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RESUMO

Para ser considerado probidtico o microrganismo vivo, quando administrado em quantidades
adequadas, deve conferir algum beneficio a salde do individuo. Esses microrganismos
pertencem a diferentes géneros e espécies, tanto de bactérias como leveduras, e tém sido
associados a diversos efeitos benéficos. As bactérias laticas (BAL) podem ser encontradas em
diversas matrizes alimentares, como produtos lacteos, carneos, além de produtos de origem
vegetal (bebidas fermentadas indigenas e cacau). A microbiota enddgena dos Queijos Minas
Artesanais (QMA), confere caracteristicas organolépticas tipicas, composta principalmente por
bactérias laticas e leveduras presentes no leite, no ambiente de processamento e principalmente
no “pingo. A sele¢do de microrganismos probidticos a partir de queijos artesanais € de interesse
cientifico e industrial, devido ao potencial biotecnoldgico e funcional a ser explorado. Neste
contexto, o objetivo do presente estudo foi isolar, identificar e avaliar as propriedades
tecnoldgicas e probidticas de BAL isoladas a partir de QMA da regido da Canastra-MG. Para
tal, foi realizado isolamento e identificagdo das BAL pela analise protedmica, seguido dos testes
de potencial probidtico por meio das analises de atividade antimicrobiana frente a
microrganismos patogénicos, susceptibilidade a antibioticos e sobrevivéncia ao trato
gastrointestinal simulado. Posteriormente, foram realizados os testes de potencial tecnologico
através das analises de atividade proteolitica e lipolitica dos isolados. A espécie Lactobacillus
plantarum foi identificada em 40% dos isolados. Entre os demais, 15 foram identificados
apenas em nivel de género, Lactobacillus spp. (33%) e o restante (26%), ndo resultou em
identificacdo confiavel. Quanto a atividade antimicrobiana, as espécies L. plantarum LP116, L.
plantarum LP77, L. plantarum LP24 e L. plantarum LP48, demonstraram atividade inibitoria
contra todos os patdgenos avaliados (Staphylococcus aureus, Listeria. monocytogenes,
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC)). Os isolados que
apresentaram os melhores resultados de atividade antimicrobiana, foram selecionados para o
ensaio de simulacdo do trato gastrointestinal. Apenas o isolado L. plantarum LP24 apresentou
taxa de sobrevivéncia moderada (59,26 %). Ao avaliar a susceptibilidade a antibioticos, todos
os isolados avaliados foram sensiveis a pelo menos um antibiético das classes inibidor de
sintese proteica e de parede celular. Todos os isolados foram sensiveis a eritromicina e
ampicilina, e resistentes & vancomicina, norfloxacina e cloranfenicol. Quanto ao potencial
tecnoldgico, todos os isolados testados apresentaram alguma atividade proteolitica; onde, 0s
isolados L. plantarum LP94 e LP24, e Lactobacillus spp. L105 e L88 resultaram na maior
capacidade de degradar a caseina do leite. Dos isolados avaliados quanto a atividade lipolitica,
os isolados L. plantarum LP48 e LP94 e Lactobacillus spp. L41 resultaram em atividade
moderada. Dentre os isolados, L. plantarum LP24 exibiu interessantes propriedades probidticas
e tecnoldgicas, tornando-se o candidato mais promissor do presente estudo. O género
Lactobacillus € um dos mais avaliados quanto as caracteristicas tecnoldgicas em queijos
artesanais brasileiros e amplamente utilizado como cultura starter para a fabricacdo de uma
gama de produtos fermentados. Este estudo mostra como 0 QMA da regido da Canastra pode
constituir um bom reservatorio para novas cepas de BAL para industria.

Palavras-chave: Lactobacillus plantarum. Probiéticos. Queijos artesanais.



ABSTRACT

To be considered a probiotic, a live microorganism, when administered in adequate amounts,
must confer some benefit on the individual's health. These microorganisms belong to different
genera and species, both bacteria and yeast, and have been associated with several beneficial
effects. Lactic acid bacteria (LAB) can be found in various food matrices, such as dairy
products, meat, as well as products of plant origin (indigenous fermented beverages and cocoa).
The endogenous microbiota of Minas Artesanal Cheese (QMA) confers typical organoleptic
characteristics, composed mainly of lactic acid bacteria and yeasts present in the milk, in the
processing environment and mainly in the “pingo. The selection of probiotic microorganisms
from artisanal cheeses is of scientific and industrial interest, due to the biotechnological and
functional potential to be explored. In this context, the objective of the present study was to
isolate, identify and evaluate the technological and probiotic properties of BAL isolated from
QMA from the region of Canastra-MG. To this end, LAB isolation and identification was
performed by proteomic analysis, followed by probiotic potential tests through analyzes of
antimicrobial activity against pathogenic microorganisms, susceptibility to antibiotics and
survival in the simulated gastrointestinal tract. Subsequently, tests of technological potential
were performed through the analysis of proteolytic and lipolytic activity of the isolates. The
species Lactobacillus plantarum was identified in 40% of the isolates. Among the others, 15
were identified only at the genus level, Lactobacillus spp. (33%) and the remainder (26%) did
not result in reliable identification. As for antimicrobial activity, the species L. plantarum
LP116, L. plantarum LP77, L. plantarum LP24 and L. plantarum LP48, showed inhibitory
activity against all pathogens evaluated (Staphylococcus aureus, Listeria. monocytogenes,
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) and enterotoxigenic E. coli (ETEC)). The isolates
that showed the best results of antimicrobial activity were selected for the gastrointestinal tract
simulation assay. Only the isolate L. plantarum LP24 showed a moderate survival rate
(59.26%). When evaluating susceptibility to antibiotics, all isolates evaluated were sensitive to
at least one antibiotic of the protein synthesis inhibitor and cell wall classes. All isolates were
sensitive to erythromycin and ampicillin, and resistant to vancomycin, norfloxacin and
chloramphenicol. As for the technological potential, all tested isolates showed some proteolytic
activity; where, the isolates L. plantarum LP94 and LP24, and Lactobacillus spp. L105 and L88
resulted in the greatest ability to degrade milk casein. Of the isolates evaluated for lipolytic
activity, the isolates L. plantarum LP48 and LP94 and Lactobacillus spp. L41 resulted in
moderate activity. Among the isolates, L. plantarum LP24 exhibited interesting probiotic and
technological properties, making it the most promising candidate in the present study. The
Lactobacillus genus is one of the most evaluated regarding technological characteristics in
Brazilian artisanal cheeses and is widely used as a starter culture for the manufacture of a range
of fermented products. This study shows how the QMA from the Canastra region can constitute
a good reservoir for new strains of LAB for industry.

Keywords: Lactobacillus plantarum. Probiotics. Artisanal cheeses.
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1 INTRODUCAO

A alta demanda pelos consumidores, interessados em manter a satide por meio de
alimentos e suplementos dietéticos, gerou um mercado cada vez mais variado de alimentos e
suplementos, principalmente aqueles contendo probidticos (BINDA et al., 2020). De acordo
com a legislacdo brasileira, para ser considerado probidtico, 0 microrganismo vivo, quando
administrado em quantidades adequadas, deve conferir algum beneficio a satde do individuo.
Seu uso em alimentos requer a comprovacdo da sua seguranca e beneficios a saide (BRASIL,
2018). Esses microrganismos pertencem a diferentes géneros e espécies, tanto de bactérias

como leveduras, e tém sido associados a diversos efeitos benéficos.

As bactérias laticas podem ser encontradas em diversas matrizes alimentares, como
produtos lacteos, carneos, além de produtos de origem vegetal como as bebidas fermentadas
indigenas e o cacau (FONSECA et al., 2021). Dessa forma, tais fontes de alimentos séo
consideradas reservas potenciais de novas cepas probidticas. Os géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus sao membros importantes deste grupo
(SHOKRYAZDAN et al., 2014)

A microbiota enddgena, propria dos queijos minas artesanais (QMA), confere
caracteristicas organolépticas tipicas, e € composta principalmente por bactérias laticas e
leveduras presentes no leite e no ambiente de processamento. A principal fonte dessa microbiota
diversa é 0 “pingo”, que consiste em uma por¢do de soro fermentado originada da dessora de
queijos produzidos no dia anterior, coletado para uso como fermento na producdo do dia
seguinte (MARGALHO etal., 2020). Portanto, a sele¢do de microrganismos probidticos a partir
de queijos artesanais € de interesse cientifico e industrial, devido ao potencial biotecnoldgico e

funcional a ser explorado.

Neste contexto, o isolamento de bactérias laticas presentes na microbiota de QMA e 0
estudo de suas propriedades tecnoldgicas e probioticas, constitui-se um importante passo, tanto
na obtencdo de culturas microbianas, quanto na melhora da qualidade e padronizagdo dos
queijos minas artesanais. O objetivo do presente estudo foi isolar, identificar e avaliar as
propriedades tecnoldgicas e probidticas de bactérias laticas, a partir de Queijos Minas

Artesanais oriundos da microrregido da Canastra, no estado de Minas Gerais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijo Minas Artesanal

2.1.1 Tradicéo e relevancia econdmico-cultural

Dados histéricos demonstram que o Queijo Minas Artesanal (QMA) é produzido e
comercializado em varias regides de Minas, desde o século XVIII. A sua producdo nas fazendas
mineiras é altamente relevante para a composi¢do da renda dos produtores familiares, além de
possuir grande importancia social, bem como valor histérico e cultural. Dos 853 municipios
mineiros, mais de 500 produzem queijo artesanal, seja de forma legal ou informal (MENESES,
2006). Sendo este, um elemento importante da economia e da cultura agropastoril mineira desde
0s tempos coloniais até os dias atuais (MENESES, 2006; CAMARGO et al., 2021).

Os Queijos Minas Artesanais se diferenciam dos queijos industriais pela tradicdo no
modo de fabrica¢do, mantendo suas caracteristicas Unicas, muitas vezes associada a presenca
de uma microbiota enddgena especifica de cada regido de producdo. Essa microbiota é
responsavel por conferir aos queijos caracteristicas organolépticas distintas de aroma, sabor e
cor. A diversidade microbiana pode ser originaria do leite cru, do ambiente (utensilios e
manipuladores de alimentos), entretanto a principal fonte de biodiversidade é o “pingo”. O
pingo, nada mais &, que a porcao do soro fermentado proveniente do processo da dessora dos
queijos que foram produzidos no dia anterior e entdo, recolhido para ser utilizado na producéo
do dia seguinte (MENESES, 2006; KAMIMURA et al., 2019). E composto por bactérias laticas
tipicas de cada regido, considerado um acervo bacteriano e responsavel pelo padrdo
caracteristico de cada regido onde é produzido, refletindo suas especificidades (MENESES,
2006).

A producgdo de QMA diferencia-se da industrial pelo uso de processos manuais de
producéo, auséncia de pasteurizagéo do leite, e por ter a obrigatoriedade do emprego do pingo.
A quantidade de pingo utilizado varia em fungéo da quantidade de leite, do produtor e da época
do ano (MONTEIRO, 2018). Além da auséncia de pasteurizacdo, ndo sdo utilizadas etapas de
padronizacdo do produto, como o acréscimo de fermento industrial, aumento da temperatura de

coagulacdo, uso de equipamentos industriais (prensas, tanques com camisa de vapor). Além
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disso, deve-se considerar a grande variagdo na composi¢éo do leite e consequentemente, do
pingo (EPAMIG, 2019).

2.1.2 Producéo e maturacao do Queijo Minas Artesanal

A legislagdo mineira, Lei Estadual 20.549/2012, em seu Art. 4° descreve 0 processo de

producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) em 10 fases:

O processo de producgéo do queijo minas artesanal compreende as seguintes
fases: I filtrag@o do leite; Il adi¢do de cultura lactica e coalho; III coagulacao;
IV corte da coalhada; V mexedura; VI dessoragem; VII enformagem; VIII
prensagem manual; IX salga seca; X maturagdo (MINAS GERAIS, 2012).

Devido a regionalidade caracteristica do QMA, podem existir pequenas varia¢des na
técnica de elaboracdo entre as regides tradicionalmente produtoras. A fabricacdo de queijos
artesanais depende de uma série de fatores, dentre eles os principais sdo: composi¢édo do queijo;
temperatura de maturacéo e umidade relativa do ar (EPAMIG, 2019). Estes fatores interferem
diretamente no aspecto sensorial do queijo pronto, fazendo com que cada produto seja Unico.
Na Figura 1, é apresentado o fluxograma com as etapas de fabricacdo do QMA da Serra da
Canastra.

O processo de fabricacdo do QMA até o inicio da maturacdo tem duracdo média de trés
dias. No primeiro dia ocorre a coagulacao do leite recém-ordenhado com adicéo do coalho e do
pingo (MENESES, 2018). A microbiota nativa presente no leite cru, no soro-fermento (pingo),
no ambiente e em utensilios, é responsavel pela acidificacdo e formacdo do sabor e odor
caracteristicos do produto final. E composta principalmente de bactérias laticas (BAL) e alguns
fungos filamentosos e leveduras (MACHADO et al., 2004; NOBREGA, 2007).

Durante a etapa de fermentacdo do queijo, o pH deve diminuir, para que a maturagdo
ocorra normalmente e 0 queijo adquira as caracteristicas sensoriais desejaveis, evitando a
formagdo de uma massa com textura “borrachenta”. De maneira geral, a coagulagdo ocorre com
0 leite entre 32 °C a 34 °C, ja que 0 mesmo néo ¢ aquecido, sendo entdo fabricados logo apos
aordenha, aproveitando a temperatura em que o leite sai do Ubere para a coagulacdo (EPAMIG,
2019). A temperatura de coagulacdo do leite pode variar dependendo do tempo de espera do

leite para ser coagulado ou da temperatura ambiente da regido de producdo, sendo que o
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processamento devera ser iniciado até noventa minutos ap6s o comeco da ordenha (BRASIL,

2018).

Figura 1 — Fluxograma de producédo do Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra. Mapa da

microrregido da Canastra e respectivos municipios.
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Outro aspecto importante no processo de producao do QMA é a qualidade e inocuidade
da matéria prima, o leite. Os principais problemas de qualidade do leite sdo devido a presenca
de mastite no rebanho, residuos de antibioticos ou a contagem de bactérias totais (CBT) elevada.
Além disso, agentes causadores de zoonoses, como tuberculose e da brucelose podem ser
transmitidos pelo leite (EPAMIG, 2019). O controle da brucelose e tuberculose é feito por
programas do governo federal de controle de diagndstico e de vacinagdo, em que o produtor
deve seguir para garantir a sanidade do rebanho. J& o controle da mastite bovina, esta
relacionado a assisténcia veterinaria e aos cuidados do produtor, principalmente seguindo as
boas préaticas agropecudrias para obtencao higiénica do leite (EPAMIG, 2019). Conforme o Art.
3° da Portaria IMA N° 1.937/19:

Art. 3° A obtencéo de registro e a autoriza¢do para comercializagdo de seus
produtos ficam restritas a queijaria situada em propriedade rural certificado
como livre de brucelose e tuberculose, de acordo com as normas do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal
(PNCEBT), ou controlado para brucelose e tuberculose pelo IMA, no prazo
de até 3 (trés) anos a partir da publicagdo da Lei n° 13.860, de 15 de julho de
2019, sem prejuizo das demais obrigacdes previstas em legislacdo especifica
(MINAS GERAIS, 2019).

O Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) Decreto n° 9.013, de 29 de marcgo de 2017, descreve que queijos maturados sejam
aqueles em que ocorreram trocas bioquimicas e fisicas necessarias e caracteristicas de suas
variedades (BRASIL, 2017). A maturacdo € um processo importante para melhoria das
caracteristicas dos queijos, sendo a ultima fase da fabricacéo, podendo variar de semanas a até
mais de dois anos, dependendo do queijo produzido (COSTA et al., 2014). Atualmente, a
Portaria IMA N° 2051 07/2021, exige 14 dias para a microrregido de Araxa, Canastra e Serra
do Salitre, minimo de 17 dias para a microrregido do Serro e para as demais regides do Estado,
caracterizadas ou ndo como produtora de QMA, o periodo minimo de maturacéo sera de 22 dias
ou pelo maior periodo especificado em estudos cientificos (MINAS GERAIS, 2021).

A etapa de maturacdo age modificando as propriedades quimicas e fisicas da massa do
queijo, o que influencia a textura e a consisténcia do produto final. Além disso, sdo formados

0s compostos responsaveis pelo desenvolvimento do sabor, que € caracteristico de cada
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variedade de queijo produzido. As principais alteragdes fisico-quimicas que controlam o
crescimento de microrganismos em queijos, ocorrem em funcdo do conteldo de &gua, da
concentracdo de sal e do pH do meio (CAMPOS et al., 2021). Durante o periodo de maturagéo,
por meio de acdes enzimaticas (proteoliticas e lipoliticas), ocorre uma série de reagdes
bioldgicas, quimicas e bioquimicas complexas. Dos eventos bioquimicos que ocorrem nessa
etapa, a protedlise é o mais complexo e possui maior grau de importancia, sendo responsavel
por conferir a textura flexivel da massa, casca lisa, macia e sabor caracteristico de um queijo
maturado (BISCOLA et al., 2018; CAMPOS et al., 2021).

2.1.3 Microbiota do QMA

As bactérias laticas sdo responsaveis pela fermentacdo e coagulacdo do leite na fase
inicial da producdo de queijo, e durante a maturacéo, fornecem caracteristicas sensoriais de
interesse. A predominancia desses microrganismos em queijos artesanais é extremamente
desejavel, visto que, as BAL sdo responsaveis por conferir as caracteristicas sensoriais tipicas
em queijos artesanais, além de contribuirem para a seguranca do alimento através da producéo
de compostos antimicrobianos (CAMARGO et al., 2021; NERO et al., 2021).

Embora as BAL compreenda uma grande diversidade de bactérias, Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Weissella e Pediococcus,
representam os principais géneros identificados em queijos artesanais (PERIN et al. 2017,
CAMPAGNOLLO et al., 2018; CAMARGO et al., 2021; MARGALHO et al., 2021). Tal
diversidade ¢ influenciada por varios fatores, como regido de producao, raca, tipo de dieta de
rebanho, processo de fabricacdo (uso de técnicas rudimentares), microbiota autdctone do leite
cru, ambiente de processamento e, principalmente, pelo uso do pingo (MARGALHO et al.,
2020; NERO et al., 2021). Nos ultimos anos, o interesse pela microbiota do queijo artesanal
vem crescendo mundialmente. A qualidade do leite, os varios estdgios do processo de
fabricacdo, a agua de lavagem e as instalagbes de processamento do queijo, abrigam

comunidades bacterianas distintas e complexas (NERO et al. 2021).

A presenca de microrganismos patogenos e deteriorantes podem causar perdas
econbmicas, além de apresentar riscos a salde dos consumidores, seja pela ingestdo direta do
patogeno, ou pela ingestdo de enterotoxinas pré-produzidas, micotoxinas ou outros compostos

indesejaveis. A presenca de coliformes e de indicadores sanitarios em QMA tem sido avaliada
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em diversos estudos (CAMARGO et al.,, 2021; PENNA et al., 2021). Estes, revelaram a
presenca de estafilococos coagulase positiva e de coliformes termotolerantes em concentragfes
acima do permitido pela legislacdo. Tais contaminacdes podem estar relacionadas a
precariedade dos procedimentos de higiene durante a producéo do leite (ordenha, condi¢des de
salde dos animais e trabalhadores, limpeza ineficaz dos equipamentos, manuseio e
armazenamento inadequados), assim como a falta de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) durante
a producdo (PERIN et al., 2017; NERO et al., 2021; PENNA et al., 2021).

A deteccéo de S. aureus em niveis acima do permitido por lei tém sido freqiientemente
relatados em QMA. Tais achados estdo associados a surtos de intoxicagdes alimentares
relacionadas a enterotoxinas produzidas por diferentes Staphylococcus spp., e foram associados
ao consumo de queijos artesanais tradicionais no Brasil. As principais vias de contaminacao
por S. aureus em QMA sdo, contaminacdes da pele dos animais ou de funcionarios diretamente
envolvidos no processo de ordenha, e/ou manipulagéo durante a fabricagéo do queijo (PENNA
etal., 2021).

A presenca de diferentes patdgenos no queijo deve ser avaliada durante todo o processo
produtivo, da matéria-prima até a fabricacdo, e, principalmente, durante o periodo de
maturacdo. Estudos observaram a presenca de Listeria monocytogenes em QMA mesmo apos
28 dias de maturacdo. Dado preocupante, uma vez que, este microrganismo é capaz de tolerar
altas concentracdes de sais e acidos, bem como sobreviver em temperaturas de refrigeracao, o
que representa um obstaculo quanto ao seu controle em produtos alimenticios fermentados
(PENNA et al., 2021).

Em geral, é necesséria a concientizacdo dos produtores de QMA quanto a importancia
de treinamentos em conhecimentos basicos de higiene e contaminagdo alimentar, a fim de
reduzir os niveis de doencas veiculadas por alimentos associadas ao queijo, e assim, assegurar

produtos de qualidade e seguros.
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2.2 Bactérias laticas

2.2.1 Caracterizagao

As bactérias laticas (BAL) sdo cocos ou bastonetes Gram-positivos, catalase negativa,
ndo patogénicos, geralmente ndo esporulados e podem ser caracterizadas de acordo com sua
temperatura 6tima de crescimento, em mesofilicas ou termofilicas. Este grupo de bactérias
geralmente crescem sob condi¢cBes microaerdfilas ou estritamente anaerdbicas, sendo 0s
principais microrganismos presentes no leite cru, representando de 20% a 30% das espécies
(CAMARGO et al., 2021; MARGALHO et al., 2021). Os géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus sdo membros importantes deste grupo
(SHOKRYAZDAN et al., 2014).

As BAL sao responsaveis pela producédo do acido latico como o principal metabdlito
final da fermentacdo de agUcares, podendo ser divididas em dois grupos de acordo com o
metabolismo de carboidratos e produtos finais: as homofermentativas (obrigatéria) e as
heterofermentativas, que é subdividido em facultativas e obrigatorias. Espécies de bactérias
laticas homofermentativas (L. delbrueckii subespécies lactis e bulgaricus, e L. helveticus)
fermentam apenas hexoses em &cido latico pela via Embden — Meyerhof — Parnas (EMP). Ja as
espécies obrigatoriamente heterofermentativas atuam na degradacdo das hexoses pela via do
fosfogluconato, produzindo &cido latico, etanol ou &cido acético e dioxido de carbono como
produtos finais. As BAL facultativamente heterofermentativas (L. casei, L. paracasei e L.
plantarum) degradam hexoses em &cido latico através da via EMP, da mesma forma, podem
metabolizar pentoses e frequentemente gluconato, por possuirem aldolase e fosfocetolase,
produzindo entdo etanol, acido acético e acido férmico sobre condic¢des de limitacdo de glicose
(GANZLE, 2015; BARROSO; BORELLI, 2020; CAMARGO et al., 2021).

Recentemente, o género Lactobacillus passou por reclassificacdo em funcdo da
diversidade das caracteristicas fenotipicas, genotipicas e ecoldgicas que este género possuli.
Com base em uma abordagem polifasica, as 261 espécies pertencentes ao género Lactobacillus
foram reclassificadas em 25 novos géneros, incluindo os géneros Lactobacillus,
Paralactobacillus, 23 novos géneros foram criados e apenas 38 espécies permaneceram

classificadas como Lactobacillus (ZHENG et al.,, 2020). Na Tabela 1, a seguir, estdo
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apresentados alguns Lactobacillus relacionados ao uso na industria de alimentos, com suas as

respectivas nomenclaturas atualizadas de acordo o proposto por Zheng et al. (2020).

Tabela 1 - Nomenclaturas atualizadas de Lactobacillus de acordo com proposto por ZHENG et

al., (2020).
Nomenclatura Antiga Nomenclatura Atual
Lactobacillus acidophilus Sem alteracéo
Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus coryniformis Loigolactobacillus coryniformis
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri Sem alteracéo
Lactobacillus helveticus Sem alteracdo
Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus

Fonte: Da autora (2022).

2.2.2 Potencial probiotico e tecnoldgico

As BAL podem ser encontradas em diversas matrizes alimentares, como produtos
lacteos, carneos, além de produtos de origem vegetal como as bebidas fermentadas indigenas e
0 cacau (FONSECA et al., 2021). Dessa forma, tais fontes de alimentos sdo consideradas
reservas potenciais de novas cepas probidticas. As BAL homofermentadoras (Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus e alguns lactobacilos) sdo importantes culturas
iniciais, ou starters, utilizadas na producdo de queijos, pois atuam acidificando o leite e s&o
responsaveis por iniciarem o processo de coagulagdo, dando origem ao queijo. Além disso, ao
longo da maturacédo, liberam enzimas responsaveis pela lipolise, protedlise e conversdo de
aminoacidos, que atuam na formacdo de sabores caracteristicos. As bactérias laticas
heterofermentadoras (Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera e
alguns lactobacilos) sdo responsaveis pelo metabolismo de compostos como dioxido de
carbono, peroxido de hidrogénio, acetaldeido e diacetil (COLOMBO et al., 2018; CAMARGO
etal., 2021; PENNA et al., 2021).
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As bactérias laticas iniciadoras sdo responsaveis por fermentar rapidamente a lactose,
produzindo elevadas concentracdes de &cido latico e reducéo rapida do pH do leite. A exemplo
desse grupo, pode-se citar as cepas mesofilicas Lactococcus lactis e Leuconostoc spp., €
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus helveticus, entre as
cepas termofilicas. As bactérias laticas ndo iniciadoras (Non-starter lactic acid bacteria -
NSLAB), principalmente Lactobacillus - NSLAB, desempenham papel fundamental na
maturacdo de queijos, produzindo aroma caracteristico de queijos maturados como resultado
das reacOes de lipolise e protedlise. Além disso, também séo responsaveis pela producéo de
exopolissacarideos (EPS) como mecanismo de defesa em condic6es de estresse (diminuicdo da
atividade de agua e ataque por bacteriéfagos) (SILVA et al., 2019; MARGALHO et al., 2020).

A reacdo de protedlise € um dos principais eventos bioquimicos que ocorrem durante a
maturacgdo de queijos, pois da origem a varios produtos, como peptideos, cetonas e aminoacidos
livres. Estes irdo garantir o sabor, aroma e textura caracteristicos, pela atuacdo de varias
enzimas envolvidas no processo (MARGALHO et al., 2020). Além do aspecto sensorial, as
BAL sdo essenciais para a seguranca dos queijos, sdo responsaveis pela sintese de compostos
antimicrobianos, incluindo &cidos organicos (principalmente &cido latico), peréxido de
hidrogénio e bacteriocinas, que podem atuar inibindo a deterioracdo e 0 crescimento de
microrganismos patogénicos (SANT’ANNA et al., 2017). Bacteriocinas sdo peptideos com
atividade antagbnica contra grupos de microrganismos que podem contaminar queijos durante
0 processo de producdo (CAMARGO et al., 2021). Principalmente as NSLAB, podem ser
candidatas a elaboragdo de novas culturas laticas para producdo de produtos lacteos
fermentados potencialmente funcionais, podendo auxiliar na seguranca destes alimentos e na
preservacdo da microbiota original de queijos artesanais (COSTA et al., 2013; MARGALHO
et al., 2020).

Além das propriedades tecnoldgicas, algumas cepas de BAL podem apresentar
propriedades probidticas. Os efeitos probidticos tendem a ser especificos da cepa: cada cepa
pode trazer beneficios diferentes para o hospedeiro. Embora uma ampla variedade de géneros
e espécies de microrganismos sejam considerados potencialmente probiéticos, o uso comercial
em alimentos probidticos sdo predominantemente Lactobacillus spp. e géneros relacionados
(TRIPATHI; GIRI, 2014; FONSECA et al., 2021; MARGALHO, et al. 2021).

O género Lactobacillus foi isolado e identificado pela primeira vez pelo pediatra alemao
Ernst Moro em 1900, a partir de fezes de lactentes amamentados com leite materno (GOMES;

MALCATA, 1999). As bactérias do género Lactobacillus sdo frequentemente associadas como
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sendo probidticas por serem classificadas como seguras ao consumo ou GRAS (Generally
Recognized As Safe), por 6rgdos de pesquisa e de saude publica, como a FAO (Food and
Agriculture Organization) e FDA (Food and Drug Administration). Dessa forma, essas
espeécies de Lactobacillus ndo devem manifestar potencial patogénico, nem serem capazes de
transmitir genes de resisténcia a antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2002). Os Lactobacillus
se destacam também por seu isolamento recorrente de produtos fermentados e derivados do

leite, bem como por seus extensos registros de uso seguro (MARGALHO, et al., 2021).

2.3 Probioticos

2.3.1 Definicéo

De acordo com a RDC N° 241/2018, probiético é aquele microrganismo vivo que,
quando administrado em quantidades adequadas, confere algum beneficio a satde do individuo
e seu uso em alimentos requer a comprovacao da sua seguranca e beneficios a saide (BRASIL,
2018). Esses microrganismos pertencem a diferentes géneros e espécies, tanto de bactérias

como leveduras, e tém sido associados a diversos efeitos benéficos.

Para que o microrganismo apresente potencial uso como probidtico, este deve atender a
critérios especificos, como: (i) ser identificado a nivel de género, espécie e linhagem, (ii) ser
capaz de produzir substancias antimicrobianas (bacteriocinas), (iii) ser seguro para uso em
alimento e clinico, (iv) ser capaz de sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI), (v)
ser capaz de aderir a superficies mucosas, (vi) ser capaz de colonizar o intestino humano, (vii)
ser capaz de inibir bactérias patogénicas, (viii) possuir efeito benéfico a salde clinicamente
documentado e validado (ix) ser estdvel durante o processamento e armazenamento dos
alimentos. Para que haja efeitos benéficos a saude do consumidor, recomenda-se a ingestdo de
108 —10° UFC diéria de 100 g do produto (COLOMBO et al., 2018; MARGALHO et al., 2021).

2.3.2 Probiéticos e saude humana

Os beneficios para a satide humana associados ao uso de probidticos foram amplamente

discutidos. De maneira geral, tais beneficios incluem a inibicéo de patdgenos no TGl, alivio da
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intolerancia a lactose, reducdo do colesterol, melhora na resposta imunoldgica, prevencao de
cancer, reducédo de fatores de risco de doenca cardiovascular, prevencdo de diarreia associada
a antibidticos, producdo de vitaminas, tratamento e prevencdo de infeccdo urogenital, entre
outros (BYAKIKA et al., 2019).

Os probidticos estdo relacionados principalmente a sua acdo no trato gastrointestinal.
No intestino, sabe-se que os probidticos atuam na modificacdo da microbiota intestinal, na
aderéncia competitiva a mucosa e epitélio, no fortalecimento da barreira epitelial intestinal e na
modulacdo do sistema imunoldgico (COLOMBO et al., 2018; METHIWALA et al. 2021).
Estudos demonstram a capacidade das bactérias laticas de produzirem proteases que atuam na
reducdo do potencial alergénico das proteinas do leite, dependendo da cepa e da regulacdo e
otimizacdo do processo de protedlise. Resultados indicam que 0s queijos artesanais podem ser
explorados como fontes de BAL proteoliticas, com potencial para a fabricacdo de novos
laticinios hipoalergénicos (BISCOLA et al., 2018).

Pesquisas recentes demonstram eficécia da suplementacéo de cepas de Lactobacillus e
Bifidobacterium na reducédo da gravidade ou no encurtamento da duracao da infeccéo pelo novo
Coronavirus em pacientes, havendo resultados positivos no auxilio do tratamento de infeccBes
do trato respiratério de origem viral (JAYAWARDENA et al., 2020; WALTON et al., 2021).
Os mecanismos que podem explicar os efeitos de modulacéo intestinal positivos sdo através da
interacdo direta com as células imunes e epiteliais intestinais ou modulacdo indireta pelo
microbioma intestinal. Desta forma, evidéncias clinicas indicam que a modulagdo da microbiota
intestinal pode influenciar positivamente a progressao da doenca COVID-19 (WALTON et al.,
2021).

Recentemente, os probiodticos ganharam forca na pesquisa em satde mental e doencas
psiquicas, evidenciando efeitos da microbiota intestinal nos aspectos funcionais e neurolégicos
do cérebro. Estudos demonstram que o efeito do microbioma néo se limita a neurotransmissao
geral, mas também estd envolvido em doengas psiquiatricas, do neurodesenvolvimento e
neurodegenerativas (RUDZKI et al., 2019). O mecanismo de acdo dos psicobidticos
(probioticos utilizados auxiliando no tratamento de transtornos psicoldgicos), envolve a
modulacédo de diferentes vias, incluindo sinalizacdo neural, produgdo de metabdlitos e resposta
imune. Em geral, esses efeitos medeiam a sinalizacdo neuroenddcrina, relacionada a
fisiopatologia de muitos distarbios neuroldgicos e tem sido sugerida como um alvo eficaz para
a acdo dos probidticos (METHIWALA et al., 2021).
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O uso de psicobidticos destacou um novo conceito de que, contrariamente ao uso de
antidepressivos para fornecer as mudancas desejadas, € importante restaurar a comunicagao
entre a microbiota intestinal e o cérebro, para um estado saudavel de equilibrio e assim, auxiliar
a restaurar o funcionamento cerebral saudavel (METHIWALA et al., 2021). Portanto, ¢
evidente que a modulacdo da microbiota intestinal por meio do uso de probiéticos tem potencial
para o tratamento das doencas e distlrbios mentais, doencas respiratorias virais, além dos
disturbios do TGI.

2.3.3 Legislacdo brasileira

A regulamentacdo dos probidticos no Brasil € compartilhada por duas instituicdes
governamentais, o Ministério da Salde, responsavel por avaliar o potencial benéfico e
probiotico das cepas que serdo utilizadas na producédo de alimentos, e pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual assegura o registro de produtos e a autorizacdo de
empresas. Fica a par do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a
responsabilidade de fiscalizar as industrias e registrar os produtos que serdo produzidos de
acordo com as normas de fiscalizacdo. Diante da complexidade do sistema regulatério
brasileiro, o pais possui um baixo nimero de pedidos de registro de alimentos com probidticos
(COLOMBO et al., 2018).

A legislacdo brasileira refere-se aos probidticos nas seguintes resolucgdes: (i) Resolugdo
RDC n° 241, de 26 de julho de 2018, que dispbe sobre os requisitos para comprovacdo da
seguranca e dos beneficios a salde dos probidticos para uso em alimentos; (ii) Resolucdo RDC
n® 243, de 26 de julho de 2018, que dispde sobre os requisitos sanitarios dos suplementos
alimentares; (iii) Resolucéo n° 17, de 30 de abril de 1999, que aprova o regulamento técnico
que estabelece as diretrizes basicas para avaliagdo de risco e seguranga dos alimentos; e (iv)
Resolugdo n° 18, de 30 de abril de 1999, que aprova o regulamento técnico que estabelece as
diretrizes béasicas para analise e comprovacao de propriedades funcionais e ou de satde alegadas

em rotulagem de alimentos.

Recentemente, a ANVISA publicou a segunda versdo do Guia para Instru¢do Processual
de Peticdo de Avaliacdo de Probidticos para uso em Alimentos Guia n® 21/2021, contendo

orientagdes para utilizacdo de probidticos em alimentos e a conducdo da comprovacao da
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seguranca e dos beneficios associados ao consumo desses microrganismos, considerando 0s

requisitos estabelecidos na legislacdo (BRASIL, 2021).

Atualmente, o desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos entre bactérias laticas
€ uma preocupacao crescente no ambito da satde devido a possibilidade de transferéncia de sua
resisténcia ou genes virulentos para outros microrganismos. Portanto, é necessaria a avaliacdo
de todas as linhagens microbianas candidatas a probidticos, quanto a susceptibilidade a um
numero relevante de antimicrobianos de importancia tanto humana, quanto veterinaria
(COLOMBO et al., 2018).

2.3.4 Testes de triagem

Diversos testes podem ser empregues na caracterizagdo de microrganismos como
probidticos, entre os principais estdo a resisténcia a acidez gastrica e aos acidos biliares,
aderéncia ao muco e/ou células epiteliais humanas, atividade antimicrobiana contra bactérias
potencialmente patogénicas, capacidade de reduzir a adesdo de patégenos as superficies e
atividade da hidrolase do sal biliar. O estudo de microrganismos potencialmente probio6ticos
geralmente envolvem trés componentes principais: a determinacdo da sobrevivéncia no TGl,
seguranca para uso humano ou animal e a definicdo da atividade/beneficio do probidtico para
o consumidor. Os beneficios a salde sdo especificos para cada cepa e ndo abrangem
necessariamente todos os organismos probidticos ou mesmo membros da mesma espécie
(BYAKIKA et al., 2019; BINDA et al., 2020).

A avaliacdo de seguranca é um critério importante para qualquer microrganismo de uso
alimentar, mesmo para os lactobacilos, que ndo tém fatores de viruléncia associados e raramente
foram relacionados a infecgcbes em humanos saudéveis. A avaliacdo da seguranca de um
probidtico se inicia com a identificacdo correta da cepa em nivel de espécie, uma vez que as
propriedades probidticas sdo altamente especificas de cada cepa. Os métodos convencionais de
identificacdo bacteriana baseiam-se principalmente em testes fenotipicos, que séo inadequados
ao nivel da espécie, recomendando-se 0 uso de diferentes metodologias moleculares para
estabelecer a identidade da cepa. As técnicas moleculares atuais usadas para identificacdo

incluem técnicas baseadas em Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sequenciamento de
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rRNA 16S e técnicas de impressao digital de DNA como ribotipagem e eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE) (PRADHAN et al., 2020).

A resisténcia aos antibidticos € a principal preocupacdo de seguranca, portanto, 0s
probioticos ndo devem atuar como fonte de genes de resisténcia a antibidticos. A presenca de
resisténcia em bactérias probioticas representa potencial de transferéncia dessa resisténcia para
organismos patogénicos in vivo. Em geral, os lactobacilos sdo sensiveis a penicilina e f-
lactamase, mas sdo mais resistentes as cefalosporinas, sendo que, cepas de lactobacilos séo
intrinsecamente resistentes a vancomicina. Por outro lado, os lactobacilos sdo geralmente
suscetiveis a baixas concentracdes de cloranfenicol, macrolideos, lincosamidas e tetraciclina.
A resisténcia a canamicina, gentamicina, e estreptomicina é frequentemente alta e considerada
intrinseca. Os testes utilizados para avaliar a susceptibilidade dos microrganismos probidticos
aos antibioticos incluem o teste de difusdo em disco de agar e o teste de Concentragdo Inibitoria
Minima (MIC) (BYAKIKA et al., 2019; PRADHAN et al., 2020).

A avaliacdo da tolerancia as condi¢des acidas e biliares severas do TGI é fundamental
para a selecdo de microrganismos probidticos. Existem varios métodos de avaliagdo da
estabilidade de cepas microbianas a altas condi¢des acidas e biliares, entre eles, o método de
tubo, métodos de difusdo, biorreatores, estudos com animais e técnicas 6micas. O método in
vitro em tubos é o mais comum, simples e mais barato e consiste no ajuste do pH de um
respectivo caldo ou PBS (Phosphate Buffered Saline) para diferentes niveis (pH = 1,5-3,5)
usando HCI concentrado. O caldo acidificado é inoculado com uma concentragdo conhecida da
bactéria (10® —10° UFC / mL) e incubado por um determinado periodo de tempo (2—4 horas).
Este periodo de incubacéo se assemelha ao tempo que o alimento leva no estdmago antes de
seguir para o duodeno. As amostras sdo retiradas em intervalos para determinar as contagens

de células viaveis ou crescimento celular (BY AKIKA et al., 2019).

A atividade antimicrobiana por parte dos microrganismos probioticos frente aos
patogénicos, é realizada através da inibicdo dos patdgenos por meio da producgédo de acidos,
perdxido de hidrogénio, alcoois e bacteriocinas. A agdo antimicrobiana também pode ocorrer
por competicdo com o patdgeno por nutrientes ou locais de fixagdo no epitélio intestinal. O
método de difusdo em agar € muito utilizado no estudo da atividade antimicrobiana de bactérias,
onde, 0 microrganismo com potencial probidtico é cultivado em caldo por, aproximadamente
18 horas e centrifugado para obtencéo do sobrenadante. Posteriormente € feita a inoculacao do
microrganismo patogénico em pocos de didmetro conhecido. Os po¢os sdo entdo cobertos com

0 sobrenadante e as placas incubadas em condic¢des apropriadas. A formacéo de zonas claras
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em torno dos pocos € indicativa de inibicdo. Como alternativa, a cepa potencial probidtica é
espalhada na superficie do &gar, incubada e, posteriormente, o patdgeno, embebido em meio
BHI (Brain Heart Infusion Broth) semissolido, é espalhado na superficie da placa. As placas
sdo incubadas e as zonas de inibicdo medidas. Esses ensaios de difusdo sao simples e confiaveis;

no entanto, sdo limitados pelo tipo e pela densidade do agar (BYAKIKA et al., 2019).

2.3.5 QMA como potencial fonte de probioticos

A producdo do QMA representa um importante papel histérico, social, econébmico e
cultural para as comunidades tradicionais, com sua producdo datada de mais de 200 anos, €
considerado uma fonte rica de microrganismos com potencial biotecnolégico (ALMEIDA et
al., 2012; CAMPAGNOLLO et al., 2018; MARGALHO et al., 2021; MARGALHO et al.,
2020). As espécies L. rhamnosus (atualmente Lacticaseibacillus rhamnosus), L. casei e L.
plantarum representam exemplos de microrganismos desejaveis para a producdo de QMA
devido as caracteristicas sensoriais e por serem microrganismos com importante papel
probiodtico (RESENDE et al., 2011).

Apesar do leite cru ser considerado uma fonte de microrganismos benéficos, o controle
sanitario do rebanho, a padronizacao do processo de fabricacdo, implementacdo as boas praticas
de fabricacdo (BPF) e o cumprimento dos tempos de maturacédo, sdo obrigatérios para atender
aos critérios de qualidade e seguranca (CAMARGO et al., 2021). A redugdo do pH a partir da
acao das BAL, a diminuicdo da umidade ao longo da maturacéo e a adi¢do de sal na fabricacédo
dos queijos, sdo condicBes que favorecem a seguranca dos QMA (PENNA et al., 2021). Por
meio da producdo de compostos antimicrobianos pelas BAL, estas contribuem para a seguranga
dos produtos lacteos, sendo extremamente desejavel em queijos artesanais. Além disso, 0 uso
de BAL em alimentos como agentes biopreservativos, tornou-se uma tendéncia devido a sua
maior eficacia em comparagdo aos conservantes artificiais, o que ajuda a prolongar a vida de
prateleira e suprimir o crescimento de patdgenos em produtos lacteos (MARGALHO et al.,
2020; CAMARGO et al., 2021).

As industrias de alimentos estdo frequentemente em busca de novas cepas probioticas,
com foco no desenvolvimento de novos produtos lacteos afim de suprir a demanda dos

consumidores por alternativas para manter a saude e bem-estar (COLOMBO et al., 2018).
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Atualmente, produtos lacteos sdo o principal veiculo para a administracdo de probidticos em
concentragOes ideais para os consumidores, principalmente os leites fermentados. Estudos
demonstram o potencial dos queijos como portadores de culturas probidticas, podendo ser um
veiculo interessante para o probiotico, ja que consiste em uma matriz alimentar altamente
nutritiva. Além disso, a caracterizagdo das BAL nesses produtos pode fornecer marcadores Uteis
de autenticidade e identidade dos mesmos (NERO et al., 2021).

O desenvolvimento de queijos probidticos exige o conhecimento tanto das etapas de
processamento, bem como a influéncia destas na sobrevivéncia dos microrganismos durante
toda a vida atil do produto, de maneira que as células estejam viaveis no momento do consumo.
Para isso, as bactérias probidticas incorporadas no queijo devem ser capazes de se
multiplicarem no intestino humano (MARGALHO et al, 2021). Paralelamente, a selecdo de
microrganismos probidticos a partir desses queijos é de interesse cientifico e industrial, devido
ao potencial biotecnoldgico e funcional a ser explorado. Em funcdo da presenca de uma
microbiota enddgena especifica de cada regido de producao, 0 QMA é considerado um produto
alimenticio fonte de microrganismos para formacao de banco de culturas laticas desejaveis,
conferindo seguranca na producdo e sabor aos queijos, além de preservar o patriménio cultural
(ANDRADE et al., 2014; MARGALHO et al., 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de condugéo do experimento

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, no

Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

3.2 Amostragem

A coleta dos queijos artesanais foi realizada em maio de 2021. Foram adquiridos 7
queijos artesanais no primeiro dia de fabricacdo, diretamente de um produtor situado no
municipio de Bambui, na regido da Serra da Canastra, Minas Gerais. Ap0s a coleta, 0s queijos
foram mantidos sob refrigeracdo (4 °C a 10 °C) e encaminhados para o laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncias dos Alimentos da UFLA para
maturacdo e realizacdo das analises microbioldgicas. Os queijos foram maturados ao longo de
30 dias em camara de maturagdo com temperatura média de 23-25 °C e umidade de 62 %.
Amostras das unidades experimentais foram retiradas nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias

de maturacdo para avaliacdo da populacédo de BAL.

3.3 Andlises microbioldgicas

3.3.1 Isolamento de bactérias laticas

O processamento das amostras e posterior diluicdo, foram realizados de acordo com a
metodologia descrita por Silva et. al. (2010), onde, 25 g de cada amostra de QMA foram
homogeneizadas em 225 mL de solucéo de citrato de sodio (2% m/v) esterilizada. Em seguida
foram realizadas dilui¢cdes seriadas em agua peptonada (0,1% m/v) e semeados aliquotas de 100

puL na superficie do agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Difco, Detroit, Michigan, Estados
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Unidos). As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 horas, em anaerobiose. Essa gerada por
geradores de anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil®).

3.3.2 Caracterizacdo morfoldgica

Foi realizada a contagem padréo das placas que continham entre 30-300 UFC e todos
os morfotipos foram caracterizados macroscopicamente e agrupadas de acordo com a coloragéo
de Gram. As colbnias de bactérias com morfotipos diferentes, crescidas em agar MRS foram
retiradas, depositadas em tubos contendo caldo MRS (Difco, Detroit, Michigan, Estados
Unidos) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, uma aliquota de 200 pL de cada tubo
foi transferida para tubos Eppendorf e adicionados 200 uLL de meio de congelamento (15% de
glicerol, 0,5% de peptona bacterioldgica, 0,3% de extrato de levedura e 0,5% de NaCl), e em

seguida, congelada a -18 °C para futuras analises (SILVA et al., 2010).

3.3.3 Identificacdo de bactérias laticas

3.3.3.1 Preparacdo da amostra para Maldi-tof MS (Matrix-assisted laser

desorption/ionization - time of flight - mass spectroscopy)

As bactérias laticas isoladas (45) foram submetidas a identificacdo pela andlise
protedmica, seguindo o protocolo de extracdo padrédo adaptado de Carvalho et al. (2017).
Aproximadamente uma alcada de cultura bacteriana foi ressuspendida em 1,2 mL de solu¢édo
de etanol 75%. A amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi removido. Ao pellet formado,
foram adicionados 50 pL de acetronitrila, acido formico e agua (50:35:15 v/v) e seguido da
agitacdo em vortex durante 1 min. Foi realizada uma segunda centrifugacdo e logo apds, 0,3ul
dos precipitados obtidos contendo as células lisadas, foram depositados em placa de 96 pocos
e secada em temperatura ambiente para analise no espectrometro Maldi-tof Microflex LT
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e analise dos dados no software FlexControl (Verséao
3.0).
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3.3.3.2 Identificacdo das bactérias laticas por Maldi-tof MS

Cada isolado foi analisado em triplicata e a metodologia de calibragéo do equipamento
e método de andlise de dados foram realizados conforme descrito por Carvalho et al. (2017). A
identificacdo dos resultados foi expressa por BioTyper log (scores), indicando a similaridade

da cepa desconhecida com o perfil disponivel em bancos de dados do Maldi-tof MS.

3.4 Potencial Probidtico

3.4.1 Teste de sobrevivéncia aos sucos gastricos e intestinais

A sobrevivéncia das BAL na presenca dos sucos gastricos e intestinais simulados foi
avaliada conforme descrito por Saini et al. (2017), com modificacbes. As culturas foram
cultivadas por 16 horas a 37 °C em caldo MRS estéril, entdo 1 mL de cada cultura foi misturado
em 9 mL de solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p / v) com pH ajustado para 2,0 utilizando acido
cloridrico 1 M (HCI), contendo 0,5 % de pepsina (Fisher Scientific, RU) (p/v). Apds a mistura,
as contagens iniciais de BAL foram determinadas por plagueamento em superficie.
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 90 min a 37 °C e a viabilidade celular
determinada por plagueamento novamente. Em seguida, o suco intestinal simulado foi
preparado pela adicdo de solucdes de oxgall (Himedia, Mumbai, India) e pancreatina
(Dinamica, Brasil) para obter as concentracdes finais de 0,3% e 0,1% (p/v), respectivamente.
O pH foi entdo ajustado a 7,0 adicionando hidréxido de sédio 1 M (NaOH). Ap6s a mistura, as
amostras foram incubadas a 37 °C por 150 min, em seguida, as contagens de células vidveis
foram determinadas. Todas as contagens de amostra foram determinadas por plaqueamento em
agar MRS (Man Rogosa and Shape, Kasvi, Italia). Os experimentos foram repetidos trés vezes
e realizados em triplicata. Os resultados foram expressos como unidades formadoras de
colonias logaritmicas médias por mL (Log UFC / mL). A taxa de sobrevivéncia foi calculada

da seguinte forma:
Sobrevivéncia (%) = [final (Log UFC/mL) / inicial (Log UFC/mL)]x100

3.4.2 Atividade antimicrobiana
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A atividade antimicrobiana das culturas de BAL foi avaliada a partir da formacao de
halos de inibicdo em agar de acordo com Arena et al. (2016) com modificacBes. Aliquotas de
15 pL de cada isolado de BAL previamente cultivado em caldo MRS foi aplicada
separadamente em placas contendo agar MRS e incubados a 37 °C por 48 horas para permitir
a expressdo e secrecdo de compostos antimicrobianos produzidos. Os microrganismos
indicadores foram: Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) CDC 055, Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) ATCC 35401, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
Staphylococcus aureus ATCC 13565. Culturas crescidas com aproximadamente 18h de cultivo,
ou overnight, dos microrganismos indicadores foram misturados (1:100) com agar acrescido de
BHI (0,7 % p / v) e sobrepostos em col6nias desenvolvidas (8 mm didmetro) dos isolados de
BAL. Apds incubacdo a 37 °C por 24 horas, as placas foram verificadas quanto a formacéo de

zonas de inibigdo em torno das coldnias de BAL. O ensaio foi repetido trés vezes.

3.4.3 Suscetibilidade a antibi6ticos

A susceptibilidade aos antibidticos foi determinada pelo ensaio de difusdo em disco.
Culturas crescidas overnight de isolados de BAL (100 uL) foram espalhados em meio &gar
MRS e discos de antibidticos contendo: ampicilina (10 pg), vancomicina (30 pg),
estreptomicina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg), azitromicina (15 pg),
oxacilina (1 pg), cefuroxina (30 pg), norfloxacina (10 pg) e lincomicina (2 pg), foram colocados
na superficie das placas inoculadas usando uma pinca estéril. Os diametros da zona de inibicéo
foram medidos ap6s incubacdo a 37 °C por 24 horas. A suscetibilidade dos isolados foi
categorizada como resistente (R), moderadamente suscetivel (MS) ou suscetivel (S) de acordo

com Charteris et al. (1998). O experimento foi repetido trés vezes e realizados em triplicata.

3.5 Potencial Tecnoldgico

3.5.1 Atividade proteolitica e lipolitica
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Para a determinagdo da atividade proteolitica, 2 pL (~ 108 UFC / mL) de culturas
crescidas overnight em caldo MRS foram adicionadas na superficie do meio &gar leite
desnatado reconstituido, contendo 10% de leite (m/v) e 2% de agar (m/v). As cepas proteoliticas
positivas foram identificadas pela formacdo de zonas claras ao redor das células. Para a
determinacdo da atividade lipolitica, 2 uL das culturas cultivadas durante a noite em caldo MRS
foram colocadas em placas contendo meio lipolitico (peptona de carne: 2,5 g / L; peptona de
caseina: 2,5 g / L; extrato de levedura: 3 g / L; Agar-agar: 12g /L), adicionado com 1% de
tributirina e 0,0025% (p/v) de fenol vermelho, utilizado como indicador para a produgdo de
acido butirico. O aparecimento de halos amarelos ao redor das células é indicativo de atividade
positiva. Os resultados foram expressos em alta (+++), média (++) e baixa (+) atividade, de

acordo com o tamanho ou intensidade do halo.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia, seguida de teste de Tukey. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. Toda a anélise

estatistica foi realizada no software R versdo 3.5.1 (R Foundation, Austria).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacao das bactérias laticas

As coldnias de BAL foram isoladas ao longo do tempo de maturagéo em intervalos de
cinco dias, totalizando 65 morfotipos e 127 isolados. Na Tabela 2 sdo apresentadas as
quantidades de morfotipos, col6nias e contagens totais de BAL isoladas em cada tempo de
maturacao.

Tabela 2 — Numero de morfotipos e col6nias isoladas em cada tempo de maturacdo do QMA,
juntamente com a contagem total de BAL.

Tempo Morfotipos Colbnias isoladas Contagem Total Log UFC/g
0 8 26 7,47
5 9 21 9,13
10 10 22 8,97
15 13 13 7,95
20 12 18 9,14
25 8 14 8,90
30 5 13 9,10

Fonte: Da Autora (2022).

4.2 Identificacéo das bactérias laticas isoladas

Do total de isolados, apenas 18 foram identificados com escore maior ou igual a 2,0. De
acordo com fabricante, escore entre 1,7 e 1,9 é indicativo de identificacdo de género e escore
igual ou superior a 2,0 é o limiar definitivo para identificacdo da espécie. As cepas
caracterizadas, utilizando a analise Maldi-tof, resultou na identificacéo da espécie Lactobacillus
plantarum em 40% dos isolados. Entre os demais isolados, 15 foram identificados apenas em
nivel de género, Lactobacillus spp. (33%) e o restante (27%), ndo resultou em identificacdo
confidvel pelo programa. Na Tabela 3, sdo apresentados os valores de escore de identificacdo

dos isolados de acordo com o software FlexControl (Versdo 3.0).

De acordo com Penna et al. (2021), a microbiota do queijo minas artesanal é composta
principalmente por Lactococcus spp., Corynebacterium spp., Lactobacillus plantarum
Streptococcus spp., Lactobacillus brevis e Lactobacillus casei. Kamimura, et al., (2019),

realizaram mapeamento em larga escala da diversidade microbiana de diferentes tipos de
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queijos artesanais brasileiros, onde os resultados revelaram que aspectos, tanto tecnoldgicos
quanto geograficos, influenciam na microbiota do queijo. Perin et al. (2017) relataram que
Lactobacillus spp. foi 0 género mais prevalente nos QMA das regides da Canastra, Serra do
Salitre, Serro, Araxa e Campo das Vertentes. Em outro estudo, Resende et al. (2011) registraram
a presenca de L. rhamnosus , L. casei e L. plantarum como principal espécie isolada do leite e
do queijo Canastra. Portanto, a predomindncia do género Lactobacillus e da espécie L.
plantarum nas amostras analisadas no presente estudo, corroboram com achados anteriores. A
maior incidéncia de L. plantarum pode ser explicada pela sua presenca no ambiente (ar,
utensilios), produtos lacteos e ndo lacteos, vegetais fermentados e intestinos humanos
(MARGALHO et al., 2021).

Tabela 3 - Espécies de bactérias laticas isoladas de queijos artesanais identificadas por MALDI-

TOF.

Isolado Espécie Valor (escore)?
LP54 Lactobacillus plantarum 2.286
LP48 Lactobacillus plantarum 2.234
LP24 Lactobacillus plantarum 2.222
LP22 Lactobacillus plantarum 2.184
LP99 Lactobacillus plantarum 2.178
LP33 Lactobacillus plantarum 2.159

LP101 Lactobacillus plantarum 2.144
LP77 Lactobacillus plantarum 2.137

LP100 Lactobacillus plantarum 2.124
LP44 Lactobacillus plantarum 2.124
LP94 Lactobacillus plantarum 2.123
LP25 Lactobacillus plantarum 2.119
LP71 Lactobacillus plantarum 2.094
LP76 Lactobacillus plantarum 2.087
LP61 Lactobacillus plantarum 2.085

LP116 Lactobacillus plantarum 2.056
LP72 Lactobacillus plantarum 2.023
LP42 Lactobacillus plantarum 2.011

aEscore > 1,7 é indicativo de identificagdo de género e escore > 2,0 é o limiar definitivo para
identificacdo da espécie.
Fonte: Da Autora (2022).
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4.3 Potencial probidtico

4.3.1 Atividade antimicrobiana

Quanto a atividade antimicrobiana, as cepas L. plantarum LP116, L. plantarum LP77,
L. plantarum LP24 e L. plantarum LP48, demonstraram atividade inibitdria contra todos os
patdgenos avaliados (TABELA 4). Por outro lado, as espécies isoladas de L. plantarum LP101
e LP94, ndo apresentaram atividade inibitdria frente a nenhum dos microrganismos patogénicos
avaliados. Entre os isolados identificados por género, Lactobacillus spp. L88 e L41
apresentaram atividade inibitoria frente aos patdgenos testados, enquanto que os isolados
Lactobacillus spp. L105, L119 e L91 ndo inibiram o crescimento dos mesmos. A atividade
antimicrobiana dos L. plantarum LP116, LP77, LP24 e LP48, e dos Lactobacillus spp. L81,
188 e L41, pode ser explicada pela producéo do acido latico, bacteriocinas e H>0?, ja que, estes

microrganismos sao relacionados a producédo dessas substancias.

Tabela 4 - Atividade inibitdria de cepas BAL selecionadas contra cepas indicadoras.

Cepas indicadoras

Isolado
SA LM EPEC ETEC
Lactobacillus spp. L105 - - - -
L. plantarum LP101 - - - .
L. plantarum LP116 +++ +++ +++ +++
L. plantarum LP77 +++ +o ot F++
L. plantarum LP94 - - - -
Lactobacillus spp. L119 - - - -
Lactobacillus spp. L81 +++ - +H+ e
L. plantarum LP24 +++ T4+ +++ +++
Lactobacillus spp. L88 +++ +++ ++ ++
Lactobacillus spp. L41 +++ +++ +++ F++
Lactobacillus spp. L91 - - - -
L. plantarum LP48 ++ ++ ++ ++

-2 sem inibicéo, +: zona de inibi¢do 9-11 mm, ++: zona de inibi¢cdo 12—-14 mm, +++: zona de inibi¢ao >
15 mm.
SA: S. aureus ATCC 13565; LM: L. monocytogenes ATCC 19117; EPEC: E. coli enteropatogénica
CDC 055; ETEC: E. coli enterotoxigénica ATCC 35401.

Fonte: Da Autora (2022).
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Diversos estudos avaliaram o potencial de diferentes BAL na inibi¢do contra patégenos
presentes nos QMA, de acordo com os resultados obtidos, bactérias do género Lactobacillus
demonstraram os melhores resultados (ANDRADE et al., 2014; BARROSO; BORELLLI, 2020).
Microrganismos do género Lactobacillus spp. foram identificados com diferentes atividades
antibacterianas contra uma variedade de patdgenos humanos. L. plantarum isolados de
diferentes fontes alimentares (frutas e vegetais fermentados, cereais, iogurtes e queijos)
apresentaram propriedade antibacteriana frente aos patogenos E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes, além de Vibrio cholerae, S. typhi, Salmonella e espécies de Shigella.
Entretanto, a relacdo de antagonismo entre os lactobacilos e bactérias patogénicas é especifico
entre cepa/isolado, bem como patégeno especifico (HALDER et al., 2017; FONSECA et al.,
2021). O que corrobora com os resultados obtidos no presente estudo, onde, 66% dos L.

plantarum e 50% Lactobacillus spp. isolados inibiram os patdgenos testados.

A deteccdo de estafilococos coagulase positiva em niveis acima dos permitidos por lei
tem sido frequentemente relatada para diversos tipos de QMA, e o seu controle é considerado
um marcador para avaliar a seguranca dos produtos lacteos (PENNA et al., 2021). Devido a
tolerancia a altas concentracgdes de sal e acido e a capacidade de sobrevivéncia em temperaturas
de refrigeracdo, L. monocytogenes representa uma série de obstaculos para seu controle em
produtos alimenticios fermentados, sendo relatada a sua presenca em amostras de queijo
artesanal da Serra da Canastra (CAMPOS et al., 2021; PENNA et al., 2021). Diferentes estudos
avaliaram a presenca de E. coli em QMA, os resultados indicaram possivel contaminacéo fecal,
representando fator de risco, ja que algumas cepas podem ser patogénicas (FINGER etal., 2019;
CAMPOS et al., 2021).

A atividade antimicrobiana ou antagonismo, pode ocorrer pela competicdo por
nutrientes ou sitio de adesdo, e pela producdo de substancias antimicrobianas (bacteriocinas,
peréxido de hidrogénio, didéxido de carbono, &cidos organicos, acetaldeido e diacetil)
(BARROSO; BORELLI, 2020). Portanto, a inibicdo de microrganismos patogénicos e
deteriorantes é importante, pois contribui para sobrevivéncia das bactérias acido laticas em

queijos, auxiliando na manutenc¢éo da qualidade e seguranca do produto.
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4.3.2 Sobrevivéncia aos sucos gastricos e intestinais

A sobrevivéncia de microrganismos potencialmente probioticos pela passagem ao trato
gastrointestinal (TGI), é um dos critérios de selecdo mais importantes, para isso, devem
apresentar tolerancia as condic¢des adversas do processo de digestio (MARGALHO et al.,
2021). Os isolados que apresentaram as melhores atividades antagonicas frente aos patdgenos
testados, foram selecionados para avaliacdo da sobrevivéncia ao TGI simulados. Apenas um
isolado (Lactobacillus plantarum LP24), apresentou taxa de sobrevivéncia acima de 50% apds
exposi¢do aos sucos gastricos e intestinais simulados. O restante dos microrganismos isolados
apresentou taxas de sobrevivéncia abaixo de 50%. Os isolados Lactobacillus spp. L88 e
Lactobacillus spp. L81 nao foram capazes de tolerar condicdes de estresse impostas pelo TGl
simulado (TABELA 5).

Tabela 5 - Sobrevivéncia de cepas BAL selecionadas sob condi¢des simuladas de sucos
gastricos e intestinais a 37 °C.

Sobrevivéncia aos sucos gastricos e intestinais
Taxa de

Isolado Contagem  Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia (%)

inicial* ap6s 90 min* apos 240 min* *x

L. plantarum

L. plantarum

LP48 1,56 0,00 o o

L. plantarum

LP116 213 010 307 e

Lactobacillus 2.34 0,00 2.41 0,00

spp. L88

L. plantarum

Lp24 3,08 2 . -

Lactobacillus 1,82 0.10 1,35 5,60

spp. L41

Lactobacillus 0,21 0,00 0,56 0,00

spp. L81

*QOs valores sdo relatados como Log UFC/mL (média de 3 experimentos, cada um foi realizado em

triplicata).

**Com diferenca significativa (p>0,05), segundo teste de Tukey.
Fonte: Da Autora (2022).

Inicialmente, os isolados de BAL foram submetidos a pH baixo (2,0), sendo este o

primeiro desafio durante a passagem pelo TGI durante a digestdo, considerado o principal
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obstaculo para o estabelecimento de bactérias probidticas no intestino do hospedeiro (FIOCCO
et al., 2020). Além disso, o processo de digestdo também envolve a agdo de enzimas digestivas
presentes no estdbmago e a sobrevivéncia de diferentes bactérias laticas ao estresse do processo
digestivo varia entre as espécies (PIENIZ et al., 2014; HANDA; SHARMA, 2016). Dado este
que explica a variagcdo dos resultados obtidos no presente teste. Margalho et. al, (2021)
avaliaram a sobrevivéncia de BAL potencialmente probidticas isoladas de diferentes queijos
artesanais brasileiros, onde, 46,7 % dos Lactobacillus plantarum isolados apresentaram taxas
de sobrevivéncia moderada (entre 50 e 75 %). Os sais biliares agem rompendo a camada
lipidica e de &cidos graxos da membrana celular, o que diminui a taxa de sobrevivéncia das
bactérias em teste (KHAGWAL et al., 2014).

Em estudo conduzido por Zielinska et al. (2015), foi relatado taxa de sobrevivéncia entre
30 - 100 % de cepas probiodticas de Lactobacillus, quando inoculadas em suco gastrico em pH
3. A variagdo nas taxas de sobrevivéncia pelos microrganismos testados também foi observada
no presente estudo, variando de 0 a 59 %. Nath et al. (2020), relataram taxa de sobrevivéncia
elevada (<90%) de cepas L. plantarum isoladas de produtos lacteos fermentados, demonstrando
sua eficacia e uso adicional como uma potencial cepa probiética. Entretanto, o presente estudo
ndo observou valores semelhantes, onde apenas um isolado apresentou taxa de sobrevivéncia
moderada (59,26%), e os demais resultaram em baixa sobrevivéncia (0- 20 %).

Nos ultimos anos, diferentes estudos foram realizados para demonstrar a interacdo de
bactérias laticas com enzimas pancreaticas, e sua sobrevivéncia em triagem in vitro torna-se um
critério importante para a selecdo de microrganismos probidticos (JUNNARKAR et al., 2018;
OHetal., 2018; MANTZOURANI et al., 2019).

4.3.3 Suscetibilidade a antibioticos

As cepas avaliadas foram sensiveis a pelo menos um antibiotico das classes inibidor de
sintese proteica e inibidor de sintese de parede celular. Todas as cepas foram sensiveis a
eritromicina e ampicilina, e resistentes a vancomicina, norfloxacina e cloranfenicol (TABELA
6). Apenas a cepa de L. plantarum LP24 apresentou resisténcia a azitromicina e a cepa

Lactobacillus spp. L105 foi a Unica susceptivel a estreptomicina.
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Tabela 6 - Suscetibilidade a antibi6ticos® de cepas de BAL selecionadas avaliadas pelo método
de difusdo em disco.

Diametro da zona de inibicdo em mm do antibiético testado®

Cepa OXAl NORI10 AZI15 E15 CXM30 VAN30 AMP10 S10 L2 CL30

L105 20(S) O(R) 29(S) 32(S) 17(MS) 8(R) 37(S) 16(S) 39(S) O (R)
L119 14(S) O(R) 27(S) 39(S) 21(S) O(R) 48(S) O(R) 38(S) O(R)
LP101 10(MS) O(R) 24(S) 31(S) 27(S) O(R) 44(S) O(R) 39(S) 2(R)
L81 7(R) O(R) 41(S) 39(S) 19(S) O(R) 41(S) O(R) O(R) O(R)
LP48 12(MS) O(R) 33(S) 32(S) 31(S) O(R) 58(S) O(R) 47(S) 12 (R)
LP24 5(R) O(R) 10(R) 28(S) 23(S) 7(R) 34(S) O(R) 0(R) O(R)
L88 O0(R) O(R) 22(S) 31(S) 14(R) O(R) 40(S) O(R) O(R) O(R)
LP116 12(MS) O0(R) 23(S) 30(S) 19(S) O(R) 47(S) O(R) O0(R) O(R)
LP94 19(S) O(R) 29(S) 33(S) 33(S) O(R) 37(S) 3(R) 44(S) 10 (R)
L4l 3(R) O(R) 19(S) 26(S) 31(S) O(R) 46(S) 5(R) 36(S) O(R)
LP77 20(S) O(R) 27(S) 37(S) 32(S) O(R) 47(S) O(R) 28(S) 2(R)
L91 O(R) O(R) 22(S) 24(S) O(R) O(R) 37(S) O(R) O(R) O(R)

2A suscetibilidade dos isolados foi classificada como resistente (R), moderadamente suscetivel (MS) e
suscetivel (S) de acordo com os valores de corte propostos por Charteris et al. (1998).
®Antibidticos: OXA = oxacilina (1 pug); NOR = norfloxacina (10 pg); AZI = azitromicina (15 pg); E =
eritromicina (15 pg); CXM = cefuroxina (30 pg); VAN = vancomicina (30 pg); AMP = ampicilina (10
ug); S = estreptomicina (10 pg); L = lincomicina (2 pg); CLO = cloranfenicol (30 pg).

Fonte: Da Autora (2022).

Varios Lactobacillus spp. foram relatados como resistentes a vancomicina, 0 que
também foi observado no presente estudo (ANDRADE et al., 2014; HALDER et al., 2017; LIU
et al., 2020; FONSECA et al., 2021). Nath et al. (2020) observaram susceptibilidade moderada
de cepas de L. plantarum frente ao antibidtico norfloxacina, porém, as cepas aqui avaliadas
apresentaram resisténcia ao antibidtico da classe das fluoroquinolonas de segunda geracéo,
estando de acordo com achados por Sharma et al. (2016). Lactobacillus spp. séo relatados como
resistentes ao cloranfenicol, o que confirma a resisténcia de todas as cepas frente ao antibiético
em teste (SCHNEIDER, 2016).

De maneira geral, os lactobacilos séo suscetiveis a antibidticos que inibem a sintese de
proteinas como eritromicina e azitromicina, antibiéticos da classe dos macrolideos, porém, a
crescente pressdo seletiva tornou possivel a adaptacdo e aquisi¢do de genes de resisténcia por
esses microrganismos (NATH et al., 2020). Entretanto, os resultados obtidos indicaram
suscetibilidade da maioria das cepas testadas aos antibidticos em questdo. Segundo Colautti et
al. (2022), os lactobacilos geralmente sdo considerados suscetiveis aos antibidticos p-

lactdmicos, como ampicilina, confirmando os resultados do presente estudo.
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A resisténcia aos antibidticos € um mecanismo bacteriano natural. Diferentes estudos
apontaram que genes resistentes podem ser transferidos horizontalmente para acelerar sua
disseminacéo entre bactérias, portanto, cepas potencialmente probidticas devem ser sensiveis
aos antibioticos mais comumente usados (LIU et al., 2020; COLAUTTI et al., 2022). Contudo,
autores sugerem que as cepas resistentes aos antibioticos, ndo associadas a transferéncia génica,
sdo candidatas para uso em terapia concomitante ou ap6s o0 uso de antibidticos, pois atuam
diminuindo os efeitos adversos desses medicamentos (HANDWERGER et al., 1994,
COLAUTTI et al., 2022). Este parametro ndo foi avaliado no presente estudo, e deve ser

considerado para posterior caracterizacdo dos candidatos selecionados.

4.4 Potencial Tecnoldgico

4.4.1 Atividade proteolitica e lipolitica

O aroma caracteristico de diversos queijos maturados resulta principalmente das reacdes
de lipolise e protedlise (MARGALHO et al., 2020). Portanto a avaliacdo destes parametros é
fundamental para a selecdo de cepas de BAL com potencial uso na industria de alimentos. Entre
os isolados testados, todos apresentaram alguma atividade proteolitica, as cepas de L. plantarum
LP94 e LP24, e Lactobacillus spp. L105 e L88 apresentaram alta capacidade de degradar a
caseina do leite (+++) (TABELA 7).

Na lip6lise ocorre a clivagem hidrolitica de ligaces éster em triglicerideos, resultando
na geracdo de &cidos graxos e glicerol (SCHWEIGER et al., 2014). Do total de isolados
testados, Lactobacillus spp. L105, L91 e L. plantarum LP77, ndo apresentaram atividade
lipolitica. As cepas L. plantarum LP48 e LP94 e Lactobacillus spp. L41 obtiveram atividade
moderada (++). O perfil enzimatico das BAL utilizadas na producéao de queijos é um dos fatores
responsaveis pelo sabor do queijo, sendo que, a atividade lipolitica e proteolitica de
Lactobacillus esta relacionada a espécie, o que ja havia sido relatado anteriormente e também
observado no presente estudo (OLDAK et al., 2020). O género Lactobacillus € um dos mais

avaliados quanto as caracteristicas tecnologicas em queijos artesanais brasileiros e amplamente
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utilizado como starter para a fabricacdo de uma gama de produtos fermentados, como queijos,
iogurtes, vegetais, etc. (MARGALHO et al., 2021).

Tabela 7 - Atividade proteolitica e lipolitica de cepas de BAL isoladas de QMA.

Isolado Proteolitica* Lipolitica*
L. plantarum LP116 + +
Lactobacillus spp. L119 ++ +
Lactobacillus spp. L41 + ++
Lactobacillus spp. L105 +++ -
L. plantarum LP48 + ++
Lactobacillus spp. L81 ++ +
Lactobacillus spp. L88 +++ +
L. plantarum LP94 +++ ++
Lactobacillus spp. L91 + -
L. plantarum LP101 + +
L. plantarum LP24 +++ +
L. plantarum LP77 + -

*Capacidade de produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas, em quantidades altas (+++), moderadas (++)
e baixas (+)
Fonte: Da Autora (2022).

Das sete cepas avaliadas quanto a sobrevivéncia em sucos gastricos e intestinais
simulados, apenas L. plantarum LP24 resultou em taxa de sobrevivéncia moderada. Essa cepa
foi capaz de inibir o crescimento dos microrganismos patogénicos S. aureus, L. monocytogenes,
EPEC e ETEC. No entanto, a mesma apresentou susceptibilidade aos eritromicinas, cefuroxina
e ampicilina, e resisténcia aos demais antibidticos testados. Ao avaliar seu potencial
tecnoldgico, a mesma apresentou atividade proteolitica elevada e baixa atividade lipolitica.
Esta, em relacdo as demais cepas isoladas do QMA, exibiu interessantes propriedades

probiodticas, tornando-se a candidata mais promissora do presente estudo.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que as cepas de Lactobacillus isoladas de QMA da
Canastra - MG, atenderam aos critérios de selecdo in vitro de microrganismos com potencial
probioticos e tecnoldgicos avaliados. Entretanto mais estudos sao necessarios para confirmagdo

de tais achados preliminares.
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