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RESUMO

A producao de queijo Minas artesanal (QMA) é uma atividade tradicional no
estado de Minas Gerais. Esse produto ¢ feito a partir de leite cru e fermento
enddégeno — rico em bactérias acido-laticas (BAL), variaveis de acordo com a
regidao de producéao e que frequentemente possuem potencial probidtico. Esses
microrganismos, quando administrados diariamente em quantidades
adequadas, contribuem para a saude a partir da modulagdo da resposta
imunoldgica, prevengado de doencgas e alteragdes gastrintestinais, entre outros.
O objetivo desse trabalho foi identificar propriedades probidticas nas BAL
isoladas de QMA da regido de Campo das Vertentes. Pretendeu-se, ainda,
elaborar um leite fermentado potencialmente probidtico utilizando-se o
microrganismo que apresentou melhores resultados nos testes de potencial
probidtico in vitro, avaliando sua qualidade fisico-quimica e a viabilidade das BAL
ao longo de 14 dias de armazenamento sob refrigeracéo a 8-10°C. A BAL que
melhor atendeu aos critérios para ser considerada potencialmente probidtica foi
Leuconostoc mesenteroides LM. O microrganismo, além de demonstrar
sobrevivéncia a simulacdo das barreiras gastrintestinais, apresentou perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos desejavel e capacidade de inibir
microrganismos patogénicos, como Listeria monocytogenes. O leite fermentado
por Ln. mesenteroides LM apresentou parametros fisico-quimicos e viabilidade
das BAL (> 108 UFC/mL) de acordo com os padrdes propostos pela legislagao
durante o periodo de estocagem a 8-10°C, por 14 dias. Esses resultados indicam
que Ln. mesenteroides LM possui potencial probidtico e podera ser utilizada na

elaboracao de alimentos funcionais como leite fermentado.

Palavras chave: Leuconostoc, probidtico, alimentos funcionais, leite fermentado



ABSTRACT

Minas Gerais is traditional in the production of artisanal Minas cheese — a product
made from raw milk and endogenous starter culture — rich in lactic acid bacteria
(LAB), which vary in accordance to the region of production and which often have
probiotic potential. These microorganisms, when administered daily in adequate
amounts, contribute to health benefits, such as: modulation of the immune
response, prevention of gastrointestinal diseases, among others. The aim of this
study was to identify probiotic properties in LAB isolated from artisanal Minas
cheeses from the Campo das Vertentes. It was also intended to elaborate a
potentially probiotic fermented milk using the microorganism that presented the
best results in the in vitro probiotic potential tests, evaluating its physical-chemical
quality and the viability of LAB over 14 days of refrigerated storage at 8-10°C.
The LAB that best met the criteria to be considered potentially probiotic was
Leuconostoc mesenteroides. This microorganism, in addition to survival of the
simulation of gastrointestinal barriers, presented a desirable antimicrobial
susceptibility profile and the ability to inhibit pathogenic microorganisms, such as
L. monocytogenes. The milk fermented by Ln. mesenteroides LM presented
physicochemical parameters following the standards proposed by the legislation
and the viability of LAB (> 108 CFU/mL) during the 14 days of refrigerated storage
at 8-10°C. These results indicate that Ln. mesenteroides LM has probiotic
potential and can be used in the preparation of functional foods such as

fermented milk.

Keywords: Leuconostoc, probiotic, functional foods, fermented milk
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1. INTRODUGAO

O queijo Minas artesanal (QMA) é um dos mais tradicionais produtos
comercializados no Brasil. Produzido a partir do leite cru, com adi¢cao de “pingo”
— um fermento natural obtido a partir do soro do leite, possui etapas de produgao
semelhantes, mas caracteristicas sensoriais variadas, que sao influenciadas
pela diversidade da microbiota de cada regido, resultado das caracteristicas
ambientais (EMATER, 2016; Perin et al., 2017).

No processo de elaboracédo do QMA utiliza-se o pingo, um fermento
enddgeno obtido a partir da dessoragem dos queijos produzidos anteriormente
e coletado durante a salga. Esse fermento natural é rico em microrganismos,
como as bactérias acido-laticas (BAL), que direcionam a fermentagdo e
maturagao do queijo, o que determina uma variagdo das suas caracteristicas
sensoriais, microbiolégicas e fisico-quimicas em cada regido produtora
(Nobrega, 2007). As BAL encontradas em sua composigao sao frequentemente

associadas a propriedades probiodticas.

Diante do crescente interesse da populagdo por uma alimentagao
saudavel, aumenta também a procura por alimentos funcionais, como aqueles
que contém microrganismos probioticos. Os probidticos sdo microrganismos que
conferem beneficios a saude de quem os consome quando fornecidos em
quantidades adequadas (FAO, 2002). Esses microrganismos possuem
mecanismos de atuagdo bem semelhantes aos microrganismos da microbiota
autéctone humana. A utilizagao de probidticos objetiva potencializar as fungoes
dessa microbiota ou compensa-la, quando esta apresentar falhas (Vieira et al.,
2007). Dentre os microrganismos com potencial probiotico identificados, grande
parte sdo BAL. O maior destaque nesse segmento € a industria lactea,
principalmente com a producdo de leites fermentados, considerados os
principais alimentos comercializados que possuem culturas probidticas,
microrganismos que possuem comprovagcao cientifica de produgéo de beneficios
a saude (Da Costa et al., 2013).

Dessa forma, faz-se necessario avaliar o potencial probidtico das BAL
utilizadas no presente estudo, uma vez que os resultados podem contribuir para

a valorizagdo econdmica do QMA de Campo das Vertentes, o que representa
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um beneficio a diversas familias de produtores rurais. Além disso, a

caracterizagdo da microbiota da regido permite a sua preservacgao, a fim de

manter sua tradicdo e caracteristicas sensoriais, e contribui para a selegao de

linhagens probidticas.

2. OBJETIVO

2.1.Objetivo geral

Avaliar o potencial probiético in vitro de BAL isoladas de QMA da regiao

de Campo das Vertentes, Minas Gerais, além de elaborar leites fermentados

utilizando tais microrganismos e avalia-los com analises fisico-quimicas e de

enumeragao de BAL.

2.2.Objetivos especificos

e Estudar o potencial probidtico in vitro de BAL isoladas de QMA da regiao

de Campo das Vertentes, Minas Gerais, de acordo com os seguintes

testes:

verificacdo da capacidade de inibicdo in vitro das BAL contra
microrganismos indicadores indesejaveis (Staphylococcus sp.,
Escherichia coli, Salmonella sp. e Listeria sp.) e contra um
microrganismo desejavel, isolado de queijo artesanal da Serra
Geral, para avaliagao de atividade antagonista;

avaliagao da susceptibilidade in vitro das BAL a antimicrobianos de
diferentes grupos farmacoldgicos, a fim de caracteriza-las como
“GRAS” ou Generally Recognized As Safe (reconhecidamente
seguras para 0 consumo) €;

testes de sensibilidade ao acido gastrico e a sais biliares artificiais
in vitro, simulando as condi¢des in vivo de passagem desses

microrganismos pelo trato gastrointestinal.

e Elaborar leites fermentados com as BAL e submeté-los a analises fisico-

quimicas e microbiologicas ao longo de 14 dias de armazenamento sob

refrigeracao a 8-10°C.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.Queijos

O queijo € um dos alimentos consumidos mais antigos registrados pela
historia. Acredita-se que esse derivado lacteo se originou na regido entre os rios
Tigre e Eufrates, onde hoje localiza-se o Iraque, ha aproximadamente 8.000 anos
(Fox e Mcsweeney, 2004). A origem dos queijos, assim como de outros
alimentos fermentados, é associada a uma combinacdo, ao acaso, de
temperatura ideal e presenca de BAL no leite armazenado em recipientes feitos
com estbmago de ruminantes. A agao de enzimas gastricas de pequenos
ruminantes no leite armazenado sob o sol quente e movimentos, intencionais ou
nao, teria proporcionado, entdo, a separacdo efetiva do soro do leite e,
consequentemente, formagao de uma massa branca — o queijo (Meneses, 2006;
SEBRAE, 2008).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ)
de Queijos (Brasil, 1996), “ entende-se por queijo o produto fresco ou maturado
que se obtém por separagao parcial do soro do leite ou leite reconstituido
(integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela
acao fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acidos
organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar,
com ou sem agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos”.

O queijo é reconhecido como um dos derivados lacteos mais consumidos
no mundo. Os produtos lacteos mais frequentemente consumidos mundialmente
sdo aqueles frescos, o que inclui o leite fluido e iogurte, os quais correspondem
a 17% do consumo mundial de lacteos. A manteiga vem em seguida, com 15%
do consumo, e os queijos logo depois, com 14% (FIL/IDF, 2020). No Brasil,
segundo dados da Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2019), o consumo de queijo &
superado apenas pelo leite fluido e representa quase 10% dos produtos lacteos
consumidos no pais. A regido brasileira cuja populacdo mais consome queijos é

a Sudeste, com um nivel de aquisicao do produto 28% acima da média do pais.
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Os queijos levam vantagem em comparagao com outros lacteos devido a sua
diversidade. A grande variedade de queijos, com texturas, sabores, odores e
caracteristicas sensoriais distintas, permite a diversificagdo do consumo e a
busca do produto que melhor se adapte ndo s6 ao paladar, mas também aos

habitos de consumo de cada consumidor (Siqueira, 2019).
3.2.Queijo Minas Artesanal

O QMA é um dos queijos mais tradicionais produzidos no Brasil. A sua
elaboracdo € realizada principalmente por agricultores familiares em
propriedades rurais, utilizando leite cru de vacas recém-ordenhadas, coalho e
sal. Além disso, um fermento enddgeno € utilizado como coadjuvante a
producdo. Esse fermento, conhecido como “pingo”, contém diversos grupos
microbianos, representativos da regido de fabricacdo, que direcionam a
fermentacdo e maturagdo do queijo e confere caracteristicas sensoriais

diferenciadas (Nébrega, 2007; Dores; Ferreira, 2012).

Alguns trabalhos relatam a diversidade de grupos microbianos em QMA,
sendo as BAL isoladas pertencentes principalmente as espécies Lactococcus
lactis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus  casei, Lactobacillus  brevis, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecalis, Enterococcus
durans, Enterococcus rivorum e Enterococcus pseudoavium (Sales, 2015;
Castro et al., 2016; Luiz et al., 2017; Sant’Anna et al., 2017).

De acordo com Meneses (2006), a produgdo de QMA se originou de
técnicas tipicas da regido da Serra da Estrela, em Portugal, trazidas para o Brasil
no século XVI, e que evoluiram ao longo do tempo com o desenvolvimento de
técnicas proprias pelos mineiros. Entretanto, para Mergarejo Netto (2011), a
técnica de producao do queijo em Minas Gerais se originou do arquipélago dos
Acores, trazidas por agorianos — antigamente tratados como portugueses — que
se estabeleceram em Caeté (regido Metropolitana de Belo Horizonte) e em
Medeiros (Centro-Oeste de Minas), no século XVIII. Essas técnicas foram
passadas de geracao para geracao até se transformarem no que se conhece

hoje como QMA. Desde entdo, a produgcdo de QMA se tornou uma importante
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atividade geradora de renda para diversas familias de Minas Gerais, estado que

se destaca nessa produgao em todo o pais.

A producdo do QMA é reconhecida como patrimdnio cultural imaterial
brasileiro pelo Instituto do Patrimdnio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN,
2019). A sua producéao tem sobrevivido as pressées da modernizagao sobre os
processos de producdo, ndo sO pelo apego as tradigdes, mas também pelo
isolamento das propriedades rurais (Siqueira, 2019). Com isso, os produtores
preservam produtos de caracteristicas préprias, de imenso valor cultural e
econdmico (EMATER, 2014).

O QMA apresenta consisténcia firme, cor e sabor proprios e massa
uniforme (Minas Gerais, 2012). As suas caracteristicas sensoriais, variaveis
entre regides produtoras, séo influenciadas por diversos fatores como periodo
de maturagdo, clima da regido, condicbes de armazenamento, microbiota do
fermento enddgeno, entre outros (Dores, 2012; Silva, 2019). Atualmente, oito
microrregides sao reconhecidas como produtoras de QMA, sendo elas: Araxa,
Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serras de Ibitipoca,
Serro e Tridangulo Mineiro (Figura 1), que foram reconhecidas a partir da
comprovacado de tradigdo histérica e cultural do modo de fazer a partir de
levantamentos historicos, agroecologicos e climaticos (EMATER, 20202
EMATER, 2020°).
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Figura 1. Mapa do estado de Minas Gerais com destaque para as 8 regides
produtoras de queijo Minas artesanal. Adaptado de EMATER (2014) e Rocha
(2021)

A maturacao é uma etapa importante no processo de producédo do QMA,
pois € uma das formas de auxiliar na melhoria da qualidade microbiolégica do
produto. O processo deve ser realizado em temperatura ambiente, que ira
direcionar a fermentacado desejavel e favorecer a fermentacao latica (Martins,
2006; Dores, 2007). Atualmente, a Portaria n® 2051, de abril de 2021, estabelece
como minimo o periodo de 14 dias de maturacao a temperatura ambiente para
os queijos produzidos nas microrregides de Araxa, Canastra e Serra do Salitre,
minimo de 17 dias para a microrregiao do Serro, € para as demais regides,
caracterizadas ou nao como produtoras de QMA, o periodo minimo de 22 dias

de maturagdo (Minas Gerais, 2021).

Atualmente, a Lei Estadual n® 23.157, de 18 de dezembro de 2018, dispde
sobre a producao e a comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais,
oficializa a produgao artesanal de queijo como uma agroindustria de pequeno
porte e possibilita a criacdo de variedades diferentes de queijos artesanais em
Minas Gerais (Minas Gerais, 2018).
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O soro fermento endogeno é considerado a unidade identitaria do produto,
rico em BAL, que, em sua maioria, apresentam atividades probidticas (Chalita et
al., 2009). Quanto a composi¢cao da microbiota enddgena, influenciada pela
regidao, SantAnna et al., (2017) verificaram a presenca de Lactobacillus e
Pediococcus no fermento enddgeno da regido de Campo das Vertentes, e a
prevaléncia da espécie L. plantarum. Essa microbiota também influencia na
maturagdo, promovendo maior extensao de protedlise (Silva et al., 2011) e
resultando, como produto final, em um queijo com sabor e textura peculiares,

com caracteristicas proprias.
3.2.1. Campo das Vertentes como regiao produtora de QMA

Em novembro de 2009, a regido Campo das Vertentes passou a ser
oficialmente considerada como microrregido produtora de queijo Minas
artesanal, com a publicacdo da Portaria n° 1.022 pelo Instituto Mineiro de
Agropecuaria — IMA (Minas Gerais, 2009). A ocupacao da regido de Campo das
Vertentes, no estado de Minas Gerais, data do periodo colonial. A produgao
agropecuaria se consolidou como a principal atividade econdmica da regidao em
1780 e, atualmente, mantém seu destaque, representando cerca de 5,8% do
Produto Interno Bruto (PIB) do estado (Pereira Junior; Reis, 2020). A
microrregido inclui 14 municipios, dentre eles: Lagoa Dourada, Tiradentes, S&o

Joao Del-Rei e Baracena, dentre outros, demonstrados na figura 2.
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Queijo Minas Artesanal dos Campos das Vertentes
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Figura 2. Regiao do Campo das Vertentes e municipios produtores de queijo
Minas artesanal (EMATER, 2016)

Quanto aos microrganismos presentes no QMA da regidao de Campo das
Vertentes, ainda ha poucos estudos. Castro et al., (2016) relataram, de um total
de 50 amostras de BAL isoladas de agua, leite cru, fermento endégeno e queijos
frescos de queijarias nao registradas dessa regido, a identificacdo mais
frequente de Enterococcus faecalis (42,86%), Lactococcus lactis (28,57%) e

Lactobacillus plantarum (14,29%).
3.3.Bactérias acido-laticas (BAL)

As BAL foram inicialmente caracterizadas a partir de uma amostra de leite
por Joseph Lister em 1973, sendo classificadas como Bacterium lactis (Salminen
e Wrigth, 1993). Elas sdo anaerdbias, anaerdbias facultativas ou microaerdfilas,
Gram-positivo, quase sempre catalase negativo, sem motilidade e podem ser
cocos ou bacilos ndo esporulados. Essas bactérias possuem a capacidade de
crescer em pH de 3,8 e produzir diversas enzimas glicoliticas, proteoliticas e
lipoliticas, responsaveis por transformar os nutrientes em compostos com

propriedades sensoriais desejaveis. Além disso, esses microrganismos
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produzem fatores antimicrobianos, como acidos orgénicos, bacteriocinas,
diacetil e acetaldeido, que podem atuar beneficamente nos alimentos (Forsythe,
2002; Lima et al., 2009). O leite € um bom meio de crescimento para bactérias
acido laticas por conter proteinas, agucares fermentaveis, fatores de crescimento
e por serem bem tamponados por proteinas e fosfatos (Botelho, 2005; Oliveira;
Silva, 2011).

Considerados benéficos, esses microrganismos contribuem com
alteragdes bioquimicas envolvidas no processo de maturagao do queijo, como a
transformacao da lactose em acido latico. Além disso, as BAL possuem enzimas
que contribuem para a protedlise e conversao de aminoacidos em substancias
volateis responsaveis pelas caracteristicas sensoriais finais. A adigdo dessas
bactérias pode ocorrer deliberadamente no inicio da produgdo de queijos, ou
com a utilizagdo dos microrganismos naturalmente presentes no leite, como no

caso dos queijos artesanais feitos com leite cru (Beresford et al., 2001).

As BAL sao constituidas por géneros como: Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissella (Jay et al., 2005; Zhang et al., 2014; Fusco et al., 2015;
Ringa et al., 2018).

3.3.1. Género Lactobacillus

Lactobacillus foram isolados e identificados pela primeira vez em 1990 por
Moro, a partir de fezes de lactentes amamentados, e sdo considerados como os
principais representantes do grupo de BAL. Esses microrganismos sao
frequentemente encontrados na natureza e podem estar em diferentes nichos
ecolégicos, como plantas (cereais, frutas e vegetais), silagem, alimentos
fermentados, e no préprio corpo humano, nas mucosas intestinal, oral e vaginal
(Pithva et al., 2012).

Os Lactobacillus possuem caracteristicas das eubactérias pertencentes
ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e familia Lactobacillaceae
(Felis, Dellaglio, 2007).
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Esse género, altamente heterogéneo, tem sido utilizado para oferecer
beneficios a saude de quem os consome por meio de alimentos fermentados
(Bernardeau et al., 2008; Raizel et al., 2011). Algumas espécies de Lactobacillus
sao capazes de estimular o espessamento da barreira intestinal a partir da
producdo de mucina, contribuindo na protecao a infecgdes e alergias (Nogueira;
Golgalves, 2011).

As espécies de Lactobacillus spp. que sao mais usualmente utilizadas
como probidticos sdo: L. brevis, L. acidophilus, L. casei ssp. paracasei e ssp.
tolerans, L. rhamnosus, L. paracasei, L. plantarum, L. delbreuckii subsp.
bulgaricus, L. fermentum, L. helveticus, L. johnsonii e L. salivarius (Saad, 2006;
Azad et al., 2018; Muhammad e Shah, 2018).

Dentre os Lactobacillus, a espécie L. casei € a mais estudada. Esse
microrganismo, além de possuir algumas linhagens com capacidade de produzir
bacteriocinas termoestaveis que possuem aplicacdo como biopreservativo na
conservagcao de alimentos, possuem maior habilidade de sobrevivéncia apos
choques térmicos e, por isso, tém sido utilizadas com sucesso em alimentos,
sobretudo na fermentagdo (Sharma; Saharan, 2014; Reale et al., 2015;
Dimitrellou et al., 2016).

3.3.2. Género Lactococcus

Lactococcus podem ser encontrados em leite e produtos lacteos,
materiais vegetais e intestino de peixes ou insetos. Bactérias do género tém sido
utilizadas por séculos na produgao de fermentados derivados do leite, sendo
geralmente reconhecidas como, em tradugédo livre, seguras — Generally
Recognized as Safe (GRAS), pela Food and Drug Administration (FDA) (Kimoto
et al., 2004).

Os Lactococcus sdo cocos Gram-positivo, iméveis e homofermentativos
(Casalta e Montel, 2008). Esses microrganismos geralmente nao sao
considerados nocivos para humanos ou animais, e tém sido utilizados para a
prevencgao e tratamento de doengas (Mofredj et al., 2007; Furtado et al., 2014;
Bouchard et al., 2015).
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Lactococcus lactis € o principal constituinte de culturas iniciadoras
artesanais utilizadas em muitas industrias para a fabricacdo de produtos lacteos
fermentados, incluindo soro de queijo, queijos frescos e macios e, varios queijos
duros e semi-curados (Gonzalez Revello et al., 2016). Devido a sua importancia
na industria, esse microrganismo tem sido objeto de diversos estudos que
elucidam a fisiologia e biologia molecular de tragos relevantes para aplicagéo
industrial, como producao de compostos aromatizantes e fatores que influenciam
no crescimento celular e estabilidade (Leroy e Vuyst, 2004; Cavanagh, Fitzgerald
e McAuliffe, 2015).

Haghshenas et al. (2014) demonstraram in vitro que metabdlitos
secretados por Lactococcus lactis ssp. lactis 44Lac tém altas atividades anti-
carcinogénicas em diferentes linhagens celulares carcinogénicas de origem
epitelial, porém, ndo ha estudos que comprovem seus reais efeitos anti-

carcinogénicos in vivo.
3.3.3. Género Leuconostoc

O género Leuconostoc é frequentemente encontrado em plantas frescas,
e, a partir do seu habitat natural, se disseminaram para outros nichos, como leite
e produtos alimentares refrigerados. Possuem um importante papel em
processos industriais e na fermentacdo de alimentos, tais como embutidos,

produtos vegetais, cerais e lacteos (Ogier et al., 2008; Jeon et al., 2017).

Leuconostoc pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli ordem
Lactobacillales. Anteriormente, o género pertencia a familia Leuconostocaceae,
entretanto, a partir de abril de 2020, passou a pertencer a familia
Lactobacillaceae, pois Zheng et al. (2020) sugeriram a unido das familias
Lactobacillaceae e Leuconostocaceae. Os microrganismos do género sao Gram-
positivo, geralmente cocos ovoides — muitas vezes em formato de cadeias — e

heterofermentativos (Bjorkroth et al., 2003).

As espécies Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc lactis possuem
relevancia na formacdo de aroma, sabor e textura de produtos lacteos, por
produzirem compostos aromaticos como diacetil e cetonas. O metabolismo da
lactose e do citrato por esses microrganismos contribui para as propriedades

sensoriais do soro de leite, creme de leite, queijos frescos e manteiga (Ogier et
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al., 2008; Kot et al., 2014). Por isso, Ln. mesenteroides ssp. mesenteroides e Ln.
mesenteroides ssp. cremoris, Ln. mesenteroides ssp. dextranicum e Ln.
mesenteroides ssp. suionicum tém importante papel na produgdo de varios
produtos fermentados, como queijos e kimchi, uma tradicional comida coreana
(Jeon et al., 2017).

Ln. mesenteroides ssp. mesenteroides SJRP55 foi caracterizado quanto
a capacidade de producdo de CO:2 a partir do uso da glicose, habilidade de
crescimento em diferentes temperaturas (10, 30 e 45°C), pH (4,5, 7,0 € 9,6), além
de capacidade de assimilar citrato. Os resultados obtidos in vitro evidenciam
potencial para aplicagdo desse microrganismo em produtos fermentados (Silva,
2010). Além disso, em testes in vitro, essa bactéria demonstrou capacidade de
produzir bacteriocinas (Paula et al., 2014) e de possuir potencial probiético, pois
apresentou bons resultados na simulagdo de sobrevivéncia ao trato

gastrintestinal e adeséao a células epiteliais (Paula et al., 2015).
3.4.Leites fermentados
3.4.1. Histérico

O leite fermentado € um dos mais antigos produtos lacteos consumidos
pela populagcdo, sendo relatado o seu consumo até mesmo na biblia.
Historiadores atribuem a longevidade de Abrado ao consumo de leite fermentado
e Moisés o considerava um presente de Deus, assim como o vinho e o mel.
Alguns filésofos, como Hipdcrates, consideravam o leite fermentado néo apenas
um alimento, mas um medicamento, prescrevendo-o para tratar disturbios

estomacais e intestinais (Oberman; Libudzisz, 1998; Saccaro, 2008).

No inicio do século XX, o bacteriologista russo Metchnikoff foi o primeiro
cientista a explicar os efeitos benéficos das BAL presentes em leites
fermentados, intrigado pela longevidade dos bulgaros (Hughes; Hoover, 1995).
O cientista ganhou o prémio Nobel em 1908, ao isolar um bastonete nomeado
de Bacillus bulgaricus e analisar seus efeitos benéficos no leite fermentado,
baseando-se no fato de que as BAL estavam naturalmente presentes no intestino
e no leite e produziam substancias que inibiam o crescimento de microrganismos

patogénicos (Saccaro, 2008).



24

O leite fermentado comecgou a ser produzido industrialmente em 1917, por
Isaac Carasso, em Barcelona, quando entdo, esse alimento passou a ser
consumido em massa (Luquet; Corrieu, 2005). Atualmente, com o aumento da
demanda de produtos alimenticios saudaveis e a popularizagdo dos alimentos
funcionais, os leites fermentados sédo largamente difundidos entre a populagéo e

comercializados mundialmente.

De acordo com Siqueira et al. (2021), em 2003, a populagéo brasileira,
estimada em 180 milhdes, consumiu cerca de 50 milhdes de quilos de leites
fermentados. Em 2018, com cerca de 210 milhdes de brasileiros, o consumo
desse produto foi de quase 200 milhdes de quilos. Dessa forma, durante esses
15 anos, o consumo de leites fermentados teve um aumento de
aproximadamente 400%, diante do aumento populacional de 16,5%. Assim, o
consumo de leites fermentados per capita no pais, que em 2003 era de 0,27kg,

atingiu, em 2018, quase 1kg.
3.4.2. Legislacao

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 46 de 2007 do Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que trata do RTIQ de Leites
Fermentados, o leite fermentado pode ser definido como “o produto adicionado
ou nao de outras substancias alimenticias, obtidas por coagulagédo e diminuigao
do pH do leite ou do leite reconstituido por fermentacéo latica, mediante acéo de
cultivos de microrganismos especificos. Esses microrganismos especificos
devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante todo o seu prazo
de validade”. Essa defini¢cao inclui o iogurte, o leite fermentado ou cultivado, o
leite aciddfilo, o kefir, 0 kumys e a coalhada, que séo diferenciados, dentre outros
fatores, pelo tipo de microrganismo que € utilizado na fermentagdo do leite
(Brasil, 2007). Os requisitos fisico-quimicos e microbiolégicos para o leite

fermentado encontram-se especificados nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Requisitos fisico-quimicos para inspecao de leites fermentados

Matéria gorda lactea (g/100g) Acidez (g de acido Proteinas
Norma FIL 116 A:1987 latico/100g) Norma lacteas
Com Integral  Parcialmente Desnatado FIL 150:1991 (9/1009)
creme desnatado
Min. 6,0 3,0a3,9 0,6a29 Max. 0,5 0,6a2,0 Min. 2,9

Fonte: Brasil (2007)

Tabela 2. Critérios microbioldgicos para inspecéao de leites fermentados

Microrganismos Critério de aceitacao Norma
Coliformes/g (30°C) N=5 c=2 m=10 M=100 FIL 73A:1985
Coliformes/g (45°C) N=5 c=2 m<3 M=10 APHA 1992c.24
Bolores e leveduras/g N=5 c=2 m=50 M=200 FIL 94B:1990

Fonte: Brasil (2007)

Segundo o RTIQ, os leites fermentados devem apresentar uma contagem
minima de bactérias laticas viaveis de 10 UFC/mL durante toda sua vida de
prateleira e serem conservados e comercializados a temperatura de no maximo
10°C, o que ira possibilitar a viabilidade dessas células (Brasil, 2007). Deve-se
salientar que é fundamental a manutencdo dos produtos em temperatura
adequada para que estes mantenham os microrganismos viaveis e abundantes

por toda sua vida de prateleira.
3.4.3. Leites fermentados e as bactérias acido-laticas

Para producéo do leite fermentado, o leite é pasteurizado e, em seguida,
€ inoculado o cultivo iniciador selecionado, dependendo do produto em questao.
Os microrganismos provocam a acidificagdo e, em muitos casos, a coagulagao
do produto, com o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais tipicas. Apos a
fermentacdo, o alimento é refrigerado para comercializagao (Oliveira; Silva,
2011). O processo de fermentagdo é importante para a industria lactea, pois
associa-se com o aparecimento de caracteristicas como aroma e sabor
(Wendling; Weschenfelder, 2013).

Considera-se que alguns leites fermentados possuem propriedades
terapéuticas devido a sua elaboracdo a partir de BAL como Lactobacillus,
Lactococcus e Streptococcus e bactérias acido-acéticas como Bifidobacterium,
que normalmente estao presentes no trato gastrintestinal humano e apresentam
efeitos bioquimicos e bioldgicos sobre os nutrientes do leite e terapéuticos ao

consumidor (Faria et al., 2006).
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Viegas et al. (2010) observaram que L. acidophilus e Weissela confusa
isoladas de queijo coalho possuem potencial para serem utilizadas na produgao
industrial de leites fermentados funcionais. Acurcio et al. (2017) verificaram que
linhagens de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 mostraram adaptacdo
promissora a matriz do leite para uma possivel elaboragao de leites fermentados
com propriedades terapéuticas. Valente et al. (2021) produziram leites
fermentados de cabra fermentados com L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1. Os
produtos apresentaram resultados de parametros fisico-quimicos e

microbiolégicos adequados durante 30 dias de estocagem a 7°C.
3.5.Probiodticos

Probidticos sdo microrganismos que conferem beneficios a saude do
hospedeiro quando administrados em quantidade adequada (FAO, 2002). Seu
uso surgiu no Oriente Médio, onde médicos prescreviam iogurtes e outros leites
fermentados para uso terapéutico com finalidade de estimular o apetite e tratar

afeccgdes do trato gastrintestinal (Carli, 2006).

A fabricagao de produtos contendo microrganismos probiéticos tem como
base a selegao destes de acordo com a estabilidade frente ao acido gastrico e a
bile; o género ao qual pertence a bactéria — devendo ser preferencialmente de
origem humana; a capacidade de sobreviver no trato gastrintestinal humano e a
capacidade de produzir compostos antimicrobianos no intestino (Freire et al.,
2021). Além disso, necessitam, de acordo com FDA, serem reconhecidas como
seguras (GRAS), ou seja, nao ser patogénicas e nao causar doencgas, tais como
endocardite (Saarela et al., 2000), e ndo apresentarem genes que transmitam a

resisténcia a antimicrobianos (Nagpal et al., 2012).

No Brasil, 0 uso de probidticos em alimentos requer a prévia avaliagao da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de acordo com os requisitos
da Resolugdo RDC n° 241, de 27 de Julho de 2018. Esta avaliagdo inclui
elementos como a comprovagao da identidade da linhagem do microrganismo,

da sua seguranca e do seu efeito benéfico (Brasil, 2018).

A ANVISA publicou, em maio de 2021, o Guia n° 21 — versao 2, com
instrucdo processual de peticdo de avaliacdo de probidticos para uso em

alimentos. O guia serve de referéncia ao cumprimento legislativo, ja que
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expressa o entendimento da ANVISA sobre as melhores praticas e métodos
considerados adequados ao cumprimento dos requisitos exigidos pela legislacéo
quanto aos probidticos (ANVISA, 2021).

Dentre os microrganismos utilizados como probidticos estado bactérias e
leveduras dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Enterococcus e Saccharomyces (Ballardin et al., 2014;
Oliveira et al., 2018). Estudos tém demonstrado que as principais espécies com
potencial probidtico sdo algumas linhagens de Bifidobacterium spp., L.
acidophilus e L. casei (Da Costa et al., 2013; Monteiro et al., 2019; Yunes et al.,
2019). Esses microrganismos apresentam efeitos bioquimicos aos nutrientes do
leite a partir das alteragcdes ocasionadas pela fermentacdo e por enzimas, e

fisiolégicos sobre o consumidor (Wendling; Weschenfelder, 2013).

3.5.1. Avaliacao in vitro do potencial probiético de bactérias acido-

laticas

Para que uma cultura seja considerada probidtica ela deve possuir
algumas caracteristicas, tanto funcionais e tecnoldgicas, quanto de segurancga.
Dentre os critérios para sele¢cdo de microrganismos probiéticos estdo: a origem
e inocuidade das linhagens e a capacidade de resisténcia no organismo. A
seguranca de uma linhagem relaciona-se a sua origem, a auséncia de
associagdo a microrganismos patogénicos e ao seu perfil de resisténcia a

antimicrobianos (Markowiak; Slizewska, 2017; Roméao, 2019).

A tabela 3 demonstra alguns dos principais critérios quanto a selegcéo de

microrganismos probidticos.
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Tabela 3. Critérios de selegcdo de linhagens probidticas

Critério Propriedades requeridas
Origem humana ou animal
Isolado preferencialmente do trato gastrintestinal de individuos
saudaveis
Seguranca  Histsrico de uso seguro
Diagndstico de identificagao preciso
Auséncia de dados associados a doencas infecciosas
Auséncia de efeitos adversos
Auséncia de genes responsaveis por resisténcia a antimicrobianos
Competitividade em relagdo a microbiota autoctone intestinal e a
espécies microbianas que habitam esse ecossistema
Capacidade de sobreviver, manter atividade metabdlica e de crescer
no local de destino
Resisténcia a sais biliares e enzimas
Resisténcia ao baixo pH estomacal
Antagonismo contra microrganismos patogénicos, como Salmonella
ssp. e Listeria spp.
Resisténcia a bacteriocinas e acidos produzidos pela microbiota
intestinal endégena
Adeséo e capacidade de colonizar o sistema gastrintestinal
Viabilidade e estabilidade das propriedades desejaveis dos
microrganismos durante o processo de fixacdo (congelamento,
Tecnolégicos liofilizacdo), preparacao e distribuicdo dos produtos probidticos
Alta taxa de armazenamento em produtos acabados (em condigoes
aerobias e microaerofilicas)
Garantia das propriedades sensoriais desejadas no produto final
Fonte: Adaptado de Markowiak; Slizewska (2017)

Funcionais

A realizacao de testes in vitro € fundamental para a avaliagdo da
seguranga de microrganismos probidticos e eles sao uteis para obter
conhecimentos sobre as culturas e os mecanismos do efeito probiético (FAO,
2002). Dentre os testes que podem ser realizados estdo: tolerancia a acidez
gastrica e aos sais biliares; metabolismo da bile; propriedades de adesao no
muco e/ou epitélio intestinal; produgdo de substancias antimicrobianas contra
microrganismos potencialmente patogénicos; resisténcia aos antimicrobianos; e
capacidade de inibir a adesdo de patdgenos intestinais (Tuomola et al., 2001;
FAO, 2002), entre outros. Dessa forma, os testes in vitro possibilitam identificar
0S microrganismos mais resistentes, seguros e melhor adaptados, tanto ao

consumo quanto as tecnologias de produgao empregadas.

Costa et al. (2013), a partir de microrganismos isolados de QMA da Serra
da Canastra, evidenciaram que L. rhamnosus B4, W. paramesenteroides C10 e
L. rhamnosus D1 seriam boas candidatas a elaboragdo de novas culturas para
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producao de produtos lacteos fermentados potencialmente funcionais. Andrade
et al. (2014) analisaram amostras de Lactobacillus spp. isoladas de QMA da
Serra da Canastra e verificaram que, dentre todos o0s microrganismos
analisados, L. plantarum (B17) demonstrou melhor potencial probidtico in vitro,
pois obteve resultados satisfatérios em todas as propriedades avaliadas. Valente
et al., (2019) observaram que culturas de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1,
isoladas de QMA da Serra da Canastra, apresentaram potencial probiético in

vitro.

Quanto ao QMA da regido de Araxa, Silva et al. (2019) evidenciaram que
bactérias do género Lactobacillus sdo as mais frequentemente isoladas desse
queijo maturado por até 60 dias, tanto na época de seca quanto na chuvosa, e

que L. plantarum e L. rhamnosus foram mais frequentemente identificadas.
3.5.1.1. Resisténcia das BAL aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana € um problema crescente em todo o mundo
e compromete o tratamento de diversas infecgdes bacterianas. O uso
indiscriminado de antimicrobianos se tornou uma ameaca a saude Unica, pois
pode comprometer tanto a saude humana quanto animal, além de aumentar o
risco de disseminagao de genes que causam a diminuicdo da efetividade das

moléculas desses compostos (Agyare et al., 2019).

A tabela 4 apresenta alguns dos principais grupos de antimicrobianos e

seus mecanismos de agao.



Tabela 4. Principais grupos de antimicrobianos e seus mecanismos de agao

Grupo Nome
Inibidores da sintese de parede celular
Penicilinas Penicilina G
Oxacilina
Cefalosporinas Ceftazidima
Cefalexina

Glicopeptideos

Vancomicina

Inibidores da sintese proteica

Tetraciclinas

Tetraciclina
Doxiciclina

Aminoglicosideos

Gentamicina

Amicacina

Macrolideos

Eritromicina

Lincosamidas

Clindamicina

30

Cloranfenicol
Inibidores da sintese de acido nucléico

Sulfanomidas + Trimetoprim  Sulfametoxazol-trimetoprima

Quinolonas Ciprofloxacina

Fonte: Melo, Duarte e Soares (2012)

Os principais antimicrobianos utilizados em animais sdo as penicilinas, as
cefalosporinas e as tetraciclinas (Margarido et al., 2009). Embora o uso de alguns
aminoglicosideos (gentamicina, amicacina), cefalosporinas e fluorquinolonas
(enrofloxacina, entre outros) deva ser evitado na medicina veterinaria sempre
que possivel devido a sua grande importancia na medicina humana, esses
farmacos tém sido utilizados com cada vez mais frequéncia para animais
(Guardabassi et al., 2010).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser intrinseca, como resultado de
uma caracteristica estrutural ou funcional, inerente de cada espécie (Blair et al.,
2015). Ela também pode ser adquirida como resultado de mutagdes, induzidas
por radiagdes ionizantes e nao ionizantes (Baptista, 2013), ou pela aquisigao de
material genético exdgeno anteriormente presente em outro microrganismo por

meio de transferéncia horizontal (Costa, 2016).
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Assim como a resisténcia intrinseca ou natural ocorre em todas as
linhagens de um determinado género ou espécie e € cromossdmica e nao
transferivel para outras bactérias, a resisténcia adquirida devido a mutagdes
também é nédo transferivel. Ja na resisténcia por aquisicdo de genes de
resisténcia de outra bactéria por transferéncia lateral, o gene adquirido pode ser
transferido novamente para outra bactéria, tornando-a resistente (Courvalin,
2006).

As BAL tém sido amplamente utilizadas com seguranga na produgao de
alimentos durante séculos. Entretanto, questionamentos a respeito da seguranga
do uso desses microrganismos tém sido levantados, principalmente quanto a
aquisicdo de genes de resisténcia por esses microrganismos (Alvarez-Cisneros
et al., 2019; Wang et al., 2019). Dessa forma, € de extrema importancia que
sejam realizados estudos de segurancga das linhagens de BAL antes da sua

utilizacdo no setor alimenticio.
3.5.2. Mecanismos de acao e beneficios dos probidticos

Os efeitos dos probidticos podem ser classificados em trés categorias:
capacidade de modulacao da defesa do hospedeiro; efeito direto sobre outros
microrganismos, tanto comensais quanto patogénicos — o que os tornam
importantes na prevencao e tratamento de infecgdes e na restauragdo do
equilibrio da mucosa intestinal; e efeito baseado na eliminacdo de produtos
resultantes do metabolismo microbiano, como toxinas, resultando na

desintoxicagao do intestino de quem os consomem (Oelschlaege, 2010).

Os probidticos sao capazes de exercer sua atividade através de diversos
mecanismos, e 0s principais incluem o aumento da barreira epitelial, adeséo a
mucosa intestinal com inibigdo concomitante de patdogenos, exclusdo competitiva
de microrganismos patogénicos, produgdo de substancias com efeito
antimicrobiano e modulagdo do sistema imune (Bermudez-Brito et al., 2012,
Sanders et al., 2018).

O mecanismo de acdo exercido pelas bactérias probidticas € demonstrado

abaixo na figura 3.
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Producao de substancias
antimicrobianas

PROBIOTICO

@D PATOGENO

Competicdo pelos
sitios de adesao
e nutrientes

Incremento da fungao
de barreira

Imunomodulagao

Figura 3. Mecanismos das bactérias probidticas. Adaptado de Hessissen (2016)
3.5.2.1. Modulacao da resposta imunolégica

Os probidticos sao capazes de estimular tanto a resposta imune nao-
especifica quanto a especifica. Esses microrganismos interagem com as placas
de Peyer e com as células epiteliais intestinais, estimulando as células B
produtoras de IgA e a migracdo de células T do intestino. Além disso, sao
responsaveis por favorecer a atividade fagocitica inespecifica dos macréfagos
alveolares, 0 que sugere uma agao sistémica por secregdo de mediadores que
estimulariam o sistema imune, como citocinas e imunoglobulinas (Coppola;
Turnes, 2004). Estudos demonstram a capacidade dos probidticos de estimular
a producao de anticorpos e, desta forma, melhorar as defesas do hospedeiro
contra agentes patogénicos e aumentar a resposta a vacinas (Sanders et al.,
2019).

A fermentacao das bactérias produz substancias de natureza proteica,
denominadas bacteriocinas, capazes de exercer acao local, semelhante aos
antimicrobianos contra microrganismos patogénicos. Essas bacteriocinas séo
responsaveis ainda, pela diminuicdo da producao de citocinas pro-inflamatorias,
como interferon gama, fator de necrose tumoral alfa e interleucina 2 e pelo



33

estimulo a producédo de imunoglobulinas, contribuindo para a modulagdo do
sistema imune (Denipote et al., 2010). Essas atividades estao relacionadas ao
fato de determinadas espécies probidticas expressarem na superficie da sua
parede celular, estruturas como fimbrias, capsula, componentes proteicos,

peptideoglicanos, entre outras (Sanders et al., 2019).

Oliveira e Silva (2011) mencionam que o uso de probioticos pode melhorar
a constituicdo da microbiota intestinal e, assim, aumentar e manter a barreira
imunoldgica local, amenizando as respostas inflamatérias. Os efeitos positivos
dos probidticos sobre o sistema imunologico ocorrem sem o desencadeamento
de respostas inflamatérias prejudiciais. Para que a resposta imune do individuo
aumente adequadamente, recomenda-se o consumo de um ou mais probidticos
de forma concomitante para que atuem em sinergismo, a exemplo da associagéo

de Lactobacillus com Bifidobacterium (Saad, 2006).
3.5.2.2. Exclusao competitiva e efeitos associados

A influéncia positiva dos probioéticos no equilibrio da microbiota intestinal
ocorre pela sua restauracao. A restauracdo da microbiota intestinal ocorre a
partir da sua colonizagao por bactérias benéficas, impossibilitando a ocupacao
de células epiteliais por bactérias patogénicas e a produgao de toxinas. Havera,
entdo, uma competicao por sitios de adesao e nutrientes com as bactérias
indesejaveis. Esse mecanismo é denominado exclusdo competitiva. Além disso,
ha a producdo de compostos antimicrobianos pelos probidticos, como peroxido
de hidrogénio, acido latico, acido acético e bacteriocinas, que aumentam os

mecanismos de defesa do hospedeiro (Oliveira; Silva, 2011; Lima, 2017).

Os probidticos favorecem a manutencdo da integridade da barreira
epitelial intestinal, prevenindo a disbiose pelo aumento da expressao de genes
que codificam as proteinas de jungao, do aumento do estimulo a producao de
muco, defensinas, IgA e pela diminui¢do de processos inflamatorios (Cerdo et
al., 2019; Plaza-Diaz et al., 2019; Sanders et al., 2019). Além disso, os
probidticos possuem capacidade de se co-agregarem, reforcando a barreira, e,
desta forma, impedindo a colonizacdo do epitélio por bactérias patogénicas
(Markowiak and Slizewska, 2017).
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Molin (2001) relatou que, quando voluntarios saudaveis consomem
Lactobacillus plantarum 299v, eles se estabelecem na mucosa intestinal e a sua
concentracédo tende a aumentar, enquanto a concentragédo de microrganismos
Gram-negativo anaerdbicos como Enterobacteriaceae e Clostridium sulfito
redutores tende a diminuir. Os microrganismos anaerébios Gram-negativo séo
considerados nocivos, pois estdo frequentemente associados as infecgdes
secundarias apos cirurgias abdominais, liberam endotoxinas e iniciam, mesmo
em numeros pequenos, reagdes inflamatérias exacerbadas. Ja os clostridios
possuem algumas linhagens que produzem toxinas e substancias cancerigenas
no intestino (Molin, 2001).

Os probidticos possuem grande utilidade nos disturbios gastrintestinais,
principalmente quando utilizados como auxiliadores na prevencdo. Eles
possuem beneficios frente a ocorréncia de diarreias, pois produzem substancias
como acido latico, acético, peréxido de hidrogénio e diacetil que inibem a
atividade de alguns microrganismos patogénicos, apresentando em alguns

casos, acgao bactericida (Wendling; Weschenfelder, 2013).

Outro beneficio dos probidticos em relagdo ao trato gastrintestinal é no
auxilio dos sintomas das colicas abdominais, relacionadas com a motilidade
intestinal anormal e a sindrome do intestino irritavel. Os probidticos interferem
na regulacado dos receptores opidides e canabidides das células epiteliais

intestinais, regulando a dor visceral (Wendling; Weschenfelder, 2013).
3.5.2.3. Intolerancia a lactose

A lactose € um dissacarideo redutor sintetizado nas células alveolares das
glandulas mamarias e presente na composi¢cao natural do leite. A hidrélise
enzimatica desse carboidrato ocorre principalmente por acdo da 3-galactosidase
ou lactase. Trata-se de uma oxidase que hidrolisa a ligagcao 3-1,4-glicosidica com
liberagdo de glicose e galactose, monossacarideos mais facilmente absorvidos

pelo homem (Oliveira; Silva, 2011; Bacelar Junior et al., 2013).

A intolerancia a lactose consiste na deficiéncia da producado de lactase,
diminuindo a capacidade de hidrolisar o carboidrato. A lactose nao hidrolisada
nao € absorvida pelo intestino delgado e passa rapidamente para o colon, onde

é fermentada por microrganismos produtores de gases com formacado de
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metano, didxido de carbono e hidrogénio, responsaveis por flatuléncia, distensao
e dores abdominais (Bacelar Junior et al., 2013). Dessa forma, é desejavel o
desenvolvimento de tecnologias que permitam aos intolerantes a lactose o

consumo de leite e derivados, alimentos de alto valor nutritivo.

Os leites fermentados sdo mais bem aceitos por pessoas intolerantes a
lactose, pois a lactose presente no leite € hidrolisada durante a fermentacao
pelos lactobacilos e pelas bifidobactérias (Wendling; Weschenfelder, 2013). As
bactérias laticas produzem a enzima [3-D-galactosidase, que auxiliam na quebra
da lactose no intestino. Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. produzem mais
de 20 enzimas diferentes, sendo a [3-galactosidase a mais comum (Plaza-Diaz
et al,, 2019). A B-galactosidase € capaz de passar pelo estbmago, apos o
consumo do alimento, e clivar a lactose no intestino, possibilitando a digestéo
desse alimento (Oliveira; Silva, 2011). Deste modo, & recomendavel a

suplementacéao da alimentagao de intolerantes com probidéticos.
3.5.2.4. Cancer de cdlon

O céncer de cdélon € a terceira causa mais comum de neoplasias no
mundo em ambos os sexos. A multiplicacdo de bactérias e alteracdo da
microbiota intestinal contribui para a sua patogenicidade por facilitar o

desenvolvimento de processos inflamatoérios (Denipote et al., 2010).

O mecanismo de acgéo para inibicdo do desenvolvimento de céncer de
célon pelo uso de probidticos ainda €& desconhecido. Entretanto, alguns
mecanismos de atuacao sado sugeridos, como o estimulo da resposta imune do
hospedeiro, ligagdo e degradagao aos compostos com potencial carcinogénico,
alteracbes qualitativas e quantitativas na microbiota intestinal que contribui na
produgao de carcindgenos e de promotores, altera¢des na atividade metabdlica
intestinal e producdo de compostos antitumorigenos ou antimutagénicos no
colon (Saad, 2016).

O consumo de L. acidophilus diminuiu a atividade das enzimas fecais -
glucuronidase, azorredutase e nitrorredutase — que formam produtos
mutagénicos — em modelos animais experimentais. As bifidobactérias, que

quando administradas colonizam o célon em substituigdo aos microrganismos
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patogénicos, podem se ligar ao carcindégeno final, promovendo sua remogao
pelas fezes (Saad, 2006; Calaca et al., 2017).

Além disso, as espécies probidticas pertencentes ao género Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp. produzem lactato e acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), como produto primario do metabolismo dos hidratos de carbono. A
produgao desses compostos, como acetato e propionato, além de constituir uma
fonte de energia, diminui o pH do lumen intestinal, dificulta o desenvolvimento de
agentes patogénicos, influencia a motilidade intestinal e estimula a apoptose de

células cancerigenas (Rios-covian et al., 2016; Tsai et al., 2019).
3.5.2.5. Outros efeitos benéficos associados aos probidticos

Os probidticos tém demonstrado conferir, além de atividades
imunorregulatérias, atividades antiangiogénicas, antialérgicas, anticolite,
antidérmicas, entre outras. Assim, a pesquisa de probidticos representa um
campo em rapida evolugdo que se expandiu do conforto digestivo tradicional

para diversos beneficios para a saude (Patel et al., 2015).

O consumo de probidticos possui outros diversos beneficios a saude,
como: aumento da eficacia do tratamento de Helicobacter pylori (Vieira, 2007);
prevencao de infecgdes urinarias e dos tratos reprodutivo e respiratério (Falagas
et al., 2006; Hojsak et al., 2010); reducéo dos niveis de colesterol (Liang et al.,
2020) modulacdo de reagbdes alérgicas (Saad, 2006) e de transtornos
comportamentais e psiquiatricos — sendo esses microrganismos conhecidos
como psicobidticos (Anderson et al., 2017); prevengao de caries e auxilio no
tratamento de candidiase oral, halitose e promocdo da saude periodontal
(Vanderplas, Huys e Daube, 2015); reducdo de infecgdes intestinais por
parasitas como Giardia (Silva et al., 2020); prevencao de dermatite atdpica e
demais manifestacdes alérgicas (Salgado, 2012); e melhoria da imunidade da
mucosa vaginal, com diminuigdo de infec¢des vaginais por Candida albicans
(Liao et al., 2019).

3.5.2.5.1. A COVID-19 e os probiéticos

Em dezembro de 2019, um novo tipo de Coronavirus ocasionou um surto

viral conhecido como COVID-19, na cidade de Wuhan na China. O agente viral
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foi identificado como um betacoronavirus zoondético, denominado Coronavirus
da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 — SARS-CoV-2 (Liu et al., 2020).

Alguns pacientes com COVID-19 mostraram disbiose da microbiota
intestinal, com diminuigdo no numero de microrganismos intestinais probidticos,
como Lactobacillus e Bifidobacterium (Xu et al., 2020). De acordo com Wu et al.
(2020) e Xiao et al. (2020), amostras fecais de alguns pacientes infectados
demonstraram a presenga de RNA de SARS-CoV-2, enquanto suas amostras
respiratorias testaram negativo para a presenga do virus. Além disso, no cenario
da COVID-19, é importante considerar que drogas antimicrobianas, incluindo
antivirais, sao frequentemente administrados a pacientes acometidos pela
doenca, o que pode resultar em mais disbiose da microbiota intestinal
(Santacroce et al., 2020). A disbiose da microbiota intestinal tem sido associada
a varias condi¢des de saude, incluindo infec¢des do trato respiratério por meio

do eixo intestino-pulméo (Chan et al., 2020).

O eixo intestino-pulmé&o é bidirecional e, por isso, uma infecgdo por SARS-
CoV-2 nos pulmbes desencadeia uma resposta imune no trato gastrintestinal
(Gohil et al., 2020). Segundo Santacroce et al. (2020), em pacientes com COVID-
19, os probidticos podem ajudar a restaurar a microbiota intestinal, contribuindo
para um eixo intestino-pulmao saudavel, além de reduzirem a translocacao de
patdgenos através da mucosa intestinal, evitando infecgdes sobrepostas.
Recentemente, Anwar et al. (2020) demonstraram que trés metabdlitos de
Lactobacillus plantarum (Plantaricina W, Plantaricina JLA-9 e Plantaricina D)
bloquearam significativamente a ligacdo de SARS-CoV-2 a receptores ACE2 —
proteina transmembrana expressa na superficie de diversas células do corpo,
bloqueando a entrada viral nas células, sugerindo uma propriedade antiviral de

Lactobacillus plantarum contra SARS-CoV-2.

Embora as justificativas para o uso de probidticos no tratamento da
COVID-19 ainda venham de evidéncias indiretas, os probiéticos podem ajudar
na prevengao e/ou alivio dos sintomas relacionados a COVID-19 e na diminuigao
da ocorréncia de complicagbes (Angurana e Bansal, 2020). Entretanto, é

importante que sejam realizados estudos complementares in vivo.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Analises Fisico-
quimicas e Analises Microbiolégicas do Departamento de Tecnologia e Inspegéo
de Produtos de Origem Animal da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais — UFMG e no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, no periodo de julho a dezembro de 2021. A pesquisa foi
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN (A56D9A9), em cumprimento a
legislagao em vigor (Lei Federal 13.123 de 20 de maio de 2015).

4.1.Microrganismos utilizados
4.1.1. Amostras de bactérias acido-laticas

Foram utilizadas oito BAL previamente isoladas de soro-fermento, swab
de bancada e QMA da regiao de Campo das Vertentes — Minas Gerais (Valente,
2021) e identificadas por protedmica pela técnica de espectrometria de massa
MALDI-TOF (Singhal et al., 2015). Os queijos eram oriundos de queijarias
registradas no IMA e possuiam um periodo de maturagao 7, 14 e 22 dias. Os
microrganismos utilizados e suas abreviagdes podem ser observados na tabela
5.

Tabela 5. Microrganismos isolados de queijos Minas artesanais de Campo das

Vertentes — Minas Gerais

Microrganismo Abreviatura Origem
Lactobacillus plantarum LPL Queijo (14 dias de maturagao)
Lactobacillus brevis LB Queijo (22 dias de maturagéo)
Lactobacillus curvatus LC Queijo (22 dias de maturagéo)
Lactobacillus paracasei LPR Queijo (7 dias de maturagao)
Lactococcus garvieae LG Queijo (14 dias de maturagao)
Lactococcus lactis LL Queijo (14 dias de maturagao)
Leuconostoc mesenteroides LM Queijo (14 dias de maturagao)

Leuconostoc pseudomesenteroides  LPS Queijo (14 dias de maturagao)
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A conservagédo dos microrganismos foi realizada pelo congelamento a -
20°C em criotubos contendo caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Merck,
Darmstadt, Germany), adicionado de 20% de glicerol esterilizado. As ativagdes
foram feitas em caldo MRS, incubado a 37°C, em aerobiose e em intervalos de
24 horas.

4.2. Avaliagao do potencial probioético in vitro
4.2.1. Tolerancia ao acido gastrico artificial

Para avaliagdo da tolerancia dos microrganismos ao acido gastrico in vitro
foi utilizada a técnica adaptada, descrita por Neumann (1991) e Silva et al.

(2013). A analise foi realizada em duplicata com trés repeticoes.

As BAL foram ativadas duas vezes em caldo MRS (Merck) e, entdo,
centrifugadas (13.000G) por cinco minutos para retirada do meio de cultivo e
obtencao dos pellets das bactérias. Estes foram lavados com solugéo salina
0,9% trés vezes e transferidos para tubos com 1 mL de suco gastrico artificial
constituido de salina 0,9% com pH 2,0 e pepsina 3 g/L e tubos com solugéo
salina 0,9% com pH 7,0 (controle). Os tubos foram incubados a 37°C por duas
horas e, entao, centrifugados (13.000 G/5 minutos) para retirada do suco gastrico
artificial e da salina. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os pellets

resultantes da centrifugacéo foram suspensos em caldo MRS (Merck).

Para analise da viabilidade das células, foram aplicados 200 pL/pogo dos
in6culos do controle e das amostras tratadas com suco gastrico artificial em uma
microplaca de 96 pocos que, posteriormente, foi incubada em espectrofotdmetro
(Microplate, Spectrophotometer System 47 SpectraMax 340 — Molecular
Devices, Sunnyvale, Califérnia, USA), a 37°C. A absorbancia do cultivo foi
determinada pela leitura de ODe2onmv @ cada uma hora, durante 24 horas de

incubacao no aparelho de espectrofotometria.

A porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada utilizando o
programa Graphpad Prism 5.0 pela formula (1-SG/CT) x 100, sendo que SG e
CT correspondem a area sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com

suco gastrico artificial e do controle, respectivamente.
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A interpretacéo dos resultados foi realizada a partir da porcentagem de
inibicdo, de acordo com o critério proposto por Acurcio et al. (2014), sendo que
as amostras foram consideradas tolerantes quando apresentaram porcentagem
de inibicdo <40%, moderadamente tolerantes quando a porcentagem ficou entre

40-80% e sensiveis, quando superior a 80%.
4.2.2. Tolerancia aos sais biliares

As amostras de BAL foram submetidas a analise de resisténcia aos sais
biliares in vitro de acordo com técnicas adaptadas, descritas por Silva et al.

(2013). A analise foi realizada em duplicata e trés repeticdes.

As culturas foram ativadas duas vezes em caldo MRS (Merck) e, entéo,
centrifugadas (13.000G) por 5 minutos para retirada do meio de cultivo e
obtencdo dos pellets das bactérias. Estes foram lavados com solucédo salina
0,9% trés vezes e transferidos para tubos com 1 mL de Oxgall 0,3% (sais biliares
artificiais) e tubos com solugdo salina 0,9% com pH 7,0 (controle).
Posteriormente, foram transferidos 200 uL/pogo dos indculos do controle e das
amostras tratadas com Oxgall 0,3% para uma microplaca com 96 pogos. Na
sequéncia, a microplaca foi incubada em espectrofotdbmetro (Microplate
Spectrophotometer System SpectraMax 340 — Molecular Devices, Sunnyvale,
Califérnia, USA) a 37°C. A absorbancia do cultivo foi determinada pela leitura de

ODs20nM, @ cada uma hora, durante 24 horas de incubacgao.

A porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada utilizando o
programa Graphpad Prism 5.0 pela férmula (1-SB/CT) x 100, sendo que SB e
CT correspondem a area sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com

sais biliares e do controle, respectivamente.

A interpretacédo dos resultados foi realizada a partir da porcentagem de
inibicdo, de acordo com o critério proposto por Arcucio et al. (2014), sendo que
as amostras foram consideradas tolerantes quando apresentaram porcentagem
de inibicdo <40%, moderadamente tolerantes quando a porcentagem ficou entre

40-80% e sensiveis, quando superior a 80%.
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4.2.3. Susceptibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma foi conduzido em duplicata, com trés repeticbes para cada

amostra, de acordo com a técnica adaptada de Charteris et al. (1998).

As BAL selecionadas foram ativadas em tubos de ensaio com rosca
contendo caldo MRS (Merck), e incubadas a 37°C por 24h sob aerobiose.
Depois, uma aliquota de 10 microlitros foi inoculada em placas contendo agar

MRS (Merck), que foram incubadas a 37°C por 24h, sob aerobiose.

ApOs a incubacgao, as coldnias foram transferidas, com uso de algas, para
tubos de ensaio com rosca contendo 3,5 mL de salina 0,9% até que a turbidez
atingisse 0,5 na escala de McFarland, o que equivale a uma concentragao de
aproximadamente 108 UFC/mL. Posteriormente, swabs estéreis foram imersos
nos tubos e o liquido foi distribuido por toda a superficie de placas de Petri de

14 cm de diametro contendo agar MRS (Merck).

Apods a secagem da solugdo salina contendo o inéculo nas placas, foram
distribuidos doze discos contendo doses conhecidas de antimicrobianos de
diferentes classes (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) sobre o agar MRS (Merck)
de cada placa. As drogas utilizadas com suas correspondentes concentragdes,

abreviagdes e grupos farmacolégicos podem ser observados na tabela 6:

Tabela 6. Discos de antimicrobianos utilizados no antibiograma

Antimicrobiano Concentragao Abreviagao Grupo
Amicacina 30 ug AMI30 Aminoglicosideos
Ceftazidima 30 ug CAZ30 Cefalosporinas de 32 geragao
Ciprofloxacina 5 ug CIP5 Quinolonas de 32 geragéo
Clindamicina 2 ug CLI2 Lincosamidas
Cloranfenicol 30 ug CLO30 Anfenicois

Eritromicina 15 ug ERI15 Macrolideos

Gentamicina 10 ug GEN10 Aminoglicosideos
Oxacilina 1 ug OXA1 B-lactamicos: penicilinicos
Penicilina G 10 ug PEN10 B-lactamicos: penicilinicos
Sulfa/Trimetoprim 25 ug SUT25 Sulfonamidas

Tetraciclina 30 pg TET30 Tetraciclinas

Vancomicina 30 pg VAN30 Glicopeptideos
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As placas foram incubadas sob aerobiose a 37°C por 48h. O controle de
qualidade dos discos foi realizado utilizando amostras de Escherichia coli ATCC
25922, de acordo com a técnica descrita por Charteris et al. (1998). Por fim, os
halos de inibicdo ao redor dos discos formados apds a incubacéo foram medidos
por paquimetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper® (Mitutoyo Sul Americana
Ltda., Sao Paulo, Brasil). A classificagdo das amostras como sensiveis (S),
moderadamente sensiveis (MS) ou resistentes (R) aos antimicrobianos foi feita,
de acordo com o diametro médio do halo de inibicdo, conforme o padrao
proposto por Charteris et al. (1998), apresentado na tabela 7. Os pontos de corte
para oxacilina foram feitos de acordo com informacdes reportadas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI para Streptococcus pneumoniae, pois

a classificagdo para Lactobacillus nao foi encontrada na literatura.

Tabela 7. Niveis de sensibilidade de Lactobacillus spp. a antimicrobianos de
acordo com a média dos diametros dos halos de inibicdo (mm) no teste de

antibiograma

Nivel de susceptibilidade (mm)

Antimicrobiano Concentracao Resistente = Moderadamente Sensivel

sensivel
Amicacina 30 pg <15 16-17 >18
Ceftazidima 30 ug <15 16-18 =19
Ciprofloxacina 5 ug <13 14-18 =19
Clindamicina 2 ug <8 9-11 212
Cloranfenicol 30 pg <13 14-17 >18
Eritromicina 15 ug <13 14-17 =18
Gentamicina 10 ug <12 - =213
Oxacilina 1 ug <19 - =20
Penicilina 10 ug <19 20-27 =28
Sulfa/Trimetoprim 25 ug <11 12-16 217
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 =19
Vancomicina 30 pg <14 15-16 217

Fonte: Charteris et al. (1998), CLSI (2017)
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4.2.4. Teste de antagonismo — “spot on the lawn”

A avaliagcdo da relagdo de antagonismo entre os oito microrganismos
potencialmente probidticos (produtores) e cinco indicadores (reveladores) foi
realizada por meio da técnica spot on the lawn descrita por Tagg et al. (1976),

em duplicata com trés repeticoes.

Como bactérias reveladoras foram utilizadas quatro culturas patogénicas
provenientes da American Type Culture Collection — ATCC: Staphylococcus
aureus ATCC 33591, Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028,
Listeria monocytogenes ATCC 15313 e Escherichia coli ATCC 25922, além de
uma BAL isolada por Rocha (2021) de queijo artesanal da regido de Serra Geral:

Lactobacillus rhamnosus Q221.

As BAL foram ativadas em tubos de ensaio contendo caldo MRS (Merck)
duas vezes e, entdo, depositadas no centro de placas de Petri contendo agar
MRS (Merck) para formacdo dos “spots”. Possiveis substadncias com
caracteristicas antagonistas seriam produzidas pelas BAL testadas. As placas
foram incubadas a 37°C por 48h sob aerobiose. Em seguida, foi adicionado 1 mL
de cloroféormio nas tampas das placas para eliminagcado das bactérias produtoras
e manutengao somente as substancias inibidoras produzidas. As placas foram
mantidas invertidas em fluxo laminar por 30 minutos. Para complementar a

inativacdo das BAL, as placas foram expostas a luz ultravioleta por 30 minutos.

As amostras reveladoras foram submetidas a duas ativagdes. As
bactérias patogénicas foram incubadas em caldo BHI (Difco ®, Detroit, Michigan,
USA) e Lactobacillus rhamnosus Q221 isolado de queijo artesanal da regido de
Serra Geral em caldo MRS (Merck). A avaliagado do antagonismo entre as BAL e
L. rhamnosus € importante para verificar se a utilizacdo das bactérias em
conjunto, durante a fermentagcao de leites, seria possivel ou se uma interferiria

na atividade da outra.

ApoOs a eliminagdo das BAL produtoras, 10 pyL das culturas reveladoras
ativadas foram transferidos para tubos contendo 3,5 mL de BHI (Difco ®) no
estado semissolido (0,75% de agar bacterioldgico — Difco ®). O contetido do tubo,

ap6s homogeneizagdo, foi vertido sobre as placas contendo os “spots”
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inativados. Apds a solidificagcdo do agar BHI semissolido, as placas foram

novamente incubadas em estufas a 37°C, por 48h, em aerobiose.

Ap0s o periodo de incubagao, foi realizada a medig&o dos halos formados
ao redor dos “spots”, que demonstram a inibigdo do crescimento dos
microrganismos reveladores pelas substancias produzidas pelas BAL. A leitura
dos halos de inibi¢cdo foi feita utilizando paquimetro digital Mitutoyo Digimatic

Caliper® (Mitutoyo Sul Americana Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

4.3.Elaboracao de leite fermentado com BAL isolada de QMA de Campo

das Vertentes
4.3.1. Controle de qualidade do leite em p6 desnatado reconstituido

Para realizagao dos experimentos, foi utilizado leite em p6 desnatado da
marca Molico (Nestlé®, Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil), de trés lotes diferentes.
Os leites fermentados foram elaborados a partir de leite em p6 desnatado para
melhor associacdo dos beneficios dos microrganismos probidticos a imagem
positiva do consumo de leite desnatado pelos consumidores, pois ha um

crescente interesse da populagao por uma alimentagdo mais saudavel.

O leite em p6 desnatado foi reconstituido a 10% em agua destilada e
submetido a tratamento térmico a 110°C por 10 minutos. Posteriormente, a
avaliagao da qualidade microbiolégica dos leites reconstituidos foi realizada com
0 objetivo de assegurar eficiéncia do tratamento térmico. Para isso, foram feitas,
em duplicata, contagens de microrganismos mesdfilos aerébios (UFC/mL),
coliformes 30/35°C e a 45°C (NMP/mL), Staphylococcus spp. e pesquisa da
presenca de Salmonella spp. (APHA, 1992) preconizadas no RTIQ de leite em
po (Brasil, 1996), além de contagem de bolores e leveduras (Tournas et al,,
2001).

4.3.2. Selegao de microrganismo probiético

De acordo com os resultados dos testes in vitro de resisténcia ao suco
gastrico, aos sais biliares artificiais, resisténcia aos antimicrobianos e
antagonismo, foi realizada a selecdo de BAL para preparo dos leites

fermentados.
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4.3.3. Teste de capacidade fermentativa das BAL selecionadas

Para avaliar a capacidade de fermentagdo dos microrganismos pré-
selecionados, foi realizada a ativagdo em caldo MRS (Merck, Darmstadt,
Germany), a 37°C, em aerobiose e em intervalos de 24 horas. Posteriormente,
2,5% (v/v) das culturas ativadas foram inoculados em tubos de 10 mL contendo
leite desnatado reconstituido a 10%, tratado termicamente a 110°C por 10
minutos. Os tubos foram, ent&o, incubados a 37°C até a coagulacdo (cerca de
24 horas ou mais, especificamente, até o desprendimento do coagulo da parede
do tubo).

4.3.4. Elaboragao do leite fermentado

Foram produzidos, em trés repeticoes, trés lotes de leites fermentados
utilizando os diferentes lotes do leite em pd desnatado. Cada recipiente possuia
100 mL, que foram destinados a analises fisico-quimicas e de enumeracao de

BAL nos tempos 1, 7 e 14 dias de estocagem a 8-10°C.

Para elaboragédo dos leites fermentados foram transferidos 100 pL da
cultura congelada de BAL para tubos de ensaio com tampa contendo 5 mL de
caldo MRS (Merck, Darmstadt, Germany). Os tubos contendo a cultura
selecionada foram, entdo, incubados a 37°C % 2°C por 24 horas. Este

procedimento foi repetido mais uma vez para garantir a ativagéo das culturas.

Apés esse periodo, 2,5% (v/v) da cultura ativada, com contagem das BAL
realizada por plaqueamento (IDF, 1997), foram inoculados em trés recipientes
de 10 mL contendo leite desnatado reconstituido a 10%, elaborado a partir de
trés lotes de leite em p6 desnatado. Os recipientes foram incubados a 37°C %
2°C por tempo necessario até a coagulacao do leite, constituindo-se os inéculos

para elaboracao dos leites fermentados.

Os trés in6culos foram adicionados, em trés repeticbes cada, a uma
concentragéo de 2,5% (v/v) em recipientes de 100 mL contendo leite desnatado

reconstituido a 10% tratado termicamente.

Apds a fermentagao, os produtos fermentados foram armazenados sob
refrigeracao a 8-10°C, sendo retirados posteriormente apenas para a realizagao

de analises fisico-quimicas e contagem de BAL.
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4.3.5. Analises fisico-quimicas dos leites fermentados

Para avaliagdo da qualidade fisico-quimica dos leites fermentados, foi
realizada a coleta de amostras com 1, 7 e 14 dias de estocagem a 8-10°C para

realizagao das seguintes determinagdes, em triplicata:

e acidez titulavel (Official Methods of Analysis, 2019a);

e pH em pHmetro digital (Gehaka PG1800, Sado Paulo, Brasil);

¢ umidade pelo método da desidratagao em estufa (Gehaka G4023D, Sao
Paulo, Brasil) e balanga (Shimadzu AY220, Sao Paulo, Brasil);

e proteinas pelo método de Micro-Kjedahl (Official Methods of Analysis,
2019c) e

e gordura pelo método de Gerber (Official Methods of Analysis, 2019d).

4.3.6. Contagem de bactérias acido-laticas

Para a realizacdo das contagens de BAL foram realizadas diluicbes
decimais seriadas de (10" a 107) dos leites fermentados produzidos, em salina
peptonada (0,9% de NaCl e 0,1% de peptona). Em seguida, duas microgotas de
10 uL das diluigdes selecionadas foram adicionadas ao agar MRS (Merck,
Darmstadt, Germany) e incubadas sob aerobiose em 37°C £ 2°C por 48 horas.
ApOs esse periodo, a enumeragdo dos microrganismos foi feita pela
multiplicagdo da média do numero de coldnias formadas nas duas microgotas

por 100 e também pelo inverso da diluicao (IDF, 1997)
4.4. Andlises estatisticas

O software Graphpad Prism 7.0 (Graphpad Software, San Diego,

Califérnia, EUA) foi utilizado para realizagao de todas as analises estatisticas.

As médias dos halos de inibigdo do teste de antagonismo “spot on the
lawn” foram submetidas a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
de variancia pelo teste Two-way ANOVA. A comparagao entre as médias foi

realizada pelo teste de Kruskall -Wallis em nivel de significancia de 5%.

Os resultados de parametros fisico-quimicos dos leites fermentados foram
submetidos a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, ao Two-way
ANOVA e comparados pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
Para as avaliacbes de contagens bacterianas, a mesma analise estatistica foi

utilizada apos a transformacao logaritmica desses dados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Potencial probioético in vitro das bactérias acido-laticas
5.1.1. Tolerancia ao acido gastrico e sais biliares

Os percentuais de inibicdo ao acido gastrico artificial e aos sais biliares e
as classificagdes quanto a sensibilidade das BAL a esses compostos sao

apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Percentuais de inibi¢cao e classificacdo quanto ao nivel de tolerancia
ao acido gastrico artificial (pH 2,0) e aos sais biliares de amostras de BAL

isoladas de queijo Minas artesanal da regido de Campo das Vertentes, MG

Percentual de inibigao (%)

Amostra Acido gastrico artificial Sais biliares (0,3%

(pH =2,0) Oxgall)

Lb. plantarum (LPL) 69,77 (MT) 4,71 (T)

Lb. brevis (LB) 60,62 (MT) -10,47 (T)

Lb. curvatus (LC) 27,70 (T) 34,22 (T)

Lb. paracasei (LPR) 68,88 (MT) 22,87 (T)

L. garvieae (LG) 81,96 (S) 7,04 (T)

L. lactis (LL) 71,68 (MT) 5,70 (T)

Ln. mesenteroides (LM) 29,91 (T) 28,50 (T)

Ln. pseudomesenteroides (LPS) 74,85 (MT) 18,66 (T)

Legenda: Tolerante — T (<40%), moderadamente tolerante — (40-80%) e sensivel — S

(>80%), de acordo com a classificagdo proposta por Acurcio et al., (2014).

Um dos critérios para classificagdo de um microrganismo como probiético
€ a tolerancia a compostos como o acido gastrico e sais biliares para que

sobrevivam a passagem pelo trato gastrintestinal.

A partir dos resultados apresentados na tabela 8 é possivel perceber que
25% (2/8) das amostras foram tolerantes, 62,5% (5/8) foram moderadamente
tolerantes e apenas uma (12,5%) foi sensivel ao suco gastrico artificial. Assim, a
maioria das BAL testadas foram moderadamente sensiveis ao acido gastrico
artificial. Os percentuais de inibicdo ao acido gastrico variaram entre 27,70% e
81,96%.
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Segundo Resende et al. (2011), espera-se que as BAL possuam
adaptacao as condigdes de estresse geradas por uma alta acidez a fim de
permanecerem viaveis, pois no processo de fabricagdo de queijos o baixo pH é
frequente. A tolerancia a ambientes acidos apresentada por Lactobacillus spp.
ocorre por meio da manutengcdo da homeostase do pH intracelular, da
funcionalidade da membrana celular e da regulagao positiva das proteinas de

resposta ao estresse (Lebeer et al., 2008).

Costa et al. (2013) encontraram percentuais de inibigdo ao acido gastrico
artificial entre 0% e 19,68% para BAL isoladas de QMA da Canastra. Para
Lactobacillus spp. isolados de QMA da regiao de Araxd, os valores encontrados
ficaram entre -0,38% a 97% (Silva et al., 2019). Sant'Anna et al. (2017)
observaram uma variagao nos percentuais de inibicdo de -24% a 11% ao analisar

amostras de BAL isoladas de QMA de Campo das Vertentes.

Neves (2017) encontrou valores percentuais de inibicdo mais altos que os
relatados acima para BAL isoladas de queijos artesanais do norte de Minas
Gerais, variando entre 28% a 87%, bem proximo a faixa de variagao encontrada
no presente trabalho. Embora os valores percentuais de inibicdo ao acido
gastrico artificial do presente estudo também tenham sido, em geral,
aparentemente mais elevados que aqueles relatados na literatura, os resultados
ainda sao satisfatorios, ja que apenas L. garvieae (LG) demonstrou sensibilidade

ao acido gastrico.

As figuras abaixo ilustram a diferenga da absorbéancia apresentada pelos
microrganismos pré-selecionados para fabricacdo do leite fermentado (Ln.
mesenteroides LM e Lb. brevis LB), apds duas horas de incubagdo a 37°C em

pH 7,0 (controle) e pH 2,0 (acido gastrico artificial).
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Figuras 4 e 5. Diferenca da absorbancia apos duas horas de incubagao a 37°C
em pH 7,0 (controle) e pH 2,0 (acido gastrico artificial) para Lb. brevis LB e Ln.
mesenteroides LM isolados de queijo Minas artesanal de Campo das Vertentes
- MG

Em relagdo a resisténcia aos sais biliares, todas as amostras (100%)
foram tolerantes, como pode ser observado na tabela 8, com valores de inibicao
variando entre -10,47% e 34,22%. Andrade et al. (2014), ao avaliarem amostras
de BAL isoladas de QMA da Canastra e Sant’Anna et al. (2017), de Campo das
Vertentes, também verificaram que 100% das amostras foram resistentes aos
sais biliares. Os valores percentuais de inibicdo nos estudos mencionados

variaram entre -11,85% a 37,61% e -1% a 34%, respectivamente.

E possivel observar uma grande variedade de valores de inibigdo das BAL
aos sais biliares na literatura. Silva et al. (2019) encontraram valores entre
20,69% a 79,95%. Neves (2017) observou valores que variaram entre 13% a
47%. Alguns trabalhos indicam que as diferengas nas curvas de crescimento das
BAL desafiadas com Oxgall depende da linhagem desses microrganismos, € nao
da sua espécie (Jacobsen et al., 1999; Mirlohi et al., 2009; Ruiz-Moyano et al.,
2008). Entretanto, Sant’Anna et al. (2017) verificaram que até mesmo linhagens
semelhantes podem manifestar potencial diferente de resposta nesse teste, o

que explicaria tal variacao na literatura.

Os sais biliares sdo capazes de eliminar microrganismos a partir da sua

acao detergente sobre a membrana plasmatica. Entretanto, Lactobacillus spp.
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podem adotar estratégias de sobrevivéncia como a presenga de uma enzima
hidrolase de sais biliares — denominada biliary salts hidrolase, BSH — que
desconjuga os sais biliares e impede sua agado detergente (Vinderola e
Reinheimer, 2003). Além disso, esses microrganismos podem realizar o efluxo
ativo de bile e mudancas na arquitetura e composi¢cao das membranas celulares
(Ruiz et al., 2013).

As figuras a seguir ilustram a diferenga da absorbancia apresentada pelos
microrganismos preé-selecionados para elaboracdo de leites fermentados (Ln.
mesenteroides LM e Lb. brevis LB), apés 18h de incubacédo a 37°C em caldo
MRS (controle) e caldo MRS 0,3% (p/v) de sais biliares (Oxgall®).

Figuras 6 e 7. Diferenca da absorbancia apos !!! !e mcu!agéo a 37°C em caldo

MRS (controle) e caldo MRS com 0.3% (p/v) de sais biliares (Oxgall®) para para

Lb. brevis LB e Ln. mesenteroides LM.

A administragdo oral da maioria das bactérias resulta em uma grande
perda de viabilidade associada a passagem pelo trato gastrintestinal, que €&
atribuida as altas concentragcdes de acido e sais biliares presentes (Cook et al.,
2012). A microencapsulacdo de probidticos pode ser usada para aumentar a
resisténcia desses microrganismos a essas condi¢des desfavoraveis (Yao et al.,
2020). Dessa forma, essa pratica poderia possibilitar uma menor perda de
células das BAL classificadas como moderadamente tolerantes e sensiveis ao
acido gastrico e sais biliares pelo teste in vitro durante a passagem pelo trato

gastrintestinal e aumentar a quantidade desses microrganismos no intestino.
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A formulacdo desses probidticos em microcapsulas é um método
emergente para reduzir a morte celular durante a passagem gastrintestinal, bem
como uma oportunidade para controlar a liberagdo dessas células ao longo do
trato intestinal. A maior parte dessa tecnologia € baseada na imobilizacado de
bactérias em uma matriz polimérica — nao citotéxica e nao antimicrobiana,
garantindo que o hospedeiro, assim como a bactéria, ndo seja prejudicado por
essa matriz —, que mantém sua estrutura no estbmago antes de se degradar e

se dissolver no intestino (Cook et al., 2012).
5.1.2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos das
amostras de BAL isoladas de QMA de Campo das Vertentes, Minas Gerais,
estdo expostos na tabela 9. Conforme mencionado no item 4.2.3. dessa
dissertacdo, de acordo com a média dos halos de inibigdo, os microrganismos
foram classificados como sensiveis (S), moderadamente sensiveis (MS) ou
resistentes (R) aos antimicrobianos, considerando-se os padrbes propostos por
Charteris et al., (1998) e Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI
(2017).

Tabela 9. Sensibilidade de BAL isoladas de queijo Minas artesanal de Campo

das Vertentes — MG a antimicrobianos de diferentes classes

Antimicrobiano  Concentragao Amostras
LPL LB LC LPR LG LL LM LPS
Amicacina 30 ug R R R R R R R R
Ceftazidima 30 ug S S S MS S S S S
Ciprofloxacina 5 ug R R R R R R MS R
Clindamicina 2 ug S MS S S S S S S
Cloranfenicol 30 ug S S S S S S S S
Eritromicina 15 ug S S S S S S S S
Gentamicina 10 ug R S R R R S R S
Oxacilina 1 ug R R R R S S S S
Penicilina 10 pg S S S S S S S S
Sulfa/Trimetoprim 25 ug S S S S S S S R
Tetraciclina 30 ug S S S S MS S MS S
Vancomicina 30 pg R R R R S S S R
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Legenda: R — resistente ao antimicrobiano, S — sensivel ao antimicrobiano e MS —
moderadamente sensivel ao antimicrobiano. LPL — Lb. plantarum, LG — L. garvieae, LM
— Ln. mesenteroides, LL — L. lactis, LB — Lb. brevis, LC — Lb. curvatus, LPS — Ln.

pseudomesenteroides, LPR — Lb. paracasei.

De acordo com a média dos didametros dos halos de inibicdo formados,
todas as amostras (100%) testadas foram sensiveis a cloranfenicol, eritromicina
e penicilina. Em concordancia com os resultados apresentados, Charteris et al.
(1998) observaram sensibilidade de todas as amostras de Lactobacillus spp. ao
cloranfenicol. Esse resultado é esperado, pois seu uso em animais de producgéo
€ proibido devido aos efeitos colaterais sobre a medula éssea da espécie
humana (Paes et al., 2009). No Brasil, a Instrucdo Normativa n® 9 de 2003 do
MAPA, proibe a fabricagédo, a manipulagao, o fracionamento, a comercializagao,
a importagcdo e o uso de cloranfenicol e nitrofuranos e de produtos que
contenham esses principios ativos, para uso veterinario e suscetivel de emprego

na alimentagéo de todos os animais e insetos (Brasil, 2003).

Cueto-Vigil et al. (2010) demonstraram resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo para eritromicina e penicilina, evidenciando que

a maioria das BAL isoladas de soro de leite eram sensiveis a essas drogas.

Segundo Katla et al. (2001), a resisténcia a antimicrobianos inibidores da
sintese de acido nucleico, como trimetropim e sulfonamidas, tem sido reportada
como uma caracteristica intrinseca as BAL. De acordo com os resultados
apresentados na tabela 9, apenas Ln. pseudomesenteroides LPS apresentou
resisténcia a esse composto. Os resultados encontrados para sulfa/trimetropim
diferem dos relatados na literatura, podendo ser um novo achado para bactérias
dessa regiao devido a caracteristicas intrinsecas desses microrganismos. De
qualquer forma, esses resultados sao satisfatérios, pois € desejavel que BAL

apresentem sensibilidade aos antimicrobianos.

Das BAL analisadas, 87,5% (7/8) foram sensiveis a ceftazidima e
clindamicina, sendo que aquelas que nao foram sensiveis se apresentaram
moderadamente sensiveis a essas drogas, semelhante ao encontrado por
Sant’/Anna et al. (2017) em culturas de Lactobacillus e Pediococcus de silagem,

agua, leite, soro fermento endégeno e QMA de Campo das Vertentes. Altos
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percentuais de sensibilidade (75%) também foram verificados em relagdo a
tetraciclina, assim como relatado por Andrade et al. (2014), Silva et al. (2019) e
Sant’Anna et al. (2017) em BAL isoladas de QMA da Canastra, Araxa e Campo
das Vertentes, respectivamente. Assim, a maioria das BAL apresentaram
sensibilidade a essas drogas, 0 que sugere que esses microrganismos nao sao
capazes de transmitir genes de resisténcia a essas drogas para outros

microrganismos.

Em contrapartida, todas as amostras (100%) foram resistentes a
amicacina, droga pertencente ao grupo dos aminoglicosideos e indicada ao
tratamento de infecgbes graves causadas por microrganismos Gram-negativo
(Dalle et al., 1992). A resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos pode resultar
de mutacdes afetando os ribossomos e de mudancas na permeabilidade celular,
mas a mais importante causa de resisténcia é a inativagdo dos antimicrobianos
catalisada por enzimas (Franklin and Snow, 2005). Esse resultado é semelhante
ao encontrado na literatura (Termerman et al., 2003; Zhou et al., 2005; Liasi et
al., 2009). A resisténcia a essa droga € geralmente intrinseca — o que significa
que ha menor probabilidade de transferéncia de genes para a microbiota

patogénica (Ammor et al., 2007).

A auséncia de resisténcia adquirida aos antimicrobianos € um dos
primeiros critéerios de seguranca a serem observados em potenciais
microrganismos probidticos. As BAL tém sido descritas como portadoras de
resisténcia intrinseca a amicacina, oxacilina e vancomicina (May-Torruco et al.,
2020).

Diversos estudos reportaram a resisténcia de Lactobacillus spp. a
vancomicina (Cherteris et al., 1998; Costa et al., 2013; Sant’/Anna 2017; Valente
et al., 2019). Dos Lactobacillus analisados no presente estudo, todos (100%)
apresentaram resisténcia a essa droga. Embora microrganismos de outros
géneros de BAL também tenham sido descritos como portadores dessa
resisténcia intrinseca a vancomicina (Mathur e Singh, 2005), 75% (3/4) das BAL
analisadas e pertencentes aos géneros Lactococcus e Leuconostoc
apresentaram sensibilidade ao antimicrobiano. Achados semelhantes quanto a
outros géneros de BAL também foram relatados por Perin et al. (2014) e Acurcio
et al. (2014).
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Segundo Delcour et al. (1999), em algumas espécies de BAL, o
aminoacido terminal do pentapeptideo muramil presente na parede celular, que
normalmente € a d-alanina, € substituido por d-lactato ou d-serina. Isso impede
a ligagdo da vancomicina ao microrganismo e, assim, a ocorréncia do

mecanismo de agdo dessa droga.

Observa-se que 50% (4/8) das BAL foram resistentes a oxacilina.
Entretanto, todos os microrganismos que demonstraram essa resisténcia sado do
género Lactobacillus spp., considerado intrinsicamente resistente a esse
antimicrobiano, ja essa resisténcia nao € citada na literatura como sendo
transmitida via plasmideo por BAL (Mathur e Singh, 2005). Dessa forma, trata-
se de um resultado esperado, € ha uma menor probabilidade de transferéncia de

genes de resisténcia por esses microrganismos.

Das amostras analisadas, 87,5% (7/8) foram resistentes a ciprofloxacina
— grupo das quinolonas de 3% geragédo. Ha indicios de que Lactobacillus spp.
apresentem resisténcia intrinseca a esse composto, devido a caracteristicas
relacionadas a estrutura da parede celular, permeabilidade de membranas e

mecanismos de efluxo (Nawaz et al., 2011, Abriouel et al., 2015).

Quanto a gentamicina, 62,5% (5/8) das BAL apresentaram resisténcia no
teste. Alguns trabalhos verificaram altos niveis de resisténcia das BAL isoladas
de QMA da Canastra (Andrade et al., 2014) e de Campo das Vertentes

(Sant’Anna et al., 2017) a esse antimicrobiano.

As BAL podem agir como reservatorios de genes de resisténcia
antimicrobiana que podem ser transferidos para patdégenos, seja pela da cadeia
alimentar ou, mais importante, no trato gastrintestinal humano e animal (Belén
Florez et al., 2005). Em vista disso, a distingdo entre resisténcia intrinseca,
inespecifica e adquirida € dificil, pois requer o conhecimento de padrbées de
resisténcia antimicrobiana de muitas espécies de BAL (Teuber et al., 1999),
porém, de extrema importancia na verificagdo do atendimento aos critérios de

seguranca para probidticos.
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5.1.3. Antagonismo - “Spot on the lawn”

As medias e desvios-padrao dos halos de inibicdo formados pelo
antagonismo exercido pelas BAL contra os microrganismos reveladores
Staphylococcus aureus ATCC 33591, Salmonella enterica var. Typhimurium
ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC 15313 e Escherichia coli ATCC

25922 sao apresentados abaixo na figura 8.
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Figura 8. Média dos halos de inibicdo (mm) e desvios-padrao do teste de
antagonismo in vitro das bactérias acido-laticas isoladas de queijo Minas
artesanal de Campo das Vertentes, MG, contra microrganismos reveladores.
Legenda: LPL — Lb. plantarum, LG — L. garvieae, LM — Ln. mesenteroides, LL —

L. lactis, LB — Lb. brevis, LC — Lb. curvatus, LPS — Ln. pseudomesenteroides,
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LPR — Lb. paracasei. As barras com * indicam diferengas pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05).

Os resultados demonstram que todas (100%) as BAL analisadas séo
capazes de formar halos de inibicdo no teste de antagonismo in vitro contra
Staphylococcus aureus ATCC 33591, Listeria monocytogenes ATCC 15313 e
Escherichia coli ATCC 25922. Esses resultados sdo importantes, pois essas
bactérias sao, frequentemente, associadas a problemas de saude publica pela

ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos (Forsythe, 2002).

Resultados semelhantes que demonstraram significativa atividade
antagonista de BAL foram relatados na literatura. Rotta et al. (2020)
evidenciaram atividade antagonista de BAL isoladas de leite cru bovino, com
destaque para L. casei 2.11, que inibiu cinco das seis bactérias indicadoras
testadas, incluindo Escherichia coli ATCC 35218 e Staphylococcus aureus
25923. Alguns trabalhos também verificaram potencial antagonista de BAL
isoladas de QMA frente a microrganismos reveladores (Sant'’Anna et al., 2017;
Cunha, 2018; Silva et al., 2019)

Entretanto, para Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028, nao
houve formacao de halo de inibicdo para L. garvieae LG, L. lactis LL e Lb.
curvatus LC. Mahmoudi et al. (2021) demonstraram atividade inibitéria de Lb.
curvatus KMJC3 contra diversos microrganismos patogénicos, inclusive S.
enterica var. Typhimurium. Segundo Haraguchi et al. (2019), a atividade
antagonista de L. lactis contra S. enterica var. Typhimurium variou de acordo
com as linhagens, e varias destas apresentaram pequeno efeito antagonista
contra esse microrganismo. Até a realizagdo do presente estudo, ndo foram
encontrados na literatura dados a respeito da atividade inibitoria de L. garvieae

contra S. enterica var. Typhimurium.

A figura 8 mostra que houve diferenca significativa (p<0,05) na atividade
inibitéria entre alguns microrganismos contra Staphylococcus aureus ATCC
33591, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC
15313 e Escherichia coli ATCC 25922.
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Diferencgas entre os didametros dos halos de inibicdo podem ocorrer devido
a uma menor capacidade de produgcdo de compostos antimicrobianos e/ou pela
producao de metabdlitos com maiores pesos moleculares, o que dificulta sua

difusdo através do agar (Savino et al., 2011).

Na avaliacdo do antagonismo in vitro utilizando-se como microrganismo
revelador Lactobacillus rhamnosus Q221 isolada de queijo artesanal da Serra
Geral (Rocha, 2021), foi observado que ndo houve formagao de halos de inibicdo
para as BAL analisadas. A auséncia de formacéo de halo sugere que as BAL
poderiam atuar em harmonia na produgdo de leites fermentados e no
desenvolvimento das caracteristicas do produto, sem auto inibicdo. Segundo
Costa et al. (2013), o uso conjunto dessas bactérias poderia até mesmo

aumentar a atividade inibitoria contra microrganismos indesejaveis.

A inibicdo de outros microrganismos pelas BAL esta relacionada a
producao de acido latico pela fermentagao dos carboidratos realizada por essas
bactérias, o que contribui para sua sobrevivéncia em queijos e produtos lacteos.
Entretanto, esses microrganismos também s&o capazes de produzir outros
compostos com atividade inibitéria como bacteriocinas e H202, entre outros.
(Gomez-Gil et al., 2000; Guedes Neto et al., 2005).

O acido latico possui capacidade de aumentar a permeabilidade da
membrana externa de bactérias Gram-negativo, além da sua presenga no meio
ocasionar a queda de pH (Alakomi et al., 2000). Ja o perdxido de hidrogénio
possui toxicidade atribuida a sua capacidade de oxidar componentes celulares
como DNA, lipideos de membrana e proteinas, e seu mecanismo de agdo mais

importante envolve a formagéao de radicais OH- a partir do H202 (Pehrson, 2013).

O mecanismo de acao das bacteriocinas pode ocorrer de duas formas:
bactericida, possivelmente resultando em lise celular com inibi¢do da sintese de
compostos importantes para a sobrevivéncia da célula, ou bacteriostatica, em
que apenas ha a inibicdo da multiplicagdo celular (Sabo et al., 2014; Costa,
2017). A maioria das bacteriocinas interagem com lipideos anidnicos presentes
na membrana plasmatica das bactérias-alvo, fazendo com que ocorra inibicao

da sintese de peptidoglicano. Essas substancias podem ainda, formar poros na
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membrana, que irdo ocasionar a inibicdo ou a morte de bactérias-alvo devido a

essa alteragao da sua conformagao (Machado, 2015; Ogaki et al., 2015).
5.2.Seleg¢ao de microrganismo probiético

Os microrganismos pré-selecionados, de acordo com os resultados das
analises in vitro de resisténcia ao acido gastrico e aos sais biliares artificiais,
sensibilidade aos antimicrobianos e antagonismo, foram Ln. mesenteroides LM
e Lb. brevis LB.

Ln. mesenteroides LM apresentou tolerancia tanto ao acido gastrico
artificial quanto aos sais biliares. Ja Lb. brevis LB se mostrou moderadamente
tolerante ao acido gastrico e tolerante aos sais biliares (tabela 8). Esses
resultados demonstram que ambos microrganismos sao capazes de sobreviver

a passagem pelo trato gastrintestinal.

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
mostram que Ln. mesenteroides LM apresentou resisténcia apenas a amicacina
e gentamicina, enquanto Lb. brevis LB demonstrou resisténcia a amicacina,
ciprofloxacina, oxacilina e vancomicina. Embora Lb. brevis LB tenha apresentado
resisténcia a uma maior quantidade de compostos em comparagao a Ln.
mesenteroides LM, tem sido reportado na literatura que a resisténcia de BAL a
esses compostos — amicacina, oxacilina, ciprofloxacina e vancomicina — é
intrinseca (Abriouel et al., 2015; May-Torruco et al., 2020). Dessa forma, os
resultados encontrados sao satisfatérios, pois apenas a resisténcia a
gentamicina apresentada por Ln. mesenteroides LM nao é relatada na literatura
como uma caracteristica inerente as BAL. Entretanto, sdo necessarios mais
testes para avaliar a capacidade de transmissdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos para uma caracterizagcao probiética mais completa (Andrade et
al., 2014).

Ambos os microrganismos foram capazes de formar halos de inibicdo
contra todos os microrganismos reveladores (Staphylococcus aureus ATCC
33591, Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028, Listeria
monocytogenes ATCC 15313 e Escherichia coli ATCC 25922), e ndo formaram

halos contra Lb. rhamnosus Q221, demonstrando a capacidade das BAL em
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inibir patdbgenos e de atuar em harmonia com outras culturas na elaboracéao de

produtos lacteos.

Embora Ln. mesenteroides LM e Lb. brevis LB tenham apresentado
resultados satisfatorios em todos os testes in vitro realizados, no teste de
capacidade fermentativa o unico que fermentou o leite apds cerca de 24 horas
foi Ln. mesenteroides LM, que, por isso, foi selecionado para a elaboragdo dos

leites fermentados.

5.3.Leite fermentado com Leuconostoc mesenteroides LM isolado de

Queijo Minas Artesanal de Campo das Vertentes
5.3.1. Avaliagao do leite em p6 desnatado reconstituido

Todas as anadlises para o controle microbiolégico apos o tratamento
térmico dos trés lotes de leite em pd desnatados reconstituidos evidenciaram
auséncia de microrganismos mesofilos aerdbios, coliformes totais e a 45°,

Staphylococcus spp., Salmonella spp. e bolores e leveduras.

Dessa forma, todos os leites em p6é desnatados reconstituidos
apresentaram qualidade microbioldgica satisfatéria apds o tratamento térmico e

atenderam aos requisitos estabelecidos pela legislacéo (Brasil, 1996).
5.3.2. Parametros fisico-quimicos durante a estocagem

Os leites fermentados foram avaliados nos tempos 1, 7 e 14 dias de
estocagem refrigerada a 8-10°C. De acordo com pesquisa realizada pelo
LabConsS — Laboratério de Vida Urbana, Consumo & Saude, do grupo PET-
SESu/Farmacia & Saude Publica da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, ao avaliar o prazo de validade de leites fermentados de diferentes marcas
observou-se que o0 numero de dias para consumo dos produtos a partir da data
de fabricacdo ndo obedeceu um padrao, existindo grandes variacdes, de mais
de 100% (de 31 a 70 dias), entre os produtos (Rocha, 2011). Dessa forma,
verifica-se que ndo ha um padrdo na determinagdo do prazo de validade dos

leites fermentados.

Além disso, alguns autores verificaram a perda de viabilidade de algumas
bactérias probidticas ao longo do tempo no armazenamento refrigerado. Gallina

et al. (2011), ao realizarem a caracterizagao de leites fermentados com e sem
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adicdo de probidticos e prebioticos e a viabilidade de BAL durante a vida-de-
prateleira dos produtos, observaram que, em leites fermentados contendo
culturas probiodticas, a contagem dos microrganismos se manteve adequada até
15 dias. Mani-Lépez et al. (2014) observaram que o leite fermentado por
Lactobacillus casei manteve os niveis populacionais recomendados por trés
semanas. Damin et al. (2008) demonstraram que em leite fermentado com
Lactobacillus acidophilus (LA) em co-cultura com Streptococcus thermophilus
(ST), enquanto as contagens de ST se mantiveram estaveis durante todo periodo
de armazenamento, LA se manteve estavel apenas até as trés primeiras

sSemanas.

Por isso, para garantir a manutenc¢do das caracteristicas fisico-quimicas
e da contagem de microrganismos adequada, o presente estudo avaliou os

produtos até os 14 dias de estocagem.

As médias dos parametros fisico-quimicos (acidez titulavel, pH, umidade,

proteina e gordura) dos leites fermentados sdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Média dos parametros fisico-quimicos dos leites fermentados por Ln.
mesenteroides LM, isolados de queijo Minas artesanal de Campo das Vertentes,

Minas Gerais, nos dias 1, 7 e 14 de estocagem a 8-10°C

Periodo de
Parametro estocagem (dias)
1 7 14
Acidez (g/100g de acido latico) 1,08 1,16 1,04
pH 477 4,70 4,76
Umidade (%) 91,83 91,81 91,98
Proteina (g/100g) 276 2,82 3,33
Gordura (g/100g) 0 0 0

Os resultados exibidos na Tabela 10 mostram que nao ha diferengas

significativas entre os resultados (p>0,05).

A acidez titulavel observada nos leites fermentados atendeu os padroes
estabelecidos pelo RTIQ de leites fermentados em todos os tempos de

estocagem, mantendo-se entre os valores estabelecidos de 0,6 a 2,0g de acido
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latico/100g (Brasil, 2007). A acidez de produtos refrigerados pode apresentar
alteragbes em maior ou menor grau, dependendo do valor inicial da acidez, da
temperatura de refrigeragao, do tempo de armazenamento e do poder de pdés-
acidificagcdo das culturas (Dualdo et al., 2010). Os microrganismos do género
Leuconostoc sao heterofermentadores de glicose, com produgao de acido latico,
D-lactato, além de CO:2 e etanol como produtos da fermentagéao (Ogier et al.,
2008).

Quanto aos valores de pH, ndo ha padrbes estabelecidos no RTIQ de
leites fermentados (Brasil, 2007), o que impossibilita a comparagao dos
resultados com base na legislagao brasileira. A partir dos resultados, percebe-
se que houve uma pequena diminuicdo do pH entre os tempos 1 e 7 dias de
estocagem (4,77 para 4,70) — embora essa diferenga ndo seja estatisticamente
significativa. De acordo com Beal et al (1999), a redugcédo do pH nos primeiros
sete dias de armazenamento pode ser relacionada ao consumo de lactose e
producdo de acido latico e galactose, evidenciando a existéncia de atividade

metabdlica da bactéria latica.

Os elevados valores para acidez titulavel, assim como de pH superiores
a 4,6, estdo de acordo com valores encontrados por outros autores (Donkor et
al., 2006; Viegas et al., 2010). Donkor et al. (2006) também ndo encontraram
diferengca na diminuicdo do pH entre diferentes iogurtes adicionados de
microrganismos probidticos durante 28 dias de estocagem (p>0,05) e, segundo
os autores, as variacdes de pH observadas provavelmente ndo foram capazes
de interferir na viabilidade das culturas probidticas utilizadas. Da mesma forma,
a diminuigdo de pH observada no presente experimento ndo comprometeu a
viabilidade de Ln. mesenteroides LM, pois nado foi observada diferenca
significativa nas contagens totais de BAL durante todo o periodo de estocagem

(figura 9).

Os produtos apresentaram elevados valores de umidade (91,83% a
91,98%). Entretanto, também nao foi possivel realizar a comparagao desses
resultados com base na legislagdo brasileira devido a falta de valores de
referéncia, pois o RTIQ de leites fermentados nao possui padrdes estabelecidos
para os percentuais de umidade (Brasil, 2007). Leite et al. (2016) também

encontraram altos valores percentuais de umidade para leites fermentados nos
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tempos 1 e 7 dias de estocagem, variando entre 88,44% a 88,13% no tempo 1
dia e 78,76% a 78,31% no tempo 7 dias.

Os resultados percentuais dos teores de proteinas dos leites fermentados
em todos os tempos de estocagem analisados nao apresentaram interagao
significativa com os dias de estocagem sob refrigeracdo a 8-10°C (p>0,05) e,
portanto, ndo variaram de forma significativa. Nos tempos 1 e 7 dias de
estocagem, os leites fermentados ndo alcangcaram os valores de referéncia
propostos pela legislagao brasileira de no minimo 2,9g de proteina/100g (Brasil,
2007). Entretanto, apos 14 dias de estocagem, o leite fermentado apresentou
um teor de 3,33% de proteina, se adequando aos padrdes propostos. Resultado
semelhante foi relatado na literatura para leite fermentado elaborado com leite

em po6 desnatado (Viegas et al., 2010).

Uma alternativa para os leites fermentados que nido atenderam aos
requisitos exigidos pela legislacdo é a elaboragdo com adicdo de CPS -
concentrado proteico de soro lacteo. De acordo com Dave e Shah (1998),
algumas culturas iniciadoras de leites fermentados necessitam da adi¢cao de
alguns micronutrientes (peptideos e aminoacidos), como por exemplo, o CPS,
que reduz o tempo de fermentagcdo e aumenta a viabilidade das bactérias
probidticas. Além disso, Viegas et al. (2010) verificaram um aumento dos valores
percentuais de proteina dos leites fermentados adicionados de CPS a 2% em

todos os tempos de estocagem.

Em todos os leites fermentados verificou-se zero por cento de gordura
durante todo o tempo de estocagem sob refrigeracdo. Esse resultado era
esperado, pois o leite em p6 utilizado na elaboracao dos produtos era desnatado.
Os resultados apresentados estao de acordo com os padrdes estabelecidos na
legislagao brasileira para leite fermentado desnatado, que devem apresentar no
maximo 0,5% de gordura (Brasil, 2007).
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A representagdo grafica dos resultados fisico-quimicos apresentados

estdo ilustrados na figura 9.
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Figura 9. Parametros fisico-quimicos dos leites fermentados por Ln.
mesenteroides LM, isolado de queijo Minas artesanal da regido de Campo das

Vertentes, Minas Gerais, nos dias 1, 7 e 14 de estocagem a 8-10°C
5.3.3. Enumeracgao de bactérias acido-laticas

O in6culo de Ln. mesenteroides LM utilizado na elaboragao dos leites
fermentados apresentou 1,3x10° UFC/mL. A enumeracgao de Ln. mesenteroides

LM no leite fermentado durante 1, 7 e 14 dias de armazenamento a 8-10°C é

apresentada na figura 10.
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Figura 10. Médias de trés repeticbes das contagens (log UFC/mL) de Ln.
mesenteroides LM durante 1, 7 e 14 dias de estocagem do leite fermentado sob

refrigeracao de 8-10°C

Nas médias das trés repeticdes de todos os periodos de estocagem dos
produtos, observa-se uma contagem de Ln. mesenteroides LM superior a 108
UFC/mL. Dessa forma, os leites fermentados mantiveram a viabilidade até os 14
dias de estocagem, alcangando a contagem minima de bactérias laticas viaveis
de 10° UFC/mL durante toda vida de prateleira estabelecida para leite

fermentado pela legislacao brasileira (Brasil, 2007).

Além de atender as contagens previstas na legislagdo, de acordo com
Lima (2017), para garantir os beneficios funcionais dos probidticos de forma
continua, a sua ingestdo deve ser diaria e em quantidades adequadas.
Alteracdes favoraveis na microbiota intestinal foram observadas com doses de
100g de produto com 108-10° UFC de microrganismos probidticos — equivalentes
a 10% a 10" UFC/g de produto, administrados por 15 dias. Entretanto, o
recomendado pela ANVISA, é uma porgao diaria de no minimo 108 a 10° UFC/dia

de microrganismos viaveis (Brasil, 2008).

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os valores médios
de trés repeticbes das contagens (log UFC/mL) de Ln. mesenteroides LM
utiizada na fermentagdo dos produtos, dessa forma, os microrganismos

demonstraram viabilidade constante ao longo de todo o periodo.
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6. CONCLUSAO

As BAL isoladas de QMA da regiao de Campo das Vertentes, Minas
Gerais, apresentaram potencial probiético in vitro com base nas analises de
tolerancia ao acido gastrico artificial, aos sais biliares, sensibilidade aos
antimicrobianos e antagonismo, sugerindo que esses microrganismos sao

capazes de resistir aos desafios naturais do trato gastrintestinal.

Além disso, todas as BAL foram capazes de inibir microrganismos
indesejaveis como  Staphylococcus aureus ATCC 33591, Listeria
monocytogenes ATCC 15313 e Escherichia coli ATCC 25922, sugerindo uma
possivel contribuicdo na conservacao de produtos e sua indicagao na elaboracao
de alimentos funcionais. Todas as BAL n&o inibiram Lactobacillus rhamnosus
Q221, indicando a capacidade dessas bactérias de atuar em harmonia com
outros microrganismos produtores de acido-latico. Apenas Lactococcus garvieae
LG, Lactococcus lactis LL e Lactobacillus curvatus LC nao foram capazes de
inibir Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028 no teste de

antagonismo in vitro, necessitando de maiores estudos.

Dentre as bactérias analisadas, a que apresentou melhores resultados
nos testes de potencial probidtico in vitro e, portanto, foi utilizada na elaboragao
de leite fermentado, foi Leuconostoc mesenteroides LM. A bactéria se mostrou
viavel e a qualidade fisico-quimica do produto foi mantida até 14 dias de

armazenamento refrigerado a 8-10°C.
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