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RESUMO

O leite de transi¢do de bovinos fermentado é rico em nu-
trientes e apresenta elevada populagdo de bactérias dcido la-
ticas (BAL). Caracterizou-se a populagdo de BAL no leite de
transig¢do fermentado em fung¢do do dia de coleta apos o par-
to e selecionou-se Lactobacillus spp. com potencial probidtico
e fermentativo para essa matéria prima. Para sele¢do desses
microrganismos analisou-se a produ¢do de catalase, Gram e
aspectos morfolégicos das colénias. Foram selecionados trés
morfotipos que apresentaram resisténcia aos sais biliares nas

concentragoes de 0,3; 0,5 e 1%, resisténcia ao dcido cloridri-
co e que apresentaram perfis bioquimicos compativeis com a
espécie Lactobacillus brevis. Avaliou-se o antagonismo para
trés amostras de Escherichia coli provenientes de bezerros com
diarreia o qual foi maior para um isolado. Futuros estudos
in vivo podem apontar esse isolado como aditivo microbiano
para favorecer a fermentagdo de leite de transi¢do, contribuin-
do para o armazenamento desse alimento e para o controle de

diarreias em bezerros.

Introducio

A primeira secre¢do da
glandula mamaria ¢ denomi-
nada ‘colostro’ (Machado
Neto et al., 2004) e a partir
da segunda ordenha apos o
parto essa secre¢ao passa por
transformacdes nutricionais
até atingir gradualmente a
composi¢ao do leite e ¢ deno-
minada como ‘leite de transi-
¢ao’ (LT) (Wattiaux, 1996,
Azevedo et al., 2014).

O LT excedente é impor-
tante alternativa para o aleita-
mento artificial de bezerros,
por apresentar elevados niveis
proteicos e energéticos. Essa
matéria prima pode ser con-
servada anaerobicamente
em garrafas de plastico de

politereftalato de etileno
(PET), técnica conhecida
como silagem de colostro
(Saalfeld, 2008). Esse proces-
so de armazenamento ¢ sim-
ples e dependente de bacté-
rias laticas (Saalfeld, 2008;
Azevedo e Duarte, 2013).
Entretanto, fermentagdes em
regides tropicais podem ocor-
rer perdas por excesso de pro-
ducdo de gases, putrefacdo ou
alteracdo de acidificagao.
Silagens de LT in natura po-
dem apresentar perdas com
taxa de descarte superior a
90% para secre¢des provenien-
tes da segunda ordenha apds o
parto. Enquanto, que garrafas
fermentadas com leite de tran-
sicdo do 3° ao 6° dia apresen-
taram taxa de fermentacdo

adequada superior a 95%.
Com a elevagdo dos teores de
lactose ocorre o favorecimento
do crescimento de BAL, que
produzem acido latico e ini-
bem o crescimento de micror-
ganismos indesejaveis (Aze-
vedo et al., 2014). O género
Lactobacillus representa im-
portante grupo de BAL com
propriedades probidticas em
alimentos para humanos e ani-
mais (Agaliya e Jeevaratnam
2013) e ja foi identificado em
colostro bovino fermentado
durante até 360 dias (Saalfeld
et al., 2013), contribuindo para
a conservagao da silagem.

A diarreia em bezerros oca-
sionada por cepas de E. coli en-
terotoxigénicas ocorre em ani-
mais mais jovens, nos primei-

ros dias de vida, desencadean-
do desidratacdo e frequente-
mente morte (Salvadori et al.,
2003). Para o tratamento e con-
trole, sdo administrados anti-
bacterianos. No entanto, a toxi-
cidade, alergias e o favoreci-
mento a resisténcia tém fomen-
tado o interesse por probioticos,
como alternativa a antibiotico-
terapia (Duse et al., 2015).
Probioticos contendo Lacto-
bacillus spp. tem contribuido
para melhorar o estado de
saude de bezerros recém-nas-
cidos (Maldonado ef al., 2012;
Bayatkouhsara et al., 2013). A
selegdo ¢ adicdo de cepas
dessas bactérias com melhor
potencial fermentativo para o
leite de transi¢ao contribuiria
para reduzir perdas durante a
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SELECCION DE BACTERIAS LACTICAS CON POTENCIAL PROBIOTICO DE LECHE DE TRANSICION BOVINO

FERMENTADO

Fernanda Guimaraes, Vanessa de Araujo Veloso, Danielle Soares Malveira, Hugo Calixto Fonseca Maximiliano Soares Pinto,

Roberta Torres Careli y Eduardo Robson Duarte
RESUMEN

La leche de transicion de vaca fermentada es rica en nu-
trientes y tiene una alta poblacion de bacterias dacido lacticas
(BAL). Se caracterizo la poblacion de BAL en leche de transi-
cion fermentada de acuerdo con el dia de nacimiento posparto
y fue seleccionado Lactobacillus spp. con potencial probiotico
y de fermentacion de esta materia prima. Para la seleccion de
estos microorganismos fueron analizadas la produccion de ca-
talasa, Gram y los aspectos morfologicos de las colonias. Tres
morfotipos fueron seleccionados y mostraron resistencia a sa-

les biliares en concentraciones de 0,3; 0,5 y 1%, resistencia
al acido clorhidrico y perfiles bioquimicos compatibles con la
especie Lactobacillus brevis. Se evaluo el antagonismo con tres
cepas de Escherichia coli a partir de terneros con diarrea y
uno de los aislados mostro mayor antagonismo. Futuros estu-
dios in vivo podrian sefialar a este aislado como aditivo mi-
crobiano para promover una mejor fermentacion de la leche de
transicion, lo que contribuira a su almacenamiento y al con-
trol de la diarrea en terneros.

SELECTION OF LACTIC BACTERIA WITH PROBIOTIC POTENTIAL FROM FERMENTED BOVINE TRANSITION MILK
Fernanda Guimaraes, Vanessa de Araujo Veloso, Danielle Soares Malveira, Hugo Calixto Fonseca Maximiliano Soares Pinto,

Roberta Torres Careli and Eduardo Robson Duarte

SUMMARY

Fermented bovine transition milk is rich in nutrients and has
a high population of lactic acid bacteria (LAB). The LAB pop-
ulation in the fermented transition milk was characterized ac-
cording to the day of collection after calving and its probiotic
and fermentative potential. The production of catalase, Gram
and morphological aspects of the colonies were evaluated for
the selection of Lactobacillus spp. Three morphotypes were
chosen which showed resistance to bile salts at concentrations

of 0.3, 0.5 and 1%, resistance to hydrochloric acid, and pre-
sented biochemical profiles compatible with the Lactobacillus
brevis species. Antagonism was evaluated for three Escherichia
coli samples from calves with diarrhea and one isolate proved
better than the others. Future in vivo studies may point to the
selected isolate as a microbial additive to favor transition milk
fermentation, contributing to the storage of this food and to the
control diarrhea in calves.

estocagem ¢ adicionalmente
essas cepas poderiam controlar
a populagdo de bactérias pato-
génicas causadoras de diarreia
em bezerros. Nesta pesquisa
objetivou-se a selecdo e carac-
terizagdo de bactérias laticas
com potencial probidtico prove-
nientes de leite de transigdo
bovino fermentado.

Materiais e Métodos
Coleta do material

O leite de transi¢do (LT) uti-
lizado foi obtido na ordenha
mecanica de quatro vacas
Holandesas, sem mastite, entre
0 3° e o 6° dia apds o parto,
criadas na fazenda experimen-
tal do Instituto de Ciéncias
Agrarias da UFMG, Montes
Claros, Norte de Minas Gerais,
Brasil, no més de margo. Apds
a coleta, a mistura do LT dos
quartos mamarios de cada ani-
mal foi transferida para garrafas
higienizadas do tipo pet de 2

litros para fermentagdo durante
141 dias conforme descrito por
Azevedo et al. (2013). O mate-
rial coletado foi armazenado em
galpdo experimental cuja tem-
peratura média foi de 22,67°C,
com maximas ¢ minimas de
26,4 e 18,1°C, respectivamente e
sem incidéncia direta de luz
solar (Azevedo et al., 2013).

Para cada um dos quatro
periodos apos o parto, foram
selecionadas quatro garrafas,
sendo cada uma proveniente de
uma das vacas, correspondendo
a quatro repetigdes para cada
dia apds o parto, totalizando
16 amostras com o leite fer-
mentado, apresentando boa
aparéncia, odor agradavel e
separacao adequada do coagulo
e da gordura conforme descrito
por Saalfeld (2008).

Isolamento e selecao de
bactérias acido laticas

Para o cultivo microbiano, o
material das garrafas foi homo-
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geneizado e aliquotas de 1ml
foram diluidas em tubos con-
tendo 9ml de solucdo salina.
Posteriormente, aliquotas de
0,Iml foram inoculadas em pla-
cas de Petri contendo os meios
Agar MRS, Agar MacConkey,
Agar Sabouraud Dextrose e
Agar Sal Manitol para determi-
nacdo de bactérias acido laticas
(BAL), enterobactérias, fungos
e leveduras, e Staphylococcus
spp., respectivamente. As placas
contendo meio MRS foram co-
locadas em jarras de anaerobio-
se e a incuba¢do ocorreu em
estufa BOD a 37°C por 48h e
posteriormente realizou-se a
contagem das coldnias.

Foram realizadas analises
para determinagdo do pH e aci-
dez titulavel em fun¢do do dia
de coleta do LT. Entre as cold-
nias de bactérias laticas que
cresceram no meio MRS foram
selecionados morfotipos diferen-
tes e conservados em duplicatas
em tubos contendo caldo MRS;
BHI e glicerol a -80°C. Foram

preparados esfregagos em lami-
nas corados pelo método de
Gram para cada morfotipo, de
cada amostra. Todos os isolados
que apresentaram formas de
bastonetes Gram positivos nao
esporulados foram selecionados e
submetidos a prova de catalase
(n=32), selecionando os catalase
negativo (Bujnakova et al., 2014).
Os dados de contagens de
unidades formadoras de colo-
nias (UFC/ml) foram avaliados
em fungao dos dias de lactagao
ap6s o parto e de acordo com
as morfologias predominantes.
Esses dados foram transforma-
dos para log,, ¢ as médias de
contagens bacterianas foram
comparadas pelo teste de
Duncan no pacote estatistico
SAEG, considerando o nivel de
significancia de 5%.

Perfil de fermentagdo de
bactérias acido laticas

Para verificar o perfil de fer-
menta¢do do LT e selecionar
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BAL fermentativas, coletou-se
o LT no quarto dia apo6s o par-
to dos quartos mamarios de
uma vaca Holandesa, sem mas-
tite. As amostras foram acondi-
cionadas em Erlenmeyer de 2
litros esterilizado. Apds a ho-
mogeneizagdo, 1ml de LT foi
submetido a dilui¢des decimais
para avaliar a contaminagdo
inicial de enterobactérias, fun-
gos filamentos, leveduras e
Staphylococcus spp. O indculo
foi preparado a partir de seis
cepas de bactérias laticas pre-
dominantes e selecionadas do
experimento anterior que foram
conservadas em caldo BHI.
Foram duas cepas de cada um
dos morfotipos obtidos ante-
riormente. Os tipos foram de-
nominados de acordo com o
morfotipo das colonias, Al e
A2 (pequena branca, nao acha-
tada), Bl e B2 (pequena, acha-
tada, branca) e Cl e C2 (gran-
de branca).

Inoculou-se 2ml do meio
BHI contendo a cepa ativada
das bactérias laticas em tubos
de ensaio de rosca contendo
18ml de LT do quarto dia, com
concentragdo ~107 UFC/ml.
Apbs homogeneizagdo o tubo
foi vedado e incubado em estu-
fa BOD a 37°C por 33 dias.
Esse procedimento foi realiza-
do com quatro repeti¢des.
Apds a incubagdo, foram pro-
movidas andlises de odor, pH e
acidez titulavel.

Posteriormente a essas anali-
ses, as amostras Al, Bl ¢ Cl
foram selecionadas por apre-
sentarem silagem com trés fa-
ses distintas de fermentacao,
coagulos compactos ¢ bem for-
mados, odor caracteristico, pH
entre 4,31 ¢ 4,52.

Caracterizagdo bioquimica

Para caracterizacdo bioqui-
mica dos trés isolados sele-
cionados, promoveu-se a ana-
lise em galerias API 50 CHL
(BioMérieux SA, Marcy-
I’Etoile/ Franca). Esse kit per-
mite avaliar a capacidade de
fermentagdo de 49 carboidra-
tos e derivados. Para analise
dos resultados, utilizou-se o
programa de probabilidade
LAB PLUS software version
4.0 database da Biomérieux
(2012).
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Resisténcia a sais biliares

Verificou a resisténcia aos
sais biliares para os trés mor-
fotipos de bactérias laticas se-
lecionadas nas etapas anterio-
res. Para o estudo de viabilida-
de as diferentes concentragdes
de sais biliares, foram inocula-
dos 100pul do indculo em agar
MRS, contendo 0; 0,3; 0,5 ¢
1,0% de sais biliares. Apés in-
cubagdo a 37°C durante 48h
em jarra de anaerobiose, o
crescimento das colonias frente
aos sais biliares foi observado
visualmente, com presenga ou
auséncia da bactéria. Os proce-
dimentos foram realizados em
duplicata e foram adaptados de
Noh e Gilliland (1993).

Resisténcia a pH dcido

Para avaliar a resisténcia ao
acido cloridrico, o pH do cal-
do BHI foi ajustado para 3,0;
4,0; 5,0 ¢ 7,0 com adigdo de
acido cloridrico estéril PA,
utilizando-se um pHmetro di-
gital. Os isolados, previamente
cultivados em caldo BHI, em
fase exponencial, foram inocu-
lados em proporg¢do de 5%
para cada meio contendo o pH
avaliado. A incubagdo ocorreu
a 37°C e o crescimento foi
avaliado apds 6h de exposicao
ao caldo BHI acidificado.
Ap6s esse periodo, foram ino-
culados 50ul desse meio acidi-
ficado em placas contendo
agar MRS e espalhados com
alca de Drigalski. Os materiais
foram cultivados em anaero-
biose a 37°C e apo6s 48h ob-
servou-se visualmente o cres-
cimento comparando com o
controle em pH 7. Foi definido
o padrdo ++++ (100%) repre-
sentando o crescimento no
controle com pH 7, e +++, ++

e +, respectivamente, para 75,
50 e 25% do crescimento
(Malveira et al., 2016).

Antagonismo

O efeito antagonista dos iso-
lados selecionados foi avaliado
para trés isolados de
Escherichia coli como bacté-
rias reveladoras, sendo uma
cepa ATCC 25922 (E1). O se-
gundo isolado foi proveniente
de fezes de bezerra com um
més de idade (E2) e o terceiro
proveniente do intestino delga-
do de bezerro macho com dois
meses de idade (E3), sendo que
ambos bovinos apresentavam
diarreia. Os isolados dos bezer-
ros foram obtidos em cultivos
contendo o meio so6lido Mac-
Conkey e identificados presun-
tivamente, utilizando-se o meio
Rugai Modificado. Foram tam-
bém identificados pelo sequen-
ciamento dos fragmentos 16S e
23S do DNA ribossomal (Rey-
senbach et al., 2000; Chapaval
et al., 2008). A inibigdo do
crescimento dessas bactérias
patogénicas foi verificada com
adaptag¢do do método descrito
por Tagg ¢ Mc Given (1971).
As culturas puras de cada iso-
lado de E. coli, em fase expo-
nencial, foram inoculadas em
toda a superficie de uma placa
90x150mm contendo agar
Mueller Hinton, com o auxilio
de um swab estéril. Posterior-
mente, discos de papel de filtro
6mm de didmetro, impregnados
com o caldo MRS contendo
um dos isolados de bactérias
laticas cultivadas a 37°C du-
rante 48h, foram aplicados so-
bre a superficie do agar. Apds
o periodo de incubagdo de 48h,
verificou-se a presenca ou au-
séncia de halos de inibi¢do,
bem como a mensuragdo dos

TABELA 1

diametros dos halos produzidos
(Chaves et al., 1999).

Resultados e Discussido
Selecdo de bactérias laticas

Ao comparar a média de con-
centragdo de BAL do terceiro
ao sexto dia, verificou-se que
ndo houve diferenca significati-
va para esses periodos de coleta
e apresentaram elevada conta-
gem (5,79 +£0,79 log UFC/ml).
Essa contagem foi proxima da-
quelas observadas para fermen-
tagdes adequadas do leite de
transi¢cdo bovino (Azevedo e
Duarte 2013, Saalfeld et al.,
2013; Azevedo et al., 2014).

Nao houve crescimento de
bastonetes Gram-negativo, fun-
gos filamentosos e leveduras
para os quatro periodos de co-
letas avaliados. Entretanto, a
presenca de Staphylococcus
spp. somente ndo foi verificada
para as amostras do sexto dia
de coleta (Tabela I).

Saalfeld ez al. (2013), em
estudo de colostro fermentado
anaerobicamente como alterna-
tiva para alimentagdo de bezer-
ras, observaram que 0S micror-
ganismos que se mantiveram
viaveis até 360 dias foram bac-
térias do género Lactobacillus
spp. A presenca de Lactobaci-
llus spp., Staphylococcus spp.,
Escherichia spp., Klebsiella
spp., Bacillus spp. e leveduras
do género Candida spp. foi ob-
servada na silagem de colostro
até 14 dias de fermentacgao.
Entretanto, a partir de 21 dias
foram isoladas apenas bactérias
do género Lactobacillus spp.
Esses resultados poderiam ser
justificados uma vez que a
maioria das bactérias patogéni-
cas ndo sobrevivem em condi-
¢oes acidas (Hirsh et al., 2003).

CONTAGEM MEDIA (LOG) DE UFC/ml DE BASTONETES GRAM-NEGATIVO,
FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS, Staphylococcus spp. E BAL
EM SILAGEM DE LEITE DE TRANSICAO DE ACORDO COM O
PERIODO DE COLETA APOS O PARTO DE VACAS HOLANDESAS

Dia apos Bastonetes Fungos filamentosos

o par%o Gram negativos ge leveduras Staphylococcus spp. Contagem de BAL
Terceiro - - 1,60 +0,94 5,85 £0,90
Quarto - - 1,51 £0,99 5,91 +£0,18
Quinto - - 1,07 £0,08 5,68 £0,22
Sexto - - - 5,34 £1,56
Média - - 5,70 £0,74
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Nesta pesquisa foram verifi-
cados trés morfotipos de bacté-
rias laticas, considerando as
caracteristicas das colonias.
Houve diferenca significativa
entre as concentragdes dos trés
morfotipos de bactérias lacticas
isoladas, com predominio de
colonias pequenas brancas, se-
guido das coldnias pequenas
achatadas (Tabela II).

Para os diferentes dias de
coletas analisados, ndo se veri-
ficou diferenga significativa
ente as médias de pH e da aci-
dez tituldvel do LT apds a fer-
mentagdo (Tabela IIT). Saalfeld
et al. (2013), em estudo de co-
lostro fermentado anaerobica-
mente, observaram que o0s va-
lores de pH diminuiram apos
sete dias de fermentacio,
acompanhada pelo aumento de
percentagem de acido lactico,
cujos valores encontrados com
60 dias de fermentacdo foram
4,0 ¢ 28,7°D de pH e acido la-
tico, respectivamente. Na pre-
sente pesquisa as médias de
pH foram menores o que pode-
ria ser justificado pelo maior
periodo de fermentagcdo e
armazenamento.

Caracteristicas fermentativas

As caracteristicas fermentati-
vas do LT incubado com os
seis isolados durante 33 dias
diferiram entre as amostras uti-
lizadas. O pH inicial do LT
utilizado para a fermentagao foi
de 6,4 e quatro isolados promo-
veram reducdo desse valor para
valores <4,4. Entretanto a
amostra C2 apresentou aspecto
aquoso, odor forte, pH >5 ¢
média de acidez de 23,5°D, e

TABELA 111
MEDIA DO pH E INDICE
DE ACIDEZ TITULAVEL
EM SILAGEM DE LEITE
DE TRANSICAO DE
ACORDO PERIODO DE
COLETA APOS O PARTO
DE VACAS HOLANDESAS

Dia Acidez
apos pH titulavel
0 parto (°D)
3° 3,67 £0,08 37,0 £5,27
4° 3,50 £0,08 35,0 £3,24
5° 3,52 £0,07 33,0 +4,19
6° 3,63 £0,25 34,0 +3,21

°D: graus Dornic.

nado foi selecionada para as pro-
ximas etapas (Tabela IV). A
fermentagdo inadequada dessa
amostra poderia ter ocorrido
devido a menor produgdo de
acido latico e o odor putrido
pode estar diretamente relacio-
nado a presenca de fungos na
amostra (Azevedo et al., 2014).
Segundo esses autores foi ob-
servado que em amostras pro-
venientes de garrafas com fer-
mentacdes inadequadas, os cul-
tivos indicaram positividade de
6,7% para Enterobacteriacea,
33,3% para Staphylococcus spp.
e 86,7% para fungos. Entre os
fatores relacionados as perdas
no armazenamento por fermen-
tagdo do colostro bovino, a pro-
ducdo de gases, odor putrido,
pH mais elevado, sdo caracte-
risticas de fermentagdes inade-
quadas que inviabilizam a utili-
zagdo desse produto (Azevedo
et al., 2014).

A boa fermentagdo do LT ¢
caracterizada pela formacao
de trés fases distintas, coagulo

TABELA 11
CONCENTRACAO MEDIA (LOG) DE UFC/ml DE
DIFERENTES MORFOTIPOS DE COLONIAS DE BAL
PROVENIENTES DE SILAGEM DE LEITE DE TRANSICAO
DE ACORDO COM O PERIODO DE COLETA, APOS O
PARTO DE VACAS HOLANDESAS

Dias de Pequenas Pequenas, Grandes
coleta e brancas brancas achatadas e brancas
Terceiro 5,73 £0,09 3,25 +£2,60 2,64 +1,89
Quarto 5,68 £0,26 4,35 £2.26 2,96 £2,26
Quinto 5,33 +£0,30 4,39 +2.27 1,99 +1,97
Sexto 5,17 £1,65 3,66 £2,20 2,69 £2,03
Media 5,48 £0,80a 391 +2,15b 2,57 +1,86¢

Letras mintsculas divergentes nas linhas indicam diferenca significativa,
estimada pelo teste de Duncan, com valores de P<0,05. Coeficiente de

variagdo= 42%
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bem formado, aspecto aquoso
a viscoso ¢ odor caracteristico
de leite fermentado. A faixa
ideal de pH para fermentagdo
adequada e conservacdo do
colostro ¢ de 3,55 a 4,39, nes-
sa faixa de pH ocorre fermen-
tacdo adequada, permitindo
boa conservagdo do material
com reducdo do crescimento
de microrganismos indeseja-
veis (Saalfeld, 2008).

Resisténcia a pH e a sais
biliares

As cepas selecionadas dos
trés morfotipos (Al, Bl e Cl)
resistiram as concentragdes de
0,3; 0,5 e 1% de sais biliares,
crescendo de forma semelhante
ao controle. Mangoni et al.
(2011), ao avaliarem o cresci-
mento de Lactobacillus spp.
provenientes de fezes de suinos
e cultivados em meio acrescido
com 0,3% de sais de bile, ob-
servaram que apenas duas ce-
pas foram resistentes.

Todas as amostras apresenta-
ram bom crescimento no pH 5
e 7 ou seja 75% (+++) e 100%
(++++) de acordo com o pa-
drao estabelecido. Para o pH 3
¢ 4 o morfotipo que apresentou
melhor crescimento foi Al (pe-
quena branca), pois apresentou
crescimento de 50% (++) no
pH 3. A amostra Cl apresen-
tou crescimento de 25% (+) no
pH 3 e 50% (++) no pH 4
(Tabela V).

Em estudo avaliando poten-
cial probidtico de Lactobacillus
de origem suina, observou que
cinco isolados de Lactobacillus
spp. resistiram ao pH 3,0 até o
tempo de 3h, indicando que
esses isolados poderiam supor-
tar melhor a passagem pelo
estomago do animal (Mangoni
et al., 2011). A sobrevivéncia
ao pH acido e a colonizacdo
no trato digestivo de microrga-
nismos probiodticos sdo aspec-
tos criticos para o aumento da
funcionalidade ¢ a expressdo
de funcgdes fisiologicas para
promover a satde aos animais
(Meira et al., 2010).

Caracteriza¢do bioquimica
A caracterizagdo bioquimica

indicou que os trés isolados,
apesar de apresentarem aspectos

morfologicos diferentes de co-
l6nias, apresentaram perfis ca-
tabolicos semelhantes, o que
poderia ser justificado pela
pressdo seletiva durante o pro-
cesso fermentativo do LT bovi-
no. Os trés isolados avaliados
apresentaram caracteristicas
compativeis com a espécie
Lactobacillus brevis.

Antagonismo

Observou-se halo de inibigao
apenas para o isolado Al (pe-
quena branca), inibindo as ce-
pas de El e E2. O halo médio
encontrado foi de 12mm para
E. coli 1 e 15,4mm para a
E. coli 2. Esse resultado cons-
trata com os encontrados por
Martins et al. (2006), que iso-
lando BAL de suinos, reporta-
ram que 10 dos 12 isolados
apresentaram halo de inibi¢ao
frente a bactéria E. coli, porém
os valores apresentados foram
de 5 a 13mm. Chaves et al.
(1999) promoveram a selecdo
de isolados de Lactobacillus
acidophilus usados como probi-
otico em bezerros e verifica-
ram que quatro isolados apre-
sentaram antagonismo conside-
rado forte frente a E. coli
enteropatogénica.

Segundo Martins et al.
(2006), o antagonismo observa-
do para BAL pode ser devido
a producdo de 4cidos organi-
cos, peroxido de hidrogénio ou
bacteriocinas, o que deve ser
analisado em futuras pesquisas
para os isolados selecionados
neste estudo.

Nesta pesquisa, a partir de
um total de 32 isolados de
BAL foi possivel selecionar
trés cepas que apresentaram
potencial para elaboracdo de
aditivo para fermentagdo de
leite de transicdao bovinos e
probioticos para bezerros.

Conclusoes

O leite de transi¢cdo bovino
com boa fermentacdo possui
alta concentracdo de bactérias
laticas, pH acido e baixa con-
centragdo de microrganismos
deteriorantes e patogénicos.
Cinco das cepas selecionadas
promovem boa fermentagdo ao
leite de transi¢do, indicando
que a adi¢do BAL selecionadas
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TABELA IV
ANALISE DAS CARACTERISTICAS, ASPECTO,
ODOR, COAGULO (CM), pH E ACIDEZ DO LEITE
DE TRANSICAO INOCULADO E FERMENTADO
POR SEIS ISOLADOS DE Lactobacillus spp.

Cepas Caracteristicas do material fermentado Aspecto Odor Coagulo (em) pH  Acidez (°D)
Al 75% das amostras apresentaram boa fermentacdo ~ Aquoso a viscoso Normal 8,25 4,4 36

A2 75% das amostras apresentaram boa fermentacdo = Aquoso a viscoso  Forte 9,38 43 33

B1 75% das amostras apresentaram boa fermentacdo  Aquoso a médio Normal 11,53 4,5 27,5

B2 75% das amostras apresentaram boa fermentacdo = Médio a viscoso Normal a forte 10,48 43 37,25
C1 75% das amostras apresentaram boa fermentacdo ~ Aquoso a viscoso Normal 10,73 4,4 34

Cc2 Nenhuma amostra apresentou boa fermentagao Aquoso Forte a podre* 2,75 5,4 15,3

*QOdor forte ou podre: odor caracteristico de alimento em putrefagdo e presenca de enxofre.

TABELA V
RESISTENCIA DE ISOLADOS DE TRES MORFOTIPOS
DE BACTERIAS LACTICAS PROVENIENTES DE LEITE DE
TRANSICAO BOVINO FERMENTADO EM pH 3,4, 5E 7 E
A SAIS BILIARES NAS CONCENTRACOES 0; 0,3; 0,5 E 1%

Morfotipos/ pH Sal biliar
Isolados 3 4 5 7 0% 03% 05% 1%
Al A P+ + + + +
Bl R s I o o o S o o o S & + + +
C1 + ++ A+ + + +

Al: pequena branca, Bl: pequena branca achatada, e Cl: grande branca.
Para pH, ++++: 100%, +++: 75%, ++: 50%. e +: 25%. Para sal biliar, +

indica crescimento.

poderia contribuir para melhor
fermentagdo e conservagao do
leite de transigao.

As cepas selecionadas, que
apresentaram caracteristicas
bioquimicas compativeis com a
espécie Lactobacillus brevis,
sdo resistentes a bile e pH 4ci-
do ¢ uma delas apresentou
efeito inibitorio contra isolados
de E. coli causadora de coliba-
cilose em bezerros.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao
apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolodgico (CNPq), da Coor-
denagao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), da Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado
de Minas Gerais (FAPEMIG),
da Pro-Reitoria de Pesquisa da
Universidade Federal de Minas
Gerais (PRPq-UFMG), ¢ da
Pro-reitoria de Graduagdo pelo
Programa Especial de Bolsas
Académicas para Estudantes
dos Cursos Noturnos de Gra-
duag¢do da UFMG.

136

REFERENCIAS

Agaliya PJ, Jeevaratnam K (2013) Cha-
racterisation of the bacteriocins
produced by two probiotic Lacto-
bacillus isolates from idle ba-
tter. Ann. Microb. 63: 1525-1535.

Azevedo RA, Guimardes F, Viegas
CR, Almeida PNM, Gerasseev,
LC, Pinto MS, Gléria JR, Duarte
ER (2014) Silagem de colostro:
riscos microbiologicos e caracte-
rizagdo do pH em fungdo do dia
de coleta. Rev. Bras. Med. Vet.
36: 271-276.

Azevedo RA, Duarte ER, Geraseev
LC, Coelho SG, Aratjo L, Faria-
Filho DE (2013) Desempenho de
bezerros alimentados com sila-
gem de leite de transi¢do. Pesg.
Agrop. Bras. 48: 545-552.

Azevedo RA, Duarte ER (2013)
Aspectos microbiologicos do
colostro bovino em diferentes
técnicas de conservagdo e arma-
zenamento: uma revisdo. Rev.
Elet. Pesq. Ani. 1. 84-98.

Bayatkouhsara J, Tahmasebib AM,
Naserianb AA, Mokarramc RR,
Valizadeh R (2013) Effects of
supplementation of lactic acid
bacteria on growth performance,
blood metabolites and fecal co-
liform and lactobacilli of young
dairy calves. Anim. Feed Sci.
Technol. 186: 1-11.

Biomerieux Lab Plus. Software ver-
sion 4.0. https://apiweb.biome-
rieux.com/

Bujnakova D, Strakova E, Kmet V
(2014) In vitro evaluation of the
safety and probiotic properties
of Lactobacilli isolated from
chicken and calves. Anaerobe.
29: 118-127.

Chapaval L, Moon DH, Gomes JE,
Duarte FR, Tsai SM (2008) An
alternative method for Staphy-
lococcus aureus DNA isolation.
Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.
60: 299-306.

Chaves AH, Silva JFC, Pinheiro A
(1999) Isolamento de Lacto-
bacillus acidophillus a partir de
fezes de bezerros. Rev. Bras.
Zootec. 28: 1086-92.

Duse A, Waller KP, Emanuelson U,
Unnerstad E, Persson Y,
Bengtsson B (2015) Risk factors
for antimicrobial resistance in
fecal Escherichia coli from
preweaned dairy calves. J.
Dairy Sci. 98: 500-516.

Hirsh DC, Zee YC, Coutinho AS,
Lopes CM (2003) Microbiologia
Veterinaria. Guanabara-Koogan.
Rio de Janeiro, Brasil. 446 pp.

Machado RN, Cassoli LD, Bessi R,
Pauletti P (2004) Avaliagdo do
fornecimento adicional de colos-
tro para bezerros. Rev. Bras.
Zootec. 33: 420-425.

Maldonado NC, Ruiz CS, Otero MC,
Sema F, Nader-Macias ME (2012)
Lactic acid bacteria isolated from
young calves - Characterization
and potential as probiotics. Res.
Vet. Sci. 92: 342-349.

Malveira DS, Guimardes F, de
Araujo VV, Duarte ER, Brandi
1V, Pinto MS (2016) Bactérias
laticas com potencial probidtico
provenientes de bezerros nelore
criados no semiarido. Acta Vet.
Bras. 10: 290-297.

Mangoni J, Pozza MSS, Sabedot
MA,Pozza PC, Almeida S,
Heinzen EL (2011) Potencial
probidtico de lactobacilos de

origem suina. Acta Scient.
Anim. Sci. 33: 267-272.

Martins ADO, Mendonga RCS, Silva
DL, Ramos MS, Mauro MC,
Donzele JL, Andrade NJ (2006)
Resisténcia de bactérias lacticas,
isoladas de fezes de suinos e sua
capacidade antagonica frente a
microrganismos indicadores. Rev.
Ciénc. Agrovet. 5: 53-59.

Meira SMM, Helfer VE, Velho RV,
Medina LFC, Brandelli A (2010)
Identificacdo e resisténcia a ba-
rreiras biologicas de bactérias
lacticas isoladas de leite e quei-
jo de ovelha. Braz. J. Food
Technol. 3: 75-90.

Noh DO, Gilliland SE (1993) In-
fluenceof bile on celular integri-
tyand b-galactosidase activity of
Lactobacillus acidophilus. J.
Dairy Sci. 76: 1253-1259.

Reysenbach AL, Longnecker K,
Kirshtein J (2000) Novel bacte-
rial and archaeal lineages from
an in situ growth chamber deplo-
yed at a mid-atlantic ridge hy-
drothermal vent. Appl. Environ.
Microbiol. 66: 3798-3806.

Saalfeld MH (2008) Uso da silagem
de colostro como substituto do
leite na alimentac@o de terneiras
leiteiras. A Hora Vet. 162: 59-62.

Saalfeld MH, Pereira DIB, Rodri-
gues KKS, Schramm R, Valente
JSS, Borchardti JL, Gularte
MA, Leite FPL (2013) Anae-
robically fermented colostrum:
analternative for feeding calves.
Ciénc. Rural. 43: 1636-1641.

Salvadori MR, Valadares GF, Leite
DS, Blanco J, Yano T (2003)
Virulence factors of Escherichia
coli isolated from calves with
diarrhea in Brazil. Braz. J.
Microbiol. 34: 230-235.

Tagg JR, MC Given AR (1971) Assay
sistem for bacteriocins. Appl.
Microb. 21: 943.

Wattiaux, MA (1996) Raising Dairy
Heifers. Wisconsin: The Babcock
Institute for International Dairy

Research and Development.
125 pp.

FEBRUARY 2018 » VOL. 43 N°2 J[WERDENLIA



