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RESUMO

Bactérias acido-laticas probioticas quando ingeridas em quantidades adequadas conferem
beneficios a salde do consumidor. Sdo inimeros os estudos sobre as atividades exercidas por
esses micro-organismos probidticos no intestino e também em outras partes do organismo, como
a inibicdo de varias bactérias patogénicas; modulacao do sistema imune; auxilio na constipacao;
reducdo do colesterol sanguineo; atividades anticarcinogénicas; entre outras. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o potencial probiédtico in vitro e in vivo de Lactobacillus plantarum B7 e
Lactobacillus rhamnosus D1 isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, contra
Escherichia coli O157:H7 enterohemorragica (EHEC) e Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)
e elaborar um leite fermentado funcional a partir de leite de bufala. Nos testes in vitro, as bactérias
laticas testadas foram capazes de produzir halo de inibicdo frente aos micro-organismos
patogénicos. Ndo foram observadas diferengas significativas (p> 0,05) entre a capacidade de
inibicdo por parte das amostras de Lactobacillus, apenas a susceptibilidade de cada patdgeno. Nos
testes in vivo, os animais do grupo tratado com L. rhamnosus D1 e que foram inoculados com
EIEC apresentaram o melhor resultado de protecdo, com o ileo preservado na maioria dos
animais. Os leites fermentados por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 apresentaram acidificagdo
igual (p>0,05), além da manutencdo de contagens de lactobacilos adequadas (acima de 107
UFC/mL) ao longo de 28 dias de armazenamento sob refrigeracdo (4-7°C). Os resultados da
andlise sensorial dos leites fermentados armazenados por 14 e 28 dias sob refrigeracdo a 4-7°C
indicaram uma igualdade de preferéncia pelos leites fermentados, que apresentaram uma mediana
(4) correspondente ao grau de aceitagdo “gostei”. Na andlise por intengdo de compra, o leite
fermentado por L. rhamnosus D1 teve média 63,28% e o leite fermentado por L. plantarum B7
teve média de 61,31% nos dois dias de armazenamento. Portanto, os leites de bufala fermentados
com L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 possuem boa aceitacéo por parte dos avaliadores, além
de veicularem potencial probio6tico, destacando-se o L. rhamnosus D1.

Palavras-Chave: Lactobacillus, queijo Minas artesanal, probidticos, leite fermentado, Escherichia
coli, EHEC, EIEC
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria when ingested in adequate amounts confer benefits to consumer health.
There are numerous studies on the activities performed by these probiotic micro-organisms in the
gut and also in other parts of the body, such as the inhibition of various pathogenic bacteria;
immune system modulation; aid in constipation; blood cholesterol reduction; anticarcinogenic
activities, among others. The aim of this study was to evaluate the probiotic potential in vitro and
in vivo of Lactobacillus plantarum B7 e Lactobacillus rhamnosus D1 isolated from Minas
artisanal cheese Serra of the Canastra against enterohemorragic Escherichia coli (EHEC)
0157:H7 and enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), in order to develop a functional fermented
milk inhibition using buffalo milk. In in vitro tests all tested lactic acid bacteria were able to
produce inhibition zone against the pathogenic micro-organisms. No significant difference was
observed (p> 0.05) in the inhibition ability by the samples of Lactobacillus, only in the
susceptibility of each indicator. In in vivo tests, animals treated with Lactobacillus rhamnosus
D1, which were challenged with EIEC were those with the best result of protection, with the ileum
preserved in most animals. The milk fermented by L. plantarum B7 and L. rhamnosus D1 showed
acidification ability statistically equal, and maintenance of appropriate lactobacilli counts (above
10" CFU/mL) during 28 days of storage under refrigeration (4-7°C). The results of the sensory
analysis of the fermented milks stored for 14 and 28 days under refrigeration at 4-7°C indicated
similar preference for both milk fermented, with a median (4) corresponding to the degree of
acceptance "liked ". In analysis by purchase intent, the fermented milk L. rhamnosus D1 had
63.28% and L. plantarum B7 had 61.31% in the two days of storage. Concluding, buffalo milk
fermented with L. plantarum B7 and L. rhamnosus D1 have good acceptance, besides they have
adequate probiotic potential, highlighting mainly L. rhamnosus D1.

Keywords: Lactobacillus, Minas artisanal cheese, probiotics, fermented milk, Escherichia coli,
EHEC, EIEC
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1. INTRODUCAO

O adequado funcionamento do organismo humano depende do equilibrio constante entre
0s micro-organismos habitantes de seus epitélios e mucosas. O desenvolvimento de pesquisas e
tecnologias voltadas para a area dos alimentos funcionais tem o intuito de fornecer aos seres
humanos melhorias na salde e uma maior qualidade de vida. Dentre esses produtos funcionais
encontram-se bactérias acido-laticas probioticas, que sdo incorporadas em alimentos, como leites
fermentados.

Probidticos sdo micro-organismos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a satde do consumidor (FAO/OMS, 2002). Sdo inlmeros os estudos sobre
as atividades exercidas por esses micro-organismos no intestino e também em outras partes do
organismo, como no caso dessa pesquisa na inibicdo de bactérias patogénicas e prevengdo de
doencas.

Os beneficios a saude oriundos do uso de probioticos incluem a resisténcia a patégenos
intestinais; o auxilio na digestdo da lactose; a modulacdo do sistema imunoldgico; efeito
anticancer de colon; diminui¢do na desintoxicagdo/excrecdo de metabolitos toxicos microbianos;
prevencdo da alergia; diminuicdo do colesterol; efeito anti-hipertensivo; prevencgdo as infecgdes
urogenitais; prevencdo de infecgbes causadas por Helicobacter pylori; valor nutricional
reforcado; prevencdo e tratamento de encefalopatia hepética e agdo positiva no sistema nervoso,
como nos casos de ansiedade, depressao e stress (Nagpal et al., 2012; Liu et al., 2015).

As bactérias acido-laticas probidticas se dividem em varios géneros e além de
contribuirem em beneficios a saude, também auxiliam na realizacdo de alterages bioquimicas
envolvidas no processo de maturacdo do queijo e favorecerem a conservacdo e seguranca
higiénico-sanitaria dos alimentos. O grupo dos Lactobacillus compreende esses micro-
organismos desejaveis.

Os lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, como L.
plantarum B7 e L. rhamnosus D1 podem ser empregados na criagdo de um outro produto com
apelo probidtico e ao serem veiculados por meio de leites fermentados podem ser uma possivel
solucéo para a prevencdo de infec¢des de origem alimentar por E. coli enterohemorragica (EHEC)
e E. coli enteroinvasiva (EIEC).

Os micro-organismos patogénicos que foram utilizados nesse estudo, EHEC e EIEC,
geralmente podem ser veiculados por meio de alimentos contaminados, crus ou mal cozidos,
como carne, leite e outros produtos frescos. EHEC é uma bactéria patogénica causadora de colite
hemorragica, podendo levar ao desenvolvimento de uma Sindrome Hemolitica-Urémica (SHU).
A SHU é uma complicacdo grave que cursa com anemia e queda das plaquetas por destruicdo
macica das mesmas, causa danos aos rins e dependendo do hospedeiro pode ser fatal. EIEC causa
uma doenca semelhante a disenteria, com diarreia profusa com sangue, dor abdominal intensa e
febre alta, que ocorre principalmente em criangas e em paises em desenvolvimento.

Para o desenvolvimento e a elaboracdo de um leite fermentado, contendo um micro-
organismo que agregue propriedades probidticas contra a EHEC e EIEC e que possua uma boa
aceitacdo sensorial, foi utilizado leite de bdfala. O leite de bufala possui melhor qualidade
nutricional e tecnoldgica, se comparado ao leite de vaca, com altos teores de proteina, gordura e
minerais e menor teor de colesterol, o que justifica seu uso em leites fermentados.

Atualmente sdo poucos os trabalhos referentes ao leite de buafala fermentado, nédo
existindo na literatura atual, artigos com a inoculagdo de bactérias probidticas isoladas de queijo
Minas artesanal. Por isso, sd0 necessarias pesquisas para aumentar-se a utilizacdo de uma fonte
rica de nutrientes, como o leite de bufala, para a obtencao de potencial crescimento de lactobacilos
e sua eficaz atuacdo contra bactérias patogénicas, agregando maior valor a esse produto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial probi6tico in vitro e in vivo de Lactobacillus isolados de gueijo Minas
artesanal contra micro-organismos patogénicos e elaborar um leite fermentado funcional a partir
de leite de bufala.

2.2. Objetivos especificos

1) Avaliar a capacidade antagonismo in vitro de linhagens de L. plantarum B7 e L.
rhamnosus D1 isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra contra E. coli
enterohemorragica 0157:H7 (EHEC) e E. coli enteroinvasiva (EIEC).

2) Awvaliar in vivo o potencial protetor das duas amostras de Lactobacillus testadas no
objetivo anterior atuando na infec¢do exercida por EHEC e EIEC em camundongos
BALBI/c.

3) Elaborar leites fermentados com o leite de bufala inoculado com Lactobacillus, avaliando
os resultados de analises sensoriais e parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos ao
longo de 28 dias de armazenamento sob refrigeracao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Queijo Minas artesanal da Serra da Canastra

O estado de Minas Gerais responde por mais da metade da producéo de queijo do Brasil.
Esses laticinios sdo compostos, em sua maior parte, por estabelecimentos de pequeno porte, em
torno de 500, distribuidos em todo o territdrio mineiro. As microrregifes demarcadas (Serro,
Canastra, Araxa, Campo das Vertentes, Cerrado, Triangulo Mineiro e Serra do Salitre) possuem
9.789 produtores familiares ocupando uma area de 63.690 km?, com uma producdo anual
estimada em 29.897 toneladas, gerando 26.792 empregos diretos, conforme Figura 1 (EMATER,
2015). As regiBes produtoras possuem microclimas, fatores fisico-naturais e aspectos
socioculturais que propiciam o desenvolvimento de bactérias especificas, em pastagens tipicas,
que se multiplicam e transferem a cada queijo sabor e aspecto tipico (Meneses, 2006; Almeida e
Soares, 2008).

A microrregido da Serra da Canastra, identificada pela Portaria N° 694 do Instituto
Mineiro de Agropecuéria (IMA) (Minas Gerais, 2004) como produtora do Queijo Minas artesanal,
compreende os municipios de Bambui, Delfin6polis, Medeiros, Piumhi, S8o Roque de Minas,
Tapirai e Vargem Bonita, como mostrado na Figura 2. Nessa regido, de acordo com dados da
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER, 2015),
foram produzidas mais de 5.787 toneladas de queijo, por mais de 1.529 produtores rurais, em uma
area de 7.452 Km?.

Os queijos na Serra da Canastra sdo produzidos com leite de vaca cru integral, cultura
lactea natural (pingo), coalho e sal; possuem consisténcia semi-dura com tendéncia a macia;
formato cilindrico; altura entre 4 a 6 cm; diametro de 15 a 17 cm e peso entre 1,0 a 1,2 kg. Em
Sdo0 Roque de Minas, Medeiros e Vargem Bonita, 0s queijos possuem caracteristicas
diferenciadas, com formato cilindrico, altura entre 7 a 8 cm, didametro de 26 a 30 cm, peso entre
5 a 7 kg, com a denominacdo de queijo Canastra Real ou Canastrdo. Este tipo de queijo também
era produzido em ocasides especiais, como visitas do Bispo Catélico ou de autoridades do império
ou da capitania (EMATER, 2004).
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As queijarias artesanais sdo estabelecimentos situados em propriedade rural, destinadas
exclusivamente a producdo do queijo Minas artesanal. S6 podem funcionar para a manipulacéo
de leite da propria fazenda, a partir do leite cru obtido de um rebanho sadio e, que no momento
de sua utilizago artesanal, atenda a padrGes microbioldgicos e fisico-quimicos especificos (Minas
Gerais, 2002).
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Figura 1. Mapa das 5 microrregifes produtoras do queijo Minas artesanal (EMATER, 2015)
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Figura 2. Mapa do queijo Minas artesanal da Serra da Canastra (EMATER, 2015)
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A origem das producgdes caracteristicas do queijo artesanal de Minas Gerais foram as
técnicas tipicas da serra da Estrela, em Portugal, onde o queijo é feito artesanalmente a partir de
leite cru de ovelhas, principalmente com mao-de obra feminina, possuindo caracteristicas
especificas de baixas temperaturas da regido, pastagens de montanha e utilizando o extrato de flor
e brotos do cardo como coagulante do leite. O cardo é considerado uma praga das pastagens e
possui folhas acinzentadas com espinhos, flores rosadas ou amarelas, caule ereto com
revestimento piloso. A prensagem manual do queijo produz uma massa coagulada consistente e
a maturacdo confere sabor especifico ao alimento. Ao longo da historia, os fabricantes de queijo
Minas foram criando os préoprios modos de fabricacdo do queijo. Sua confeccdo possui variagdes
por todo territério de Minas Gerais devido as caracteristicas especificas reconhecidas para regides
geogréficas distintas do estado (Meneses, 2006).

No inicio da sua elaboracdo, o queijo produzido em Minas utilizava o leite de vacas
coagulado com coagulante feito a base de parte do estdmago, o reticulo, seco e salgado, de bezerro
ou cabrito. O uso de segmentos do estdmago de tatus foi utilizado na regido da Serra da Canastra
para obter o mesmo efeito. O coalho atualmente € industrializado e possui a pepsina e a renina
que proporcionam a coagulagédo do leite. Essa tradigdo de fabricacdo do queijo, nas regides do
Serro, Serra da Canastra, Serra do Salitre, Araxa, Sul de Minas e em outras regifes, utiliza a
matéria prima local em vérias etapas da producdo e estabelece um queijo reconhecido
mundialmente como “artesanal tipo Minas” (Meneses, 2006).

O queijo Minas artesanal deve apresentar consisténcia firme, cor e sabor préprios, massa
uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecénicas, confeccionado a
partir do leite integral de vaca fresco e cru, utilizando-se coalho, fermento natural, sal, e no ato da
prensagem apenas 0 processo manual, sendo retirado e beneficiado na propriedade de origem
(Minas Gerais, 2008).

O “pingo” é o fermento que leva as caracteristicas especificas ao queijo, sendo composto
por bactérias &cido laticas fermentativas especificas de cada regido. Ele é drenado junto ao soro,
durante o primeiro dia de maturagdo dos queijos recém produzidos e reflete o padréo de cada
regido tipica e suas especificidades como um acervo bacteriano (Meneses, 2006; Bruno e
Carvalho, 2009).

Estes queijos, por serem alimentos produzidos artesanalmente a partir do leite fermentado
apresentam uma microbiota bastante diversificada. Esse queijo é particularmente rico em
bactérias &cido laticas (BAL) provenientes de diferentes origens como leite, soro fermento,
silagem e agua, podendo ser reconhecidas como probiéticas (Guedes Neto, 2004; Resende, 2011).

3.2. Bactérias Acido Laticas

O grupo das BAL, de acordo com Jay (2005) compreende 13 géneros de bactérias Gram
positivo: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissella. Segundo Resende (2011), foram identificadas ao nivel molecular
elevadas populacbes de BAL nos queijos da regido da Serra da Canastra. As espéecies de BAL
mais frequentemente isoladas nestes queijos foram Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei
e Lactobacillus plantarum, sendo que Lactobacillus hilgardii e Lactobacillus paraplantarum
ainda ndo constavam na literatura cientifica aquela época.

As BAL sdo anaerdbias facultativas, ou microaerofilicas, ndo esporuladas e acido tolerantes.
Sdo bactérias estritamente fermentativas e possuem necessidades nutricionais complexas,
geralmente utilizando a lactose como fonte de carbono. Essas bactérias se dividem em dois grupos
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com base nos produtos finais do metabolismo da glicose: acido latico como produto principal, ou
Unico, da fermentacédo da glicose, sendo designadas bactérias homofermentativas; e bactérias que
produzem quantidades equimolares de lactato, di6xido de carbono, etanol a partir de hexoses, que
sdo denominadas heterofermentativas. Os produtos do metabolismo, como por exemplo, acidos
organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas tornam esses micro-organismos capazes de
exercerem efeitos benéficos ao hospedeiro. Devido a producdo dessas substancias antimicrobanas
sdo denominados micro-organismos probidticos, apresentando resultados benéficos contra micro-
organismos patogénicos e deteriorantes (Salminen e Von Writgh, 1993; Gomes e Malcata, 1999,
Jay, 2005; Dworkin, 2006).

S8o consideradas catalase negativa, mas algumas excecdes ocorrem em algumas espécies
gue formam catalase ou citocromos em meio contendo hematina ou compostos relacionados. A
producdo de pseudocatalase (catalase ndo-heme) por alguns lactobacilos pode levar a confusdes
no processo de identificacdo de bactérias laticas (Holzapfel et al., 2001).

As BAL probidticas sdo consideradas micro-organismos benéficos e contribuem para a
realizacdo das alteragBes bioquimicas envolvidas no processo de maturacdo do queijo: sdo
responsaveis pela transformacdo da lactose em acido latico, e suas enzimas contribuem na
protedlise e na conversdo de aminoacidos em substancias volateis responsaveis pelas
propriedades sensoriais do produto final. As BAL podem ser adicionadas no inicio da fabricacéo
de queijo, ou podem ser utilizadas aquelas que ja ocorrem naturalmente no leite, como ocorre no
caso dos queijos artesanais (Beresford et al.,2001). Assim, essas bactérias desejaveis contribuem
para a formacdo das caracteristicas intrinsecas, além de favorecer também a conservagdo e a
seguranca higiénico-sanitaria dos queijos.

3.3. Probidticos

3.3.1. Historia e definicdo

A origem dos produtos lacteos fermentados é mencionada na Biblia e nos livros sagrados
do hinduismo. As condicdes climéaticas favoreceram o desenvolvimento de varios leites
fermentados tradicionais ou produtos lacteos fermentados, como kefir, koumiss, leben e dahi
(Hosono, 1992). Muitos destes produtos sdo ainda amplamente consumidos, tendo sido muitas
vezes utilizados terapeuticamente antes do reconhecimento da existéncia de bactérias (Shortt,
1999).

O pesquisador Elli Metchnikoff foi considerado o precursor do conceito probi6ticos. Em
seu livro de 1907, “O prolongamento da vida”, ele propds que colonias de bactérias
desempenhavam um papel adverso no envelhecimento e na saide de adultos (a morte inicia no
célon). Essa teoria surgiu da observacdo de que os camponeses bulgaros, que consumiam
alimentos com leites fermentados tinham uma notavel longevidade, com média de vida de 87 anos
e sendo que de cada quatro em mil viviam acima de cem anos. Ele postulou que o corpo era
lentamente envenenado (auto-intoxicado) por toxinas produzidas por micro-organismos
proteoliticos no intestino, que eram responsaveis pelo envelhecimento. Ele ainda sugeriu a
hip6tese de que o envelhecimento poderia ser evitado, modificando a microbiota intestinal com a
utilizagdo de “microbios tuteis” obtidos pelo consumo de leite fermentado e de bactérias
produtoras e &cido-latico. Os experimentos de Metchnikoff o levaram a acreditar que essa cepa
de bactéria (o qual ele chamou de “Bulgarian bacillus”), poderia estabelecer-se com sucesso no

17



intestino e diminuir o nimero de bactérias “putrefativas”, retardando assim o processo de
envelhecimento (Mizock, 2015).

A descoberta de bifidobactérias por Tissier, em criancas amamentadas, também
desempenhou um papel fundamental no estabelecimento do conceito de que uma bactéria
especifica participaria na manutencdo da satde. Em 1906, Henry Tissier relatou beneficios
clinicos na modulagdo da microbiota em criancas com infecgdes intestinais. Em 1917, durante a
| Guerra Mundial, Alfred Nissle isolou uma amostra de Eschericha coli ndo patogénica a partir
de fezes de um soldado, o qual foi um dos poucos que ndo desenvolveu enterocolite durante um
surto grave de shigelose. Essa amostra foi nomeada de E. coli Nissle 1917 e foi utilizada
subsequentemente para os tratamentos gastrintestinais de salmonelose e shigelose. No Japéo, no
inicio de 1930, Shirota centrou a sua investigacdo sobre a selecdo de linhagens de bactérias
intestinais que poderiam sobreviver a passagem pelo intestino e na utilizacdo destas no
desenvolvimento de leites fermentados para distribui¢cdo em sua clinica. Seu primeiro produto
contendo L. acidophilus Shirota (posteriormente nomeado L. casei Shirota) foi a base para a
criagdo da empresa Yakult Honsha (Soccol et al., 2010; Mizock, 2015).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) define probidticos como “organismos vivos
gue, guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012)
estipula que a quantidade minima viavel para os probiéticos atuarem de maneira benéfica para o
hospedeiro deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na recomendacéo diaria do produto pronto
para o consumo, conforme indicacdo do fabricante. Valores menores podem ser aceitos, desde
que a empresa fornecedora do produto comprove sua eficacia. A documentacdo referente a
comprovacdo de eficacia deve incluir laudo de andlise do produto que comprove a quantidade
minima viavel do micro-organismo até o final do prazo de validade e teste de resisténcia da cultura
utilizada no produto a acidez gastrica e aos sais biliares. A quantidade do probidtico em Unidade
Formadora de Coldnias (UFC), contida na recomendac&o diaria do produto pronto para consumo,
que deve ser declarada no rétulo, proximo a alegacgéo.

A fabricagdo de leites fermentados contendo bactérias probidticas tem como base a
selecdo desses micro-organismos pela estabilidade frente ao acido e a bile; do género ao qual
pertence a bactéria preferencialmente ser de origem humana; a capacidade de sobreviver no trato
gastrintestinal humano e a capacidade de produzir compostos antimicrobianos no intestino.
Também necessitam, de acordo com Food and Drug Administration (FDA), serem Geralmente
Reconhecidas como Seguras - em traducdo livre do termo Generally Recognized as Safe (GRAS),
ou seja, ndo serem patogénicas e ndo causarem doengas tais como endocardite, além da auséncia
de genes determinantes da transmissdo da resisténcia aos antimicrobianos. As espécies mais
utilizadas na fermentacdo, do género Bifidobacterium sdo: B. breve, B. bifidum, B. lactis e B.
longum — e com Lactobacillus sdo: L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. johnsonii, L.
paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus (Collins et al., 1998; Lee et al., 1999; Saarela et al., 2000;
Nagpal et al., 2012).

Os leites fermentados com aditivos bacterianos probidticos viaveis vem demonstrando
em diversas pesquisas muitos beneficios para os consumidores. Entre esses beneficios pode-se
citar a reducdo dos niveis de colesterol, reducdo da lactose pelo aumento da sua digestdo, controle
de infecgbes por agentes patogénicos entéricos, prevencdo de diarreias e efeitos anti-
carcinogénicos (Gilliland et al., 1985; Gomes e Malcata, 1999; Saad, 2006).

3.3.2. Beneficios associados ao uso de probidticos
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Os mecanismos propostos envolvidos na resisténcia a patdgenos intestinais incluem a
atividade antagonista, efeito adjuvante de aumento na producdo de anticorpos, efeito imune
sistémico, inibicdo por adesdo, competicdo por nutrientes, resisténcia na colonizagdo e limite no
acesso de bactérias intestinais (pH, bacteriocinas, peptideos bacterianos, producéo de &cido latico
e metabdlitos de oxigénio toxicos). No caso das gastroenterites por Rotavirus ocorre 0 aumento
da resposta de IgA contra o virus (Dave e Shah, 1997; Nagpal et al., 2012).

Os probioticos estdo associados a propriedades anti-carcinogénicas pela atividade
antimutagénica, desintoxicacdo de metabdlitos carcinogénicos, alteragdo na atividade enzimatica
pré-cancerosa de micro-organismos do célon, estimulacdo da fungdo imune e influéncia na
concentracdo de sais biliares (Kumar et al., 2011a, b). Goldin e Gorbach (1980) relataram que a
introducdo de L. acidophilus na dieta reduziu a incidéncia de tumores do colon induzidos
quimicamente em ratos. Os probioticos possuem a capacidade de diminuir os niveis de R-
glicuronidase, nitroredutase, azoredutase, e b-glicosidase, a capacidade de nitrosacdo, assim como
a diminuicdo na absor¢do de agentes mutagénicos nocivos, que podem contribuir para a
carcinogénese do colon (Reddy, 1999).

Os lactobacilos utilizados em produtos lacteos podem aumentar a resposta imune do
hospedeiro pelo efeito adjuvante de aumento na produgdo de anticorpos, efeito imune sistémico,
ativacdo de antigenos especificos e ndo-especificos contra infec¢des e tumores e efeito adjuvante
em resposta imune antigeno-especifica. Pode ocorrer a proliferacdo de linfocitos, producdo de
interleucinas 1, 2, e 6, do fator de necrose tumoral (TNF), a producdo de prostaglandina E,
proteina total no soro, albumina, globulina e o interferon gama (Philip e Epstein, 1986; Raitano e
Kore, 1993; Aatourri et al., 2002). As culturas probidticas independentemente dos mecanismos
envolvidos podem estimular tanto a imunidade especifica quanto a ndo-especifica, com potenciais
aplicagdes terapéuticas e profilaticas no tratamento de infecgdes e carcinogeneses.

A reducdo do colesterol pela ingestdo de produtos lacteos fermentados foi relatada por
varios trabalhos (Mann e Spoerry, 1974; Gopal et al., 1996; St-Onge et al., 2000; Pereira e Gibson,
2002). Os possiveis mecanismos de acdo dos probioticos sdo a assimilagdo de colesterol por
bactérias, desconjugacgdo de sais biliares, ligacdo do colesterol a paredes de células bacterianas e
na reducdo da biossintese do colesterol (Pulusoni e Rao, 1983; Pereira e Gibson, 2002).

S8o inimeros os efeitos positivos ocasionados por alimentos funcionais contendo
probiéticos, os quais oferecem lactase para destruir e permitir uma melhor digestdo da lactose
pré-formada; atuam como papel regulador na doenca alérgica, por meio da prevencdo da
translocacdo de antigenos para a corrente sanguinea e na prevencgao nas respostas imunologicas
excessivas com o aumento da quantidade de antigenos de estimulacéo do intestino, como efeito
supressor sobre a proliferacdo de linfocitos e interleucina-4 (Sitas et al., 1996; Pessi et al., 2000).

Outros beneficios potenciais incluem protecdo contra infecgdes vaginais e urinarias pela
aderéncia as células vaginais e do trato urinario, exclusdo competitiva e produgéo de inibidores
(H20., biossurfactantes); prevencdo de doencas cardiacas pela alteragdo na atividade da enzima
BSH e pelo efeito antioxidante; efeito anti-hipertensivo pela atividade da peptidase bacteriana na
proteina do leite, que resultam em tripeptidios anti-hipertensivos; aumento do valor nutricional
pela producdo de vitaminas e cofatores; diminuicdo na desintoxicacdo de produtos catabdlicos
eliminados pelo rim e figado, por meio do aumento da contagem de células de bifidobactérias e
mudanca de col6nias microbianas que possuam preferéncia por metabolizar proteinas do que
carboidratos, sendo menos toxica, com diminuicdo de metabdlitos putrefativos e melhorias na
encefalopatia hepética ap6s a administracdo de bifidobactérias. Além desses, prevencdo de
infecgdes causadas por Helicobacter pylori por mecanismos de coloniza¢do competitiva, inibicéo
no crescimento e adesdo em células da mucosa e diminuicéo na concentragéo gastrica de H. pylori
(Nagpal et al., 2012).
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Atualmente muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o intuito de correlacionarem
a acdo de probidticos no tratamento e prevencao de alteragcBes que ocorrem no sistema nervoso,
como a ansiedade, depressdo e estresse. No estudo de Liu et al. (2015), 0s mecanismos propostos
nesses transtornos psiquicos consistem na alteracdo da composicao da microbiota do intestino ou
regulacdo de multiplos sinais das seguintes vias: vias mediadas por nervo vago, vias da resposta
imune e vias mediadas por metabdlitos, porém esses mecanismos ainda ndo estdo bem definidos.

3.3.3. Mecanismos de acéo

Um probidtico com boa atuacao deve ser ndo patogénico, ndo toxico, resistente ao &cido
gastrico e preferencialmente possuir aderéncia ao tecido epitelial do intestino e produzir
substancias microbianas. O probiotico deve persistir, ainda que por periodos curtos no trato
gastrintestinal influenciando atividades metabdlicas como a assimilacdo de colesterol, atividade
da lactose e a producéo de vitaminas (Suvarna e Boby, 2005).

A sobrevivéncia de probioticos no intestino depende dos fatores de colonizacao que eles
possuem, que Ihes permitem resistir aos mecanismos antibacterianos que operam no intestino.
Juntamente com o0s mecanismos antibacterianos, eles necessitam evitar os efeitos do
peristaltismo, que tendem a expulsar as bactérias com os alimentos. Esses podem ser evitados por
meio da propria imobilizagdo, ou pela multiplicagdo no intestino desses micro-organismos
benéficos a uma taxa muito mais rapida, do que a taxa de remogao pelo peristaltismo. A linhagem
probidtica deve ser resistente ao acido biliar; por exemplo, Bifidobacterium mostraram serem
significativamente menos resistentes ao acido do que Lactobacillus, quando expostas ao suco
gastrico humano (Thronton, 1996).

3.3.3.1. Competicdo por nutrientes

A supressao no crescimento de espécies bacterianas no intestino pode ocorrer devido a
competicdo por nutrientes no limen intestinal e a caréncia nutricional, chegando a reduzir
drasticamente algumas espécies da microbiota intestinal (Wilson e Perini, 1988). Essa caréncia
de nutrientes disponiveis possui efeitos benéficos na limitacdo da manutencdo das bactérias
patogénicas pela deficiéncia nutricional (Silva e Alves Filho, 2000).

Além de protegerem o epitélio intestinal, os probioticos evitam que os patdgenos utilizem
o0s carboidratos, aminoacidos e minerais para 0 metabolismo e produzam toxinas, contribuindo
assim para a eficiéncia alimentar e o desempenho do organismo (Guillot, 2000).

No intestino do hospedeiro existe uma relacdo simbidtica entre as bactérias intestinais,
com o fornecimento de quantidades de nutrientes requeridos ativamente por estas, impedindo uma
producdo excessiva de nutrientes, o qual favoreceria o desenvolvimento de potenciais
competidores microbianos patogénicos ao hospedeiro, juntamente com a producéo de substratos
benéficos ao organismo (Kopp-Hoolihan, 2001; Guarner e Malagelada, 2003).

3.3.3.2 Competicao por sitios de ligacédo

A ingestdo de bactérias benéficas como espécies dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Enterococcus pode impedir a colonizacdo de micro-organismos patogénicos,
com a regulagdo do equilibrio da microbiota intestinal. De acordo com Utiyama (2004), esse
mecanismo se aplica as bactérias acido laticas, as quais competem por nutrientes e por locais de
ligacdo no epitélio intestinal e produzem substancias capazes de reduzir as bactérias patogénicas,
sendo denominado excluséo competitiva.
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As pesquisas realizadas para verificar a eficacia da competicdo por sitios de ligagdo no
controle de bactérias patogénicas, principalmente Salmonella spp., foram iniciadas ha cerca de
guarenta anos, no trabalho pioneiro de Nurmi e Rantala (1973). As bactérias intestinais podem
reduzir a &rea de interacdo das bactérias patogénicas nos cecos com o blogueio dos sitios de
ligacdo, ou receptores, na mucosa entérica. Andreatti Filho e Sampaio (1999) concluiram que
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. ocupam fisicamente os sitios intestinais, tais como a
microbiota normal, colonizando e formando barreira fisica frente aos patdgenos, sendo
necessarias para recobrir a superficie de uma célula intestinal cerca de 40 bactérias. A ocupagdo
fisica dos sitios intestinais pela microbiota normal, como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium
spp. poderia ser um dos fatores mais importantes que outros fatores propostos para a exclusdo
competitiva (Bailey, 1993; Jin et al.,1996). Nos trabalhos de Conway et al. (1987) e Stavric
(1987), os pesquisadores confirmaram que essa colonizagdo intestinal e ocupacdo dos sitios
intestinais seriam um mecanismo primario a exclusdo competitiva (Jin et al., 1997; Fuller e
Gibson, 1997).

3.3.3.3. Imunomodulacéo

As bactérias presentes na microbiota intestinal possuem uma carga antigénica que
induzem ao estimulo imunol6égico do hospedeiro (Perdigon et al., 1993; Tannock, 1998).
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo exemplos dessas bactérias que estdo diretamente
relacionadas com o estimulo da resposta imune por ativagdo de macrdfagos, aumento da producéao
de anticorpos, proliferacdo de células T, producdo de interferon, outras citocinas, entre outros
(Yasui e Ohwaki, 1991; Lee et al., 1993; Sekine et al., 1994; Fuller e Gibson, 1997; Menten,
2001; Delcenserie et al., 2008).

Os probidticos podem estimular as respostas imunes ndo-especifica e especifica, o que
pode ser constatado em grande parte das evidéncias de sistemas in vitro e de modelos animais e
humanos. Esses efeitos sdo mediados por uma ativagdo dos macrofagos, por um aumento nos
niveis de citocinas, por um aumento da atividade das células destruidoras naturais (NK - "natural
killer") e/ou dos niveis de imunoglobulinas. E esses efeitos positivos dos probidticos sobre o
sistema imunoldgico ocorrem sem o desencadeamento de uma resposta inflamatéria prejudicial.
Mas, ha diferencas na efetividade, de acordo com o tipo de bactéria latica. O consumo de um ou
mais probiéticos concomitamente pode ser realizado para aumentar a resposta imune e atuarem
sinergicamente, como no caso da administracio de Lactobacillus juntamente
com Bifidobacterium (Kopp-Hoolihan, 2001; Calder e Kew, 2002; Van de Water, 2003).

Tizard (1992) abordou a transferéncia a partir das células duodenais M dos probidticos
viaveis para os linfdcitos intra-epiteliais, estimulando os plasmadcitos a agirem como antigenos na
secrecdo de IgA. Ha uma reacdo nos linfonodos mesentéricos devido a essa producdo de IgA,
aumentando o nimero de células que expressam IgA.

O efeito no estimulo ao sistema imune pode estar vinculado com a capacidade de
interacdo dos micro-organismos probidticos 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
(Perdigon e Holgado, 2000). De acordo com Cross et al. (2002), os probidticos estimulariam o
sistema imune, favorecendo a acao sistémica por secrecao de mediadores pela atividade fagocitica
inespecifica dos macrofagos alveolares.

Carlos et al. (2003) observaram que a ingestdo de bactérias laticas pode gerar um aumento
na resisténcia a infecgdes por patogénicos devido a um acréscimo na producdo de anticorpos,
resposta proliferativa no baco e em placas de Peyer, na ativagdo de macréfagos e linfécitos.

Efeitos imunomoduladores podem ser alcancados mesmo com bactérias probioticas
mortas ou apenas com componentes derivados de probidticos, como fragmentos de
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peptidioglicanos ou DNA. Produtos probidticos sdo reconhecidos por células hospedeiras
sensiveis a estes, pois possuem receptores de reconhecimento. As principais células-alvo, nesse
contexto, sdo, portanto, as células epiteliais do intestino e as células imunes associadas ao
intestino. A interacdo de probidticos com células epiteliais hospedeiras por adesdo pode
desencadear uma cascata de sinalizagdo que leva a modulagdo imunoldgica. A adesédo direta de
probidticos em células epiteliais tem sido demonstrada em varios experimentos in vitro (Matsuo
et al., 1997). Uma excecdo é a captacdo e transcitose de bactérias mediada por células M, que
recolhnem em um nivel baixo antigenos luminais do intestino para as células dendriticas na Iamina
prépria. Outro contato direto entre probidticos e células hospedeiras no intestino ocorre por
interiorizacdo de bactérias por células dendriticas (DC) que estdo localizadas abaixo das células
epiteliais (células M) (Macpherson e Uhr, 2004). Estas células sdo também capazes de recolher
antigenos a partir do limen do intestino com seus dendritos, por alarga-los pelo epitélio intestinal
para o limen. Estudos ex-vivo demonstraram que DC derivadas de mondcitos humanos maturados
na presenca de L. rhamnosus foram capazes de instruir os linfocitos T naive (que ndo tiveram
contato com antigeno ainda) CD4*. Na suplementacdo oral in vivo com L. rhamnosus, durante
duas semanas em seis pacientes que sofriam de doenga de Crohn, houve a inducdo de uma hipo-
reatividade, incluindo deficiéncia nas respostas ex-vivo dos subconjuntos de células T helper 1 e
2, demonstrando a importancia do papel de DC na modulag&o imune por probioticos (Braat et al.,
2004).

Acido teicdico, um componente da parede celular do Gram positivo de linhagem
probiédtica de L. plantarum esta envolvido na atividade anti-inflamatéria deste probiético. Um
mutante com capacidade anti-inflamatdria aumentada incorporou muito menos D-Ala em seus
acidos teicoicos do que a linhagem de tipo selvagem e reduziu drasticamente a secre¢do de
citocinas pré-inflamatdrias pelas células mononucleares do sangue periférico e mondcitos, devido
a em um aumento significativo na producéo de IL-10 enddgena. Os efeitos observados eram
claramente dependentes do receptor TLR-2. Este mutante também foi mais protetor num modelo
de colite murina do que o seu homoélogo do tipo selvagem (Grangette et al., 2005). Este estudo
demonstrou o envolvimento dos TLR-2 no efeito probidtico de L. plantarum destacando a
importancia de TLR para a¢0es probi6ticas.

Porém, os probidticos também sdo capazes de proteger a integridade da barreira mucosa
do intestino contra a acdo destrutiva de E. coli na forma independente de TLR. Esta agdo é
conseguida alterando a sinalizacdo da proteina C quinase resultando numa amplificacdo da
expressao e da redistribuicdo de proteinas da zonula de oclusdo-2 (ZO-2) em células T84 (Zyrek
et al., 2007). Isso faz sentido porque ZO-2 é um fator importante para a preservacao da funcéo de
juncdo de oclusdo no epitélio intestinal. A inducédo pelo probidtico E. coli Nissle 1917 (ECN) da
expressdo de ZO-2, bem como ZO-1 in vivo foi demonstrada no modelo de camundongos. ECN
foi ainda capaz de proteger camundongos com colite induzida por sulfato de sddio dextrano,
reduzindo a perda de peso corporal e o0 encurtamento do cdlon como consequéncia do aumento
da funcdo da barreira intestinal (Ukena et al., 2007).

3.3.3.4. Producao de substancias antibacterianas

As bactérias probidticas podem produzir substancias antibacterianas que tem acdo
bacteriostatica ou bactericida contra bactérias patogénicas (Lima et al., 2007). De acordo com
Petri (2000), essas bactérias sdo capazes de produzir e liberar bacteriocinas, cidos organicos e
peréxido de hidrogénio, os quais podem apresentar acdo bacteriana contra patdgenos.

Dentre as sustancias antibacterianas, os &cidos orgénicos produzidos pelas bactérias
laticas probidticas sao responsaveis pela reducéo de pH do célon, atuando assim como inibidores
do desenvolvimento de bactérias patogénicas. Alguns exemplos dos &cidos graxos volateis de
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cadeia curta sdo: propidnico, acético, butirico e latico, enquanto outros inibidores séo:
acetaldeido, peroxido de hidrogénio, diacetil, dioxido de carbono e aminas (Flemming e Freitas,
2005; Laughton et al., 2006; Vélez et al., 2007).

As bacteriocinas sdo compostos proteicos que inibem ou destroem certos tipos de
patdgenos intestinais, apresentando acdo como antibidticos locais (Utyiama, 2004; Flemming e
Freitas, 2005; Silva et al., 2006). As bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
participam da producdo de bacteriocinas, como nisina, diplococcina, lactocidina e reuterina
(Ferreira e Astolfi-Ferreira, 2006; Corr et al., 2007). Essas substancias apresentam atividade
inibitéria contra bactérias Gram negativo e Gram positivo, como Salmonella spp., Escherichia
coli e Staphylococcus spp. (Jin et al., 1997; Lima et al., 2007).

As bactérias probidticas além de produzirem as substancias antibacterianas citadas
anteriormente, também sdo capazes de metabolizar os chamados acidos biliares desconjugados
que sdo derivados de sais biliares. Acidos biliares desconjugados apresentam atividade
antimicrobiana mais forte do que os sais biliares primarios sintetizados pelo prdprio organismo
hospedeiro (Oelschlaeger, 2010).

3.3.3.5. Inducéo da producdo de muco e defensinas

Alguns probidticos quando ingeridos sdo capazes de interagir com as células epiteliais
intestinais e as células dendriticas (DC), dependendo da presenca de uma camada de muco
dindmica. Probidticos podem ocasionalmente encontrar DC por duas vias: DC residentes que
entram em contato com antigenos bacterianos luminais da lamina prépria, passando 0s seus
dendritos entre as células epiteliais intestinais no limen intestinal (Rescigno, 2001), e DC também
podem interagir diretamente com bactérias que ganharem acesso a regido da clpula do tecido
linfoide associado ao intestino, por meio de células epiteliais especializadas, denominadas células
M (Artis, 2008). A interacdo das células hospedeiras por meio de seus receptores de
reconhecimento de padrGes (PRR) podem detectar padrfes moleculares associados a micro-
organismos (MAmMp), que estdo presentes nas macromoléculas superficiais de bactérias
probidticas e induzir uma certa resposta molecular. Algumas respostas moleculares de células
epiteliais intestinais dependem do subtipo celular, por exemplo, células de Paneth produzem
defensinas e células caliciformes produzem muco, que séo substancias importantes na protecao
das superficies mucosas contra a invasao por micro-organismos patogénicos (Lebeer et al., 2010).

As mucinas formam uma camada de muco semelhante a um gel de protecdo,
proporcionando uma barreira contra bactérias, adjacente a superficie epitelial. Como tal, a camada
de muco é uma parte integrante da estratégia de ignorancia imunoldgica utilizada pelo hospedeiro
para manter uma simbiose benéfica na relacdo hospedeiro-microbiota (Hooper, 2009). Alguns
probioticos contribuem ativamente para esta protegdo da barreira epitelial, pela inducdo da
producdo de mucina 2 (MUC2) e 3 (MUC3) (Mack et al., 2003). A inducéo da sintese de mucina
pode proporcionar um nicho adicional para que os probidticos residam temporariamente no trato
gastrointestinal e possam promover o contato com os seus receptores (Lebeer et al., 2010).

3.3.4. Género Lactobacillus
3.3.4.1. Grupo Lactobacillus spp.
O género Lactobacillus é descrito como um grupo heterogéneo de bastonetes regulares e

cocobacilos, Gram positivo e ndo esporulados, anaerdbias facultativas, ou microaerofilicas, &cido-
tolerantes, estritamente fermentativos exigindo meio nutritivo para crescer e sdo catalase

23



negativo, mesmo que a atividade pseudocatalase algumas vezes possa estar presente em algumas
cepas (Holzapfel et al., 2001; Axelsson, 2004). Esse género possui cerca de 217 espécies e 29
subespécies reconhecidas de bactérias (Euzéby, 2016). S&o quase onipresentes, sendo
encontrados em ambientes onde os carboidratos estdo disponiveis, tais como alimentos (laticinios,
carne fermentada, massas fermentadas, legumes, frutas, bebidas), sistema respiratério,
gastrointestinal e trato genital de seres humanos e animais, em esgotos e vegetais (Tamime, 2005;
Buriti e Saad, 2007; Felis e Dellaglio, 2007).

De acordo com Garrity et al., (2004) e Felis e Dellaglio (2007), o género Lactobacillus
pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae.

Quanto as suas caracteristicas fermentativas, os lactobacilos se dividem em grupos:
obrigatoriamente homofermentativos; facultativamente heterofermentativos; e obrigatoriamente
heterofermentativos. Os lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos fermentam glicose
somente em acido latico e ndo fermentam pentoses ou gliconato. Alguns exemplos sdo as espécies
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus delbrieckii, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus salivarius.

Os micro-organismos obrigatoriamente heterofermentativos fermentam hexoses em acido
latico, &cido acético e/ou etanol e didxido de carbono. Nesse grupo encontram-se as espécies
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri
(Holzapfel et al., 2001; Axelsson, 2004; Buriti e Saad, 2007). Além disso, os pesquisadores Reuter
e Lerche, entre os anos de 1962 e 1969, identificaram alguns lactobacilos heterofermentativos
como parte da populagdo microbiana normal do trato gastrintestinal humano, que incluem
principalmente Lactobacillus reuteri e, em menor grau, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
oris e Lactobacillus vaginalis (Holzapfel et al., 2001).

O grupo dos lactobacilos facultativamente heterofermentativos fermentam hexoses em
acido-latico e podem produzir gas a partir de gliconato, mas ndo a partir da glicose. Esses
lactobacilos podem fermentar pentoses via uma fosfocetolase induzida para produzir acidos latico
e acético. Espécies incluidas no grupo sdo Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus sakei e Lactobacillus casei (Axelsson, 2004; Vasquez et al., 2005; Buriti e Saad,
2007).

Os lactobacilos homofermentativos, que sdo tipicos do hospedeiro humano séo
representados por trés grupos: 1) o grupo Lactobacillus acidophilus, envolvendo linhagens que
sdo atualmente reconhecidos como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus crispatus e Lactobacillus Johnsonii; 2) Lactobacillus salivarius; e 3) o grupo
Lactobacillus casei, envolvendo linhagens de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei
(Holzapfel et al., 2001).

As espécies de probidticos do género Lactobacillus que possuem maior reconhecimento
no meio cientifico sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei
ssp. paracasei e ssp. tolerans, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus salivarius (Saad,
2006).

3.3.4.2. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum foi designado originalmente como Streptobacterium plantarum
por Orla-Jensen e Holland possuindo morfologia de bastonete, com tamanho de cerca de 0,9-1,2
X 1,0-8,0 um, ocorrendo individualmente ou agrupado em cadeias curtas. E um lactobacilo
anaerobio, facultativamente heterofermentativo, cuja fermentacéo de hexoses por via metabdlica
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) resulta na formacao dos &cidos D- e L-latico (Kandler e Waiss,
1986; Todorov e Melo Franco, 2010).
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Estudos sorologicos demonstraram que a maioria das linhagens de L. plantarum contém
ribitol e acidos teicoico na parede celular, enquanto que outras BAL contém usualmente um acido
teicoico glicerol no envelope da célula (Sharpe, 1981).

Essa BAL € uma linhagem mesofilica com a capacidade para crescer a temperaturas
desde 15 °C até 45 °C, possuindo melhor desenvolvimento na presenca de 4 a 6% de NaCl e com
valores de pH entre 4 e 9. Devido a estas caracteristicas, L. plantarum foi isolado com sucesso a
partir de varios nichos ecolégicos, tais como diferentes materiais vegetais, leite, produtos carneos,
peixe, aguas residuais e do estdmago e trato intestinal de humanos e animais (Kandler e Waiss,
1986; Somboon et al., 1992).

Esse micro-organismo possui varias aplicacdes na industria de probioticos, por serem
tolerantes a acidez, aos sais biliares, sobrevivendo a passagem pelo trato gastrointestinal, e sendo
seguro em humanos e animais. Ele foi isolado a partir de diferentes produtos alimentares, como
contaminante natural e tem sido usado como uma cultura iniciadora em Vvarios processos de
fermentacdo de alimentos, contribindo para as propriedades sensoriais, sabor e textura. Além
disso, esse lactobacilo é capaz de produzir compostos antimicrobianos, como bacteriocinas
contribuindo para a seguranca do produto final. Desde as Gltimas duas décadas, as propriedades
probidticas para algumas amostras de L. plantarum foram amplamente pesquisadas (Todorov e
Melo Franco, 2010; Sunanliganon et al., 2012).

Lactobacillus plantarum consegue sobreviver ao baixo pH do estdmago e duodeno,
resistindo aos efeitos dos acidos biliares no intestino delgado superior, quando ingeridos, e
colonizando o trato gastrintestinal temporariamente ligando-se a mucosa intestinal. A sua
utilizacdo como um tratamento para a sindrome do intestino irritavel foi testada, e varias
evidéncias sugerem os seus efeitos na reducdo da dor, distensdo abdominal e flatuléncia (Bixquert,
2009). Além disso, Nissen et al. (2009) demonstraram por experimento in vitro, que L. plantarum
auxiliou na melhora da integridade intestinal, na atividade metabdlica das células intestinais e no
estimulo as respostas imunes. Assim, um estudo comparativo demonstrou que esse probidtico
induziu uma resposta pré-inflamatéria apenas acima do nivel limiar, 0 que poderia evitar um
resultado inflamatdrio e para induzir em células epiteliais intestinais um elevado estado de alerta
imunitario (Cammarota et al., 2009). A ingestdo de L. plantarum também reduziu alguns sintomas
gastrintestinais, como nausea e diarreia, durante o tratamento com antimicrobiano, de acordo com
pesquisa realizada por Lonnermark et al. (2010). Os pesquisadores Qin et al. (2009)
demonstraram que o tratamento com L. plantarum interrompeu o processo de infecgdo por E. coli
Enteroinvasiva (EIEC), pela protecdo as células epiteliais ao impedir alteragdes na morfologia da
célula hospedeira, auxiliando contra os danos a integridade das células em monocamada Caco- 2
e diminuindo a permeabilidade macromolecular intestinal.

3.3.4.3. Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus se caracteriza como bastonetes curtos, Gram positivo, ndo
esporulados, anaerébios facultativos, crescendo melhor a temperatura de 30°C-40°C (Garrity et
al., 2004). Sao encontrados em derivados de leite, principalmente em queijos artesanais, ou
produzidos com leite sem tratamento térmico, no trato gastrintestinal e vaginal (Sena, 2000;
Guedes Neto, 2004; Doron et al., 2005; Le&o et al., 2015).

Efeitos benéficos na satide tem sido atribuido ao L. rhamnosus GG, tais como a prevengédo
e tratamento da diarreia aguda em criancas, a prevencédo da diarreia associada a antimicrobianos
e a prevencdo e tratamento da alergia e também auxiliam positivamente em outros disturbios
(Doron et al., 2005). Esse micro-organismo foi selecionado como potencial probidtico pela
aderéncia e capacidade de colonizacdo que contribuem para a modulagéo imune, a exclusdo do
patdgeno, e maior contato com a mucosa por bactérias probidticas e, também, por fatores como a
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resisténcia ao acido biliar e a alta capacidade de acidificacdo do meio por agéo de seu metabolismo
de fermentacéo de carboidratos e producéo de acido lactico (Tuomola e Salminen, 1998; Tuomola
et al., 1999). Deste modo, os probiéticos fortificam a microbiota residente se tornando parte
integrante da barreira mucosa, levando resisténcia a colonizacéo contra 0s agentes patogénicos.

Lactobacillus rhamnosus receberam a posicdo de Qualificado de “Presuncdo de
Seguranc¢a” ou “Qualified Presumption of Safety” (QPS), o qual é uma abordagem da avaliagdo
do risco genérico a agentes bioldgicos notificados, destinados a simplificar as avaliag6es de risco
em diferentes painéis cientificos e Unidades, sendo aplicado pela Autoridade Européia para a
Seguranga dos Alimentos/EFSA (“European Food Safety Authority”) e, depois de uma longa
histdria de uso seguro, foram considerados como Geralmente Reconhecido como Seguro/GRAS
(“Generally Recognised as Safe”) (FAO/WHO, 2002; Tamime, 2002; De Vuyst et al., 2004;
EFSA, 2007; Mattia e Merker, 2008).

Em estudos comparativos, L. rhamnosus GG obteve boa atuacdo em experimentos de
aderéncia in vitro com células epiteliais e muco, e in vivo sendo capaz de aderir a mucosa intestinal
humana e podendo persistir durante mais de uma semana apés a ingestdo oral por adultos
saudaveis (Alander et al., 1999). Com a administracdo oral de L. rhamnosus GG por mulheres
gravidas foi relatada a colonizacdo desses lactobacilos nos bebés por aproximadamente 24 meses
de idade (Shultz et al., 2004). Além disso, L. rhamnosus GG também é capaz de colonizar a boca,
sendo cultivados a partir da saliva durante duas semanas, apés a ingestdo e promovendo efeitos
benéficos contra o desenvolvimento de céries dentarias em criangas (Meurman et al., 1994; Nase
etal., 2001).

Szajewska et al. (2013) avaliando o potencial de L. rhamnosus GG no tratamento de
diarreia aguda em criangas, também encontraram eficacia com o uso do probiético na reducao da
duracdo de diarreia, quando utilizado em uma dose diaria acima de 10° UFC. Passariello et al.
(2014) constataram que o consumo de L. rhamnosus relaciona-se com a reducdo da duracdo de
diarreia e na frequéncia de evacuagdes no tratamento de diarreia infecciosa em individuos de
todas as idades. De acordo com Bajaj et al. (2014), um dos fatores que permite a adesdo desse
micro-organismo a mucosa intestinal e promove o deslocamento dos patégenos e a estimulagéo
do sistema imunoldgico é a presenca de pili.

O probidtico L. rhamnosus aumenta a producéo de citocinas por células T auxiliares tipo
1 (Thl) e tipo 2 (Th2) em camundongos sensibilizados com antigeno e aumenta a imunidade de
camundongos contra Escherichia coli O157:H7 e com infecgéo por Salmonella spp. (Gill et al.,
2001; Cross et al., 2002; Shu e Gill, 2002).

3.4. Género Escherichia

O médico austriaco Theodor Von Escheric isolou, em 1885, pela primeira vez,
Escherichia coli de amostras fecais coletadas de criangas com diarréia. Em anos posteriores, 0s
pesquisadores relataram que E. coli poderia ser isolada em amostras fecais, sendo considerada
como micro-organismo presente na microbiota entérica normal do homem e dos animais de
sangue quente (Correa e Correa, 1992).

De acordo com Tortora et al. (2012) Escherichia coli faz parte da “ordem
Enterobacteriales, que sdo bastonetes Gram negativo anaerébios facultativos e que se locomovem
por flagelos peritriqueos. Morfologicamente, os bastonetes sdo retos e habitam o trato
gastrintestinal do homem e de outros animais. Possuem fimbrias que ajudam na aderéncia a
superficies ou membranas mucosas. Os pili sexuais especializados auxiliam na troca de
informacdo genética entre células, que frequentemente inclui resisténcia a antibidticos”. As E.
coli tipicas sdo micro-organismos que fermentam a lactose, com producdo de acido e gés,
produzem &cido a partir da glicose obtendo resultado positivo na prova de vermelho de metila
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(VM); produzem indol a partir do triptofano; produzem a enzima R-galactosidase; resultados
positivos para a utilizagio de mucato, de fenil-metil, de tartarato; ndo produzem H.S (TSI/ Agar
Triplice Acucar e Ferro), urease, KCN e alanina desaminase; ndo produzem acetoina a partir da
metabolizagdo da glicose, resultando em resultado negativo no teste de Voges-Proskauer (VP) e
n&o utilizam citrato (Trabulsi et al., 2004; Madigan et al., 2010).

As categorias de E. coli patogénicas se dividem em: E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli produtora de aderéncia difusa (DAEC), E. coli enterohemoragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EaggEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli meningite neonatal (NMEC),
E. coli enteropatogénica para coelhos (REDEC) e E. coli patogénica aviaria (APEC) (Croxen e
Finlay, 2010; Saviolli, 2010).

3.4.1. Escherichia coli enterohemorragica O157:H7

Escherichia coli O157: H7 é uma bactéria membro de um grupo de bactérias patogénicas
de E. coli (conhecida como E. coli enterohemorragica ou EHEC) que colonizam o trato
gastrintestinal e causam uma condi¢do conhecida como colite hemorrdgica ou diarreia com
sangue. O sorotipo O157: H7 produz toxina Shiga (Stx) e esta envolvido na diarreia e doengas
transmitidas por alimentos. Este grupo de E. coli é o Unico definido por sua capacidade de
produzir a toxina Shiga do tipo 1 (Stx1), toxina Shiga tipo 2 (Stx2) ou ambas as toxinas (bem
como as variantes destas). Estas bactérias sdo associadas ao desenvolvimento da sindrome
hemolitica urémica (SHU) que pode levar & insuficiéncia renal, particularmente em criangas
(Banatvala et al., 2001; Rivas et al., 2006). A SHU leva a quadros de anemia hemolitica
microangiopatica, insuficiéncia renal aguda e trombocitopenia (Nataro e Kaper, 1998; Clarke,
2001; Ochoa e Cleary, 2003).

A rota de transmissao das infec¢Oes por EHEC é fecal-oral, por meio de agua e alimentos
contaminados, principalmente carnes e derivados bovinos, produtos lacteos e derivados, alfafa,
alface e sucos. Possui periodo de incubagdo de um a seis dias, podendo chegar a quatorze dias
(Swerdlow et al., 1992; Baker et al., 1999; Hilborn et al., 1999; Clarke, 2001; Smith et al., 2004).

Alguns estudos explicam os efeitos protetores de espécies probidticas de Lactobacillus,
Pediococcus e Bifidobacterium contra a toxina Shiga de E. coli O157: H7, atuando na redugdo da
atividade citotdxica da bactéria ou por uma sub-regulacao da expressdo do gene Stx, sendo este
altimo efeito atribuido a elaboracgdo de acidos latico e acético pelos lactobacilos (Kim et al., 2006;
Carey et al., 2008). Alternativamente, moléculas especificas na superficie bacteriana, como certos
copolimeros galacto-trealose, ou lipopolissacaridios modificados podem ligar-se a Stx realizando
assim uma atividade neutralizante (Pinyon et al., 2004; Neri et al., 2007).

3.4.2. Escherichia coli enteroinvasiva

Escherichia coli enteroinvasiva ou EIEC é transmitida por meio da via fecal-oral, com
apenas uma pequena concentragdo. A infeccdo pode ocorrer por ingestdo de alimentos e agua
contaminados ou por vetores mecénicos, como moscas. Os surtos tém sido associados com
hamburguer de carne e leite ndo pasteurizado (O’Sullivan et al., 2007).

Apobs a ingestdo de EIEC os organismos invadem as células epiteliais do intestino,
resultando em uma forma leve de disenteria, muitas vezes confundida com a disenteria causada
por espécies de Shigella. A doenca é caracterizada pelo aparecimento de sangue e muco nas fezes
de individuos infectados (O’ Sullivan et al., 2007). A disenteria causada por EIEC geralmente
ocorre dentro de 12 a 72 horas ap6s a ingestdo de alimentos contaminados. A doenga é
caracterizada por colicas abdominais, diarréia, vomitos, febre, calafrios e um mal-estar
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generalizado, sendo geralmente auto-limitada, sem complicaces conhecidas. A sequela comum
associada com a infeccdo, especialmente em casos pediatricos, € a sindrome hemolitica-urémica
(SHU) (FDA/CFSA, 2015).

A doenca causada por esta bactéria é caracterizada pela destrui¢do do epitélio do colon
causada pela resposta inflamatoria induzida pela invasdo da mucosa por bactérias (Parsot, 2005).

A EIEC é bioquimicamente, geneticamente e patogenicamente semelhante a Shigella spp.
Ao contrério de E. coli tipica, essas espécies sdo imoveis e ndo fermentam a lactose ou fermentam
tardiamente (Silva et al., 1980; Nataro e Kaper, 1998; Feng e Weagant, 2002; Lan et al., 2004).

3.5. Leites fermentados

A historia dos produtos lacteos fermentados esté relacionada com o consumo de leite e
do seu armazenamento. Também estd ligada ao nomadismo e aos habitos alimentares em
diferentes partes do mundo. Esses produtos variam muito de acordo com cada pais e além dos
produtos tradicionais, existem os produtos espumantes, 0s muito cidos ou mesmo produtos que
possuem diferentes teores alcdolicos. Em alguns paises, existem os produtos "regionais", que sao
feitos do leite de animais economicamente disponiveis no local (éguas, camelos, bufalas, iaques
e vacas). Todavia, na maioria dos paises, esses produtos fermentados sdo feitos a partir do leite
de vaca. Os tipos de fermentos também diferem, uma vez que dependem de como os produtos
originais foram preparados. A nogédo de satde em torno desses produtos é muito antiga, sendo
ligada ao consumo de Kefir por habitantes da Caucdsia e ao consumo de Kumys por exércitos de
Genghis Khan (Bourlioux, 2007).

O processo fermentativo que ocorre nos leites fermentados modifica as caracteristicas
sensoriais, 0 valor nutritivo do leite, leva ao desenvolvimento de uma gama de derivados lacteos
e aumenta o prazo de validade (Ordofez, 2005; Gallina et al., 2012). Para as industrias de
laticinios o processo de fermentacdo é uma das etapas de grande importancia, pois ocorre 0
desenvolvimento do aroma e sabor, associados diretamente as atividades fermentativas dos micro-
organismos (Jay, 2005; Rocha et al., 2008).

“Entende-se por leites fermentados os produtos adicionados ou n&o de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou leite reconstituido,
adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentagdo lactica mediante agéo de cultivos
de micro-organismos especificos. Estes micro-organismos especificos devem ser viaveis, ativos
e abundantes no produto final durante seu prazo de validade”. Entre os tipos de leites fermentados
estdo o iogurte, o leite acidofilo, o Kefir, o Kumys e a coalhada (Brasil, 2007).

Os ingredientes obrigatorios incluem o leite e/ou leite reconstituido padronizado em seu
contetido de gordura e os cultivos de bactérias laticas e/ou cultivos de bactérias laticas especificas.
Entre os ingredientes opcionais estdo o leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite
ou “butter oil”, leite em po, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros solidos de origem
lactea, soros lacteos, concentrados de soros lacteos, cultivos de bactérias laticas subsidiarias.
Outros ingredientes opcionais ndo-lacteos deverdo estar presentes em uma propor¢do maxima de
30% (m/m) do produto final, como por exemplo a agucar. Os amidos ou amidos modificados em
uma proporc¢ao maxima de 1% (m/m) do produto final (Brasil, 2007).

Os requisitos fisico-quimicos e microbioldgicos, segundo os Padrdes de Identidade e
Qualidade dos leites fermentados (Brasil, 2007) encontram-se nos Quadros 1 e 2.

28



Quadro 1. Requisitos fisico — quimicos oficiais para inspe¢do de leites fermentados

Matéria gorda lactea (g/100g) Acidez (g de &cido Proteinas
Norma FIL 116 A:1987 latico/100g) lacteas
Com creme Integral Parcialmente Desnatado Norma FIL (9/1009)
desnatado 150:1991
Min. 6,0 3,0a5,9 0,6a29 Max. 0,5 0,6a20 Min. 2,9

Fonte: Brasil (2007)

Quadro 2. Critérios microbioldgicos oficiais para inspecédo de leites fermentados

Micro-organismos Critério de aceitacdo Norma
Coliformes/g (30°C) N=5 ¢=2 m=10 M=100 FIL73A:1985
Coliformes/g (45°C) N=5 ¢=2 m<3 M=10 APHA 1992c.24
Bolores e leveduras/g N=5 ¢=2 m=50 M=200 FIL94B:1990

Fonte: Brasil (2007)

3.5.1. Leite fermentado de bufala

De acordo com a definicdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA,
2011), leite de bufala é a secrecdo lactea normal, praticamente livre de colostro, obtida pela
ordenha completa de uma ou mais bufalas sadias.

No Brasil, o rebanho bubalino esta estimado em torno de 1,15 milhdo de cabegas, sendo
a regido Norte, com 720 mil animais, a maior produtora do Pais, com destaque para o Para, que
responde por 39% do rebanho nacional. Em seguida, aparecem o Nordeste e 0 Sudeste, com 135
e 104 mil cabecas, respectivamente (MAPA, 2015). Estima-se que cerca de 10% de todo o leite
produzido no mundo é de origem bubalina. O continente asiatico contribui com 96% da producao
mundial do leite de bifala, sendo que 92,12% ¢ produzido na india, China e Paquistdo, que sdo
responsaveis por aproximadamente 78% da populacdo mundial de bufalos. O destaque do
continente asiatico é a india, com 55% do leite produzido bubalino (Silva et al., 2003; IBGE,
2006; Santa Rosa, 2011).

O leite bubalino, em comparagdo com o leite bovino, apresenta maior contetdo de sélidos
totais, sendo uma boa indicagdo para a preparacdo de derivados, como queijos, doces, iogurte e
leites fermentados, possuindo alto valor nutritivo e maior rendimento industrial (de 39 e 40% a
mais do que o leite de vaca), o que gera maior lucro para os laticinios (Huhn et al., 1984;
Benevides, 1998; Hiihn et al., 1991; Verruma e Salgado, 1994; Ahmad et al., 2013). Além disso,
um estudo feito por Sheehan e Phipatanakul (2009) indicou que as pessoas alérgicas ao leite de
vaca sdo mais tolerantes ao leite de bufala. O leite de bdfala contém praticamente todos os
componentes benéficos encontrados nos outros leites, como as proteinas, peptidios, &cidos graxos,
vitaminas e outros componentes bioativos. Esse leite possui maiores teores de proteina total,
acidos graxos de cadeia média, acido linoléico conjugado (CLA), retinol e tocoferol do que o leite
de vaca (Ahmad et al., 2013).
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O teor total de colesterol de leite de bufala é menor do que o encontrado no leite de vaca
(275 mg versus 330 mg por 100 g de gordura), mesmo sendo mais calérico do que o leite de vaca
(1,5 a 1,9 vezes mais calérico). A massa do queijo feito com leite de bufala retém menos adgua
durante a acdo do coalho do que o leite de vaca, pois as micelas de caseina do leite bubalino sdo
maiores (Ganguli, 1979). O leite de bufala é mais rico em célcio (1,99g/kg versus 1,17 g/kg) e
Magnésio (0,18g/kg versus 0,11 g/kg) do que o leite de vacas, porém, é mais pobre em sédio,
potassio e cloro (De Franciscis e Di Palo, 1994; Amaral et al., 2005b). Esse leite também
apresenta 25,5% de aminoacidos essenciais a mais do que o leite de vaca (Verruma e Salgado,
1994). No quadro 3 encontram-se dois estudos comparativos, realizados no Brasil, entre a
composicao do leite de bufalas e de vacas.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do leite bubalino, a densidade esta entre
1,025 e 1,047 g/mL; pH entre 6,41 e 6,47; acidez titulavel entre 0,14 e 0,20 gramas de &cido latico
por 100 mL de leite (o elevado teor de proteinas, principalmente a caseina justifica a alta acidez);
crioscopia entre -0,531 e -0,548°C; teor de sélidos totais em torno de 17%, teor de proteina entre
3,6 € 5,26%, teor de gordura variando entre 5,4 e 8%; minerais entre 0,79 e 0,83% e, desse total,
o célcio pode alcancar até 25% (Furtado, 1980; Coelho et al., 2004; Bastianetto et al., 2005; Cunha
Neto et al., 2005). O quadro 4, adaptado de Amaral (2005a) apresenta os valores médios dos
constituintes do leite de bufalas encontrados em trabalhos realizados no Brasil e em outros paises.

A Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) do Estado de Sao Paulo estabeleceu
na Resolugdo n° 24, os valores de pH: entre 6,40 e 6,90, acidez Dornic: 14 a 23 °D, teor de gordura:
minimo de 4,5%, teor de extrato seco desengordurado: minimo de 8,57%, densidade a 15 °C: de
1,028 a 1,034 e indice crioscopico: -0,520 a -0,570 °C para o leite bubalino normal (Séo Paulo,
1994). Os teores de lactose, proteina e solidos totais ndo possuem valores estabelecidos pela SAA,
porém nessa Resolucdo também foi feita a proibicdo de adigdo de leite de outras espécies de
animais ao leite de bufala. Nao ha legislacdo especifica para produtos derivados do leite de bufala.
No caso de leites fermentados, os teores de proteina e de gordura encontram-se dentro dos
recomendados para leite de vaca, no Padrdo de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados da
Resolucdo n°® 5 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2000).

Quadro 3. Dados comparativos entre o leite de bubalinos e bovinos, quanto a composicao de seus
constituintes, a partir de dois trabalhos publicados no Brasil

Hihn et al. (1982)* Verruma e Salgado (1994)**

Parametros determinados Leite de bufalas Leite de vacas Leite de bufalas Leite de vacas

(Mediterranea) (Sindi) (Jafarabadi) (Mesticas)
Densidade (g/cm®a 15°C) 1,0327 1,0320 - -
Gordura (%) 6,85 4,77 8,16 3,68
Proteina (%0) 3,68 2,60 4,50 3,70
Cinzas (%) 0,83 0,72 0,70 0,70
Sélidos totais (%0) 17,50 12,19 17,00 12,00
Lactose (%0) 3,83 3,74 - -
Umidade (%) - - 83,00 88,00
Vitamina A (U.1.) - - 204,27 185,49
Calorias por mL - - 104,29 62,83

* Metodologias: Densidade- Lactodensimetro; Gordura-Gerber; Proteina-Kjeldahl; Lactose-Licor Fehling.
** Metodologias descritas pela Association of Official Analytical Chemists (1990).
Fonte: (Amaral et al., 2005b)
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Quadro 4. Valores médios dos constituintes do leite de bufalas no Brasil e em outros paises

Autor Pais Raca Gordura Proteina  Solidos Lactose
(%) (%) totais (%) (%)

Swaminathan e India - 7,50 3,80 - 4,40

Parpia (1968)

Eltawil et al. (1976) = Egito Egipcia 6,63 3,99 16,48 -

Alim (1978) Egito Egipcia 6,57 - 15,66 -

Furtado (1980) Brasil Murrah x 6,60 4,79 17,09 5,52
Mediterranea

Sharma et al. India Jafarabadi 7,40 4,01 - -

(1980) Meshana 7,40 3,92 - -
Murrah 7,40 3,94 - -
Mesticos 7,30 4,01 -

Pandey et al. (1986) India Murrah 7,23 4,33 17,32 -

Antunes et al. Brasil Murrah 6,15 4,10 16,60 -

(1988)

Dubey e Gupta India - 6,80 3,90 16,26 4,37

(1989)

Rahman e Gill India Murrah 7,33 - 16,21 -

(1990)

Fraciscis e Di Palo India Mediterranea 8,10 4,54 - -

(1994)

Spanghero e india Mediterranea 8,55 4,27 - 5,15

Susmel (1996)

Dubey et al. (1997)  india Murrah 7,65 3,81 17,01 4,83

Kholif (1997) Egito - 7,13 3,76 17,07 5,08

Peeva (1997) Bulgaria | Murrah e 7,93 4,50 17,94 4,95
mesticas da
Bulgéria

Macedo et al. Brasil Mediterranea 6,59 4,13 17,01 -

(1997)

Faria et al. (1997) Brasil Mediterrénea 6,12 3,80 - -
Jafarabadi 6,32 3,66 - -

Tonhati (1999) Brasil Murrah 7,07 4,42 - -
Mediterranea 6,14 3,83 - -
Jafarabadi 6,82 3,96 - -
mesticos 6,93 3,81 - -

Fundora et al. Cuba Murrah 6,98 5,40 15,55 -

(2001)

Tzankova (2001) Bulgaria  Murrah da 7,36 4,19 17,47 5,08
Bulgaria

Peeva (2001) Bulgaria  Murrah da 7,94 4,49 17,72 4,86
Bulgaria

Duarte (2001) Brasil Murrah e 6,96 4,20 17,42 5,19
mesticos

Mesquita et al. Brasil Média geral 6,80 4,01 17,30 5,52

(2002) de racas

Catillo et al. (2002)  Itélia Mediterranea 9,10 5,06 - -

Amaral et al. (2004) Brasil Média geral 6,83 4,19 17,19 4,93
de racas
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Patifio (2004) Argentina  Murrah x 7,22 3,85 16,35 4,49
Mediterranea
Fonte: (Amaral, 2005a)

Os trabalhos envolvendo a producdo de leites fermentados por probioticos usando leite
de bdfala como matriz sdo escassos. Faria et al. (2006b) demonstraram que o leite de bufala
fermentado por L. casei por 18 horas ndo apresentou os parametros requeridos para o produto,
enquanto os leites de bufala fermentados por 22 e 24 horas apresentaram acidez e pH adequados.
A viabilidade de L. casei na estocagem inicial foi maior que 9 log UFC/ mL e na final, maior que
8 log UFC/mL, com influéncia da acidez. Em outra pesquisa realizada também por Faria et al.
(2006a) com leite de bufala fermentado por L. casei utilizando leite desnatado e suplementado
com B. longum, os resultados encontrados para acidez inicial foram de 0,69% e pH de 4,86,
viabilidade de L. casei inicial 11,00 log UFC/mL e de B. longum 10,46 log UFC/mL. Ap6s 30
dias de estocagem sob refrigeracéo, a acidez e o pH estavam adequados e a viabilidade de L. casei
e de B. longum foram maiores que 9,00 log UFC/mL. Os teores de proteina, carboidrato e gordura,
respectivamente foram de 3,63%, 21,68% e 0,10%. Além disso, na analise sensorial o produto
apresentou boa aceitacao pela escala hedonica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Culturas de bactérias acido laticas

As espécies de lactobacilos utilizadas nesta tese foram isoladas e caracterizadas no
Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal/DTIPOA da Escola de
Veterindria da UFMG. Os lactobacilos foram isolados em condicGes de aerobiose, de queijo
Minas artesanal da Serra da Canastra no estado de MG e identificados ao nivel molecular por
PCR ARDRA 16S-23S (Tisala-Timisjarvi e Alatossava, 1997) no trabalho de Resende et al.
(2011). Asespécies de lactobacilos foram testadas quanto ao seu potencial probidtico in vitro por
Costa et al. (2013), com testes de antagonismo contra micro-organismos patogénicos e nédo-
patogénicos de referéncia (Anexo I); susceptibilidade a antimicrobianos; (Anexo I1) sensibilidade
ao suco gastrico e sais biliares (Anexo Il1). As amostras selecionadas foram das seguintes
espécies: Lactobacillus plantarum B7 e Lactobacillus rhamnosus D1. As culturas foram mantidas
a -30°C em caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco, Detroit, EUA), adicionado de 20% de
glicerol esterilizado. As ativagOes foram feitas em caldo MRS, a 37°C, por 18 horas, em
aerobiose.

4.2. Micro-organismos patogénicos reveladores da atividade antagonista

As amostras utilizadas foram: Escherichia coli EIEC CDC EDL 1284 e Escherichia coli
EHEC 0157:H7 CDL EDL-933, fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz- Fiocruz (RJ). As
amostras foram ativadas duas vezes em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco, Detroit, EUA),
por 18 horas, a 37°C, em aerobiose, para uso nos experimentos in vitro e in vivo.

4.3. Teste de antagonismo in vitro contra E. coli EHEC e EIEC

O teste de antagonismo in vitro das bactérias acido-laticas via difusdo em camada dupla
de &gar, contra micro-organismos patogénicos reveladores foi realizado em triplicata, com duas
repeticOes, adaptando-se a técnica de Tagg et al. (1976). Os Lactobacillus foram ativados duas
vezes em 5mL de caldo MRS (Difco, Detroit, EUA) a 37°C, por 18h, sob aerobiose. Apds dois
cultivos, SuL. de cada amostra foram depositados no centro de uma placa de Petri contendo agar
MRS, sendo incubadas a 37°C, por 48h, sob aerobiose, com o objetivo de formar o “spot”, que
representa o seu crescimento. Em seguida, as bactérias produtoras foram eliminadas pela adi¢éo
de cloroférmio as tampas das placas, com a¢do do vapor do cloroférmio por 30 minutos, sendo
posteriormente mantidas sob a luz UV por 30 minutos. E. coli EHEC e E. coli EIEC foram
ativadas duas vezes em caldo BHI incubado a 37°C, por 18h, em aerobiose. Logo apds, 10uL dos
cultivos foram adicionados em tubos contendo 4mL de agar BHI (Difco, Detroit, EUA) semi-
solido (0,75% de &gar), que foram vertidos nas camadas de agar solidificado. Apds 48h de
incubacdo a 37°C em aerobiose, mediu-se 0 halo de inibicdo formado pelo crescimento das
bactérias patogénicas ao redor do “spot” utilizando um paquimetro digital Mitutoyo Digimatic
Caliper (Mitutoyo Sul Americana Ltda., Sdo Paulo, Brasil). As médias dos tratamentos,
considerando o valor dos halos (mm) de inibicdo para o teste de antagonismo in vitro spot-on-
the-lawn foram comparadas.
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4.4. Animais para o teste in vivo

Foram utilizados camundongos convencionais, de 21 a 27 dias de idade, machos, da
linhagem BALB/c JUnib. Esses animais foram provenientes do Biotério Central da UFMG. Todos
0s animais convencionais foram mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia (de
nivel NB2) em mini isoladores do modelo ALE.MIL.01.03 da marca Alesco (Alesco, Monte Mor,
S&o Paulo, Brasil).

Os animais convencionais, durante a experimentagdo, receberam racdo solida ad libitum
(Nuvilab Nuvital, Curitiba, Brasil) e &gua filtrada e foram mantidos em estante ventilada da marca
Alesco com controle de umidade (60-80%), de temperatura (22-24°C) e com ciclo diurno/noturno
de 12 horas.

A utilizacio da experimentag&o animal desse projeto foi aprovada pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o namero 80/2015 (Anexo 1V). Os experimentos nos
animais foram conduzidos respeitando as normas do “Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal” (COBEA, 2015).

4.5. Teste de antagonismo in vivo contra E. coli EHEC e EIEC
4.5.1 Desafio dos camundongos com os patégenos

Os in6culos de E. coli EHEC e EIEC foram feitos a partir de uma cultura desenvolvida
por 18 horas a 37°C, submetida ou nédo a diluigdes sucessivas em salina tamponada esterilizada,
obtendo-se solucdes finais a 10° e 10" UFC/mL, medidas pela escala Mc Farland. Os animais
Balb/c dos grupos EHEC e EIEC e dos grupos desafio receberam 102 UFC/mL de E. coli EHEC
ou EIEC no dia do desafio, por via intragastrica. A confirmag&o da viabilidade do indculo foi feita
em &gar MacConkey (Difco) apds 18 horas de incubacéo a 37°C, em aerobiose (Martins et al.,
2010).

4.5.2. Tratamento dos camundongos

Os animais convencionais (da linhagem BALB/c) foram divididos em nove grupos
compostos por seis animais cada, que receberam diferentes tratamentos, por via intragastrica,
durante quatorze dias. O protocolo de tratamento e infecgdo foi dividido em trés fases: tratamento
pré-desafio (1° ao 6° dia), desafio (7° dia) e tratamento p6s-desafio (8° ao 14° dia), conforme
descrito na Tabela 1. Os animais foram eutanasiados logo apés o tratamento, no 15° dia. Os
camundongos receberam dose diaria de 10° UFC/mL de leite fermentado inoculado com cada
lactobacilo selecionado (B7 e D1), medido pela escala McFarland e os animais do grupo controle
receberam 0,1 mL de leite estéril ndo fermentado, via intragastrica (por gavagem- administracéo
oral com acesso ao esdfago), 6 dias antes do desafio com a bactéria patogénica e até o final do
periodo experimental, de 14 dias (Martins et al., 2010).
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Tabela 1. Grupos de estudo com seis camundongos Balb/C em cada e esquema de tratamento com
L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 e desafio com E. coli EHEC ou E. coli EIEC.

GRUPOS

Dias de (Tratamento)

Tratamento

Pré-Desafio

Desafio

Tratamento

P6s-Desafio

Grupo controle-

(leite estéril)

6 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

1 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

7 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

Grupo
L. plantarum B7

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado B7)

1 (10° UFC/mL de leite
fermentado B7)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado B7)

Grupo
L. rhamnosus D1

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

1 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

Grupo EHEC

7 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

1 (108 UFC/mL de
EHEC)

7 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

Grupo EIEC

7 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

1 (108 UFC/mL de EIEC)

7 (0,1 mL de leite

fermentado estéril)

Grupo EHEC x L.

plantarum B7

Grupo EHEC x L.

rhamnosus D1

Grupo EIEC x L.

plantarum B7

Grupo EIEC x L.
rhamnosus D1

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado B7)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

7 (10° UFC/mL de leite

fermentado B7)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

1 (108 UFC/mL de EHEC
e 10°UFC/mL de leite
fermentado B7)

1 (108 UFC/mL de EHEC
108 e 10°UFC/mL de
leite fermentado D1)

1 (108 UFC/mL de EIEC
108 e 10° UFC/mL de
leite fermentado B7)

1 (EIEC 108 e 10°
UFC/mL de leite
fermentado D1)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado B7)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

7 (10° UFC/mL de leite

fermentado B7)

7 (10° UFC/mL de leite
fermentado D1)

4.5.3. Determinacao da translocacéo de E. coli EHEC e EIEC em camundongos Balb/c

Amostras de baco e figado foram pesadas e submetidas a diluicdes decimais em salina
peptonada esterilizada (0,85% de NaCL e 0,1% de peptona). Dilui¢Ges seriadas foram realizadas
e uma aliquota de 0,1 mL das diluicdes 102 e 10° plaqueadas por spread plate em &gar
MacConkey (Acumedia, Baltimore, Maryland, EUA), para deteccdo e enumeracdo de E. coli
EHEC ou EIEC, por até 24 horas de incubagdo a 37°C, em aerobiose. Adicionalmente, aliquotas
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de 0,1 mL das dilui¢cdes adequadas foram plaqueadas em dgar MRS (Difco) por até 48 h a 37°C,
em aerobiose, para enumeracéo de lactobacilos (Bambirra et al., 2007).

Os resultados foram expressos como média do log de UFC/g de tecido, nos seis animais
por grupo (sendo um grupo controle; um grupo para E. coli EHEC; um grupo para E. coli EIEC;
dois grupos controle para cada espécie de Lactobacillus; dois grupos para E. coli EHEC x
Lactobacillus; dois grupos para E. coli EIEC x Lactobacillus — totalizando nove grupos no total)
(Martins et al., 2010).

4.6. Preparo e analises dos leites fermentados
4.6.1. Analise do leite de bufala in natura

O leite de bufala foi coletado de trés ordenhas manuais distintas realizadas na Fazenda
Modelo de Pedro Leopoldo e foi imediatamente transportado sob refrigeracéo para o Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos do DTIPOA da EV-UFMG. Quando chegou no laboratério, o
leite foi homogeneizado por agitagdo manual com haste de aco inox para colheita de amostras e
com vistas a realizacdo das seguintes andlises: indice crioscépico (IC); percentuais de gordura,
proteina, lactose, extrato seco total (ST), contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células
somaéticas (CCS). As amostras, em triplicata, foram acondicionadas em frascos com comprimido
de bronopol® para as andlises de composicdo do leite e CCS e em frascos com comprimido de
azidiol para anélise de CBT. As analises da composicao fisico-quimica e microbiologica dos leites
foram realizadas no Laboratério de Analise da Qualidade do Leite da Escola de Veterinaria da
UFMG (LabUFMG).

4.6.2. Teste de inibidores de crescimento microbiano

O leite de bdfala foi coletado de trés ordenhas distintas realizadas na Fazenda Modelo de
Pedro Leopoldo e foram analisados em triplicata pelo método T (TTC) (Neal e Calbert, 1955), a
fim de se confirmar a auséncia de inibidores de crescimento bacteriano, uma vez que esta matéria
prima seja utilizada para producéo de leites fermentados por culturas bacterianas, objeto deste
estudo.

Cultura de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus foi inoculada as
amostras, na proporcao 1:1, e estas foram incubadas em estufa por duas horas a 45 °C. Apos essa
incubacéo, 0,3 mL do reagente 2, 3, 5 — trifeniltetrazolium (TTC), em dilui¢do 1:25 foi adicionado
ao tubo, que foi novamente incubado na estufa a 45°C, por mais 30 minutos. O metabolismo
bacteriano foi observado a partir da mudanca de cor dos tubos, sendo réseo indicativo de
crescimento bacteriano.

4.6.3. Curvas de fermentacao / crescimento

A curva de fermentagdo do leite de bdfala adicionado de L. plantarum B7 ou L.
rhamnosus D1 foi obtida pelas determinagfes do pH e da enumeracédo de Lactobacillus (UFC/g)
em meio agar MRS (Difco, Detroit Michigan, EUA), em intervalos de tempo de duas horas, desde
0 tempo zero (adicdo do indculo) até a coagulacdo dos leites desnatados, realizados em triplicata.

O tempo de fermentacdo também foi determinado durante a curva de fermentagdo,
considerando como momento inicial a adi¢do do inéculo ao leite e como término a formacédo do
codgulo, o inicio da sinérese e 0 pH em torno de 4,5 a 5,0.

36



4.6.4. Preparo

Na elaboracéo do leite fermentado, 100 pL das culturas congeladas de L. plantarum e L.
rhamnosus (isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra) foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 5mL de caldo MRS (Difco, Detroit, Michigan, EUA). Estes tubos
contendo as culturas L. plantarum e L. rhamnosus foram incubados a 37°C + 2°C, por 24 horas.
Este procedimento foi repetido por mais duas vezes para garantir a ativacao das culturas.

Apobs esse periodo, 2,5% de cada cultura ativada, com contagem das BAL por
plagueamento, foram inoculados em recipientes contendo leite pasteurizado, que foi
anteriormente adicionado de sacarose a 8% e submetido a tratamento térmico a 110°C por 10
minutos. Os erlenmeyers adicionados de L. plantarum e L. rhamnosus foram incubados a 37°C £
2°C por tempo necessario até a coagulacdo do leite, com controle do pH entre 4,5 e 5,0. Os dois
produtos fermentados constituiram os indculos para a elaboracao dos leites fermentados.

Estes inoculos foram adicionados numa concentragdo igual a 2,5% em recipientes de
500mL e 1000mL contendo leite de bufala, adicionado de sacarose a 8% e tratado termicamente
a 110°C por 10 minutos. Os leites de bufala foram incubados a 37°C + 2°C, até a coagulagéo.
Apos a coagulacdo e pH na faixa de 4,5 a 5, os produtos fermentados foram armazenados sob
refrigeracdo a 4-7°C. Os recipientes contendo 500mL de leites fermentados foram utilizados nas
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas e os recipientes com 1000mL nas analises sensoriais.
Esse procedimento permitiu que cada frasco fosse retirado da geladeira e analisado no momento
desejado.

4.6.5. Analises fisico-quimicas dos leites fermentados

O leite fermentado foi armazenado 4-7°C para realizacdo de analises fisico-quimicas e
microbioldgicas previstas no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de leites
fermentados (Brasil, 2007).

As anélises fisico-quimicas realizadas foram: determinacfes de pH com auxilio de
pHmetro digital (Gehaka PG1800, S&o Paulo, Brasil), teor percentual de gordura pelo método de
Gerber, (Brasil, 2005), teor percentual de proteinas pelo método de Micro-Kjedahl em
equipamento Tecnal TE012 (Piracicaba, SP, Brasil), de acordo com Brasil (2006). Todas as
analises foram realizadas em quadruplicata nos dias 1, 14 e 28 de estocagem.

4.6.6 Avaliacdo microbioldgica dos leites fermentados

As analises foram realizadas nos dias 1, 13 e 27 dias de estocagem dos leites fermentados
sob refrigeracéo a 4-7°C.

4.6.6.1. Enumeracao de lactobacilos

Para as contagens dos micro-organismos foram feitas diluicBes decimais seriadas de (10
% a 107) dos leites fermentados produzidos, em salina peptonada (0,85% de NaCl e 0,1% de
peptona). Em seguida, aliquotas de 0,1mL das dilui¢des selecionadas foram incorporadas ao agar
MRS (Difco, Detroit, Michigan, EUA) e incubadas sob aerobiose. A temperatura de incubagéo
foi de 37°C + 2°C por 48 horas. Apds esse periodo, a enumeracao dos micro-organismos foi feita
pela média e multiplicacdo do nimero de col6nias formadas na placa pelo inverso da diluigdo
(IDF, 1997).
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4.6.6.2. Pesquisa de coliformes totais e termotolerantes

A pesquisa de coliformes totais e termotolerantes foi feita utilizando o método do Ndmero
Mais Provavel (NMP) (Brasil, 2003). Na Prova Presuntiva, as diluicdes 10°,10* e 10 foram
inoculadas em triplicata em tubos contendo caldo lauril sulfato de soédio triptona e tubos de
Durhan invertidos. Estes tubos foram incubados a 36 + 2°C por 48 horas. A identificagdo da
presenca de gas nos tubos de Durhan indica resultado positivo e requer a realiza¢do do teste
confirmatoério em caldo verde brilhante bile 2% lactose para coliformes totais e caldo EC para
coliformes termotolerantes.

4.6.6.3. Pesquisa de bolores e leveduras

A pesquisa de bolores e leveduras foi feita de acordo com a Instrucdo Normativa 62
(Brasil, 2003). Foram inoculados e espalhados com auxilio da al¢a de Drigalski, 0,1mL das
diluicBes 10°, 10 e 102 sobre a superficie do agar batata glicose 2%, acidificado a pH 3,5. As
placas foram incubadas, sem inverter, a 25°C + 1°C por cinco a sete dias.

4.6.6.4. Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp., 25mL de cada leite fermentado foram transferidos,
assepticamente, para frascos contendo 225 mL de salina peptonada tamponada 1%, para
realizagdo do pré-enriquecimento. Os frascos foram incubados por 24 horas em estufa a 37°C,
apo6s permanéncia em temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, foi realizada a fase de
enriguecimento seletivo em caldo selenito cistina (Acumedia, Baltimore, Maryland, EUA) e caldo
Rappaport Vassiliadis (Acumedia), para os quais foram transferidos 1,0 mL e 0,1 mL do pré-
enriguecimento, respectivamente. Os tubos foram mantidos em banho-maria a 41+2°C por 24
horas. Apos o periodo de incubacdo foi feita a técnica de isolamento em meios solidos seletivos
diferenciais, o agar verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS) (Acumedia), o
agar Salmonella-Shigella (SS) (Acumedia) e o agar Hecktoen entérico (He) (Acumedia). De cada
tubo do enriquecimento seletivo, foram obtidas trés placas para isolamento, uma para cada agar
utilizado. As placas foram incubadas por 24 horas a 37+2°C (Brasil, 2003).

4.6.6.5. Pesquisa de Staphylococcus spp.

Para a enumeracdao de Staphylococcus spp. foram inoculados e espalhados com auxilio da
alca de Duralski, 0,1mL das dilui¢des 10° 10 e 107 sobre a superficie do agar Baird Parker
(Acumedia) enriquecido com emulsdo de gema de ovo e telurito de potassio. As placas foram
incubadas por 48 horas a 37+2°C, sob aerobiose (Brasil, 2003).

4.6.7. Andlise Sensorial

A analise sensorial de aceitagdo dos leites fermentados por lactobacilos foi realizada por
51 provadores individualmente, nos dias 14 e 28 de estocagem, em trés repeticdes, 0s participantes
eram ndo treinados e maiores de idade como estudantes, professores e funcionarios da UFMG que
tinham interesse e/ou habito de consumir leite fermentado, de acordo com o experimento
realizado por Viegas et al. (2010). As amostras de leites fermentados foram codificadas com
sequéncias aleatorias de digitos e servidas aos provadores, dentro de cabines individuais, em
porcBes de 25 mL em copos de pléstico incolores a temperatura ndo superior a 10°C. Os
provadores receberam ficha contendo escala hed6nica de cinco pontos, que solicitou a expressao
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do grau de aceitacdo dos produtos provados em: 1= Desgostei muito, 2= N&o gostei, 3= Nao
gostei nem desgostei, 4= Gostei, 5= Gostei muito, para que os dados fossem analisados
estatisticamente. Os provadores também foram avaliados quanto a intencdo de compra dos leites
fermentados, indicando se comprariam ou nao cada um dos produtos avaliados. A realizacdo das
anélises sensoriais foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG sob niimero
do projeto: CAAE- 48320015.1.0000.5149 (Anexo V).

4.7. Delineamento Experimental

O programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA) foi
utilizado para a realizacao de todas as analises estatisticas.

As médias dos tratamentos considerando o valor dos halos (mm) de inibigdo para o teste
de antagonismo in vitro “spot-on-the-lawn” demonstraram resultado ndao normal, portanto, foram
analisadas pelo teste de Kruskall Wallis com p6s-teste de Dunn em nivel de significancia de 5%
(Sampaio, 2002).

Para comparacdo das médias dos tratamentos, considerando os parametros fisico-
guimicos, durante os periodos de estocagem dos leites fermentados, a analise estatistica utilizada
foi o teste de Two-way ANOVA, em nivel de significancia de 5%. Para a enumeracéo de bactérias
acido-lacticas (UFC/mL) em meio agar MRS (Difco), a analise estatistica utilizada foi o teste de
One-way ANOVA em nivel de significancia de 5%. Os resultados da avalia¢do sensorial foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis.

Os resultados das analises microbioldgicas dos leites fermentados utilizaram estatistica
descritiva.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de antagonismo in vitro contra E. coli EHEC e EIEC

O teste de antagonismo in vitro obteve como médias e desvio padrdo (c) para 0S grupos
compostos por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 contra E. coli enterohemorragica (EHEC) e
E. coli enteroinvasiva (EIEC) os resultados descritos na Figura 3. Os resultados demonstraram
gue todos Lactobacillus testados desenvolveram halos de inibicdo contra 0s micro-organismos
patdgenicos. L. plantarum B7 obteve valores de 55,59 mm frente a EHEC e de 57,86 mm contra
EIEC. Os halos de L. rhamnosus D1 foram maiores que a outra BAL testada, para EHEC e EIEC,
com valores de 67,46 mm e 91,01 mm, respectivamente. Sendo o0 maior halo encontrado o de L.
rhamnosus D1 contra EIEC.

Costa et al. (2013) também avaliaram o antagonismo dessas bactérias acido-laticas e
encontraram para L. plantarum B7 e L. rhamnosus no antagonismo contra E. coli ATCC 25922,
respectivamente halos de 32,24 mm e 41,87 mm, sem diferengas estatisticamente significativas.
Alguns pesquisadores também demonstraram a atividade inibitoria de Lactobacillus spp. contra
E. coli e outras bactérias patogénicas (Garde et al., 2001; Caridi, 2002).
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Figura 1. Médias dos halos de inibicdo (mm) e desvio padrdo dos testes de antagonismo in vitro
de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 contra E. coli EHEC e E. coli EIEC

No estudo de Chioda et al. (2007), todas as amostras de Lactobacillus mostraram-se
capazes de inibir E. coli EHEC, com halos de inibigdo (medida do raio) variando de 12 a 15 mm,
sendo que a maioria apresentou 14 mm, consideradas pelo autor como fortes halos de inibicéo.
Ogawa et al. (2001) estudaram o efeito inibitério de L. acidophilus YIT 0070 sobre E. coli
(EHEC) O157: H7 e relataram que a inibicdo do crescimento e a atividade bactericida de L.
acidophilus ocorreram devido a producdo de &cido latico e a diminuicdo do pH. Em pesquisa
realizada por Guedes-Neto et al. (2005), L. rhamnosus foi uma das espécies que apresentou as
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maiores médias dos halos de inibicdo frente a Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
como na inibicéo de E. coli, com 69,77 mm no halo formado.

O 4cido latico € um dos fatores de inibicdo mais importantes no caso dos Lactobacillus
avaliados nessa tese. Esse &cido causa efeito bacteriostatico ou bactericida (Grajek et al., 2005).
A producéo de bacteriocinas também pode ser responsavel pela inibicdo. Nao foram observadas
diferencas (p> 0,05) entre a capacidade de inibigdo entre as amostras de BAL, apenas na
susceptibilidade de cada reveladora. O que pode ser observado é um maior halo de inibicdo da
EIEC por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 e em seguida da EHEC.

Porém as substancias potencialmente inibidoras como os &cidos orgénicos (acido latico)
e as bacteriocinas possuem pesos moleculares diferentes. Portanto, migram de forma distinta
dentro do 4gar, dificultando uma comparacéo dos didametros dos halos em termos numéricos. A
relacdo é inversamente proporcional quanto ao tamanho das particulas formadas por cada
substancia, sendo a taxa de difusdo dos halos facilitada por particulas de menor volume e
dificultada com as de grande volume (Savino et al., 2011).

5.2. Teste de protec¢do in vivo contra E. coli EHEC e EIEC

5.2.1. Transloca¢do em camundongos Balb/c

Os experimentos de translocagdo para bago e figado em camundongos Balb/c inoculados
diariamente com lactobacilos probiéticos, desafiados no sétimo dia com EHEC ou EIEC e
sacrificados no décimo quinto dia foram negativos, ndo apresentaram crescimento nas diluicdes
testadas. Nesse caso, ndo pode ser vinculada a redugdo na infeccéo sistémica pela administragdo
oral de L. plantarum B7 ou de L. rhamnosus D1, pois também ndo houve crescimento nos
controles. Porém pode-se considerar por meio desses resultados negativos de translocacéo,
seguranca na utilizagdo oral dessas BAL. Esses achados sdo confirmados em alguns estudos
semelhantes, que administraram oralmente L. rhamnosus HNOO1 (DR20E), L. acidophilus
HNO17 e Bifidobacterium lactis HNO19 (DR10E), ou Lactobacillus plantarum 299v e também
ndo encontraram incidéncia de translocagdo bacteriana, confirmando o uso seguro dessas
bactérias potencialmente probidticas (Mangell et al., 2012; Zhou et al., 2000).

Ja no estudo de Gill et al. (2001) demonstrou que o tratamento com cepas probiéticas antes
do desafio com enteropatdgenos pode conferir uma excelente protegdo contra translocagao e
infeccdo sistémica. No caso do probidtico ser administrado apds o desafio, 0 mesmo pode ter
atuacdo contra os patdégenos, porém a resposta obtida ndo deve ser tdo eficaz quanto se o pré-
tratamento houvesse sido realizado.

5.2.2. Analises histopatoldgicas
5.2.2.1. Exames histologicos dos rins, figados e célons

Foram examinados cortes histoldgicos de rim, figado, célon e ileo e documentados de
acordo com as imagens obtidas na microscopia optica. Os rins, figado e célons do grupo controle
e de todos os grupos infectados (desafiados) apresentaram altera¢Oes histopatolégicas pouco
significativas e inespecificas, tais como algum grau de edema da mucosa intestinal col6nica,
discretas alteracGes descamativas do epitélio de superficie nos célons, e apenas alteracdes
congestivas nos vasos dos rins e figado (Figura 4). Os animais dos grupos tratados apenas com
probidticos (B7 e D1) ndo apresentaram alteragdes.
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Figura 2. Aspectos histolégicos dos rins e dos figados dos grupos inoculados com EHEC e EIEC
sem les@es dignas de nota (10X Barra: 100 pm). (A) rim do grupo EHEC, (B) rim do grupo EIEC,
(C) figado do grupo EHEC, (D) figado do grupo EIEC, (E) c6lon do grupo EHEC, (F) c6lon do
grupo EIEC. Coloragdo com Hematoxilina-Eosina.
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5.2.2.2. Exames histologicos dos ileos dos grupos inoculados com EHEC

As andlises dos intestinos delgados (ileos) dos grupos infectados mostraram alteracdes
que variaram entre os grupos e foram descritas e documentadas abaixo.

As lesdes do grupo infectado com EHEC atingiram alguns animais do grupo enquanto
outros estavam preservados. Houve discreta perda focal da arquitetura das vilosidades intestinais,
com pequenas areas de rebaixamento do epitélio, e evidencias de necrose focal da submucosa e
mucosa (Figura 5A, B).

N&o houve grandes diferencas em relacdo ao grupo desafiado com EHEC e tratado com
probiético, sendo que ndo houve elementos para sugerir protecdo por L. plantarum B7 no tempo
de tratamento. As lesbes foram raras, focais, atingindo a camada mucosa e submucosa, geralmente
associadas a presenca de congestdo venosa dos vasos da camada submucosa. Houve focos de
rebaixamento da altura e perda focal da arquitetura das vilosidades e alguns pequenos focos de
ulceracdo superficial associados a necrose coagulativa, sem presenca de fibrina, células
inflamatdrias ou outras alteragdes regenerativas do epitélio (Figura 5C).

As lesBes do grupo desafiado com EHEC e tratadas com L. rhamnosus D1 foram
irregulares, infrequentes, apresentando um quadro discretamente melhor do que o grupo desafiado
apenas com EHEC (Figura 5D)

Portanto, a apresentacéo focal e esporadica das lesdes e os quadros semelhantes tornaram
mais dificeis as analises comparativas do grupo EHEC, com os grupos desafiados e tratados com
0s probioticos.
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6gicos dos ileos dos grupos infectados com EHEC (

(4X Barra: 100 um) e (10 X Barra: 100 um), respectivamente, (C) grupo desafiado L. plantarum
x EHEC (4X), (D) grupo desafiado L. rhamnosus x EHEC (4X). Setas continuas: lesGes com perda
focal da arquitetura das vilosidades intestinais. Setas tracejadas: necrose focal da submucosa e
mucosa. Coloragdo com Hematoxilina-Eosina.

Figura 3. Aspectos histol

Shu e Gill (2002) investigaram os efeitos de protecdo de camundongos BALB/c e
C57BL/6 tratados com L. rhamnosus HNO0O1, durante 7 dias e desafiados contra E. coli O157:H7
por mais 7 dias. Ao contrério dos resultados encontrados nessa tese, o estudo anterior relatou que
camundongos tratados com o probi6tico L. rhamnosus HN0O1 podem reduzir o grau de gravidade
da infeccdo por E. coli 0157:H7, além de aumentar as respostas da imunidade humoral e celular.
J& Mirzaei et al. (2012) utilizaram o L. plantarum e o L. casei, que foram isolados de queijo
Ligvan, no desafio contra E. coli O157: H7 e também obtiveram efeitos inibitérios na infeccédo
por essa bactéria. No trabalho desenvolvido por Namjoo et al. (2012), os camundongos infectados
apos o dia 7 com EHEC e tratados durante 14 dias com Bifidobacterium angulatum apresentaram
menor duracdo e reducdo na severidade da doenca ocasionada. Ogawa et al. (2001) ndo
encontraram lesdes histopatolégicas notaveis no grupo tratado com L. casei contra E. coli
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0157:H7, exceto pelo aumento na atividade mitética no cécum e a leve esfoliacdo no epitélio do
cblon, ao contrario das lesdes de necrose no topo das vilosidades e a crescente invasdo e
crescimento de EHEC no jejuno e ileo; assim como vacuolos e esfoliacdo nas células epiteliais,
infiltracBes pseudo-eosinofilicas e atividade mit6tica no ceco; e esfoliagdo e necrose no colon.

Porém, de acordo com Karpman et al. (1997) e Conlan e Perry (1998) os camundongos
convencionais Balb/c demonstraram uma relativa resisténcia a infeccdo com E. coli O157:H7.
Eles conseguiram uma diminui¢do no nimero dessas bactérias a uma curta duracdo, comparado
a outras espécies de camundongos e produziram mais niveis séricos de IgA especifico contra o
antigeno O157 nas respostas de infec¢Bes primarias e secundarias, ao contrario dos baixos niveis
encontrados em camundongos da espécie C57BL/6. A idade dos camundongos BALB/c
desafiados com essa bactéria também foi avaliada por Brando et al. (2008), que constataram que
apenas os camundongos com idade inferior a 21 dias apresentaram manifestacdes sistematicas da
doenca, assim como lesdes histopatoldgicas. Portanto, a idade desses animais pode ser um
importante fator na suscetibilidade frente a EHEC. Como no atual trabalho foi utilizado essa raga
de camundongos BALB/c e com idades superiores a 21 dias, pode-se ter uma explicagdo pelas
lesbes raras e sem diferencas significativas encontradas nos animais infectados por E. coli
O157:H7.

5.2.2.3. Exames histologicos dos ileos dos grupos inoculados com EIEC

As lesdes ileais do grupo inoculado com EIEC foram focais, atingindo as camadas
mucosa e submucosa, geralmente associadas a presenca de congestao venosa dos vasos da camada
submucosa. Houve focos de rebaixamento da altura e perda focal da arquitetura das vilosidades e
alguns pequenos focos de ulceracdo superficial associados a necrose coagulativa sem presenca de
fibrina, células inflamatdrias, ou outras alteracbes regenerativas do epitélio. Em comparagdo com
o desafio dos grupos infectados com EHEC, este grupo apresentou lesdes mais bem definidas e
frequentes e se prestou melhor para compara¢cdes com os grupos tratados pelos probi6ticos
(Figura 6 A, B).

A maior parte dos animais desse grupo tratados com L. plantarum B7 e desafiados com
EIEC protegeu a mucosa, que apresentou discreta extensdo da mucosa baixa, e apenas edema de
vilosidades que estavam altas e com epitélio integro. Ha elementos para sugerir protecdo nesses
casos (Figura 6 C).

Os animais do grupo tratado com L. rhamnosus D1 e que foram inoculados com EIEC,
apresentaram ileo preservado na maioria deles (Figura 6 D). Houve preservacdo da maior parte
dos ileos examinados, que apresentaram apenas discretos focos de congestdo da submucosa e
edema associado. Em apenas um dos animais do grupo houve uma area lesada em pequena
intensidade (apenas vilosidades mais baixas e edematosas). Nos demais casos, ndo houve areas
de leséo significativas, sugerindo uma grande protec¢do por L. rhamnosus D1.
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100 um) e (10 X Barra: 100 um), respectivamente, (C) grupo desafiado L. plantarum x EIEC
(4X), (D) grupo desafiado L. rhamnosus x EIEC (4X). Setas continuas: lesdes com perda focal da
arquitetura das vilosidades intestinais. Setas tracejadas: necrose focal da submucosa e mucosa.
Coloragdo com Hematoxilina-Eosina.

Medici et al. (2005) investigaram a capacidade de protecdo na administracdo oral de
algumas espécies probioticas como L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. termophilus
contra E. coli EIEC em camundongos BALB/c e encontraram um aumento na porcentagem de
fagocitoses e no numero de células IgA no jejuno e ileo, assim como uma diminui¢do na
colonizagdo do figado e bago pelas bactérias e um aumento na secrecdo de IgA anti-E. coli nos
fluidos intestinais, em comparacdo ao grupo controle. Na histopatologia, foi encontrado nos
animais infectados nos dias 5 e 7 um moderado infiltrado de linfocitos e mondcitos, em
comparagdo aos animais do grupo controle. N&o foram encontradas mudangas morfoldgicas
significativas, como a presencga de edema ou atrofia na mucosa no intestino, o que diverge dos
resultados na presente tese, como lesdes focais, com presenca de congestdo venosa, perda focal
da arquitetura das vilosidades e pequenos focos de ulceracdo e necrose, entre outros.
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No experimento realizado com linhagens de células epiteliais intestinais humanas
(HT29/cl.19% e Caco-2) e expostas a E. coli (EIEC 029:NM) e bactérias probidticas, como S.
thermophilus e L. acidophilus, houve resultados de protecdo, por meio de mecanismos de
interferéncia na invasao e adesdo dos patdgenos testados (Resta Lenert e Barret, 2003). Esses
mecanismos podem ser parte da explicacdo da protecdo fornecida por L. rhamnosus D1 contra
EIEC do trabalho atual, que podem ser comprovados por meio da realizacdo de futuros
experimentos na area.

A curva de sobrevivéncia ndo foi realizada nesse trabalho, pois as bactérias patogénicas
utilizadas, que séo E. coli EHEC e E. coli EIEC apenas causam na maioria dos casos morbidade
em camundongos Balb/c, como foi discutido por Karpman et al. (1997), Conlan e Perry (1998).
Além desses camundongos terem a idade acima de 21 dias, que também os tornam mais
resistentes as manifestacOes sistematicas da doenca (Brando et al., 2008).

5.3. Avaliacéo do leite de bufala in natura

Os resultados obtidos nas anélises fisico-quimicas e microbioldgicas do leite de bdfala
utilizado na fabricacéo de trés lotes de leites fermentados, encontram-se na Tabela 2. Os valores
observados apresentaram-se dentro da normalidade esperada para todos os parametros do leite
bubalino (Verruma e Salgado,1994; Nader-Filho et al., 1996; Vianni et al., 2000; Amaral, 2005a),
para a fabricagdo de um leite fermentado de boa qualidade.

A Federacdo Internacional de Laticinios (FIL-IDF) estabeleceu para leite obtido em
condicdes higiénicas insatisfatérias uma contagem total superior a 10° UFC/mL, portanto, como
os resultados desta pesquisa foram inferiores a esse valor (média de 3,0 x 10%), pode-se dizer que
a higiene foi adequada durante a ordenha e apdés a coleta (Ordofiez et al., 2005).

De acordo com pesquisadores, os padrfes baseados na CCS do leite de vacas ndo podem
ser comparados ao leite de bufalas, pois a tendéncia do leite bubalino é apresentar menores valores
de CCS. Essa maior resisténcia a mastite da glandula mamaria bubalina em relacdo & bovina se
deve aos aspectos anatdmicos e fisiol6gicos, como uma maior concentracao de neutréfilos no leite
e a presenga de um maior teor de lactoferrina, que possui atividade antibacteriana. (Silva e Silva,
1994; Amaral, 2005a; Araujo e Gheller, 2005).

Tabela 2. Parametros do leite de bufala resfriado na coleta de trés ordenhas

Amostra  Gordura  Proteina Lactose Solidos CCSs!? CBT 2
(%) (%) (%) Totais (%) (x1000/mL)  (x1000 UFC/mL)
1 7,05 3,67 4,95 16,71 37 1,5x10*
2 7,195 3,73 4,79 17,78 32 1,7 x 10*
3 7,32 3,73 4,84 16,94 33 5,8 x 10*
Média* 7,18+0,13  3,71+0,03 4,86+0,08 17,14+0,56 34+2,75 3,0 42,42 x 10*

* média * desvio padrdo; *CCS = Contagem de Células Sométicas; 2CBT = Contagem Bacteriana Total
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5.3.1. Teste de inibidores de crescimento microbiano

Apdbs a adicdo e crescimento da cultura para iogurte e adicdo do reagente TTC, as
amostras adquiriram coloragdo rosea, indicando presenca de crescimento bacteriano, ou seja,
auséncia de inibidores no leite. Essas amostras de leite de trés diferentes ordenhas de leite de
bufala foram entdo consideradas adequadas para o preparo dos leites fermentados deste
experimento, pois ndo apresentaram inibidores para o desenvolvimento e crescimento das culturas
de bactérias acido laticas utilizadas.

5.3.2. Curvas de Fermentacédo / Crescimento
5.3.2.1. pH

Os resultados de pH das curvas de fermentagdo obtidos sdo apresentados na Figura 7
(valores médios no Anexo V1), permitindo avaliar essa variavel durante a incubacédo a 37 £+ 2°C
dos leites de bufala esterilizados, adicionados de L. plantarum B7 ou L. rhamnosus D1. O término
da fermentagdo foi considerado baseando-se na observacdo da formacdo do coagulo,
especificamente no desprendimento do coagulo da parede do frasco e na determinacdo do pH
entre 4,5 e 5. Ocorreria retracdo do codgulo e dessoragem caso o leite fermentado permanecesse
por mais tempo incubado, o que levaria a interferéncia nos pardmetros fisico-quimicos, como pH
e acidez titulavel e também na aceitacdo dos produtos durante as analises sensoriais. A reducao
acentuada de pH comprometeria também a viabilidade das culturas probidticas durante o
armazenamento desses produtos sob refrigeracdo, uma vez que o pH baixo ao fim da fermentacao
resulta em maior queda de pH durante o periodo de estocagem sob refrigeracdo (Donkor et al.,
2006).

De acordo com as andlises das variagdes de pH durante o tempo inicial- 0 horas a 26 horas
de fermentagdo dos leites de bufala ndo foram observadas diferencas entre as médias dos
tratamentos (p>0,05). Os leites fermentados por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1
apresentaram pH inicial igual a 6,47 e 6,50 e pH final também semelhantes (4,97 e 4,88,
respectivamente) (p>0,05) . Os valores encontrados foram satisfatorios, pois o pH final deve estar
entre 4,5 e 5,0, podendo chegar a 4,0 durante a vida-de-prateleira do produto, sem prejudicar a
viabilidade das bactérias probiéticas (Lee e Salminen, 1995).

Os produtos elaborados apresentaram queda do pH semelhante ao longo da fermentagé&o,
que pode ser constatada pela semelhanca entre as curvas de fermentacdo no grafico da Figura 7.
No trabalho de Viegas (2008) também ocorreu a mesma tendéncia de queda do pH ao longo da
fermentacdo por outras BAL utilizadas.
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Figura 5. Médias de pH durante a fermentacéo de leites de bufala em 3 repeticdes, nos tempos de
fermentacdo (0-26 horas), por L. plantarum (B7) e L. rhamnosus (D1)

5.3.2.2. Enumeragdo das bactérias- &cido-laticas

Os valores apresentados na Figura 8 (valores numéricos no Anexo VI) retratam o
crescimento e a viabilidade das culturas L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 durante a
fermentacdo de leites de bufala esterilizados. A contagem média dos lactobacilos em cada leite
fermentado (3,9 x 10" para 0 D1 e 1,5 x 108 UFC/mL para o B7), no periodo de 26 horas de
fermentacdo foram superiores ao minimo estabelecido no RTIQ de leites fermentados — 10°
UFC/mL (Brasil, 2007). Para garantir que contagens adequadas de lactobacilos sejam mantidas
nos produtos fermentados, estocados sob refrigeracdo, durante todo o periodo de validade séo
desejaveis contagens mais elevadas de micro-organismos probidticos nos produtos finais, para
que alcancem o trato gastrintestinal e desenvolvam efeitos benéficos ao consumidor.

As médias das contagens totais de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 apresentaram
depois das doze primeiras horas, algumas quedas ou altas na enumeracdo de lactobacilos, com
contagens variando de 10" UFC/mL e alcancando 10® UFC/mL, que é esperado durante o
crescimento dessas BAL.
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Figura 6. Meédias de lactobacilos em trés repeti¢cbes das contagens (log UFC/mL) durante a
fermentacdo de leite de budfala esterilizado, nos tempos de fermentacdo (0-26 horas), por L.
plantarum (B7) e L. rhamnosus (D1)

5.4. Avaliacéo fisico-quimica dos leites fermentados durante o armazenamento
5.4.1. pH

O Anexo VII apresenta os valores de pH nos tempos 1, 14 e 28 dias de armazenamento
de leites fermentados de bufala elaborados com as culturas L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1,
a4-7°C.

Como pode ser observado na Figura 9, as variagfes de pH encontradas entre os leites
fermentados elaborados ndo foram diferentes (p>0,05) durante os 28 dias de estocagem sob
refrigeracdo a 4-7°C. Donkor et al. (2006) também n&do observaram diferenga na diminuicdo do
pH entre diferentes iogurtes adicionados de culturas probidticas, como L. acidophilus e L.
paracasei durante 28 dias e, segundo os referidos autores, as variacbes de pH observadas
(p>0,05), provavelmente, ndo foram capazes de interferir na viabilidade das culturas probiéticas
utilizadas. Porém, observando-se o Anexo VII, a diminuicéo de pH, com diferenca estatistica, foi
observada entre os dias de estocagem (1, 14 e 28) dos leites fermentados produzidos neste
experimento (p<0,05).

Com relagdo ao pH do iogurte, que possui culturas diferentes do leite fermentado,
produzido com leite de bufala integral, trabalhos anteriores apontam valores entre 4,03 (Scholz e
Antunes, 1996) e 4,74 (YYabu et al., 1988) ap6s cerca de 15 dias de armazenamento a 7° C.

Os resultados de pH ndo podem ser comparados com base no RTIQ de leites fermentados
(Brasil, 2007), pois esse parametro fisico-quimico ndo é abordado nessa legislacéo.
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Figura 7. Médias de pH durante a fermentac&o do leite de bafala, em trés repeti¢des, nos dias 1,
14 e 28 de armazenamento, armazenados a 4-7 °C e fermentados por L. plantarum (B7) e L.
rhamnosus (D1)

Faria et al. (2006a), mesmo utilizando leite de bifala desnhatado, também obtiveram
resultados parecidos em relagdo ao pH no primeiro dia de analise, com valores em torno de 4,86,
para a inoculagdo com L. casei em leite de bufala. Porém, a fermentagdo ocorreu em 24 horas, ao
contrario das 26 horas obtidas na atual pesquisa. Essa diferenca no tempo de fermentagdo pode
ocorrer de acordo com a agdo de cada bactéria ltica utilizada como in6culo.

5.4.2. Teor de proteina

A Tabela 3 apresenta os teores de proteina nos tempos 1, 14 e 28 dias de armazenamento
a 4-7°C de leites fermentados de bufala elaborados com as culturas L. plantarum B7 e L.
rhamnosus D1.

Os resultados percentuais dos teores de proteina dos leites fermentados analisados nédo
apresentaram interacdo significativa com os tempos (dias) de estocagem sob refrigeracéo a 4-7
°C (p>0,05). Portanto, mesmo apds os 28 dias de armazenamento o teor proteico se manteve
constante, indicando um produto de boa qualidade. Resultados parecidos foram encontrados no
iogurte de bufala produzido por Cunha Neto et al. (2005), que também nado encontraram variagoes
do teor proteico inicial. Faria et al. (2006a) obtiveram para o leite de bdfala fermentado com
Lactobacillus casei teor semelhante de proteina, com 3,63%, assim como os valores proximos
nos trabalhos de Barbosa et al. (2002), de 3,79%; Cunha Neto et al. (2005), de 4,68%.

Com base no RTIQ de leites fermentados (Brasil, 2007), as médias dos produtos
apresentados na Tabela 3 indicam que todos atenderam ao requisito minimo estabelecido para
produtos de leite de vaca, que é igual a 2,9% de proteina.
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Tabela 3. Médias dos teores de proteina, de trés repeti¢bes de leites de bufala fermentados por L.
plantarum B7 e L. rhamnosus D1, durante os dias 1, 14 e 28 de estocagem sob refrigeracéo a 4-
7°C

Tempos (dias) Proteina (%0)

B7 D1
1 3,60Aa 3,68Aa
14 3,64Aa 3,73Aa
28 3,63Aa 3,65Aa
Média 3,62 3,68
Desvio-padrao 0,020 0,040

5.4.3. Teor de gordura

A Tabela 4 apresenta os teores de gordura nos tempos 1, 14 e 28 dias de armazenamento
a 4-7°C de leites fermentados de bdfala elaborados com as culturas L. plantarum B7 e L.
rhamnosus D1.

Os resultados percentuais dos teores de gordura dos leites fermentados analisados nédo
apresentaram interacao significativa com os tempos (dias) de estocagem sob refrigeracéo a 4-7
°C (p>0,05). Portanto, mesmo ap6s os 28 dias de armazenamento a porcentagem de gordura se
manteve constante, ndo ocorrendo degradacdo da mesma, indicando um produto de boa qualidade.

Os teores de gordura, encontrados nos leites fermentados de bdfala, foram similares aos
relatados por Rocha et al. (2008) de 6,0%; Cunha Neto et al. (2005) com 6,80% e Borges et al.
(2009) com 5,33%.

Tabela 4. Médias dos teores de gordura, de trés repeticdes de leites de bufala fermentados por L.
plantarum B7 e L. rhamnosus D1, durante os dias 1, 14 e 28 de estocagem sob refrigeracdo a 4-
7°C

Tempos (dias) Gordura (%)

B7 D1
1 6,0Aa 5,7Aa
14 6,2Aa 5,6Aa
28 5,9Aa 5,2Aa
Média 6,03 5,50
Desvio-padréo 0,152 0,264
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5.5. Avaliacdo microbiolégica dos leites fermentados

5.5.1. Enumeracao de bactérias acido-laticas

A Figura 10 (valores numéricos no Anexo VII) apresentam as contagens totais das
bactérias acido-lacticas (Logio UFC/mL), nos tempos 1, 13 e 27 dias de armazenamento de leites

fermentados de bufala elaborados com as culturas L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, a 4-7°C.

u B7
D1

LOG UFC/mL
o P N W M 01 ® N © ©

1 13 27
Dias de armazenamento

Figura 8. Médias das contagens de bactérias acido laticas (Log10 UFC/mL) em agar MRS no leite
de bufala fermentado, em trés repeticOes, nos dias 1, 13 e 27 de armazenamento, por L. plantarum
(B7) e L. rhamnosus (D1) e armazenados a 4-7 °C

Né&o foi observada diferenca (p>0,05) entre os valores médios de trés repeticGes das
contagens (Logio UFC/g) das bactérias laticas totais presentes nos dois leites fermentados e nos
valores médios dessas contagens durante cada um dos trés tempos (dias) diferentes de estocagem
sob refrigeracéo a 4-7°C (Figura 10).

O pH de fermentacdo foi suficiente para garantir a inibicdo do crescimento de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes, pois esse pH deve estar na faixa de 4,5 e 5,
correlacionando-o com a acidez para o leite fermentado (Brasil, 2000), como foi encontrado na
tese em questdo, com valores de pH entre 3,98 e 4,8 entre os dias 1, 14 e 28 de armazenamento.

A legislacdo brasileira estabelece requisitos minimos de contagens de micro-organismos
especificos de 10° nos leites fermentados, que devem ser cumpridos durante todo o prazo de
validade desses produtos (Brasil, 2007). A adequacdo ao padrdo pode ser verificada nos
resultados, durante os 28 dias de estocagem sob refrigeracéo, pois os produtos fermentados (B7 e
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D1) apresentaram contagens entre 10’ e 108 UFC/g. Portanto, os niveis populacionais das
bactérias no leite fermentado ndo foram prejudicados pelo armazenamento sob refrigeracéo e/ou
pela acidificacdo do produto, demonstrando um aspecto tecnoldgico positivo das bactérias acido-
laticas testadas.

Em alimentos probioticos é necessario que as bactérias laticas possam ser cultivadas em
escala industrial, com o produto final possuindo vida média variando de 15 a 30 dias, micro-
organismos viaveis e em nimero adequado (>10°% UFC/g) e propriedades sensoriais, como cor,
aroma, sabor e textura aceitaveis durante a vida-de-prateleira (Brasil, 2000; Trabulsi e Sampaio,
2000).

De acordo com Gomes e Malcata (1999), para se obter a dose diaria minima recomendada
pelo consumo de 100 g do produto (10°-107) no trato gastrintestinal, é necessario o nimero
elevado de 10® a 10° micro-organismos viaveis no produto final. Para manter o efeito dos micro-
organismos na composicao da microbiota intestinal, que possuem colonizacdo temporéria, estes
produtos devem ser consumidos regularmente.

Na pesquisa de Faria et al. (2006a) em leite fermentado produzido com leite de bufala, o
namero inicial médio de log UFC/mL para L. casei foi 11,00 e o final variou entre 10,08 para o
produto estocado a 5°C e 9,63 para a estocagem a 10°C. A viabilidade média de B. longum foi
10,46 log UFC/mL no tempo inicial, variando entre 9,92 e 9,60 log UFC/mL no tempo final para
0 produto estocado a 5 e 10°C, respectivamente.

5.5.2. Pesquisa de coliformes totais e termotolerantes

Na pesquisa de coliformes totais e termotolerantes, em todos os leites fermentados, ndo
foi observada presenca de gas em nenhum dos tubos contendo caldo Lauril Sulfato de Sodio e
tubos de Durhan invertidos. Por isso, somente a Prova Presuntiva foi realizada durante essa
analise. Esses resultados indicam qualidade microbioldgica superior a exigida no RTIQ de leites
fermentados (Brasil, 2007), com um processo de producdo e armazenamento dos leites
fermentados produzidos, com boa qualidade higiénico-sanitaria e ndo causando interferéncias no
produto final.

5.5.3. Pesquisa de bolores e leveduras

Né&o foi observado o crescimento de col6nias de bolores e leveduras nas placas incubadas
com as amostras dos leites fermentados. Os resultados indicaram auséncia de bolores e leveduras
em todos os leites fermentados armazenados durante os 28 dias sob refrigeracdo a 4-7°C. Esse
resultado comparado com o RTIQ de leites fermentados (Brasil, 2007), que permite até duas
amostras entre cinco com contagens entre 50 a 200 UFC/g, indica uma qualidade superior a
exigida. E também demonstram que ndo houve contaminagdo ambiental ou por manipulag&o por
bolores e leveduras.

5.5.4. Pesquisa de Salmonella spp.
Os resultados dos leites fermentados durante o periodo de armazenamento apresentaram
auséncia de Salmonella spp., estando as amostras de acordo com os padr@es estabelecidos na

Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n°. 12 (BRASIL, 2001). Esses resultados sédo
semelhantes aos relatados por Queiroz et al. (2002).
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5.5.5. Pesquisa de Staphylococcus spp.

N&do existem na RDC n°. 12 (Brasil, 2001) e no RTIQ (Brasil, 2007) padrdes para
contagem de Staphylococcus spp., mas o resultado negativo demonstra a seguranca e a qualidade
na producdo e manipulagéo dos leites fermentados produzidos com leite de bafala e armazenados
durante 28 dias, sob refrigeracéo a 4-7°C.

5.6. Analise Sensorial
5.6.1. Teste de aceitacdo pela escala heddnica de cinco pontos e intencdo de compra

As medianas apresentadas na Tabela 5 referem-se aos resultados da analise sensorial dos
leites fermentados de bufala por L. plantarum (B7) e L. rhamnosus (D1) a cada grau de aceita¢éo
(gostei muito a desgostei muito), representados em forma de pontos atribuidos presentes na escala
hed6nica de cinco pontos (1-5) da ficha sensorial.

Tabela 5. Medianas dos resultados do teste de aceitacéo (escala heddnica de cinco pontos) de
leites de bufala esterilizados, fermentados por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1
armazenados por 14 e 28 dias, sob refrigeracdo 4-7°C

Leites Dias de armazenamento
fermentados

14 28
B7 4Aa 4Aa
D1 4Aa 4Aa

Letras mindsculas iguais na mesma linha e maidsculas na mesma coluna ndo indicam diferenga estatistica
significativa (p>0,05) segundo teste de Kruskall Wallis

1- Desgostei muito, 2- N&o gostei, 3-N&o gostei nem desgostei, 4-Gostei, 5-Gostei muito

B7: leite fermentado por Lactobacillus plantarum; D1: leite fermentado por Lactobacillus rhamnosus

Os resultados da andlise sensorial dos leites fermentados armazenados por 14 e 28 dias
sob refrigeracdo a 4-7°C indicaram uma igualdade de preferéncia pelos leites fermentados por L.
plantarum B7 e L. rhamnosus D1, que apresentaram uma mediana (4) correspondente ao grau de
aceitacao “gostei”.

Os leites fermentados, com relagdo ao aspecto sensorial, ndo apresentaram diferenga
(p>0,05) entre os dois tempos de estocagem avaliados (14 e 28 dias), sugerindo que o periodo de
28 dias pode ser utilizado como tempo de validade para esses produtos, pois esse periodo de
estocagem sob refrigeracdo a 4-7°C ndo alterou as caracteristicas sensoriais dos produtos
avaliados.

Os comentérios das fichas de anélise dos leites fermentados estavam divididos em
provadores que indicaram tanto o leite fermentado com L. plantarum B7, como o L. rhamnosus
D1 como o mais acido. Além disso, como o leite fermentado foi produzido com leite de bufala
integral, algumas pessoas escreveram sobre o excesso de gordura em relagdo a outros leites
fermentados e 0 aspecto ruim em relag&o a essa textura na boca, o que pode ser contornado com
a padronizacdo dessa gordura. Alguns trabalhos que abordaram a avaliacdo sensorial de iogurte
produzido com leite de bdfala também indicaram uma menor aceitagdo desses produtos em
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relacdo aos produtos produzidos com leite integral bovino (Yabu et al., 1988; Queiroz et al., 2002,
Cunha Neto et al., 2005). Porém, Chawla e Balachandran (1994) demonstraram que o iogurte de
leite de bufala padronizado contendo 3,0% de gordura apresentou um desempenho melhor na
avaliacdo sensorial realizada por provadores treinados.

No trabalho de Faria et al. (2006a), o resultado dos leites fermentados de bufala com L.
casei e B. longum também tiveram uma boa aceitacdo, a média variou de 6,68 a 6,98, que
correspondem as classificagdes “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”, sendo que a
escala hedonica utilizada foi a de 9 pontos. Neres et al. (2014) utilizaram no leite fermentado de
bufala, cultura latica probidtica mista de S. thermophilus, L. acidophilus e Bifidobacterium spp. e
também encontraram uma boa aceitacdo na maioria das notas, para todos os critérios, como cor,
aroma, sabor e aceitacdo global, com valores entre 7 e 9 (respectivamente, gostei regularmente e
gostei extremamente). Os iogurtes de leite de bufala desenvolvidos na pesquisa de Santa Rosa
(2011) também tiveram um bom resultado nas médias das notas no teste de aceitacdo, usando a
escala hedonica de 9 pontos, variando de 5,8 a 7,7, com o intervalo entre as classificagdes de
gostei ligeiramente e gostei muito.

O resultado da analise da intencdo de compra dos leites de bufala fermentados com L.
plantarum B7 e L. rhamnosus D1 corroborou com a aceitabilidade dos produtos. O leite
fermentado D1 teve 63,28% e o B7 teve 61,31% de intencdo de compra nos dois dias de
armazenamento (Tabela 6). Neres et al. (2014) encontraram na intengdo de compra do leite de
bufala fermentado, sabor acerola, que 71% dos provadores comprariam o derivado, 24% talvez
comprassem e 6% ndo comprariam. Resultados semelhantes de intencdo de compra foram
relatados por Borges et al. (2009) e Santa Rosa (2011). Com esses resultados de boa aceitacéo e
intencdo de compra dos leites fermentados de bufala e como ndo ha no mercado a venda desse
tipo de leite fermentado, seria interessante a producéo desse derivado lacteo em escala industrial,
visto que o leite de bufala possui qualidades tecnoldgicas e nutricionais superiores ao leite de
vaca. Como na presente tese ndo foram utilizados adjuvantes na tecnologia de producéo do leite
fermentado e ainda assim 0 mesmo obteve boa aprovagao por parte dos provadores, a sugestao de
padronizar a gordura do leite de bufala, adicionar sabores de frutas e outros tipos de ingredientes
levaria o produto a ter uma demanda de mercado compativel e com maiores chances de competir
com similares produzidos com outros tipos de leite.

Tabela 6. Analise da intencdo de compra dos leites fermentados de bdfala com L. plantarum B7
ou L. rhamnosus D1, nos dias 14 e 28 de armazenamento sob refrigeracédo a 4-7°C

Leites fermentados Dias

14 28 Média Desvio-padrdo
L. plantarum B7 60,13 % 62,50 % 61,31 % 0,016
L. rhamnosus D1 63,40 % 63,16 % 63,28 % 0,001
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6. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

As amostras de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 isoladas de queijo Minas artesanal
da Serra da Canastra apresentaram os seguintes resultados:

As duas BAL testadas foram capazes de produzir halo de inibicdo frente aos micro-
organismos patogénicos nos testes in vitro, com maior inibigdo da EIEC por L. plantarum B7 e
L. rhamnosus D1, em seguida pela EHEC, indicando uma boa capacidade probidtica.

Nos testes in vivo, 0s animais do grupo tratado com L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1
e que foram inoculados com EIEC obtiveram melhores resultados na preservagao do ileo. Sugere-
se a utilizacdo do L. rhamnosus D1 contra a infec¢do por EIEC, pois manteram ileo preservado
na maioria deles, apresentando o melhor resultado de protecéo.

Os leites de bufala fermentados por L. plantarum e L. rhamnosus apresentaram
acidificagdes similares (p < 0,05), e a diminuicdo do pH entre os dias de estocagem (1,14 e 28)
ndo interferiram na viabilidade das culturas probidticas.

Houve manutencéo de contagens de lactobacilos adequadas (acima de 10” UFC/mL) ao
longo do armazenamento sob refrigeragdo (4-7°C), durante 28 dias.

Os resultados da analise sensorial dos leites fermentados armazenados por 14 e aos 28
dias sob refrigeracéo a 4-7°C indicaram uma igualdade de preferéncia pelos leites fermentados
por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, que apresentaram uma mediana (4) correspondente ao
grau de aceitagdo “gostei”.

Na andlise por intencdo de compra, o leite fermentado D1 teve 63,28% e o B7 teve
61,31% nos dois dias de armazenamento, indicando que mesmo sendo produzido com leite
integral e sem sabores adicionados, estes produtos apresentaram uma boa aceitabilidade.

Portanto, a amostra de L. rhamnosus D1 parece ser o probidtico mais interessante na
utilizacdo em leites fermentados, sendo o leite de bdfala fermentado uma opgao viavel para a
veiculacgdo do probidtico aos seres humanos pelas qualidades nutricionais relacionadas a este.
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ANEXOS

ANEXO I: Resultados (meédias dos diametros de halos de inibicdo em milimetros obtidos de trés
repeticOes) dos testes de antagonismo in vitro de bactérias acido-laticas contra microrganismos

indicadores

Amostras produtoras
L. plantarum A17

L. casei A21

. rhamnosus A23

. rhamnosus B4

. casei B5

. plantarum B7

L. plantarum D13

L. plantarum B19

L. casei C7

W. paramesenteroides C10
L. rhamnosus D1

L. hilgardii D8

Legenda: A = Lactococcus sp. B12, B = L. rhamnosus B25, C = L. fermentum ATCC9338, D =

Oa
Oa
Oa
3,53a
Oa
3,19a
Oa
2,85a
Oa
Oa
Oa

Oa

Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
5,16a
Oa
Oa
5,57a

Oa

Micro-organismos indicadores

C
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa
Oa

Oa

D
37,04b
37,27b
47,90b
41,20b
47,07b
32,24b
36,43b
57,11b
33,91b
51,57b
41,87b

34,91b

E
73,82b
67,10b
60,87b
64,21b
66,16b
71,38b
73,77b
74,48b
45,52b
60,63b
62,64b
72,78b

=
56,18b
48,68b
57,13b
45,12b
55,95b
61,41b
41,93b
63,16b
41,74b
59,16b
49,32b
60,29b

G
35,75b
33,82b
42,03b
23,01b
32,47b
24,42b
34,54b
49,99b
20,98b
29,64b
48,08b
38,04b

Escherichia coli ATCC 25922, E = L. monocytogenes ATCC 15313, F = S. typhimurium ATCC 14028 e

G =S. aureus ATCC 29313

Resultados seguidos por letras mindsculas distintas na mesma linha séo diferentes (P<0,05) pelo teste de

KruskalWallis

Fonte: Costa et al, 2013
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ANEXO II: Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de 12 amostras de bactérias acido-laticas
isoladas de queijo-de-minas artesanal

Amostra

L
L

r - - - - - -

L.

W. paramesenteroides C10

. casei A21

. casei B5

. casei C7

. rhamnosus A23
. rhamnosus B4

. rhamnosus D1

. plantaraum A17
. plantaraum B7

. plantaraum B19
. plantaraum D13

hilgradii D8

R

l 2 »w »w X/ XO”/V XWVW AOT X[V DU

R

R
R

< Z
n o»

L XV AW X1V XD

MS

CAZ CIP DA

S

w O u u u unu u u u u uw

Antimicrobiano

E
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

GN

g »nw T »w OV u»vw »w AT »w AT O

S

OoX

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

p
MS

MS

MS

MS
R
R

MS

MS

MS

g XV XV XV XV XV XV OV AW AT AW ow»

R

w »nu »nu un unun u »nu unun unun u unun u -

VA

XXX X X XZ XV OV XNV OV XV AU X

Legenda: CAZ (ceftazidima-30 pug), DA (clindamicina -2ug), CIP (ciprofloxacina-5ug), E (eritromicina-
15ug), GN (gentamicina-10pug), OX (oxacilina-1ug), PEN (penicilina-10U), S (estreptomicina-30ug), TE
(tetraciclina-30pug), VA(vancomicina-30g)

R = resistente; MS = moderadamente sensivel; S = sensivel

Fonte: Costa et al, 2013
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ANEXO I11: Percentual de inibicdo de 12 amostras de bactérias acido-laticas isoladas de queijo-
de-minas artesanal da Serra da Canastra, em pH gastrico e sais biliares, nos tempos 6 e 12 horas
de crescimento

% inibicdo pH géstrico % inibicdo sais biliares
Amostras 6h 12h 6h 12h
L. casei A21 32,74 19,68 78,35 80,86
L. casei B5 03,16 00,00 82,12 81,06
L. casei C7 00,00 00,00 59,42 69,80
L. rhamnosus A23 58,70 05,02 70,29 73,10
L. rhamnosus B4 27,93 10,99 62,40 67,24
L. rhamnosus D1 00,00 08,10 79,80 77,64
L. plantaraum A17 17,55 02,55 88,81 89,73
L. plantaraum B7 18,86 18,99 42,95 33,74
L. plantaraum B19 00,00 00,00 14,82 04,74
L. plantaraum D13 04,47 00,00 27,89 46,31
L. hilgradii D8 16,62 10,06 88,81 89,73
W. paramesenteroides C10 01,19 01,95 62,20 66,13

Fonte: Costa et al, 2013
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ANEXO 1V: Certificado de aprovacio do projeto, expedido pelo Comité de Etica No Uso De
Animais — CEUA, da Universidade Federal de Minas Gerais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

_ CEUA
Rt COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG

Senhor(a) Professor(a) Marcelo Resende de Souza.

Apos analise de sua solicitacdo de avaliagio do projeto Avaliacdo do efeito protetor de lactobacilos de quetjo Minas
artesanal na infeccdo experimental por Escherichia coli e L. monocytogenes. submetido a esta comisséo pelo protocolo
80 /2015, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagio.

Justificativa: Aprovado na reumido do dia 11/05/2015.

Para acessar ao seu projeto clique no link:

https://'www ufme br/bioetica/cetea/ceua’
Belo Horizonte, 12/05/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www ufmeg br/bioetica/cetea’ceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos. 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar. Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte. MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufimg br
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ANEXO V: Certificado de aprovagéo do projeto, expedido pelo Comité de Etica Em Pesquisa —
COEP, da Universidade Federal de Minas Gerais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 48320015.1.0000.5149

Interessado(a): Prof. Marcelo Resende de Souza
Departamento de Tecnologia e Inspegao Animal
Escola de Veterinaria - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 13 de outubro de 2015, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagédo
do efeito protetor de lactobacilos de queijo de Minas artesanal na
infeccdo experimental de Escherichia coli e Listeria
monocytogenes” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

b -Profa. Dra. Telnfa Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora-.do COEP-UFMG

70 | v § @ (/v/ r‘r’/M poik 2 § ()4.(,/(’ NCS ‘»{@C V4 7?/é

M

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 1l - 2° andar - Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepiprpg.utimg.br
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ANEXO VI: Médias de pH e contagens de bactérias acido-laticas (log UFC/mL), de trés
repeticdes de leite de bufala fermentados com L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, nos tempos

de fermentacdo de 0 a 26 horas

Tempos Cont. UFC logio/mL pH
(horas)

B7 D1 B7 D1
0 7,54 Aa 7,01 Aa 6,47Aa 6,50 Aa
2 7,22 Aa 7,07 Aa 6,39 Aa 6,45 Aa
4 7,11 Aa 7,67 Aa 6,52 Aa 6,49 Aa
6 8,37 Aa 8,38 Aa 6,32 Aa 6,26 Aa
8 7,40 Aa 7,45 Aa 6,27 Aa 6,32 Aa
10 7,48 Aa 7,53 Aa 6,18 Aa 6,16 Aa
12 7,55 Aa 7,73 Aa 5,96 Ba 5,91 Ba
14 7,64 Aa 7,53 Aa 5,86 Ba 5,78 Ba
16 7,29 Aa 7,65 Aa 5,65 Ca 5,66 Ca
18 7,79 Aa 7,07 Aa 5,45 Da 5,47 Da
20 8,34 Aa 7,27 Aa 5,39 Ea 5,33 Ea
22 7,86 Aa 7,81 Aa 5,36 Ea 5,23 Ea
24 8,18 Aa 7,58 Aa 5,16 Fa 5,06 Fa
26 7,58 Aa 8,17 Aa 4,97 Ga 4,88 Ga
Média 7,66 7,56 5,85 5,82
Desvio- 0,39 0,39 0,52 0,55
padrao

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05)
Letras mindsculas iguais entre as colunas ndo indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)
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ANEXO VII: Médias de pH e contagens de bactérias acido laticas (Logio UFC/mL), de trés
repeticBes de leites de bufala fermentados por L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1, armazenados

a4-7°C
Tempos Cont. UFC logi/mL Tempos
(dias) (dias)

B7 D1 B7 D1
1 8,10 Aa 7,51 Aa 1 4,80Aa 4,75Aa
13 7,78 Aa 7,65 Aa 14 4,34 Ba 4,23 Ba
27 8,03 Aa 8,02 Aa 28 4,07 BCa 3,98 Ca
Média 7,97 1,72 Média 4,40 4,32
Desvio- 0,168 0,263 Desvio- 0,369 0,392
padrao padrao

Letras maiUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05)
Letras minusculas iguais entre as linhas ndo indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)
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