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1. Resumo sobre Probidticos:



Os microorganismos e suas interacoes com o hospedeiro humano
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Termo usado para denominar um grupo de
alimentos pertencentes aos alimentos

funcionais. K—\

“Pro6 vida”

Suplemento alimentar microbiano vivo,

Antibidtics - . o
ntibiotico = contra vida que afeta de forma benéfica seu receptor,

através da melhoria do balanco microbiano
intestinal.



TABELA 1 - MICROORGANISMOS COM PROPRIEDADES PROBIOTICAS

Lactobacillus Bifidobacterium

Qutras bactérias
acido lacticas

Bactérias ndo
acido lacticas

L. acidophilus B. odolescentis | Enterococcus faecalis Bacillus cereus var. toyol
L.amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli cepa nissie
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Egnﬁmg?&?num
L.crispatus B. breve Leuconstoc mesenteroides | Sacharomyces cerevisiae
;md::}hg“’?;:;: _ B. infantis Pediococcus acidilactici Sacharomyces boulardii
L. gallinarum B. lactis Sporolactobacillus inulinus

L. gasseri B. longum Streptococcus thermophilus

L. johnssonil

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Adaptado de HOLZAPFEL et al. (2001).




* Flora intestinal esteja equilibrada;
* Que a mucosa esteja integra;
* Microvilosidades perfeitas.

salivares
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Caracteristicas dos Probidticos

 Serem habitantes normais do intestino;

e Reproduzirem-se rapidamente;

* Produzirem substancias antimicrobianas;

* Resistirem ao tempo entre fabricacao, comercializacao e ingestao do produto
devendo atingir o intestino ainda vivos.




Bifidobacterium
Lactobacillus

| Adigestéo

'| A absorcdo de minerais

Intestino delgado



COLESTEROL

Controle do colesterol

imunologico

Quais os beneficios dos probidticos?

Fortalece o sistema

Diminuicao da presséao arterial

v &

LACTASE LACTOSE
Enzima que afua Glicidio formado por dois
na digesiéo da lactose. monossacarideos, a glicose e a glactose.

‘ ¥

* LACTOSE

® e

GLICOSE GALACTOSE

Auxiliar no aumento de uma enzima que
facilita a digestao da lactose

Prevencao do cancer
de célon

Beneficiar a memaoria de pessoas
com Alzheimer



Probiéticos

» Produtos Lacteos

- Yakult
- Activia

- Alimentos Fortificados: {~Actmel
- DanActive

- etc

. Comprimidos, capsulas e sachés que contém
bactérias em forma liofilizada




» Alguns alimentos s&o ricos em Probioticos naturais:

logurte natural, Kefir, Leite fermentado,
Kombucha, Produtos orientais a base de soja (legumes e verduras,
como Miso, Natto, Kimchi, que podem ser comprados em lojas especializadas), entre

outros.

> Probidticos naforma de suplementos em
capsulas, liguidos ou sacheés:

PB8, Simfort, Simcaps, Kefir Real, Floratil, etc.



Os mecanismos (efeitos fisiologicos) através dos quais os
probioticos reduzem as bactérias patogénicas seriam:

Producao de substancias bactericidas (inibindo as bactérias intestinais indesejaveis);
Disputa por nutrientes;
Alteracao do metabolismo microbiano;

Adesao a mucosa e muItipIicagﬁo (capacidade de adesdo nas vilosidades intestinais,
competindo e inibindo a fixacao de patogénicos — nao ocorre com todos os probidticos, somente para o
Lactobacilos Plantarum 299);

Ativacao da imunidade humoral e celular (os Lactobacilos acidéfilo, bulgarico e casei
parecem aumentar a atividade fagocitaria, a sintese de imunoglobulinas (IgA) e ativacdo dos linfécitos T
e B);

Aumento da digestibilidade da lactose (os Lactobacilos produzem a enzima beta
galactosidase que facilita a digestao da lactose).



Diferenca entre Prebidtico e Probiotico

Enquanto os probidticos sao bactérias saudaveis que povoam o
intestino, os prebidticos sao fibras que servem de alimentos para os
probioticos e que favorecem a sua sobrevivéncia e proliferacao no
intestino.

Prebioticos Probioticos



FIGURA 1 - O5 PREBJﬂTIEﬂS COMO FATORES BIFIDOGENICOS E OS5
MECANISMOS DE ATUACAO DOS PROBIOTICOS

Prebidticos Probidticos
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Calon
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Elsite  Modulagiio da microbiota intastinal
bifidogénico competigao por sitios de adesao

competigdo por nutrientes
Alteragio do metabolismo microbiano

aumento ou diminuicac da atividade enzimatica

Estimulo da imunidade do hospedeiro
aumento dos niveis de anticorpos
aumento da atividade dos macréfagos

Estimulo na absorcéo de determinados nutrientes
como calcio

Dutros possiveis efeitos probioticos




2. Biotecnologia benefica aos
Probioticos;



Bifidobacterias
Bacterias do acido lactico

\ 4

Digestao
Absorcéo de minerais
Eficiencia do sistema imunologico

Intestino delgado



beneficios dos prebidticos?

Colon

Inflamado

Reducéo da inflamacéo intestinal.

Evitar ou diminuir os
episodios de diarrea.

- Etapas de
» Cancer del colon

Reducao de riscos de Ajuda na prevencao do
enfermidades cardiovasculares. cancer de colon

Macronutrientes

B.:, acidos biliares
Enlentecimiento
MafK, 1-6.L de agua,
AGCC, oxalato

Enlentecimiento, barrera Disminuir a ansiedade e o estrés.

Aumentar a absorcéo intestinal de
certos minerais como: calcio, magnesio e ferro.




- Vegetals;

- Frutas;
~Natureza: {- Bambu; ¢
- Mel;

- Leite.

- Quimica;
- Hidrolise.

- acida;
- enzimatica.

>Industria:




Hidroélise enzimatica

Uso nas Industrias

Sintese de biocombustiveis;
sintese de farmacos;
quimica de alimentos;
biosensores;

etc.




Hidrolise enziatica

Vantagens:
 NA&o é contaminante
 Ambientalmente correta

« Nao exige neutralizacido durante a reacao
de producéo de prebidticos

: : »
A enzima pode ser ina \&a por procexos
térmicos ou mudancas de pF
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Imobilizacao

de Enzimas

Confinamiento:

Saportes sélidos: |

Imobilizacao

(-]

reversivel

I

Interacdes ionicas

Agarosa Beads (Agarosa)

Gel ou polimero Fibra oca

Imobiliza%

:

Irreversible

Unido covalente

Entrecruzamento:




Unipuntual ]

pH 7, 42C Etanolamina 1M pH 8
—_ _
15 min 2 horas

Figura 13 - Imovilizagao covalente unipuntual sobre suporte CNBr-agarosa. (figura adaptada (Moreno Pérez 2015)).



Multipontual J
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Figura 14 - llustracao de uma enzima hipotética, imobilizada en glioxil-agarosa. A redu¢ao com borohidruro de sodio faz
irreversiveis as conexoes imino formadas entre enzima e suporte (figura adaptada (Moreno Pérez 2015)).



- ~ Glu/Asp =

REUSO ' COOH CO-NH-CH,-CH,-NH,
E O COOH =08 :EDAC , - CO-NH-CHy-CHy-NH,
STABILIDADE 90 min, 25° C, pH 4,75 4
- J COOH CO-NH-CH,-CH,-NH,
Enzima imobilizada Enzima aminada

Capas de
Polimeros viscoS0S




Efeito da modificacion fisico-quimica, da enzima
Bioxilanasa imobilizada, com polimeros viscosos.

0-CH,-CH,0H

0. -NH- 3 X
o, . CO-NH-CH,-CH,NH,

0-CH,-CH,-NH-

v

~ CO-NH-CH,-CH,-NH,

CO-NH-CH,-CH,-NH,

"~ Doble capa:
Derivado AMN + Dextrano + PEG

0-CH,-CH,OH
0.
Ch.
()
H)‘/VH \
0-CHy-CH,-NH- | -
"y
 Multicapa:

Enzima inmovilizada (Derivado) Derivado con una capa de PEl Derivado + PEIl + Dextrano Derivado + PEl + Dextrano + PEG




« Efeito da capa de polimeros sobre o biocatalizador
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Figura 14 - Efecto de la multicapa sobre la estabilidad del derivado BIO AMN en comparacion con el
derivado BIO 10. Los derivados fueron 1:10 (p / v) suspendidos en tampdn de fosfato de sodio 25
mM pH 7,0 y se incubaron a 60 2C. Simbolos: Bioxilanasa soluble (O) Ag-G BIO (X), BIO AMN MC
(A) y BIO 10 MC (A).



Reacdo de hidrolise de xilano de faia para obtencéo de
prebioticos e reutilizacdo de biocatalizadores; ciclo de reacdes.

120 -
BIO 10 MC
100 1 . .
BIO AMN
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o ]
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0 5 10 15 20 25 30
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Figura 15 - Cinética de hidrélisis de xilano llevada a cabo por los
biocatalizadores Ag-G BIO, BIO AMN MC y BIO 10 MC. La hidrdlisis de xilano de
madera de haya solubilizada al 4% (p / v) se realizé a pH 5,5 y a 502 C, 150 rpm,
usando 0,1 g de cada biocatalizador. Simbolos: Ag-G BIO (O); BIO AMN MC (¢)
y BIO 10 MC (OJ).

Tabla 5 - Composicion de la mezcla de XOS obtenida de hidrdlisis de xilano de
madera de haya utilizando biocatalizadores Ag-G BIO, BIO AMN MCy BIO 10 MC.

Xilobiosa | Xilotriosa
15 5 91 4
4 7 87 6
3 7 85 8
120 -
100 -
80

Hidrolisis (%)
(@)}
o

40 A

20 -

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2
Ciclos de hidrolisis

Figura 16 - Estabilidad de biocatalizadores Ag-G BIO, BIO AMN MC y BIO 10 MC durante ciclos
operativos de hidrdlisis de xilano. Cada ciclo se realizd con xilano de madera de haya solubilizado
al4% (p/v)apH5,5ya502C, 150 rpm, utilizando 0,1 g de cada biocatalizador (2,66 mg prot / g
de soporte) . Simbolos: Ag-G BIO ([1); BIO AMN MC (X]) y BIO 10 MC (H). La actividad antes del
primer ciclo fue considerada como 100%.
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ABSTRACT

‘The producticn of xylooligosaccharides (XOS) was evaluated using immobilized and stabdlized biocatalysts of a
commercial enzymatic cocktall, Bioxilanase 1. PLUS (B10), which is based an the xylanolytic enzymes produced
by Trichoderma reesel. BIO was covalent attach under alkaline conditions an
agarcse beads highly activated with aldehyde groups (Ag<G BIO) resulting in a highly active and stable bioca-
salyst (half-life was appoximately 50 h at pH 7.0 and 60 °C). Ag-G BIO was 10-fold more stable than soluble
preparation at pH 7.0 and 60°C. Ag-G BIO was also physically modified by surface coating with poly.
ethyleneimine (PEI) which promotes an ionic interaction with the antonic groups of the enzyme surface. Ag-G
BIO covered with a layer of PEI 10 kDa (Ag-G BIO-PEI 10) was > 100-fold mare stable than soluble BIO pre.
paration. The optimal biccatalyst (Ag-G BIO-PEL lo)ahwedwp«iomlquﬂo(bee&nwxyhnh)
drolysis reaction at high degree (> 80%). Moreover, Ag-G BIO-
PE lomxhedmdcmvemmmm’yshu\dm.nwuldbemedlﬂrﬂmre:nnnﬁmwhlchwwld
extend its wseful life, thus allowing its application for industrial processes.

1. Introduction

Xylanases (endor],d-evxylanase) are enzymes that catalyze the
hydrolysis of glycosidic bonds between xylose units in the hemis
cellulose fraction of plant cell walls. Endoxylanases hydrolyze the main
chain of the polymer, while B-o-xylosidases act on non-reducing ends,

releasing xylose [1,2]. These enzymes are produced by different mi«
amtganm(ﬁlmmnm fnng: yum.andhmm). notably those
from genera Clostridium and Ba-

cillius [3.4]. Although, most commercial xylanase cocktails are from
fungal arigin (Alizyme PT, produced by Aspergillus niger; Multifect Xy«
lanse, Depol D333MDP and Bi produced by Tri res
esei). Among them, the filamentous fungus Trichoderma reesei (ane
mmﬂllypmn;xmm)nmnfﬂubﬂ:pmﬁmolc:ﬂulolylxm

enzymes, ing all ry enzymes for cellue
lase and hemicellulose degradation [5,6]. Several commercial enzyme
ions are currently using T. reesei strains [7].

Xylooligosaccharides (XOS) chain length can vary from 2 to 10
xylose residues linked by f(1=4) bonds and with different substituents
such as acetyl groups, uronic acids and arabinose residues among

* Corresponding author.
Emad address: javiscchaffica sic o (). Rocha-Martin).

Barp/ A Soioeg/10.1016/). procbia 2017.09.018

others. They are naturally present in fruits, bamboo, vegetables, honey
and milk, and can also be produced at industrial scale via chemical or
enzymatic routes from xylanerich materials, which are available widely
and at low cost [3]. The enzymatic production is preferred in food ine
dustry due to the lack of undesirable side reactions and products [3].
For XOS production, xylan degradation should be partial, i.e., the pro-
duction of xylose should be avoided. Thus, enzyme preparations with
low Brxylosidase and exo-xylanase activities are required [5,9]. XOS are
currently 5 prebiotic i i which can pro-
mote an increase in the number of bifidobacteria, which are among the
first microbes to colonize the human gastrointestinal tract and are bes
lieved to exert positive health bmﬁuendxlr host (3, 10 11]. Theym
over other

health as well as technologically related properties. However, the cure
rently high cost of production mdu:m the necessity of further devel
opment in ing and puril chnologies [3,8].

Several factors can affect the enzyme activity and stability. They can
undergo structural changes caused by extreme variations in the pH
values or the presence of denaturing agents. According to previous res
ports [1,12], most xylanases have optimum activity at pH between 5.0

Received 22 Asgust 2017; Received in revised forss 15 September 2017; Accepied 18 Septessber 2017

1359-5113/ © 2017 Elsevier Lad. All rights reserved.
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Intense PEGylation of Enzyme
Surfaces: Relevant Stabilizing
Effects
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This chapter describes the physicochemical coating of the surface of immebilized
enzymes with a dense layer of polyethylene glycol (PEG) to improve enzyme stability.
One hypothesis is that a dense, viscous, polar PEG layer around the enzyme would
enhance enzyme thermal stability, while still providing access to the active site. PEG
groups were attached by using aldehyde—dextran polyrners, the dextran polymers
are in turn attached to the enzyme surface that have been enriched with excess primary
amino groups. The enzymes themselves were initially attached onto porous solids such
that they may be separated easily from the reaction mixtures for easy downstream
processing and that they may be recycled to reduce the cost of the biocatalyst. The
hierarchical modification of enzyme surface with three different sublayers, under chem-
ical design, provided a rational control at several structural levels. Few methods for
increasing the number of amino groups on the surface of the enzyme are described:
{a) chemical amination of carbaxyl residues and (&) coating of the enzyme surface with
cationic polymers containing a high percentage of primary amines. Reliable protocols
for the PEGylation of four different enzymes are described here. For example, lipases
fram Thermomyces lanuginesa, Candida antarctica B, and Rhizomueor miehei attached

© 2016 Elkevier Inc. 55
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3. Beneficios na alimentacao
animal.



Prebioticos

* Melhoram o transito intestinal e regulam parametros como
triglicérides e glicemia no sangue.

* Gera substancias importantes as células intestinais, que quanto mais
saudaveis estao, mais nutrientes absorvem.

* Favorece um ambiente intestinal um pouco mais acido, favoravel as
bactérias boas ao organismo.



* A producao animal vem se desenvolvendo a cada ano e
aderindo a novas técnicas e tecnologias.

* Nesse cenario, aumenta também a preocupacao com a
seguranca alimentar e na saude animal.

* Uma alternativa é o uso de aditivos probioticos na
alimentacao de animais.



* Os probiodticos sao utilizados desde o nascimento até a
velhice do animal, em situacdes de estresse, como:

* Desmame;

* mudancas de racao;

* periodo de vacinacao;

* medicacoes;

* mudancas de ambiente



* Probioticos tém sido utilizados entre as diversas espécies de
animais.

e Tem a funcao de auxiliar a colonizacao de bactérias
benéficas, melhorar a absorcao de nutrientes e auxiliar na
sintese de vitaminas e proteinas.

* Reducao da necessidade de emprego de medicamentos e até
mesmo aumentar a eficiéncia dos sistemas de producao.



* Para vacas em lactacao o emprego de probidticos pode
proporcionar menor quantidade de células somaticas no
leite, melhorando os indicadores de qualidade da producao e
também reduzindo a ocorréncia de mastite.

e Aumento em até 1 kg/dia a producao de leite por vaca;
aumentar em até 7% a quantidade de gorduras do leite;
reduzir a concentracao acidos laticos no rumen em até 0,9
mM; (Desnoyer et al., 2009).



* Reduz ou elimina o emprego de antibioticos.

* A pratica de uso de antibidticos como promotores de
crescimento pode estar com seus dias contados.

* Ajuda no controle de Peso do animal.



Existe um grande desafio pela frente a ser enfrentado com o
uso de novas alternativas para prevencao da colonizacao
intestinal de bactérias causadoras de doencas, especialmente
qguando o rebanho é confinado.



A selecao de boas linhagens probioticas e seu emprego nos sistemas de
producao animal geram muitos beneficios, como abertura de mercado
com consumidores que buscam produtos diferenciados (saudabilidade do
alimento), melhorias a saude dos animais e por consequéncia a humana.



Indicacdo de leitura.

* Probidticos — microrganismos a favor da vida

(BARBOSA, Flavio Henrique Ferreira et al. Probidticos-microrganismos a favor da vida. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra,
v.11,n.1, p. 11-21, 2011).

* Probidticos, prebioticos e simbioticos.
(FOOD INGREDIENTS BRASIL N2 17 — 2011 -)
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