente resulta no desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana,
representando uma ameacga ao bem-estar do gado leiteiro. Além disso, ha riscos
significativos para a saude publica devido a propagacao de infecgdes bacterianas e
a presenca de residuos de medicamentos no leite cru de vacas tratadas com
antibidticos (Humayun et al., 2022; Khairullah et al., 2022).

Segundo a Organizagdao Mundial da Saude (OMS), em lista divulgada em
2024, Staphylococcus aureus esta entre as 15 bactérias que sado consideradas
ameacas globais por apresentarem grande resisténcia a antibioticos. A infecgédo da
mastite bovina associada a esse patdgeno apresenta baixo indice de cura
considerando sua agil infeccdo nos alvéolos do teto, além da sua persisténcia a

classes diversas de antibidticos ( Molineri et al., 2021).
2.3 ANATOMIA DO UBERE BOVINO E RESPOSTA IMUNE

A glandula mamaria de bovinos é dividida em quatro quartos mamarios
(Figura 1), cada um composto por uma glandula e uma teta. A gléandula é
responsavel pela producdo e armazenamento do leite, sendo composta por Iébulos,
ductos menores e maiores, cisterna da glandula e teta. A teta inclui a cisterna do

teto, a roseta de Firstenberg, o esfincter e o canal do teto (Fonseca, 2019).

Figura 1 : Sistema de suporte do ubere da vaca
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Fonte: Wattiaux, 2020.
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O orificio do teto é composto pelo esfincter (Figura 2), que possui uma
musculatura lisa responsavel por manter o canal do teto fechado e impedir o fluxo do

leite. Além disso, esta fungcdo evita que patégenos penetrem neste canal. O
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revestimento da teta produz o tampao de queratina, que tem agao bacteriostatica
devido sua composigao quimica, 0 que promove ainda mais protecdo contra a
migracao de bactérias patogénicas para as cisternas da glandula. Entretanto, lesGes
fisicas na teta a tornam ainda mais vulneravel a invasdo bacteriana, colonizagao e
infeccdo devido a danos na queratina ou nas membranas mucosas que revestem o

Ubere (Cardozo et al., 2017).

Figura 2: Alvéolos e ductos formam o sistema secretor de leite
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Fonte: Wattiaux, 2020.

A inflamacdo mamaria associada ao Staphylococcus aureus pode provocar
uma reagao imune, frequentemente retardada ou até mesmo n&o aparente. Estudos
adicionais sugerem que esse comportamento especifico da resposta imune na
glandula mamaria pode ser atribuido a ativacdo do receptor Toll-Like (TLR) por
bactérias Gram-negativas. Enquanto as bactérias Gram-positivas ndo desencadeiam
a mesma resposta de sinalizagdo do TLR, resultando em uma resposta imune mais
lenta ou moderada por parte do sistema imunoldgico do hospedeiro (Petzl et al.,
2018; Rohmeier et al., 2020).

2.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA MASTITE
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O diagnéstico precoce e o inicio do tratamento de forma adequada de casos
de mastite é fundamental devido ao surgimento repentino da infecgdo. No
tratamento deve ser considerado todo processo de manejo da ordenha, pois um
aumento significativo em casos de infecgdo desta doenca € um indicativo que ha
uma inadequacgéao na forma de execugéo desses processos (Embrapa, 2021).

A contagem de células somaticas (CCS) se apresenta de forma quantitativa,
onde se mede o numero de células somaticas por mililitro de leite. Esta ferramenta
monitora a persisténcia da mastite subclinica no rebanho e oferece ao produtor a
possibilidade de identificacdo dos animais, que estdo infectados e viabiliza
estratégias para estimar perdas de produgdo leiteira e consequentemente danos
econdmicos. A alta contagem de células somaticas € um alerta da presenga da
inflamacao mamaria (Fernandes, 2020).

O California Mastitis Test (CMT) € um teste chave no diagndstico da mastite
subclinica que se destaca pela sua praticidade de aplicagcdo em campo. Para sua
execucao e utilizado detergente aniénico neutro, como reagente, onde o composto
lisa a membrana das células presentes na amostra liberando o conteudo interno da
célula que se apresenta de forma mais viscosa e os resultados sao avaliados em
escores de acordo com o grau de viscosidade do gel (Tabela 1), sendo eles:

negativo, suspeito, +, ++ e +++ (Azevedo, 2023).

Tabela 1: Pardmetros chaves para diagnéstico de mastite bovina.

Escore CMT Reacgao/Viscosidade CCS(X 1000 Cels/mL)
Negativo Ausente 0- 200
Suspeito Leve 150 - 500
+ Leve/Moderado 400 - 1500
++ Moderado 800- 5000
+++ Intensa > 5000

Fonte: Autor (2024).

O teste mais eficiente para detectar mastite clinica € o da caneca telada ou de
fundo escuro que faz a identificagdo nos primeiros jatos de leite. Quando a mastite
clinica esta presente, ha um acumulo de leucdcitos no canal da teta, que formam
grumos visiveis. Esses jatos iniciais devem ser coletados em uma caneca de fundo

escuro ou telada, onde os grumos se tornam mais visiveis. O contraste entre o fundo
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da caneca e os grumos facilita a visualizagédo, confirmando a presenga de mastite
clinica (Clock et al., 2021).

Um dos métodos principais para o tratamento da mastite bovina é a infusao
de antibidticos diretamente nas glandulas mamarias. No entanto, esse tratamento
apresenta um problema significativo para a produgdo de leite, pois os animais
tratados com antibidticos precisam ser isolados, ficando fora da cadeia produtiva e
resultando em um grande desperdicio de leite. Como alternativas terapéuticas, o uso
de bacteriéfagos e probidticos tém sido sugeridos como eficazes (Angelopoulou et
al., 2019; Sharun et al., 2021).

2.5 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em
quantidades adequadas, podem melhorar a qualidade de vida e exercer efeitos
benéficos a saude do hospedeiro (Swanson et al., 2020). A Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA) determina que um produto probidtico tenha uma
concentragéo de 108 a 10° UFC/mL (Ramlucken et al., 2020).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), para ser um probiotico
precisam ser reconhecidos como Generally Recognized as safe (GRAS) e conforme
a Autoridade de Segurancga alimentar Europeia (EFSA) é preciso que a identidade
taxondbmica do microrganismo e sua potencial patogenicidade sejam bem
estabelecidas.

Os probidticos operam por exclusdo competitiva, que se refere a capacidade
dessas bactérias obterem vantagens na competicdo por receptores locais
especificos no trato gastrointestinal em comparacdo com outras espécies
bacterianas. Entretanto, a maioria das vias especificas e os principais mecanismos
dos probidticos ainda sdo desconhecidos. A reducdo de pH, competicdo por
nutrientes, producdo de bacteriocinas e acidos sao o0s principais mecanismos
sugeridos para a exclusao competitiva de patdgenos (Monteagudo-mera et al.,
2019).

Existem diversos estudos sobre diferentes cepas probidticas com viés positivo
para atribuir beneficios a saude humana, no entanto, a busca por novos estirpes
probidticos continua a ser uma alternativa viavel, considerando os beneficios

significativos que proporcionam a saude do hospedeiro, como: controle da
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microbiota intestinal, modulacdo da func¢do imunoldgica, produgdo de acidos

organicos e compostos antimicrobianos (Sanders et al., 2019).

2.6 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis € uma bactéria Gram-negativa, ndo patogénica e
anaerdbia facultativa. Suas células tém formato de bastonetes, medindo entre 2 a 6
pJm de comprimento e 1 a 1,4 um de diametro. Elas podem ocorrer isoladamente ou
em pares, nao formam esporos nem capsulas. Normalmente, € movel, possuindo de
1 a 4 flagelos que se agrupam em uma ou ambas as extremidades da célula. Seu
crescimento em meio de cultura sélido é viscoso, de cor branca cremosa (Swings e
De Ley, 1977).

Os primeiros trabalhos cientificos sobre Zymomonas mobilis estdo associadas
a uma condigdo chamada doenga da sidra, relatada inicialmente por Lloyd em 1903,
na Inglaterra. Essa condicdo era comum em fermentagdes de suco de maca e se
caracterizava pela presenga de acido sulfidrico, formacdo de CO: e alta
concentragdo de acetaldeido, que resultava em uma mudanca desagradavél no
aroma, redug¢ao da dogura e turvagcao do suco (Swings e De Ley, 1977; Sahm et al.,
2006).

A maioria dos trabalhos presentes na literatura avaliam amplamente o
elevado potencial fermentativo de Z. mobilis, que permite produzir etanol a uma
velocidade consideravel de trés a quatro vezes maior do que Saccharomyces
cerevisiae (Pagane et al., 2009; Gu et al., 2015). O etanol é gerado na etapa final da
via fermentativa, através da reducado reversivel do acetaldeido, catalisada pela

isoenzima alcool Desidrogenase (Sreekumar et al., 1999).

Desde 1950, pesquisadores do Departamento de Antibidticos na Universidade
Federal de Pernambuco desempenham projetos de pesquisa com Zymomonas
mobilis sugerindo a utilizagdo do seu fermentado para tratamentos de infecgdes
como enterocolite e cistite, obtendo uma diminui¢gdo dos sintomas por meio do seu
uso terapéutico (Paula Gomes., 1959 apud Gongalves de Lima,1975).

Alguns estudos, nas ultimas décadas, vém analisando as caracteristicas
probioticas de diferentes cepas de Zymomonas mobilis com analises in vitrolin vivo e

tem-se obtido resultados promissores, onde essas linhagens apresentam
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capacidade de sobrevivéncia em pH acido, atividade antimicrobiana frente a
bactérias patogénicas e se comportam como uma bactéria segura para consumo,
pois ndo €& patogénica e nem toxica (Santos et al.,, 2004; Azerédo et al., 2010;
Mesquita, 2008).

Mesquita (2008) analisou as caracteristicas probidticas de uma cepa de Z.
mobilis e atestou suas caracteristicas in vitro, onde a linhagem testada apresentou
tolerancia em pH superior a 2,5, além de atividade antimicrobiana frente a
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
enterica e Salmonella choleraesuis. Além disso, foi avaliada sua ag¢do in vivo
utilizando camundongos e atestando que a bactéria probidtica ndo penetra na
corrente sanguinea e nao causa alteragdes morfologicas em rins, figado e baco
desses animais.

A literatura é escassa quanto as analises do potencial probidtico de
Zymomonas mobilis, focando seus estudos para outros vieses. No entanto, Z.
mobilis é reconhecida como GRAS (do inglés Generally Recognized as Safe) e
apresenta caracteristicas relevantes para a produgao de probidticos exigida pela
Food and Drug Administration (FDA). Atualmente, os grupos de pesquisa de Z.
mobilis presente no Departamento de Antibidticos avaliam suas caracteristicas

probioticas tanto in vitro quanto in vivo e suas possiveis aplicagdes para o mercado.

2.7 MICROENCAPSULAGCAO

O processo de encapsular, revestir ou envolver uma gota muito pequena de
particulas, como solidos, liquidos ou mesmo gas, com uma particula polimérica &
conhecido como microencapsulacao (Harshitha et al., 2023). Além de garantir a
estabilidade e integridade das propriedades funcionais do microrganismo
encapsulado, este processo permite a liberacdo controlada de compostos ativos e
protege-o contra condicbes externas adversas. Isso resulta em uma eficacia
prolongada e consistente deste processo (Carvalho et al.,2018).

No processo de microencapsulagdo, podem ser geradas microparticulas que

assumem a forma de microcapsulas ou microesferas (Figura 3).
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Figura 3: llustracao de formas de microencapsulagao com polimero encapsulante e material ativo

(microcapsula e microesfera)

Rede
Material ativo polimérica
Membrana contido
Material ativo
disperso
Microcapsula Microesfera

Fonte: Autor (2024).

As microcapsulas sao particulas onde o componente ativo esta rodeado por
uma camada do agente encapsulante. Por outro lado, as microesferas séo
microparticulas em que o material ativo esta distribuido por toda a matriz, composta
de um material homogéneo. Nesse caso, o material encapsulado pode ser integrado
a matriz polimérica através de adsorgdo ou por meio de ligagdes covalentes
(Comunian et al.,2016).

Dentre as técnicas de microencapsulagao, a coacervagao € muito utiliza para
preparacao de microesfera, podendo ser classificada em coacervagao simples onde
o polimero utilizado é solubilizado e um soluto € inserindo formando um produto final
insoluvel precipitado e coacervagao complexa onde a microparticula sera formada
pela interacéo interidbnica entre polimeros de cargas opostas. Apesar de ser uma
técnica mais antiga, ainda é muito utilizada atualmente devido sua eficiéncia
(Cristina, 2022).

2.8 QUITOSANA

A quitosana é um polimero catibénico obtido pela desacetilagdo da quitina,

encontrado abundantemente em exoesqueletos de crustaceos, insetos, artropodes e
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moluscos. O processo de obtencdo de quitina pelo método de extracdo quimica
compreende as etapas de desproteinizagdo, desmineralizagcédo e descoloracao. Para
obter a quitosana € necessaria a desacetilagdo da quitina. Esses polimeros também
podem ser extraidos através do método de extragéo biolégica envolvendo o uso de

microrganismos (Santos et al.,2020).

O método de extragdo biolégica envolve a utilizagdo de microrganismos que
produzem enzimas e acidos organicos a um custo relativamente baixo, com um
processo mais limpo e ecoldgico, favorecendo a produgao de quitina de qualidade.
Este processo de extragcdo tem se tornado mais atrativo pela obtencao de produtos
de alta qualidade, com custo de produgdo acessivel e ndao gerando efluentes
quimicos de alta concentragdo. Os métodos bioldgicos frequentemente usados para
extragdo de quitina sdo a desproteinizacdo enzimatica e a fermentagdo usando

microrganismos. (Liu et al., 2020).

A desproteinizagdo enzimatica dos residuos da industria pesqueira para a
obtengao de proteina hidrolisada € um método baseado na adi¢gdo de enzimas para
fragmentar as proteinas. Essa abordagem apresenta a vantagem de n&o gerar
produtos de degradagcdo ambiental. As proteases desempenham um papel
fundamental na remocéao de proteinas durante a extragdo de quitina dos residuos da
industria pesqueira. As principais proteases envolvidas nesse processo sdo a

papaina, tripsina, pepsina, alcalase e pancreatina (Marzieh et al., 2019).

A obtencdo de proteinas hidrolisadas pode ser realizada por enzimas
proteoliticas produzidas por bactérias lacticas ativadas devido ao baixo pH do
ambiente. Esse método oferece a vantagem de possibilitar a recuperagéo de
subprodutos de valor agregado, como proteinas, enzimas e pigmentos, com
aplicagbes potenciais na industria alimenticia. A eficacia desse processo
fermentativo com microrganismos depende de fatores como a quantidade de
inéculo, a concentragao de glicose no meio de cultivo, o pH durante o crescimento e
o tempo de fermentacdo. Esta abordagem de extragdo utilizando microrganismos
esta se tornando uma tendéncia nas pesquisas de biotecnologia e biorremediagéao, e

pode ser realizada utilizando bactérias produtoras de proteases (Ter et al., 2023).

Quando o grau de desacetilagdo da quitosana atinge cerca de 50%, ela se

torna soluvel em meio aquoso acido. Ao ser dissolvida em um ambiente acido, os
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grupos amino da cadeia recebem protons, resultando em um polimero com carga
catidnica. Essa caracteristica permite que a quitosana interaja com uma variedade
de moléculas, tornando-a o unico polissacarideo marinho com essa propriedade
catidnica. Além disso, acredita-se que essa carga positiva seja responsavel pela
atividade antimicrobiana da quitosana, pois ela interage com as membranas
celulares dos microrganismos, que geralmente possuem carga negativa (Muxika et
al., 2017).

A quitosana possui propriedades biodegradaveis e biocompativeis, sendo
aplicada nas industrias farmacéutica, cosmética, alimenticia, biomédica, quimica e
téxtil. Aléem disso, a quitosana e seus derivados podem ser utilizados na forma de
geéis, esferas, membranas, filmes e esponjas, dependendo de sua aplicagdo (Santos
et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Obter e caracterizar hidrogeis probioticos contendo a bactéria probidtica Zymomonas
mobilis e avaliar atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus isolados

de mastite bovina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Obter e avaliar a viabilidade, estabilidade e eficiéncia da formulagcdo do hidrogel
probidtico;
- Caracterizar o hidrogel quanto as propriedades das microcapsulas;
- Avaliar a atividade do probidtico livre e encapsulado na inibicdo de cepas de S.

aureus isoladas de mastite bovina;
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4. METODOLOGIA

4.1 ATIVACAO DO MICRORGANISMO

As culturas-testes foram cedidas pela Cole¢ao de Microrganismo UFPEDA do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Para
reativacao da bactéria probidtica, inicialmente foram preparados meio de cultura
caldo SSDL, (Extrato de levedura 5g/L; Glicose Anidra 20g/L). Posteriormente 1 ml
de culturas-estoque da cepa probidtica foi incorporado para sua ativagao. O indculo
foi incubado a 30 °C por 24h em incubadora BOD (Swings e Deley, 1976).

Para reativacdo de Staphylococcus aureus, foram utilizadas 10 cepas
isoladas de mastite bovina (UFPEDA 1067B-1076B) e uma cepa padrao UFPEDA
02, ambas depositadas na Colegdo de Microrganismos, a cultura foi inoculada em
Caldo nutriente (Extrato de carne bovina 3 g/L, Peptona 10g/L) incubado a 37 °C por
24h, sendo posteriormente semeada em meio Agar Nutriente (Extrato de carne
bovina 3 g/L; peptona 10 g/L; Agar 15/L) e mantida nas mesmas condigbes de

incubacao.

4.2 AVALIAGAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Para a analise da cinética de crescimento da cepa de Zymomonas mobilis
(AG-11 UFPEDA 198), adotou-se a metodologia descrita por Lima et al (2011) com

algumas modificacdes.

Inicialmente, a cepa foi cultivada em meio caldo SSDL por um periodo de 24h
a 30°C. Para a preparacao do inéculo, adicionou-se 10 mL do pré-inéculo a um
volume de 90 mL de meio caldo SSDL (Extrato de levedura 5g/L; Glicose Anidra
20g/L). Para monitorar a cinética de crescimento dos inéculos ao longo do processo,
foram coletadas aliquotas de 1 mL em intervalos de tempo especificos em um
periodo de 48 horas (Oh; 3h; 6h; 9h; 12h; 15h; 18h; 21h; 24h; 27h; 30h; 33h; 36h
39h; 42h; 45h; e 48h). Estas aliquotas foram entdo analisadas quanto a sua
absorbancia utilizando um espectrofotobmetro padronizado em um comprimento de
onda de 625 nm. Para a determinagdo do numero de células viaveis, foram

realizadas diluicdes seriadas variando de 102 a 1072,

Posteriormente, 100 pL das diluicbes pré-estabelecidas dentro deste

parametro de diluicdo foram inoculadas em placas de Petri contendo meio agar
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SSDL (Extrato de levedura 5g/L; Glicose Anidra 20g/L; Agar 15g/L) , utilizando o
método de espalhamento , com o auxilio de uma alga de Drigalski. As placas foram
entdo incubadas por um periodo de 72h. O numero de células viaveis e a cinética de
crescimento, foram estimadas pela contagem de unidades formadoras de colbnias
por mL (UFC/mL). Os testes foram realizados em triplicata, visando analises

posteriores dos resultados.

4.3 PREPARACAO DA CULTURA PROBIOTICA E MICROENCAPSULACAO

Para preparagao da cultura probidtica, o meio de cultura caldo SSDL (Extrato
de levedura 5g/L; Glicose Anidra 20g/L) foram preparados. Logo ap6s foi distribuido
9 ml em tubos ao qual foi adicionado uma grama do liofilizado de Z. mobilis para sua
ativacao, o inéculo foi armazenado durante 24h a 30 °C (Swings e Deley, 1976).

Posteriormente, as células foram separadas por centrifugagao a 5000 rpm por
10 min, o pellet foi lavado duas vezes em solugdo salina a 0,9%. A biomassa
resultante de Z.mobilis foi ressuspensa em 5 ml de meio de cultura até alcangar uma
concentracgéo final de 11 log UFC/mL quando plaqueado em meio Agar SSDL. Essa
suspensao foi utilizada no processo de microencapsulagdo e nos ensaios com
células livres.

1 mililitro da suspensao celular final contendo 11,11 log UFC/mL foi transferido
para um Erlenmeyer contendo 140 mL de caldo SSDL, sendo incubado em estufa a
30 °C por 24 horas. O inéculo da bactéria probidtica foi repassado para tubos Falcon
de 50 mL e, posteriormente, centrifugados (modelo SORVALL SUPER T 21) a 5.000
rom por 10 minutos para a separacéao total da biomassa.

Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas
em falcon contendo meio de cultura SSDL caldo. Para preparagao do hidrogel de
quitosana de baixo peso molecular a 2%, foi inicialmente preparado uma solugéo de
acido acético glacial a 1% e pesado 0,2 gramas de quitosana de baixo peso
molecular (Sigma).

A concentragdao de quitosana foi posta em um becker contendo 10 mL de
acido acético glacial, e submetida a homogeneizagdo em MICRO TRITURADOR
TURRATEX a 14.000 rpm até completa solubilizagao e, posteriormente, a solugao foi
autoclavada a 121 °C por 15 minutos (Farias, 2017). Posteriormente, 5 ml do in6culo
de Z. mobilis foi adicionado a 5ml da solugcao de quitosana de baixo peso molecular

de 2%, e submetido ao vortex para homogeneidade completa da amostra.



29

4.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

No processo de microencapsulacdo, conforme descrito por Chaverri et al.,
(2010), foi avaliada a sobrevivéncia dos microrganismos apds o processo de
encapsulacéo.

Duas gramas das microparticulas probidticas, foi adicionada em 4,5 mL de
solugdo de citrato de sodio 1,5% (p/v), em seguida, submetidas ao vortex por 1
minuto para liberar as células que estavam aprisionadas no hidrogel. Em seguida, as
amostras foram diluidas em solugao salina esterilizada 0,9% e, posteriormente, os
tubos com o hidrogel e com células livres, foram submetidos as diluigdes seriadas,
onde foi retirado 100 yL para realizar a contagem de células viaveis.

A analise foi feita em triplicata, utilizando o meio de cultura agar SSDL pela
técnica de “spread plate”. As placas foram incubadas por 48h a 30 °C e submetidas
a contagem de unidades formadoras de coldnias. A eficiéncia foi calculada conforme
a equacao abaixo:

%EE=(N/N0)%100

Onde N representa o numero de células liberadas das capsulas (UFC/mL) e NO é o

numero de células vivas usadas para encapsulamento (UFC/mL).

4.5 VIABILIDADE E ESTABILIDADE

Uma aliquota de 1 mL de células livres e do probidtico microencapsulado,
separadamente, foram suspensas em 9 mL de solucdo salina esterilizada 0,9% e,
em seguida, foram realizadas diluigdes seriadas de 10" até 10® e 100 yL das
diluicdes foram plaqueadas em meio de cultura agar SSDL, incubadas a 30 °C por
48 horas para determinagcdo do numero de células viaveis. Essa avaliagao foi
realizada nos dias 0, 10, 20, 30 e 60 . As amostras foram armazenadas em

temperatura refrigerada 5 °C e os resultados foram expressos em log UFC/mL.

4.6 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A caracterizagao do microencapsulamento foi realizada por meio da analise
do tamanho das microparticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e

microscopia optica.
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4.6.1 TAMANHO DE PARTICULA, POTENCIAL ZETA E INDICE DE
POLIDISPERSAO

O didmetro médio dos hidrogéis de quitosana a 2% contendo Z. mobilis foi
mensurado por espectroscopia de correlagdo de fétons utilizando o Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Para analise do tamanho de
particula (9), 10 pyL das formulagdes foram diluidos em 990 uL de agua
ultrapurificada (Milli Q®, Millipore, USA).

As medi¢des foram realizadas a 25 °C com um angulo fixo de 90° e os
resultados foram expressos como a média do didmetro hidrodinamico (nm). A carga
de superficie das nanoparticulas foi estabelecida pela determinacdo do potencial
zeta (¢). Para medic&o do ¢ houve a diluigdo de 10 yL das amostras em 990 yL de
agua purificada utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino
Unido).

4.6.2 MICROSCOPIA OPTICA (MO)

A caracterizagdo da morfologia do hidrogel contendo o probidtico e a célula
livre foi realizada por um microscopio 6ptico, onde 10 microlitros da amostra foram
postos sobre |admina e submetido ao processo de coloragdo de Gram,

posteriormente visualizado e fotografado por smartphone.
4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.7.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CELULAS LIVRES

Inicialmente, Z. mobilis de forma livre foi cultivada em caldo SSDL (Extrato de
levedura 5g/L; Glicose Anidra 20g/L) a 30 °C por 24 horas. As culturas de S.aureus
(UFPEDA 1067B-1076B) isoladas de mastite bovina e a cepa padréo de S.aureus
UFPEDA 02 foram cultivadas em Agar nutriente (Extrato de carne bovina 3g/L;

peptona 10g/L; Agar 18g/L) posteriormente foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apos o periodo de incubagao foram preparadas suspensoées padronizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 625 nm, sendo realizada diluicdo em
solugéo salina 0,9% a fim de obter a concentragdo de 10° UFC/mL de todas as
cepas de S.aureus. Com o auxilio de um swab foi semeada em placas de agar
SSDL.



31

Posteriormente, 10uL (10® UFC/mL) do fermentado de Z. mobilis foi
depositado sobre um ponto previamente demarcado nas placas de Petri contendo
agar SSDL e incubadas a 30 °C em incubadora BOD durante as primeiras 24 horas
e apos esse periodo, incubadas a 37 °C por mais 24 horas. O antagonismo foi
observado pela formagao de um halo de inibicdo no entorno de cada col6nia de Z.
mobilis (Lima, 2011).

4.7.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CELULAS ENCAPSULADAS

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis foi determinada pelo método de
difusdo em agar (Hadacheck e Greger, 2000), modificado. As suspensdes contendo
as cepas de S.aureus foram padronizadas em espectrofotdbmetro em 625 nm (D.O

0,08-0,13), equivalente aproximadamente a 102 UFC/mL.

Posteriormente, foram realizadas diluicbes em solugao salina 0,9% a fim de
obter a concentracdo de 10°UFC/mL de todas as cepas de S.aureus. Com o auxilio
de um swab a bactéria patogénica foi espalhada em placas de Petri contendo meio

de cultura SSDL agar.

Em seguida, foram realizadas perfuragcbes no meio de 7 mm de didametro.
Nesses pocos foram adicionados o hidrogel contendo o microrganismo probidtico.
As placas foram incubadas a 30°C e a leitura foi realizada em 72 horas. O
antagonismo foi observado pela formagdo de um halo de inibicdo formado no

entorno do pocgo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados por meio dos parametros estatisticos (Pass) e
analise de variancia (ANOVA), e comparacao de médias por Tukey ao nivel de 5%

de significancia, com uso do software Origin for Windows 8.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Na avaliagdo da cinética de crescimento de Zymomonas mobilis foi possivel
observar o seu crescimento ao longo de 48 h (Figura 4) apresentando aumento
exponencial até 15 horas apds inoculagdo do microrganismo, atingindo 11,37 log
UFC/mL em 15 horas. Mantendo-se em sua fase estacionaria o log de 11 até o
periodo de 33h com 11.86 log UFC/mL. Apds o periodo de 33h o microrganismo

volta a sua fase de crescimento chegando a um log de 14.20 UFC/mL em 48 horas.

Figura 4: Cinética de crescimento da cepa de Zymomonas mobilis AG-11 UFPEDA 198 log
UFC/mL.
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Fonte: Autor (2024).

Segundo Santana (2021), em sua analise de cinética de crescimento com
Zymomonas mobilis Zap 205 apresentou crescimento exponencial em 6h apdos o
inéculo até o periodo de 24h, com log UFC/mL de 7,6 a 8,1. Apresentando seu maior
pico de crescimento em 24h com 8,1 log UFC/mL. Estando em sua fase estacionaria
de 24 a 42 horas mantendo o log UFC/mL de 8 e, posteriormente, apresentando sua

fase de declinio. Em comparacdo com essas analises € possivel observar resultados
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promissores (Figura 4) visto que a cinética de crescimento apresentou 14 log
UFC/mL em 48h.

A capacidade de Zymomonas mobilis de apresentar duas fases distintas de
crescimento exponencial pode estar relacionado a sua capacidade de nutrir-se por
meio da produgdo de metabdlitos secundarios. Esse fendmeno promove a
otimizacao dos recursos presentes no meio, destacando uma melhor adaptabilidade
a condigdes adversas (Yang et al., 2009).

A taxa de crescimento bacteriano esta relacionada a variagao da multiplicagao
e crescimento de uma cultura de células, aumentando consequentemente o volume
de biomassa ao longo do tempo. A fase lag corresponde a fase de adaptacdo do
microrganismo ao meio de cultura no qual foram inseridos. Nesta fase, as células
estdo metabolicamente ativas, criando condi¢cdes ideais para a divisdo por meio da
producdo de enzimas e coenzimas. Na fase de crescimento ou exponencial, o
numero de células aumenta ao longo do tempo. Posteriormente, a fase estacionaria,
na qual o numero de células viaveis mantém-se constante. Por ultimo, tem-se a fase
de declinio ou morte, onde as condigdes do meio se tornam inviaveis para a
sobrevivéncia das células.(Da silva, 2024).

Para o processo de microencapsulacido foi selecionado o tempo de
crescimento de 24 h, com uma concentragado de 11,11 log UFC/mL, visando uma

celeridade na produgao de um produto probiético.

6.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO.

Com os resultados obtidos (Tabela 2) é possivel analisar que o microrganismo
manteve-se ativo durante todo o processo de encapsulamento e apresentou uma
eficiéncia de 102% , demonstrando um aumento de 0,30 log UFC/g em relagéo a

concentragéo inicial.

Tabela 2 — Unidades formadoras de colbnias (Log UFC/g média + desvio padréo) antes e apos o

processo de encapsulagao e eficiéncia de encapsulacdo (EE%).

Eficiéncia de encapsulagao Log UFC/g EE%
Zymomonas mobilis (Zy) 11,11+ 0,04 -
Zy + Quitosana 2%(Zy+Qui2%) 11,41+ 0,11 102%

Fonte: Autor (2024).
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Zoldan (2022) promoveu o encapsulamento de cepas potencialmente
probidticas e obteve uma eficiéncia de 92 a 99% em suas formulagdes, atestando a
capacidade da bactéria de passar pelo estresse de encapsulamento e nao perder
sua viabilidade destacando a técnica de encapsulamento como adequada para

linhagem das cepas probidticas.

6.3 VIABILIDADE E ESTABILIDADE

A contagem das células viaveis ao longo de 60 dias é evidenciada na (Tabela
2), na qual é possivel observar um aumento no numero de células de 0,30 log
UFC/mL em 0 dias. Em 60 dias, houve uma diminuigdo de 1,58 log UFC/mL para as
células livres e para formulacédo de Zy+Qui2% houve uma queda de 3,26 Log
UFC/mL. Entretanto, o numero de células viaveis para desenvolvimento de um
probiotico se mantém acima do determinado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) 108log UFC/mL.

Tabela 3 — Viabilidade e estabilidade em Log UFC/g de Zymomonas mobilis (livre) e

microencapsulada armazenada em temperatura refrigerada (5 °C).

Viabilidade e estabilidade Zymomonas mobilis Zy + Quitosana 2% (Zy+Qui2%)
(Livre)
0 Dias 11,11 £ 0,04 11,41 £ 0,11
10 Dias 10,84 ,+ 0,06 8,64 + 0,04
20 Dias 9,52+0,13 8,38 + 0,21
30 Dias 10,51+ 0,06 9,51+0,07
60 Dias 9,58 + 0,18 8,15+ 0,22

Fonte: Autor (2024).

A utilizagdo do polimero catidnico quitosana para aumentar a viabilidade e
estabilidade de Zymomonas mobilis no decorrer do tempo, se destaca devido sua
complexidade estrutural. A quitosana fornece uma protecdo maior aos
microrganismo se comparado com outros polimeros encapsulantes.

O trabalho de Trabelsi et al. (2013) relata a eficacia da quitosana em sua
analise de viabilidade durante um periodo de 30 dias sob as mesmas condi¢cdes de
armazenamento, em que o pesquisador utiliza microrganismos encapsulados com

alginato e adiciona a quitosana para melhorar a estabilidade de uma das amostras .
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Os resultados demonstraram uma diminuicdo relativamente baixa de 99,35% para
96,14% do microrganismo encapsulado com a adigdo da quitosana e uma queda
significativa utilizando apenas o polimero alginato de 97,43% para 47%. E relata que
essa queda acentuada esta relacionada a espessura e rigidez dos polimeros
utilizados.

No decorrer do processo de encapsulamento, os microrganismos se mantém
viaveis durante um determinado tempo devido a protec¢ao e capacidade de liberagao
controlada dos compostos bioativos por meio do polimero encapsulante. Além disso,
microrganismos submetidos as mesmas condicbes em sua forma livre apresentam
uma queda significativa no log UFC/mL, podendo até n&o apresentar crescimento
bacteriano (Afzaal et al., 2020; Garcia et al., 2021).

6.4 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

6.4.1 TAMANHO DE PARTICULA (POTENCIAL ZETA E iNDICE DE
POLIDISPERSAO)

O tamanho das particulas () na andlise variam de 2,27 ym no tempo 0,

mantendo a uniformidade de 2,34 ym em 30 dias de analise (Tabela 4).

Tabela 4 — Analise da estabilidade da formulagao de Hidrogel + probidtico quanto ao Tamanho da

Particula - @ em (nm), indice de Polidispersao (PDI) e Potencial Zeta - { em mV, ap6s o preparo da

formulacao.
D (um) PDI ¢ (mV)
Tempo AG11+Qui Qul AG11+Qui Qul AG11 + Qui Qul
(dias) (2%) (2%) (2%) (2%) (2%) (2%)
0 dias 2,27 £ 0,01 0,67 £ 0,00 0,466 + 0,04 0,489 £ 0,00 46,6 + 0,7 19,46 + 0,6

10 dias 2,32+ 0,00 0,65 £+0,00 0,493+0,00 0,502 £0,00 4793+0,37 22,26 +0,40
20 dias 2,31 0,00 0,65+0,00 0,421+0,01 0,218 £ 0,00 65,8 £ 0,45 34,33 £2,15
30 dias 2,34 +0,00 0,65+0,00 0467 £0,01 0422 +0,03 639 +345 37,33 £2,95

Fonte: Autor (2024).

Manikandan et al. (2015) relataram que a adicédo de TPP (tripolifosfato de
sédio) a quitosana em pH 5,0 influencia a formagcdo de nanoparticulas com
tamanhos controlados. Segundo os autores, ao alterar o pH, a formacado das
nanoparticulas também varia. Portanto, em um pH adequado, € possivel obter

controle e uniformidade no tamanho das nanoparticulas de quitosana. Apesar de
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nao ser realizado o controle de pH durante a sintese neste trabalho, o tamanho das

particulas () na analise se mantiveram uniformes durante os 30 dias.

Os resultados observados na (Tabela 3) demonstram uma variagéo no PDI de
0,493 a 0,421 constatando que durante os 30 dias de analise as amostras se
demonstraram monodispersa, ou seja, sdo aproximadamente do mesmo tamanho. O
indice de polidispersao (PDI) é adimensional e sua escala diz que valores menores
que 0.5 sdo sistemas extremamente monodispersos e maiores que 0.7 indicam que
a amostra é polidispersa, ou seja, mais propensa a formar aglomerados (Danaei et
al., 2018).

Os dados obtidos na (Tabela 3) ¢ (mV) demonstraram uma variagao de 46,6
mV a 63,9 mV de 0 a 30 dias respectivamente, deixando claro a estabilidade das
particulas. Segundo Laouini (2012), suspensdes de particulas com potencial zeta

superiores a +30 mV ou inferiores a —30 mV sao geralmente consideradas estaveis.

O potencial zeta (¢ mV) é uma medida da magnitude da repulsao eletrostatica
ou atracdo entre as particulas. Esse parametro esta relacionado com a carga
superficial das particulas e com a polidispersidade, influenciando diretamente na
homogeneidade dos tamanhos das particulas (Lima., 2022). O intervalo permitido
para a deteccdo do potencial zeta em amostras varia de 3,8 nm a 100 uym de

diametro.

De acordo com Campos et al. (2022), a presenga de grupos amino na
estrutura quimica da quitosana estd associada aos valores positivos de (,

conferindo-lhe um carater cationico.

6.4.2 MICROSCOPIA OPTICA

A andlise de Zymomonas mobilis utilizando uma objetiva de 100X com
imersdo em O6leo revelou que as células apresentaram coloragao rosada (figura 5 e
6), caracteristica de bactérias Gram-negativas. Esta coloragcao esta relacionada a
parede celular de peptidoglicano ser menos espessa em bactérias Gram-negativas,
que perdem o complexo cristal violeta-iodo durante a descoloracdo e fixam a

safranina.

As (figuras 5 e 6) mostraram que a estrutura das células estao preservadas,

permitindo a identificacdo de caracteristicas tipicas da bactéria. Além disso, nao foi
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observada contaminacdo nas amostras, o que indica que o processo de prepara¢ao

das culturas livres e encapsulados foi realizado adequadamente.

Figura 5 : Microscopia 6ptica Zymomonas mobilis livre

Fonte: Autor (2024).

Figura 6: Microscopia optica Zymomonas mobilis encapsulado

Fonte: Autor (2024).
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6.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO PROBIOTICO LIVRE E
ENCAPSULADO

Na analise dos resultados foram observados halos de 11 mm até 18 para o
microrganismo livre e de 12 até 28 mm para as células encapsuladas, nos testes de
S. aureus isoladas de mastite bovina. Z. mobilis apresentou halos de inibigdo de 18
mm para células livres e 28 mm para encapsulada. Na Tabela 5 é possivel observar
melhor esses resultados e atestar que o processo de encapsulamento conferiu a
bactéria uma melhor resposta ao microorganismo patogénico comparado com o

microrganismo probidtico livre.

Tabela 5: Atividade antimicrobiana (mm) Z.mobilis (Livre) e Z.mobilis + quitosana 2% frente a
S.aureus isolados de mastite bovina (UFPEDA 1067B a 1076B) e UFPEDA 02.

Cepas Formulagées (tamanhos de halos de inibigao mm)

S. aureus AG-11 AG-11 + Q2 Quitosana 2%

02 UFPEDA 18,50 + 1,00 27,25 £0,50 24,00 £0,50
1067B 11,50 + 0,58 20,50 £ 1,00 -
1068B 14,25 + 0,50 25,25 £ 0,50 -
1069B 12,00 = 0,00 16,00 £ 0,00 -
1070B 11,00 + 0,00 16,00 £ 1,15 -
1071B 11,50 £ 0,58 13,25 £ 0,50 -
1072B 11,50 £ 0,58 16,25 £ 0,50 -
1073B 12,50 + 0,58 12,50 £ 1,00 -
1074B 12,00 + 0,58 12,00 £ 0,00 -
1075B 11,00 + 0,00 15,25 £ 0,50 -
1076B 11,50 + 0,58 15,00 £ 0,00 -

Fonte: Autor (2024).

Além disso, a quitosana de alto peso molecular (PM) confere atividades
antimicrobianas extracelulares. No entanto, a quitosana utilizada para formulacao
encapsulante foi de baixo PM que possui atividade tanto extracelular quanto
intracelular. Tratando-se de bactérias gram-positivas, como na Staphylococcus
aureus, elas possuem uma parede celular de peptidoglicano mais espessa, que
pode impedir a ligagdo direta da quitosana a membrana celular. Porém, alguns
oligbmeros de quitosana de baixo PM podem penetrar na parede celular e influenciar
o DNA ou a sintese de proteinas (Raafat et al., 2008; Ke et al.,2021).
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Segundo a literatura, as bactérias gram-positivas demonstram ser mais
sensiveis a quitosana. Porém, a formulagcdo de quitosana de baixo PM a 2%,
utilizada como controle, ndo apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas de
S.aureus isoladas de mastite bovina. Apenas houve atividade da quitosana 2%

frente a cepa padrao S.aureus UFPEDA 02 que obteve halo de 24 mm.

Lima et al. (2011) testaram 6 cepas de Z.mobilis frente a S.aureus e obtiveram
halos variando de 5 a 13 mm e sugeriram que a atividade inibitéria pode estar
relacionada a capacidade de Z.mobilis de produzir bacteriocinas. As bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-negativas apresentam uma atividade restrita as
espécies mais proximas taxonomicamente. Entretanto, a literatura relata a
capacidade de certas cepas de inibir organismos néo relacionados. A maioria das
bacteriocinas interage com lipideos anidnicos presentes na membrana plasmatica
das bactérias-alvo, sendo ativas principalmente contra bactérias Gram-positivas,

caracteristica das bactérias teste S.aureus (Guilhelmelli et al., 2013).

Contudo, Rutikis et al. (2022) analisou as caracteristicas inibitorias de cepas
de Z.mobilis através de analises de subprodutos acidos e comprovaram que seus
principais compostos antimicrobianos sao acetato e propionato, considerando que a
producdo desses compostos estdo diretamente relacionados com o catabolismo
respiratorio e realizado independentemente de crescimento celular, refutando a

hipotese levantada por Lima et al., (2011).

A auséncia de atividade do controle de quitosana 2% (Tabela 5) pode estar
relacionada a resisténcia das cepas isoladas de mastite bovina, considerando que
obtiveram-se halos consideraveis quando testado com a cepa padrao UFPEDA 02.
Entretanto, quando a Z.mobilis é incorporada no polimero encapsulante confere
resultados promissores frente as cepas patogénicas. Esta atividade pode ter relagao

a agao sinérgica entre 0 microorganismo e o polimero encapsulante.
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7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o encapsulamento de Zymomonas mobilis com o
polimero de quitosana a 2% melhora significativamente a atividade antimicrobiana
da bactéria probiotica frente a Staphylococcus aureus. Além disso, ©
encapsulamento demonstrou maior eficiéncia, viabilidade e estabilidade da bactéria
ao longo do tempo. O processo de revestimento com quitosana mostrou-se
homogéneo e estavel em relagcdo as particulas. Portanto, a microencapsulagao
apresenta um grande potencial para futuras aplicagdes, utilizando Z. mobilis como
composto ativo. Para validar a eficacia do hidrogel probidtico, estdo sendo

conduzidas pesquisas in vitro e também in vivo.
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