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RESUMO

A utilizacdo de Bactérias Acido Laticas (BAL) selecionadas a partir do leite
caprino oferece caracteristicas probidticas ao alimento. A aplicacdo desses
micro-organismos em queijo caprino é uma estratégia interessante para
incrementar os beneficios & saulde, oferecendo um produto inécuo e
proporcionando caracteristicas tecnolégicas, aumento no valor nutricional e
inibicdo ao micro-organismo patogénico, além disso aumentando o seu valor
agregado, beneficiando os pequenos produtores da regido semiarida do Vale
do S&o Francisco. Este estudo teve como objetivo selecionar Bactérias Acido
Laticas (BAL) autdctones de leite de cabra com propriedades probioticas e
funcionais, e testar sua adicdo ao queijo artesanal para inibicdo de Salmonella
Typhi. Sessenta isolados (UNIVASF CAP) pré selecionados foram submetidos
a testes in vitro, como DNAse, hemdlise, susceptibilidade a antimicrobianos,
simulacdo ao Trato Gastrointestinal (TGI), teste de autoagregacdo e
coagregacao bacteriana, antagonismo as bactérias patogénicas, producédo de
diacetil, producdo de gas, Exopolissacarideos (EPS) e tolerancia ao NacCl.
Posteriormente, com base nesses testes foram selecionados quatro isolados
de BAL (UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279) por meio da Analise de Componentes
Principais (ACP) e identificados genotipicamente. Testes adicionais foram
realizados para os isolados UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279, como a producéo
de &cido latico e citrico, além dos ensaios de Hidrolase de Sais Biliares (BSH),
B-galactosidase e de atividade de descarboxilase. ApOs esta selecdo, trés
queijos de cabra (1 — queijo com Salmonella Typhi), (2 — queijo com mix de
Salmonella Typhi e BAL) e (3 — queijo controle) foram elaborados para avaliar a
acédo inibidora do cultivo selecionado de BAL frente a Salmonella Typhi, nos
tempos 0, 5, 10, 15 e 20, através das andlises microbiologicas e fisico-
quimicas. No estudo, apenas o isolado UNIVASF CAP 97 mostrou uma lise
completa das células vermelhas do sangue, sendo classificado como -
hemolitica. Os 60 Isolados UNIVASF CAP ndo mostraram atividade da enzima
DNAse em testes fenotipicos. Em testes de susceptibilidade antimicrobiana, o
isolado UNIVASF CAP 90 apresentou resisténcia a todos os antimicrobianos
testados. Portanto, na caracterizacdo de fatores de viruléncia, dois isolados,
UNIVASF CAP 90 e 97 foram excluidos como candidatos para adicdo em
alimento. Assim, 58 isolados BAL UNIVASF CAP permaneceram para 0S
demais testes. Estes demonstraram uma taxa de sobrevivéncia ao suco
intestinal e pancreatico superior a 90%. Em resposta a bile, a taxa de
sobrevivéncia foi > 95% para todos os isolados testados. Os isolados UNIVASF
CAP 58, 29 e 27 apresentaram atividade antibacteriana com S. Typhi, L.
monocytogenes e S. aureus, respectivamente. A capacidade de autoagregacao
dos isolados variou de 3,58 a 36,55% (P<0,05). Em geral, isolados de BAL
UNIVASF CAP apresentaram uma média baixa de coagregacado (<4,0%) com
S. Typhi e L. monocytogenes, exceto o isolado UNIVASF CAP 45 (27,87%). A
producdo de EPS entre isolados de BAL UNIVASF CAP variou de 0 a 44 mg/L,



com uma producdo média de 12,50 mg/L. A producéao de diacetil pelos isolados
de BAL UNIVASF CAP variou de acordo com o isolado. Dos isolados testados,
UNIVASF CAP 41, 11 e 3 foram negativos, fracos, médios e forte produtores de
diacetil, respectivamente. Nove isolados produziram gas a partir de glicose e
todos os isolados foram tolerantes a concentracdes de NaCl de 4,0% para
6,5%. Os quatros isolados UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279 selecionados foram
classificados como positivos quanto a atividade das enzimas BSH e [-
galactosidase e negativos quanto a atividade de descarboxilase. O queijo
inoculado com BAL (queijo 2) diminuiu a populacao de S. Typhi para 0,38 logio
UFC/g, no queijo sem o in6culo de BAL (queijo 1) aumentou a populagéo do
patégeno em 0,29 unidades logaritmicas. Além disso, o valor de pH aumentou
linearmente ao longo do tempo, em 0,004 unidades por dia, no queijo 1. No
queijo 2, o valor de pH diminui linearmente ao longo do tempo, em 0,066
unidades por dia. O coquetel contendo estirpes selecionadas de Lactobacillus,
com potenciais propriedades probiéticas e tecnoldgicas, apresentou atividade
antibacteriana in vitro contra S. Typhi no queijo de cabra artesanal. Assim, o
leite de cabra é importante fonte de BAL com potencial probiético que pode ser
utilizada para inibir o crescimento populacional de Salmonella em queijo de
cabra, contribuindo para a seguranca e valor funcional do produto.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Probidticos. Queijo de cabra.
Seguranca alimentar.



ABSTRAT

The use of lactic acid bacteria (LAB) selected from goat milk has probiotic
characteristics to the food. The application of these micro-organisms in goat
cheese is an interesting strategy to increase the health benefits by offering an
innocuous product and providing technological characteristics, increased
nutritional value and inhibiting the pathogenic micro-organism also increasing its
value, benefiting small producers of semi-arid region of the S&o Francisco
Valley. This study aimed to select autochthonous lactic acid bacteria (LAB) with
probiotic and functional properties from goat dairies and test their addition o
artisanal cheese for the inhibition of Salmonella Typhi. The 60 pre selected
isolates were subjected to in vitro assays such as DNase, hemolysis,
antimicrobial susceptibility, simulating the gastrointestinal tract (GIT),
autoagregation test and bacterial coaggregation, antagonism pathogenic
bacteria, producing diacetyl, gas production, exopolysaccharides (EPS), and
tolerance to NaCl. Subsequently, based on these tests were selected four
strains LAB (UNIVASF CAP 16, 45, 84 and 279) through the Principal
Component Analysis (PCA) and identified genotypically. Additional tests were
performed for the isolated CAP UNIVASF 16, 45, 84 and 279, producing lactic
and citric acid, in addition to Hydrolase testing of bile salts (BSH), B-
galactosidase and decarboxylase activity. After this selection, three goat
cheeses (1 - cheese Salmonella Typhi), (2 - mix cheese Salmonella Typhi and
BAL) and (3 - cheese control) were designed to assess the inhibitory action of
the crop selected BAL Salmonella Typhi in at 0, 5, 10, 15 and 20, through
microbiological and physico-chemical analysis. In the study, only the isolated
UNIVASF CAP 97 showed complete lysis of red blood cells being classified as
B-hemolytic. The 60 UNIVASF CAP isolates did not show activity of the
enzymes DNase and coagulase in phenotypic tests. In antimicrobial
susceptibility testing, the isolate UNIVASF CAP 90 showed resistance to all the
antibiotics tested. Therefore, in the characterization of virulence factors, two
isolates, UNIVASF CAP 90 and 97 were excluded as candidates for addition to
food. Thus, 58 LAB isolates remained for the other tests. Fifty-eight LAB
isolates UNIVASF CAP demonstrated a survival rate in intestinal and pancreatic
juice exceeding 90%. In response to bile, the survival rate was > 95% for all the
isolates tested. In this study, 58, 29 and 27 UNIVASF CAP isolates presented
antibacterial activity with S. Typhi, L. monocytogenes and S. aureus,
respectively. The autoaggregation capability of the isolates ranged from 3.58 to
36.65% (P<0.05) In general, LAB isolates UNIVASF CAP showed a low
averagefor coaggregation (< 4.0%) with S. Typhi and L. monocytogenes except
the isolate UNIVASF CAP 45 (27.87%) with the pathogen S. Typhi. The
production of EPS among the LAB isolates UNIVASF CAP ranged from 0O to 44
mg/L, with an average production of 12.50 mg/L. The isolate UNIVASF CAP 46
showed the highest EPS production: 44 mg/L. The production of diacetylby LAB
isolates UNIVASF CAP differ depending on the isolate. Of the isolates tested,



41, 11 and 3 were negative, weak, medium and strong producers of diacetyl,
respectively. Nine isolates produced gas from glucose and all isolates were
tolerant to NaCl concentrations of 4.0% and 6.5%. The four isolates selected
UNIVASF CAP 16, 45, 84 and 279 were classified as positive for the activity of
B-galactosidase, and BSH and negative enzymes and the activity
decarboxylase. The cheese inoculated with LAB (cheese 2) decreased the
population of S.Typhi to 0.38 logl0 CFU / g, cheese without inoculum BAL
(cheese 1) increased pathogen population 0.29 log units. Moreover, the pH
value increases linearly over time at 0,004 units per day in the cheese 1. In the
cheese 2, the pH value decreases linearly over time at 0,066 units per day In
conclusion, goat milk presents as a potential source for isolating LAB with
probiotic and technological properties. The four isolates, UNIVASF CAP 16, 45,
84 and 279, showed antibacterial activity against Salmonella Typhi in vitro and
in artisanal goat cheese. Thus, these cultures could be used to inhibit the
growth of Salmonella population in dairy goat products, contributing to an
increase in the functional value of the product.

Keywords: Antibacterial activity. Food safety. Goat cheese. Probiotics.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem o0 sétimo maior rebanho caprino do mundo, concentrado no
nordeste, na regido semiarida, especialmente nos estados da Bahia e de
Pernambuco (IBGE, 2011; FAO, 2014). O consumo de derivados lacteos
caprinos tem aumentado em todo o mundo, com 0 consequente aumento da
demanda por leite de cabra (QUEIROGA et al., 2013). O valor funcional deste
leite pode ser mais bem explorado por meio das Bactérias Acido Laticas (BAL),
as quais estdo naturalmente presentes neste produto, e quando selecionadas,
podem apresentar propriedades promissoras (ALMEIDA JUNIOR et al., 2015).
Uma caracteristica importante destas estirpes € a atividade antagonista contra
bactérias patogénicas (DARILMAZ; BEYATLI, 2012).

O derivado de leite de cabra mais comum na regido semiarida
nordestina é o queijo caprino artesanal, sendo um meio de subsisténcia para os
pequenos produtores rurais. Porém, a cadeia produtiva leiteira da regido esta
associada a baixa qualidade microbioldgica (SILVA et al., 2013). O queijo é
considerado um veiculo para micro-organismos patogénicos alimentares, em
particular, queijos frescos artesanais produzidos principalmente a partir de leite
cru (CARVALHO et al., 2015).

O género Salmonella é um importante patégeno de origem alimentar,
sendo conhecido por apresentar respostas adaptativas a varias condicfes de
estresse, incluindo o &cido, sal e a temperatura, 0 que pode aumentar a sua
sobrevivéncia em ambientes adversos (TAMAGNINI; SOUSA, 2008). Uma das
abordagens utilizadas para prevenir o crescimento de micro-organismos
patogénicos na alimentacdo € o uso de BAL, produtoras de substancias
antimicrobianas (COELHO et al., 2014). BAL também fortalecem o sistema
imunoldgico e contribuem para o sabor e a textura do produto (DAL BELLO et
al., 2010; SOCCOL et al., 2010; FAVARO; PENNA; TODOROV, 2015).

Para a caprinocultura, a selecdo de micro-organismos autéctones de
leite caprino com propriedades probiéticas é essencial para ampliar e expandir
o mercado, uma inovagao tecnoldgica, garantindo o fornecimento de novos
derivados lacteos com seguranca microbiolégica e de carater funcional.

Nesta primeira parte deste trabalho revisa-se a literatura atual referente as BAL



17

com potencial probidtico e tecnoldgico e sua funcionalidade no queijo coalho
caprino artesanal para controle de Salmonella Typhi. Portanto, este estudo foi
realizado com os objetivos de selecionar Bactérias Acido Laticas (BAL)
autoctones de leite de cabra com propriedades probidticas e funcionais, e

testar a sua adicdo ao queijo artesanal para inibicdo de Salmonella Typhi.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 PRIMEIRA PARTE: REVISAO BIBLIOGRAFICA

EMBASAMENTO BIBLIOGRAFICO ABORDANDO OS PRINCIPAIS TEMAS
ENVOLVIDOS NO TRABALHO: CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ACIDO
LATICAS AUTOCTONES DE LEITE DE CABRA E SUA FUNCIONALIDADE
NO QUEIJO COALHO CAPRINO ARTESANAL

2.1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1.1 Bactérias Acido Laticas:

Bactérias Acido Laticas (BAL) abrangem um grupo heterogéneo de
micro-organismos (CARR; CHILL; MAIDA, 2002), os quais s&o utilizadas em
uma variedade de formas, incluindo a producéo de alimentos e a melhoria da
salude e da producéo de enzimas e metabdlitos. Desde o nascimento, estamos
expostos a estas espécies através do nosso alimento e do ambiente. Espécies
de BAL sao habitantes em uma série de matrizes, incluindo leite, plantas,
carnes, graos e do Trato Gastrointestinal (TGI) de vertebrados (PFEILER;
KLAENHAMMER, 2007). Este grupo engloba varias espécies, como
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus,
Enterococcus e Leuconostoc (AXELSSON, 2004; MAYO; VAN SINDER, 2008).

BAL sao classificadas como células procariéticas, Gram positivas, nao
esporuladas e que tém como caracteristica comum a producdo de acido latico
como produto da fermentacdo principal ou Unico, durante o metabolismo
homofermentativo ou heterofermentativo. A temperatura ideal para o
crescimento das bactérias 4cido laticas varia de 10°C a 45°C, de acordo com a
determinada espécie da BAL (AXELSSON, 2004). O papel principal da BAL é
utilizar a lactose como substrato e converté-la em &cido latico, durante a
fermentacao do leite (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001; AOUDIA et al.,
2016).

As BAL, especialmente Lactobacillus e Enterococcus, sdo comumente
utiizadas como probidticos (BARBOSA; GIBBS; TEIXEIRA, 2010;
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TULUMOGLU; KAYA; SIMSEK, 2014). Embora sejam Geralmente
Reconhecidas como Seguras (GRAS), a sua capacidade de producdo de
compostos téxicos também deve ser levada em consideracdo. O género
Enterococcus é membro da comunidade de BAL e o seu emprego ainda €&
controverso, devido a presenca de genes viruléncia em algumas espécies. Por
estas razbes, hd a necessidade de avaliagcdo de toxicidade e determinantes
patogénicos para 0s potenciais micro-organismos empregados Ccomo
probioticos (LANDETA et al., 2013).

De modo geral, as BAL sdo um grande grupo de bactérias benéficas que
tém um grande potencial para a utilizacdo em biopreservacdo (MALDONADO
et al.,, 2012; O'BRYAN; CRANDALL; RICKE, 2015). Dessa forma, além do
efeito de preservacdo das BAL, acredita-se que sua presenca nos alimentos
possa ter efeito probiético, pela producdo de acidos organicos, bacteriocinas e
outros compostos (MARTINIS; SANTAROSA; FREITAS, 2003).

As BAL sédo consideradas os maiores grupos de bactérias com acédo
probidtica e, dentre os géneros existentes, destaca-se o dos Lactobacillus, o
mais abundante desse grupo de bactérias. Os Lactobacillus sdo comumente
encontrados no trato gastrointestinal de humanos e animais (COLLINS;
THORNTON; SULLIVAN, 1998; MESSAOUDI et al., 2012, 2013).

O género Lactobacillus é definido como células alongadas, em forma de
bastonete, ndo produtores de esporos, termofilos, microaerofilos, Gram positivo
e produtoras de &cidos, em grande parte latico, a partir de carboidratos
(FAIRBROTHER; CPRM, 2014). Microscopicamente, essas bactérias séo
imoveis e apresentam hastes finas que variam em comprimento de longo para
curto. Também podem aparecer como corineformes, uma morfologia dobrada
ou tendem a crescer em cadeias. A maioria das espécies de lactobacilos é
anaerobia facultativa (SLOVER; DANZIGER, 2008).

O género Lactobacillus retune cerca de 140 espécies que podem ser
encontradas no leite cru, em produtos fermentados, na carne, em frutas, etc
(SINGHT et al.,, 2009). Desempenha importante papel na producdo e na
preservacdao dos alimentos e € componente de varios tipos de fermentos,
como, por exemplo, na producédo de leites fermentados e na maturacdo de
diversos tipos de queijos. Também contribui para a manutencdo do equilibrio

da microbiota intestinal, constituindo componentes importantes na producao de
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probioticos para a alimentacdo humana e animal (FERREIRA, 2012). Muitas
estirpes de Lactobacillus foram caracterizadas como probidticos e foram
notificados para exercer beneficios para saude do consumidor (UROIC et al.,
2016).

Com base nas sequéncias do gene 16S rRNA, os lactobacilos séo
filogeneticamente distribuidos em sete grupos que séo: Lactobacillus buchneri
(bu), Lactobacillus casei (ca), Lactobacillus delbrueckii (de), Lactobacillus
plantarum (pl), Lactobacillus reuteri (re), Lactobacillus sakei (sa) e Lactobacillus
salivarius (sl). Tradicionalmente, o género é dividido em trés grupos, com base
nas vias de fermentacdo de hidratos de carbono, que sao: (1)
Homofermentativa, (2) Heterofermentativas facultativas e 3
Heterofermentativa. Os dois papéis benéficos de lactobacilos sdo como
culturas iniciadoras (para produzir acido rapidamente) e culturas probioticas
(DE ANGELIS et al., 2011).

2.1.1.2 Potencial probio6tico das Bactérias Acido Laticas

Os probidticos sao definidos, pela FAO/WHO, como micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro, melhorando o equilibrio microbiano intestinal
(FAO/WHO, 2002). O valor do consumo de BAL surgiu no inicio do século XX,
guando Metchnikoff sugeriu que a ingestdo desses micro-organismos Vvivos,
presentes no iogurte, aumentou a longevidade do consumidor. Metchnikoff
atribuiu os efeitos positivos observados sobre a saude do hospedeiro a uma
reducdo da populacdo de bactérias deteriorantes e/ou produtoras de toxinas no
trato digestivo (BURGAIN et al., 2014).

Atualmente, o interesse € crescente no desenvolvimento de novos
alimentos que contenham micro-organismos probidticos (SIDIRA et al., 2015).
Recentes estudos relacionados com inclusdo de cultivo probidtico de bactéria
acido laticas, em alimentos, pertencem aos géneros Lactobacillus e
Enterococcus (COMAN et al., 2012; JENSEN et al., 2012; GREGORET et al.,
2013; BABOT et al., 2014; SHORI, 2016).

Como critério funcional, estirpes probidticas devem sobreviver a

passagem ao TGI e, portanto, ser capazes de tolerar as condi¢bes acidas do
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estbmago, resistir as enzimas digestivas e aos acidos biliares no inicio do
intestino delgado, aderir & superficie da mucosa intestinal e, assim, assegurar
beneficios clinicamente validados para a satide dos consumidores (ERKKILA,;
PETAJA, 2000; COTTER,; HILL, 2003; JENSEN et al., 2012).

Algumas BAL tém propriedades probidticas benéficas para a saude
humana. Estas sao resistentes & acidez gastrica e sais biliares e, por
conseguinte, ao passarem através do trato gastrointestinal, podem influenciar
o0 metabolismo e o equilibrio microbiano. O controle das alteragcbes no
metabolismo (atividade enzimatica, etc.) e sobre a composicdo de espécie
microbiana exercida por probidticos € uma caracteristica importante de saude,
porque 0S micro-organismos intestinais podem exercer efeitos benéficos no
hospedeiro (MINELLI et al., 2004). Estirpes probibticas devem ser capazes de
sobreviver a altas concentracfes de lisozima na saliva humana, as condi¢cdes
de estresse acido e enzimas digestivas (pepsina), ou seja, do estbmago, e a
bile no intestino delgado (CORZO; GILLIAND, 1999; MARCO; PAVAN;
KLEEREBEZEM, 2006; LIU et al., 2013).

Segundo Almeida Janior et al. (2015), isolados de BAL que apresentam
taxa de sobrevivéncia superior a 90% em pH 2 sdo considerados como tendo
boa resisténcia a 4cidos. Sabe-se que, para sobreviver a passagem através do
trato gastrointestinal humano e exercer a sua atividade fisiolégica, probioticos
devem ser capazes de suportar o ambiente hostil do suco gastrico e os sais
biliares. A resisténcia a &acidos e a tolerancia & bile séo consideradas critérios
basicos para verificar potenciais cepas probiéticas (REN et al., 2014).

Os probidticos comerciais sdo bem conhecidos por resistirem ao baixo
pH. Prasad et al. (1998) relataram que duas estirpes comerciais de probiéticos,
Lactobacillus acidophilus LA-1 e Lactobacillus rhamnosus GG, ao serem
testadas em pH 3,0, durante 3 horas de incubacao, obtiveram um crescimento
de 7,6 log UFC/mL?l. Dados relatados por Messaoudi et al. (2013)
demonstraram que uma elevada taxa de sobrevivéncia das estirpes testadas foi
obtida apds exposicdo as condi¢cdes simuladas no Trato Gastrointestinal (TGI).
De acordo com Ronka et al. (2003), ambas estirpes Lactobacillus brevis
apresentaram bom desempenho nos testes in vitro e sobrevivéncia a tensdes
gastricas. Dados semelhantes também foram descritos por Minelli et al. (2004),

0S guais constataram que todas as estirpes testadas sobreviveram a valores de
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pH tdo baixos como pH 2,0, durante, pelo menos, 120 minutos. De forma
similar, Pennacchia et al. (2004) relataram que a sobrevivéncia das bactérias
no suco gastrico depende da sua capacidade de sobreviver a um pH baixo.

As BAL que apresentam sobrevivéncia ao estdmago também devem
demonstrar essa caracteristica quando submetidas ao contato com o ambiente
intestinal, quando sdo expostas a pancreatina, sais biliares e pH 8,0. Assim
como acontece com a tolerancia gastrica, as condi¢cbes de tolerancia ao
intestino pelas bactérias laticas também podem ser influenciadas pelo alimento
que esta sendo ingerido (RANADHEERA et al.,, 2012). A adesdo & células
epiteliais do intestino € um critério confiavel para a selecdo de probidticos
(MESSAOUDI et al., 2012). As BAL apresentam efeitos benéficos no intestino
humano devido a sua presenca natural no trato intestinal e aos seus efeitos de
promocado de saude e bem-estar (VAUGHAN et al., 2002). Segundo Dunne et
al. (2001), as estirpes de bactérias acido laticas tém a capacidade de aderir e
colonizar o trato intestinal. Dados semelhantes também sao descritos por
Messaoudi et al. (2012), os quais afirmam que as estirpes probibticas
apresentaram adesao as células intestinais. A resisténcia a simulacdo dos
sucos gastrico e intestinal estdo entre 0s ensaios in vitro que Sao
frequentemente sugeridos para a avaliagdo da estirpe com potencial probiotico
(BURITI; CASTRO; SAAD, 2010; GBASSI et al., 2011). Kaewnopparat et al.
(2013) relataram que os Lactobacillus fermentum SK5 apresentaram adeséo
as ceélulas epiteliais intestinais e inibicdo contra patdégenos.

A auto e a coagregacédo de probidticos sdo processos necessarios para
a ocorréncia de adesao ao epitélio intestinal e a formacédo de barreiras que
impedem a colonizacdo por micro-organismos patogénicos (DEL RE et al.,
2000). A agregacdo é um fendtipo relacionado as propriedades de aderéncia
da célula (PELLETIER et al., 1997; KOS et al., 2003).

Sabe-se que um dos critérios mais importantes para a selecao de
probidticos € a sua capacidade de adesdo ao epitélio intestinal do hospedeiro.
Aléem disso a formacdo de agregados multicelulares € uma propriedade
essencial para a colonizacdo no intestino humano (WASKQO? et al.,, 2014;
AOUDIA et al.,, 2016). Acredita-se que as propriedades de superficie da
membrana, bem como alteragcdes no pH, podem modificar a interagdo das

células bacterianas com a mucosa gastrointestinal, e, portanto, podem
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influenciar a sua localizacdo no intestino e funcionalidade (WASKQOP” et al.,
2014; HADDAJI et al., 2015). Ainda, estudos apontam que a camada-S
associada com algumas proteinas, podem agir como fatores de aderéncia,
influenciando diretamente a alta capacidade de aderir, autoagregar e, até
mesmo, coagregar (DEEPIKA; CHARALAMPOPOULOS, 2010).

A adeséo de bactérias probitticas a mucosa intestinal, como ja descrito,
€ crucial para um efeito benéfico a saude. Porém, a adesdo também é
conhecida por ser um pré-requisito para a colonizacdo e a infec¢cdo do trato
gastrointestinal por muitos agentes patogénicos (GARCIA-CAYUELA et al.,
2014). Para uma exclusdo competitiva de micro-organismos patogénicos no
epitélio intestinal, além de propriedades antimicrobianas, esta capacidade de
formar aglomeracdo entre as células geneticamente distintas (coagregacao)
com agentes patogénicos € altamente desejavel. Isolados coagregantes
poderiam controlar um microambiente em torno dos agentes patogénicos e
aumentar a concentracdo de substancias inibidoras excretadas (COLLADO;
MERILUOTO; SALMINEN, 2007; KAEWNOPPARAT et al., 2013; GARCIA-
CAYUELA et al., 2014). A capacidade de coagregacdo das espécies de
Lactobacillus com potenciais agentes patogénicos pode prevenir a colonizacao
do intestino por estes patégenos (BAO et al.,, 2010). Assim, as estirpes
probidticas devem mostrar a capacidade de coagregar com as estirpes
patogénicas testadas, mas a capacidade de coagregacdo € estirpe especifica.
Cepas probitticas comercias apresentaram habilidades para agregar com
agentes patogénicos depois de 20 horas de incubacdo, uma vez que estas
caracteristicas sdo especificas e dependentes das condicbes de incubacao
(COLLADO et al., 2007).

As propriedades antimicrobianas mediada por bacteriocinas produzidas
por BAL tém sido amplamente estudadas, o que conduz a utilizacdo desses
micro-organismos na induastria alimentar como agentes conservantes contra
bactérias patogénicas (DUBOURG; ELSAWI; RAOULT, 2015). Diversas
estirpes de BAL, como, por exemplo, Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc vém demonstrado comportamento
antagbnico a outros micro-organismos, podendo também manifestar
antagonismo aos de igual género e/ou patégenos (MCMULLEN; STILLES,
1996; WANG et al., 2015). Assim, uma propriedade importante das estirpes



24

probioticas é a atividade antagonista contra bactérias patogénicas (DARILMAZ,
BEYATLI, 2012). De acordo com Martinis, Santarosa e Freitas (2003),
acredita-se que a presenca de BAL nos alimentos possa ter efeito probiotico,
pela producdo de acidos organicos, bacteriocinas, peroxido de hidrogénio e
diacetil (DAESCHEL, 1989), que séo eficazes em inibir o crescimento de micro-
organismos patogénicos (YOON; LEE; CHOI, 2016). Por exemplo, L.
plantarum tem acao de inibir o crescimento de Salmonella typhimurium, devido
a producao de acido durante o amadurecimento do queijo obtido de leite cru
(STECCHINI; SARAIS; BERTOLDI, 1991).

Sabe-se que algumas BAL agem para diminuir a intolerancia da lactose
nos humanos devido a presenga da enzima [3-galactosidase (DE VRESE et al.,
2014). As B-galactosidases sdo conhecidas por catalisar duas reacdes basicas,
hidrolise da lactose e estruturas relacionadas com glicosideos e reacfes de
transgalactosilacdo (SILLA SANTOS, 1996; IQBAL et al., 2010). Esta enzima
apresenta varias aplicacfes na industria alimentar (NIE et al., 2013). As BAL
como Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
sdo consideradas como boas fontes de B-galactosidade, principalmente para
utilizacdo em alimentos funcionais (USTOK; TARI; HARSA, 2010; OLIVEIRAZ
GUIMARAES; DOMINGUES, 2011). O uso de B-galactosidase na industria
permite que pessoas intolerantes a lactose consumam derivados lacteos
(KLEIN et al., 2016).

As bactérias probidticas ndo devem produzir substancias nocivas
durante as atividades metabdlicas. Sabe-se que a capacidade dos micro-
organismos de descarboxilar aminoacidos € altamente variavel, sendo na
maioria dos casos, um processo estirpe-especifico (POVEDA; CHICON;
CABEZAS, 2015). Relatos na literatura de BAL produtoras de aminas
biogénicas ja foram reportados, apesar de terem status de Geralmente
Reconhecidas como Seguras (GRAS). Alguns micro-organismos podem
descarboxilar alguns aminoéacidos, levando a formac¢éo de aminas biogénicas,
cuja acumulacdo no alimento é indesejavel, causando efeitos toxicos aos
consumidores (LADERO et al., 2012; ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014).
As aminas biogénicas sdo compostos de baixo peso molecular que séo
formados em produtos alimentares por descarboxilagdo microbiana dos &cidos
aminados precursores (POVEDA; CHICON; CABEZAS, 2015). A ingestéao
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excessiva dessas aminas biogénicas pode ter efeitos toxicologicos sobre a
saude humana, como hipotensdo ou hipertensdo, dor de cabec¢a, nauseas,
reacOes alérgicas, palpitacdo cardiaca e hemorragia intracerebral e, até
mesmo, a morte, em casos muito graves (SHALABY, 1996). No entanto, as
estirpes de BAL, quando selecionadas podem agir como removedores de
aminas. Por exemplo, segundo Herrero-Fresno et al. (2012), as linhagens de L.
casei foram capazes de degradar as aminas biogénicas toxicas.

BAL desempenham um papel na reducdo da absorcdo de gordura pelo
corpo, reduzindo o colesterol no soro por meio da atividade da enzima
Hidrolase de Sais Biliares (BSH), responsavel pela desconjugacdo de sais
biliares na circulagdo entero-hepatica (ANANDHARAJ; SIVASANKARI, 2014).
Contudo, o metabolismo excessivo de sais biliares no intestino delgado
humano pode ser prejudicial, pois, como o0s sais biliares secundarios
(desidroxilado) sao citotéxicos e pré-carcinogénicos, podem induzir lesdes
celulares no intestino delgado (MARTEAU et al., 1995). A desconjugacgéao de
sais biliares pode ser um mecanismo de desintoxicacdo e a enzima BSH pode
desempenhar um papel na tolerancia biliar e, consequentemente,
sobrevivéncia no trato gastrointestinal (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005).

2.1.1.3 Potencial tecnoldgico das Bactérias Acido Laticas

As BAL contribuem no desenvolvimento de “flavor”, da textura, do
aumento de vida (til e da preservacdo nos alimentos. S&o conhecidas para
conceder propriedades tecnoldgicas desejadas e bioprotecdo em varias
matrizes de alimentos diferentes, melhorando, simultaneamente, as qualidades
sensorias e de textura do produto final (OLIVEIRA; ZANNINI; ARENDT, 2014).

Defeitos em queijo, resultantes da producdo de gas indesejado, sao
um problema esporadico que resulta em perdas financeiras significativas na
industria lactea (PORCELLATO et al.,, 2015). A producdo de gas pode
aumentar o numero e/ou o tamanho das olhaduras em queijos semi-duros.
Formacdo de olhaduras no queijo € um processo complexo influenciada por
uma seérie de fatores, destacando-se a formacéo de gés, a difusdo do gés, a
presenca de nucleos de formacdo de olhaduras, o pH e a elasticidade da
massa do queijo (FROHLICH-WYDER et al., 2013). A producdo de gas por
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BAL pode ser necessaria em alguns produtos, como no kefir e em alguns
queijos, como, por exemplo, gouda, edam e danbo (LEITE et al.,, 2013;
PEDERSEN et al., 2013). De acordo com Gomez-torres et al. (2014), quando o
acido latico é metabolizado, outros acidos organicos, principalmente o acido
butirico e gases, tais como diéxido de carbono e hidrogénio sao produzidos. A
pressao dos gases evoluidos provoca fissuras e fendas, que sao geralmente
acompanhadas de aroma desagradavel e sabor a ranco, causado pelos &cidos.
Além disso, a producdo de acido latico contribui para a formacédo da textura e
do sabor acido (LANDETA et al., 2013).

Na fabricacdo de queijo ha a necessidade continua para melhoria do
sabor e adicdo de novas estirpes selecionadas com potencial aromatico.
Segundo Pogaci¢ et al. (2015), as abordagens eficazes de aroma sé&o
necessarias, a fim de avaliar diversas espécies de micro-organismos que
proporcionem “flavor”. O diacetil € um metabdlito principal de sabor produzido
por BAL (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2004). Segundo Passerini et al. (2013),
a producao de aroma esta associada com a capacidade intrinseca de algumas
BAL em metabolizar o citrato. O diacetil pode inibir micro-organismos
patogénicos ao difundir-se pelas membranas bacterianas e interferir com as
funcdes metabdlicas essenciais (HOR; LIONG, 2014). Altos niveis de diacetil
estdo associados com um desequilibrio de sabor, sabor amargo e aroma
desagradavel (CLARK; POTTER, 2007), mas € utilizado como ingredientes na
formulacdo de muitos produtos alimentares, tais como queijo cottage,
margarina, esséncias de 6leo vegetal, queijo processado, creme de leite e para
aumentar os niveis de aroma amanteigado que ocorre associado naturalmente
a fermentacdo (RINCON-DELGADILLO et al., 2012).

Algumas culturas iniciadoras tém a capacidade metabdlica para
fermentar o acido citrico e de produzir diacetilo, um composto que tem grande
impacto no sabor de produtos lacteos (HUTKINS, 2006). Durante o crescimento
de bactérias no leite, a principal fonte de energia é a lactose, que é convertido
em acido latico e outros produtos através de duas vias metabdlicas diferentes.
Outra caracteristica metabdlica de certas bactérias produtoras de acido latico €
a capacidade de metabolizar o acido citrico, o qual € um componente menor no
leite. Pode ser convertido em diacetilo, que é um composto de sabor importante
nos produtos lacteos fermentados (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002014000434
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A biossintese de diacetilo é dependente do metabolismo do &acido citrico
(BARTOWSKY; HENSCHKE, 2004). A conversao bioguimica dos componentes
do leite por bactérias &cido laticas, naturalmente, faz com que ocorra
alteracdes nos produtos fermentados. Estas alteracfes atuam intimamente
sobre as propriedades das bactérias envolvidas e do tipo de produto. Um dos
principais aspectos é o acido (especialmente acido latico) a partir de lactose,
que afeta a preservacdo, textura e sabor do produto. Além disso, outros
compostos sdo formados durante a fermentacdo de acido citrico e de lactose,
tais como diacetilo, CO2 e exopolissacaridos, que afetam o sabor, a textura e a
consisténcia do produto, respectivamente (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS,
2006). Os é&cidos orgéanicos sdo amplamente utilizado na inddstria de alimentos
(MAHMOUD; 2014).

Em muitos produtos lacteos, um numero significativo de enterococos
estdo presentes. Por exemplo, em muitos queijos, tais como Condado,
Cebreiro, Mozzarella Kefalotyri, Serra, Manchego, feta, e Teleme, enterococos
compreendem grande parte da microbiota do queijo fresco. Ha relatos de que
0s enterococos podem ter um papel importante na producdo de queijo e que
contribuiem para a maturacdo e a qualidade dos produtos maduros. Além
disso, alguns investigadores tém sugerido que 0s enterococos podem
desempenhar um papel no desenvolvimento do aroma e sabor de muitos
gueijos, provavelmente devido ao catabolismo citrato (QUINTANS et al., 2008).
A utilizacdo de citrato parece ser generalizada entre os lactobacilos na
presenca de um hidrato de carbono fermentavel: Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis (DRINAN; ROBIN; COGAN,
1976). Christensen e Pederson (1958) relataram que o acido citrico é essencial
para a producdo de diacetilo por algumas estirpes, como Lactobacillus brevis
L155. Budinich et al. (2011) demonstraram o consumo de acido citrico durante
o crescimento de Lb. paracasei ATCC 334, em extrato de queijo cheddar e
diacetil, produzida pela cepa.

Durante o crescimento, BAL secretam os Exopolissacarideos (EPS) em
seus ambientes circundantes e micro-organismos candidatos a probioticos tem
como critérios de selecdo importantes a sintese de EPS. Este, quando
produzido pelo micro-organismo no ecossistema intestinal, poderia conferir

uma vantagem seletiva para a sobrevivéncia e a colonizacdo pelas bactérias
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produtoras (PATTEN et al., 2014; HAMET; PIERMARIA; ABRAHAM, 2015). Os
EPS séo polimeros com elevado peso molecular, sendo produzidas in situ por
micro-organismos em produtos lacteos fermentados e sdo considerados como
aditivo de alimentos alternativos. Os EPS sintetizados por certas bactérias
acido laticas, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc sao
considerados micro-organismos reconhecidos como seguros (BOELS et al.,
2001). Os EPS podem ser utilizados como aditivos alimentares para melhorar a
textura, o que favorece o desenvolvimento de novos produtos alimentares com
uma melhor aparéncia, estabilidade e propriedades reoldgicas (DE VUYST;
VIN; DEGEEST, 2001). Os lactobacilos, pertencentes a BAL, tem a capacidade
para produzir diferentes tipos de EPS que apresenta uma grande diversidade
de estruturas. Os EPS sdao classificadas, de acordo com a sua composi¢cao em
homopolissacaridos e heteropolissacarideos, onde uma das suas aplicacfes
mais descritos € a sua utilizacdo como agente de texturizacdo sintetizada
naturalmente os alimentos fermentados (BADEL; BERNARDI; MICHAUD,
2011).

BAL desenvolveram mecanismos para suportar varias concentracdes de
NaCl que, geralmente, envolvem a absorcdo ou a sintese de um numero
limitado de solutos (BREMER; KRAEMER, 2000). Reale et al. (2015) relataram
gue osmotolerancia é um critério importante para a selecdo de estirpes para
aplicacbes tecnoldgicas a partir de estudo com Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus. Ammor, Florez e Mayo
(2007) afirmam que a capacidade da estirpe probidtica de sobreviver a

elevadas concentracdes de sal variam de 2% a 15% no produto final.

2.1.1.4 Queijo de Coalho Caprino Artesanal: Definicdo e aspectos

gerais

O queijo coalho é uma comida tipica brasileira que tem sido produzido, a
partir de leite cru ou pasteurizado, na regido nordeste, ha mais de 150 anos
(QUEIROGA et al., 2013). E um produto muito apreciado por causa de suas
propriedades sensoriais, incluindo um sabor levemente salgado e acido, aroma
suave e textura compacta e macia (BEZERRA et al., 2016).

De acordo com a Instrugao Normativa N° 30, de 26 de junho de 2001, do
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Ministério da Agricultura e Abastecimento, que institui o Regulamento Técnico
de ldentidade e Qualidade de Queijo de Coalho, entende-se por queijo coalho o
produto obtido apos a coagulacéo do leite com coalho ou enzimas coagulantes
apropriadas que sado, por vezes, complementadas com bactérias laticas
selecionadas (cultura iniciadora). Este queijo é comercializado, normalmente,
com até 10 (dez) dias de fabricacdo. E um queijo de média a alta umidade, de
massa semi-cozida ou cozida e apresentando um teor de gordura nos solidos
totais variavel entre 35,0% e 60,0% (BRASIL, 2001).

Dentre os produtos lacteos, 0 queijo caprino artesanal € o mais comum na
regido semiarida nordestina. A producdo de queijo de leite de cabra no
nordeste brasileiro é uma forma rentavel de utilizacdo do leite caprino, sendo o
queijo de coalho um alimento tipico produzido em varios estados daquela
regido. Este queijo ainda é fabricado utilizando-se processos néo
padronizados. E um produto de grande valor comercial, devido, principalmente
a simplicidade da tecnologia de fabricacdo e ao elevado rendimento do
processo (BARBARA et al., 2011; SILVA et al., 2012; QUEIROGA et al., 2013).

E um produto lacteo que tem um bom potencial para a carrear micro-
organismos probidticos ao intestino humano, devido as suas caracteristicas
fisicas e quimicas, em comparacdo com leites fermentados (maior valor de pH
e menor acidez titulavel, maior teor de gordura, maior disponibilidade de
nutrientes, menor teor de oxigénio e textura da matriz mais densa)
(BOYLSTON et al., 2004; KARIMI; MORTAZAVIAN; CRUZ, 2011).

A preferéncia do consumidor para o queijo de leite cru esta crescendo
continuamente, devido ao seu sabor mais intenso e variado do que o queijo de
leite pasteurizado (YOON; LEE; CHOI, 2016). O queijo caprino é consumido
em todo o mundo e a procura de produtos lacteos de cabra no Brasil esta
crescendo (SILVA et al, 2012). O perfil aromatico dos queijos afeta
diretamente a sua aceitacdo ou rejeicdo (BEZERRA et al, 2016). O
desenvolvimento de aroma em queijos de leite cru é regida, principalmente, por
sua comunidade microbiana naturalmente existente, o que também contribui
para a inibicdo do crescimento bacteriano patogénico de origem alimentar. As
BAL séo os micro-organismos indigenas dominantes de queijo de leite cru. Elas
produzem substancias inibidoras de micro-organismos patogénicos, tais como,

acidos organicos e peréxido de hidrogénio, e é possivel a fabricacdo do queijo
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com qualidades desejaveis microbioldgicas, contribuindo para o sabor e textura
do produto. No entanto, os surtos de doencas transmitidas por alimentos tém
sido associados ao consumo de queijo de leite cru, e as preocupagdes tém sido
levantadas sobre a seguranca microbiolégica dos queijos fabricados a partir de
leite cru (DAL BELLO et al.,, 2010; FAVARO; PENNA; TODOROV, 2015;
YOON; LEE; CHOI, 2016). Por exemplo, L. plantarum tem ac&o de inibir o
crescimento de Salmonella typhimurium, devido a producéo de acido durante o
amadurecimento de queijo de leite cru Montasio (STECCHINI; SARAIS;
BERTOLDI, 1991).

2.1.1.5 Salmonella: definicdo, caracteristicas gerais e 0 risco em

gueijos

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. S&o
bastonetes Gram negativos, anaerobias facultativas, a maioria das espécies &
movel, com flagelos peritriqguos, oxidase negativa, catalase positiva, indole e
Voges-Proskauer negativo, vermelho de metilo e citrato de Simmons positivo.
Apresenta a capacidade de descarboxilacdo da lisina e ornitina. A temperatura
Otima de crescimento é de, aproximadamente, 37°C (LE MINOR, 1984; HOLT;
KRIEG; SNEATH, 1994).

O género tem morfologia de bastonete medindo 0,7-1,5 X 2-5 um. As
salmonelas fermentam a glicose, produzindo acido e gas, porém, sao
incapazes de metabolizar a lactose e a sacarose. Os carboidratos usualmente
fermentados incluem L-arabinose, maltose, D-manitol, D-manose, L-rhamnose,
D-sorbitol, trehalose, D- xylose. Elas sdo amplamente distribuidas na natureza
e ttm o homem e o0s animais como seus principais reservatérios. O habitat
primario da Salmonella spp. é o trato intestinal de animais, como passaros,
répteis, animais de granja, além do homem e, ocasionalmente, insetos (LE
MINOR, 1984; HOLT; KRIEG; SNEATH, 1994; JAY, 2005).

As salmonelas podem ser divididas em trés grupos que séo: Primeiro
(salmonelas altamente adaptadas ao homem, incluindo os sorovares S.Typhi e
S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica (febres tiféide e paratiféide).
Segunda (salmonelas altamente adaptada aos animais, representadas por S.
Dublin (bovinos), S. Choleraesuis e S. Typhi suis (suinos), S. Pullorum e S.



31

Gallinarum (aves), responsaveis pelo paratifo dos animais). Terceiro, inclui a
maioria dos sorovares que atingem indiferentemente o homem e os animais,
salmonelas zoondticas, responsaveis por quadro de gastrenterites
(enterocolites) ou doencas de transmissao alimentar (LE MINOR, 1984; HOLT;
KRIEG; SNEATH, 1994).

E um agente patogénico de origem alimentar zoonética significativa em
todo o mundo (PATCHANEE et al., 2016). Doencas alimentares causadas por
Salmonella resultam da ingestdo de alimentos contendo um numero
significativo de determinadas linhagens do género (JAY, 2005). E
frequentemente associada a doencga diarreica aguda. A bactéria € transmitida,
principalmente, por meio da ingestdo de alimentos contaminados ou agua, ou
manipuladores de alimentos infectados (DURANGO; ARRIETA; MATTAR,
2004).

Quando os produtos alimentares sdo contaminados com quantidades
suficientes de Salmonella ou sao tratadas de forma a permitir o crescimento do
micro-organismo no alimento, a presenca de salmonelose em seres humanos
é possivel (JARVIS et al., 2016).

A salmonelose é uma doenca causada por espécies de Salmonella. E
um importante problema de saude publica em todo o mundo, devido a alta taxa
de morbidade e também tem um grande impacto econémico negativo na
producdo de alimentos (HU; KOPECKO, 2002; CHAMBERS; GONG, 2011;
MOHAMED et al., 2014; ABDELHASEIB et al., 2016).

Os sintomas caracteristicos de doengcas de origem alimentar
ocasionadas por Salmonella incluem: diarréia, nausea, dor abdominal, febre
branda e calafrios e, algumas vezes, vomitos, dor de cabeca e fraqueza. O
periodo de incubacdo antes da doenca é de cerca de 16 a 72 horas. A
enfermidade é, normalmente, autolimitante e persiste durante 2 a 7 dias. A
pessoa infectada excretara grandes quantidades de Salmonella pelas fezes
durante o periodo da doen¢a (FORSYTHE, 2002; BOLTON et al., 2013).

A salmonelose representou cerca 131,468 casos de humanos
confirmados na Unido Européia (UE), em 2008, representando a segunda
doenca zoondtica mais frequentemente relatados em seres humanos, apés
campilobacteriose. Casos de salmonelose humana relatados em 2008 mostram

uma diminuicdo de 13,5%, a partir de 2007, na UE. No entanto, varios paises
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europeus continuam a mostrar uma tendéncia de aumento significativo,
provando que esforgos continuos para prevencdo e controle ainda séo
necessarios. Na UE, os sorotipos de Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium séo relatados como os dois principais agentes etiologicos de
salmonelose que se adaptaram aos seres humanos (CARRASCO; MORALES-
RUELLA; GARCIA-GIMENO, 2012).

O queijo € considerado um veiculo para agentes patogénicos
alimentares, em particular queijos frescos artesanais produzidos,
principalmente, a partir de leite cru (CARVALHO et al., 2015). Normalmente, a
contaminacdo por Salmonella pode ocorrer em leite e em queijo de cabra
(TAMAGNINI; SOUSA, 2008; OLIVEIRAP et al., 2011), porque as cabras s&o
reservatérios de Salmonella e uma grande porcentagem de animais
apresentam este micro-organismos no rumen ou nas fezes (WOLDEMARIAM
et al., 2005; POINTON; KIERMEIER; FEGAN, 2012). Uma vez que este agente
patogénico pode sobreviver a baixo pH e temperatura, que permanece por um
longo tempo em queijos armazenados. Assim, Salmonella spp. continuam a ser
uma preocupacao para a industria de laticinios (TAMAGNINI; SOUSA, 2008;
YANG et al., 2014; LYNNE, FOLEY; HAN, 2016). A contaminacgao do alimento
ocorre devido ao controle inadequado de temperatura, de préaticas de
manipulacdo ou por contaminagcdo cruzada de alimentos crus com alimentos
processados. O micro-organismo se multiplica no alimento até atingir a dose
infecciosa (FORSYTHE, 2002).
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2.1.3 CONSIDERACOES FINAIS

Bactérias acido laticas com acgéo probidtica e tecnoldgicas podem ser
selecionadas a partir de diferentes ambientes e matrizes alimentares para
incorporagcdo em varios produtos alimentares, aumentando, assim, a
funcionalidade dos alimentos e o0s efeitos benéficos sobre a saude do
consumidor. No entanto, para exercer estes efeitos, um rigoroso critério é
necessario para selecionar estirpes probidticas seguras, funcionais e com

caracteristicas tecnoldgicas e fisiologicas desejaveis.
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2.2 SEGUNDA PARTE: ARTIGO CIENTIFICO

Publicado no Periodico Food Microbiology, v.60, p.29-38, 2016.

Selecdo de Bactérias Acido Laticas autdctones de leite de cabra e sua

adicdo em queijo artesanal para avaliar a inibicdo de Salmonella Typhi

RESUMO

Este estudo objetivou selecionar Bactérias Acido Laticas (BAL) autdctones de
leite de cabra com propriedades probidticas e funcionais, e testar a sua adi¢cao
ao queijo artesanal para inibicdo de Salmonella Typhi. Testes in vitro para
sessenta isolados foram conduzidos, incluindo a sobrevivéncia no Trato
Gastrointestinal (TGI), testes de autoagregacdo e coagregacdo, ensaio
hemolitico, atividade de DNAse, susceptibilidade antimicrobiana, atividade
antibacteriana, tolerancia a NaCl, Exopolissacarideo (EPS), producao de gas e
de diacetil. Com base nesses testes, foram selecionados e identificados quatro
isolados de BAL (UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279). Testes adicionais, como a
producado de &cido latico e citrico, foram realizados para os isolados UNIVASF
CAP, além dos ensaios de Hidrolase de Sais Biliares (BSH), B-galactosidase e
de atividade de descarboxilase. As quatro BAL selecionadas produziram &cido
latico em elevada concentracdo (>17 g / L) e acido citrico em baixa
concentracdo (0,2 g / L). Todas as estirpes selecionadas apresentaram BSH e
atividade B-galactosidase, e nenhuma apresentou atividade de descarboxilase.
Trés queijos de cabra (1, 2 e controle) foram produzidos e avaliados pela a
acao inibitéria das BAL selecionadas sobre a Salmonella Typhi. O queijo
inoculado com BAL (queijo 2) diminuiu a populacdo de S.Typhi para 0,38 logio
UFC/g, no queijo sem o indculo de BAL (queijo 1) aumentou a populacdao do
patégeno em 0,29 unidades logaritmicas. Além disso, o valor de pH aumentou
linearmente ao longo do tempo, em 0,004 unidades por dia, no queijo 1. No
gueijo 2, o valor de pH diminui linearmente ao longo do tempo, em 0,066
unidades por dia. O coquetel contendo estirpes selecionadas de Lactobacillus,
com potenciais propriedades probidticas e tecnoldgicas, apresentou atividade

antibacteriana in vitro contra S. Typhi no queijo de cabra artesanal. Assim, o
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leite de cabra é importante fonte de BAL com potencial probiético que pode ser
utilizada para inibir o crescimento populacional de Salmonella em queijo de

cabra, contribuindo para a seguranca e valor funcional do produto.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Probidticos. Queijo de cabra.
Seguranca alimentar.
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ABSTRACT

This study aimed to select autochthonous lactic acid bacteria (LAB) with
probiotic and functional properties from goat dairies and test their additiont o
artisanal cheese for the inhibition of Salmonella Typhi. In vitro tests, including
survival in the gastrointestinal tract (GIT), auto and co-aggregation, the
hemolytic test, DNase activity, antimicrobial susceptibility, antibacterial activity,
tolerance to NaCl and exopolysaccharide (EPS), gas and diacetyl production
were conducted for sixty isolates. Based on these tests, four LAB isolates
(UNIVASF CAP 16, 45, 84 and 279) were selected and identified. Additional
tests, such as production of lactic and citric acids by UNIVASF CAP isolates
were performedin addition to assays ofbile salt hydrolase (BSH), B-
galactosidase and decarboxylase activity. The four selected LAB produced high
lactic acid (> 17 g/L) and low citric acid (0.2 g/L) concentrations. All selected
strains showed BSH and [(-galactosidase activity and none showed
decarboxylase activity. Three goat cheeses (1, 2 and control) were produced
and evaluated for the inhibitory action of selected LAB against Salmonella
Typhi. The cheese inoculated with LAB (cheese 2) decreased 0.38 logio CFU/g
of S.Typhy population while in the cheese without LAB inoculation (cheese 1)
the pathogen population increased by 0.29 log units. Further, the pH value
increased linearly over time, by 0.004 units per day in cheese 1. In the cheese
2, the pH value decreased linearly over time, by 0.066 units per day. The
cocktail containing selected Lactobacillus strains with potential probiotic and
technological propertiess howed antibacterial activity against S. Typhi in vitro
and in artisanal goat cheese. Thus, goat milk is important source of potential
probiotic LAB which may be used to inhibitthe growth of Salmonella population

in cheese goat, contributing to safety and functional value of the product.

Keywords: Antibacterial activity. Food safety. Goat cheese. Probiotics.
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2.2.1 INTRODUCAO

A primeira e a segunda unidade de Federagdo com 0S maiores
rebanhos de caprinos, estdo localizados nos estados brasileiros da Bahia (BA)
e Pernambuco (PE). Dois municipios da regido semiarida do Brasil, Juazeiro
(BA) e Petrolina (PE), correspondem ao segundo e ao sétimo municipios,
respectivamente, com o0s maiores rebanhos caprinos (IBGE, 2011).
Naturalmente, os caprinos tém importancia econ6mica e social para a
populacao dessa regiao.

Entre os produtos lacteos provenientes da cadeia produtiva da cabra em
regibes semiaridas, destaca-se o queijo artesanal. Este produto é preferido
pelos consumidores locais e pode, ainda, complementar a renda dos pequenos
produtores (ALMEIDA JUNIOR et al., 2015; BEZERRA et al., 2016), no entanto,
a qualidade microbiologica deve ser aprimorada. A associacdo de leite e seus
derivados com varios micro-organismos patogénicos enfatiza a necessidade de
intensificar esforgcos para garantir a seguranca desses produtos (EL-
SHAROUD, 2015).

Normalmente, a contaminacdo por Salmonella pode ocorrer em leite e
em queijo de cabra (TAMAGNINI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011) porque as
cabras sdo reservatorios de Salmonella e uma grande porcentagem desses
animais transporta estes micro-organismos em seu ramen ou fezes
(WOLDEMARIAM et al., 2005; POINTON; KIERMEIER; FEGAN, 2012). Uma
vez que este agente patogénico pode sobreviver a baixas temperaturas e pH,
consegue permanecer por um longo periodo em queijos armazenados. Assim,
Salmonella spp. continua a ser uma preocupacédo para a industria de laticinios
(TAMAGNINI et al., 2008; YANG et al., 2014; LYNNE; FOLEY; HAN, 2016).

Uma abordagem para a indastria de laticinios para inibir patégenos e
agregar valor aos seus produtos é a utilizacdo de Bactérias Acido Léaticas
(BAL). Culturas selecionadas de BAL séo usadas pela industria de laticinios em
grande escala e oferecem o0s beneficios de seguranca microbiologica,
uniformidade e qualidade do produto final (ROSS; MORGAN; HILL, 2002). A
producdo de acido latico e bacteriocinas por BAL tem um efeito inibitorio sobre
as bactérias patogénicas (COELHO et al., 2014; FONTANA et al., 2015).
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Além disso, a adicdo de BAL aos produtos lacteos pode contribuir para
as propriedades tecnolégicas (NIETO-ARRIBAS et al., 2009; FAVARO et al.,
2014) e também as propriedades funcionais. De acordo com Giraffa (2012),
para um probidtico ser benéfico & saude humana, este deve sobreviver a
passagem através do TGI (trato gastrointestinal) e ser capaz de sobreviver no
ambiente do intestino. Os requisitos funcionais dos probidticos incluem a
tolerancia ao 4cido e a bile, a aderéncia as superficies epiteliais e a atividade
antagonista com agentes patogénicos intestinais. Este estudo teve como
objetivos avaliar e selecionar estirpes de BAL autdctones de leite caprino com
potencial probiético e tecnoldgico e testar a sua adicdo ao queijo artesanal para

para inibicdo do crescimento de Salmonella Typhi.
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2.2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.2.1 Local de execucéo, pré selecéo e identificacdo dos isolados

O estudo foi realizado no Laboratorio de Tecnologia e Inspecdo de
Produtos de Origem Animal da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
— UNIVASF. Para a realizagdo de técnicas moleculares tivemos o apoio do
Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal — UNIVASF, bem como o
laboratorio de Fisiologia e Genética de Micro-organismos da Universidade
Federal de Lavras — UFLA para a realizacdo da técnica cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Um total de 60 BAL pré-selecionadas entre 290 isolados foi
utilizado neste estudo. Estas estirpes foram isoladas do leite de cabra obtido de
exploracdes leiteiras extensivas em pequena escala com cabras de raca mista,
em seis municipios da regido semiarida, nordeste do Brasil (ALMEIDA JUNIOR
et al., 2015). Foram escolhidos, aleatoriamente, dez fazendas em cada regiao,
para um total de 60 amostras de leite. A caracterizacdo basica dos isolados foi
realizada através da reacdo de Gram, morfologia, motilidade, catalase (H20z,
3% v / v) e a atividade do citocromo-oxidase. Na sequéncia, a pré-selecado de
isolados BAL UNIVASF CAP foi baseada em sua capacidade de tolerar os
efeitos do pH baixo. Assim, sessenta isolados com uma taxa de sobrevivéncia
superior a 90% ao pH 2 (SOLIERI et al., 2014) foram selecionados para 0s
testes descritos a seguir.

Foram identificadas as quatro estirpes selecionadas a partir dos testes
descritos nas secdes 2.2.2.2 a 2.2.2.6. O género e a especie foram
confirmadas por andlise da sequéncia do gene de 16S rRNA. O DNA
bacteriano foi extraido de cada uma das estirpes utilizando o kit Pure Link
Genomic DNA Mini (Invitrogen). As reacdes de PCR foram realizadas num
volume final de 50 uL contendo 25 uL de Top Taq Master Mix (Qiagen), 1 pyL de
cada iniciador (27f / 1512r), 2 uL de DNA e 21 uL de RNase livre de agua. Os
produtos de PCR foram purificados com o kit de purificacdo de PCR Pure Link
(Invitrogen). Os produtos de PCR purificados foram sequenciados por Helixxa

Pesquisa (Paulinia - SP, Brasil). As sequéncias foram, entdo, comparadas com
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as do banco de dados GenBank, utilizando o BLAST (National Center for
Biotechnology Information, Maryland, EUA).

Os quatro isolados de BAL UNIVASF CAP selecionados foram
depositados na Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA)
(https://sites.google.com/site/ccmaufla/lhome) da Universidade Federal de

Lavras, Brasil.

2.2.2.2 Caracterizacao de fatores de viruléncia dos isolados de BAL

A producéo de DNAse foi determinada através da adicdo de aliquotas de
1 uL do isolado em gotas sobre a superficie de agar teste DNAse (Himedia)
com azul de toluidina a 0,1%. As placas foram, entdo, incubadas a 37°C
durante 48 horas. A formacao de halo rosado em volta das coldnias indicou um
resultado positivo para a presenca de DNAse (PERIN et al., 2014).

Para o teste de coagulase, 0,3 mL de cada isolado foi transferido para
tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho (Plasma Coagu-
LaborClin®) incubadas a 36°C (x 1°C) durante 6 horas. A formacdo de um
coagulo grande ou a total coagulacdo foram consideradas um resultado
positivo para o teste (PERIN et al., 2015).

Para o teste de hemdlise, os isolados de BAL foram cultivados em caldo
MRS (Himedia) a 37°C, durante 15 horas e transferidos para placas de agar
sangue (Himedia) suplementado com 5% de sangue de cavalo desfibrinado
(Oxoid). Depois de 48 a 72 horas, a reacdo hemolitica foi avaliada através da
observacdo tanto da hidrolise parcial das células vermelhas do sangue e a
producao de uma zona verde (a-hemdlise), bem como a hidrélise total de
células vermelhas do sangue produzindo uma zona clara em torno da col6nia
bacteriana (3-hemdlise) ou nenhuma reacgéo (y-hemdlise) (PERIN et al., 2014).

No teste de susceptibilidade antimicrobiana, utilizaram-se o0s
antimicrobianos cloranfenicol (30 pg/disco), oxacilina (1 pg/disco), vancomicina
(30 pg/disco), tetraciclina (30 pg/disco), ciprofloxacina (5 pg/disco) e penicilina
G (10 Ul/disco), segundo as recomendacdes da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). Os isolados de BAL foram cultivados em agar
MRS (Himedia), durante 24 horas, a 37°C. As estirpes foram inoculadas em 4

mL de &gua destilada estéril para obter o n° de 0,5 McFarland padrdo de



56

turvacao (Probac, Brasil). Um swab estéril foi utilizado para espalhar o inéculo
através da superficie de 4gar Muller Hinton (Himedia), e, em seguida, os discos
antimicrobianos foram aplicados a placa. A susceptibilidade antimicrobiana foi
avaliada através da mensuracdo da zona de inibicdo do crescimento
bacteriano, apés incubacédo, durante 24 horas, a 37°C. Escherichia coli ATCC
25922 foi utilizada no teste para controle positivo.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

2.2.2.3 Simulacdo a tolerancia do Trato Gastrointestinal (TGI) dos
iIsolados de BAL selecionados

Depois do critério de pré-selecdo, dos isolados com uma taxa de
sobrevivéncia maior que 90% a pH 2, foram dadas sequéncia com outros
testes para simular a sobrevivéncia no TGI. Os isolados de BAL pré-
selecionados foram testados num modelo in vitro que simula quimicamente as
condigdes fisiologicas. No teste de tolerancia a bile, o meio MRS (Himedia) foi
suplementado com bile de bovino 2,0% (Sigma-Aldrich). Para o teste da
tolerancia do fluido pancreatico, foram utilizados NaHCO3 150 mM e 1,9 mg/ml
de pancreatina (Sigma-Aldrich), e o pH foi ajustado para 8,0, conforme
sugerido por Ronka et al. (2003). Para testar a toleréancia ao suco intestinal, de
acordo com Bao et al. (2010), 0,1 g de tripsina (Sigma, Aldrich) e 1,8 g de sais
biliares foram adicionados a uma solucao estéril de 1,1 g de bicarbonato de
sédio e 0,2 g de cloreto de sodio em 100 mL de agua destilada. O pH da
solucéo foi ajustado para 8,0 com hidroxido de sodio 0,5 M e esterilizado por
filtracdo através de uma membrana de 0,45 pm.

As estirpes para cada teste foram inicialmente cultivadas durante 24
horas em meio MRS a 37°C. AplOs este periodo, as estirpes foram
centrifugadas durante 5 minutos e lavadas 3 vezes em tampéao fosfato salino
(PBS) a pH 7,0. Tubos individuais contendo cada estirpe e meio de teste foram
incubados, durante 3 horas, a 37°C em banho-maria. A viabilidade foi avaliada
em duplicata, em 0 e 3 horas, em Agar MRS. O ensaio foi realizado em
triplicata. As taxas de sobrevivéncia foram calculadas de acordo com a
seguinte equacao:

Taxa de sobrevivéncia(%) = log UFC N1 x 100

log UFC NO
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Em que N1 representa a contagem total de isolados viaveis no tempo de

3 horas e NO representa a contagem total de isolados viaveis no tempo 0 hora.

2.2.2.4 Agar difusdo em disco - Atividade antibacteriana

O efeito inibidor de diferentes isolados de BAL frente a agentes
patogénicos foi testado utilizando-se o método de difusdo em &gar disco.
Salmonella Typhi (ATCC 6539), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e
Staphylococcus aureus (ATCC n° 25923) foram cultivadas em agar Triptona de
Soja (TSA, Himedia) suplementado com 0,6% de extrato de levedura, durante
24 horas, a 37°C. Cada patdégeno foi suspenso em 4 mL de &gua estéril e
padronizado para, aproximadamente, 108 UFC/mL, por comparacdo de
turvacdo ao padrdo n° 0,5 da escala de McFarland. Um swab estéril foi
embebido na suspensao e aplicado sobre a superficie de uma placa com agar
TSA. Em seguida, discos de papel filtro estéril (Whatman n° 1) de 6 mm foram
umedecidos com 20 uL do sobrenadante isento de células (obtido por
centrifugacdo 2.500 x @/10min) de cada isolado de BAL em fase de
crescimento exponencial. A susceptibilidade de micro-organismos patogénicos
foi avaliada por meio da mensuracdo da zona de inibicdo do crescimento
bacteriano em torno dos discos (raio - mm) apOs a incubacdo, durante 24
horas, a 37°C. Uma zona clara de inibicdo de pelo menos 1 mm de raio foi
registrada como positiva (AHMADOVA et al.,, 2012). O experimento foi
realizado em triplicata.

2.2.2.5 Atividade de agregacao
2.2.2.5.1 Ensaio de autoagregacao

Os ensaios de autoagregacao foram realizados como descrito por Kos et
al. (2003), com algumas modificagcbes. Resumidamente, as células foram
lavadas duas vezes com PBS (pH 7,2). As células foram, entéo, ressuspensas
em 4 mL, a 108 UFC/ml, em vortex durante 10 segundos e incubados, durante
4 horas a temperatura ambiente. Nos tempos O, 1, 2, 3 e 4 horas, 5 pL da
suspensao superior foram cuidadosamente removidos, transferidos para

microplaca contendo 195 pL de PBS e a absorbancia (A) a 620 nm foi
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mensurada. A porcentagem de autoagregacédo foi expressa como uma funcao
de tempo, até que fosse constante, utilizando a férmula: 1- (At/A0) x 100, onde
A representa a absorbéncia no tempo t = 4 horas e A0, a absorbanciaat=0.0

experimento foi realizado em triplicata.

2.2.2.5.2 Ensaio de coagregacdo: patogenos e isolados de
BAL

O método para preparar as suspensodes de células utilizadas para o teste
de coagregacéo foi 0 mesmo que o de autoagregacao, como sugerido por Kos
et al. (2003). Para este teste, 0s agentes patogénicos utilizados foram: S. Typhi
(ATCC 6539) e L. monocytogenes (ATCC 7644). Volumes iguais (2 mL) de
Lactobacillus e estirpe patogénica foram misturados, por vortex, durante 10
segundos. Os tubos de controle foram preparados, ao mesmo tempo, contendo
4 mL de cada suspensao bacteriana separada. Nas suspensfes, "A" a 620 nm
foi medido apés a mistura e, em seguida, ap6s 5 horas de incubacdo a
temperatura ambiente. As amostras foram avaliadas do mesmo modo como no
ensaio de autoagregacao. O ensaio foi realizado em triplicata. A porcentagem
de coagregacao foi calculada usando a equacéao:

Coagregacao(%) = ((Aractob + Apatéq)/2) — Amixx 100,

AlLactob + Apatog

Onde Apatog € ALactob representam as suspensdes bacterianas separadas
a A620 nm, e Amix representa a absorbancia da suspensdo bacteriana

misturada.

2.2.2.6 Propriedades tecnoldgicas das BAL

A producéo de Exopolissacarideo (EPS) a partir dos isolados de BAL foi
testada de acordo com o meétodo descrito por Van Geel-Schutte et al. (1998),
com modifica¢gdes. Resumidamente, as culturas de BAL foram cultivadas em
frascos contendo 20 mL de caldo MRS suplementado com 2% (w/v) de glicose,

a 37°C, durante 3 dias. As células bacterianas foram removidas por
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centrifugacéo, a 6.000 x g por 20 minutos, e dois volumes de etanol frio 95%
(Merck) foram adicionados a um volume do sobrenadante da cultura para
precipitacdo do EPS. Os precipitados foram separados por filtragdo a vacuo e
secos a 60°C. Seus pesos foram mensurados para determinar a quantidade de
EPS produzido.

Para verificar a producdo de gas a partir de glicose, caldo MRS com
glicose a 5% foi utilizado e adicionados a tubos Durham, de acordo com o
meétodo de Cai et al. (1999).

Para verificar a producdo de diacetil, apés crescimento, as amostras
foram centrifugadas, a 4000 rpm, durante 15 minutos. O sedimento foi
ressuspenso em agua peptonada e inoculado (1% (w / v)) em 10 mL de leite
integral UHT e incubadas a 30°C, durante 24 horas. Em seguida, 1 mL de
cultura foi adicionado a 0,5 ml de solugéo a-naftol (1% (w/ v)) e KOH (16% (w /
Vv)), seguido de incubacéo, a 37°C, durante 10 minutos. A producédo de diacetil
foi indicada por uma formacgdo de um halo vermelho nos tubos (KING, 1948).
Os resultados foram classificados como fraco, médio ou forte de acordo com a
intensidade da cor do halo formado. Os testes foram realizados em duplicata.

Os isolados foram testados quanto a tolerancia a concentracdes de NacCl
entre 4% e 6,5%, de acordo com o método do Yavuzdurmaz (2007). Meios
contendo indicador purpura de bromocresol foi preparado de acordo com as
concentracfes acima mencionadas e transferidos para tubos de 5 mL. Os
tubos foram inoculados com 1% de culturas com crescimento de 24 horas e,
em seguida, incubadas, a 37°C, durante 7 dias. Uma mudanga de cor de
purpura para amarelo mostrou evidéncia de crescimento celular.

Exceto teste de diacetil, todos 0s outros testes foram realizados em

triplicata.

2.2.2.7 Producdao de acido latico e acido citrico

As gquatro estirpes de BAL selecionadas foram cultivadas em meio MRS,
durante 48 horas, a 37°C. A quantificacdo do acido latico e acido citrico
produzidos por cada estirpe foi medida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), equipado com um detector de UV operado a 210 nm, em

adicdo a uma coluna de SCR-101H Shim-pack (7,9 mm x 30 centimetros). As
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concentracfes de acido citrico e acido latico foram determinadas de acordo
com Miguel et al. (2012). A analise foi realizada a 30°C, utilizando 100 mM de
acido perclorico como eluente a uma vazao de 0,6 mL/min, com um volume de
amostra de 20 pl. Acido latico e écido citrico foram identificados por
comparacao do tempo de retencdo de um padrdo auténtico correspondente a
cada acido. A concentracdo de &cidos latico e citrico foi determinada utilizando-
se uma curva de calibracdo obtida por insercdo de diferentes concentracdes
padrdao de cada acido injetados nas mesmas condicfes utilizadas para a

analise da amostra. O ensaio foi realizado em duplicata.

2.2.2.8 BSH, B-galactosidase e atividade de descarboxilase

Atividade de Hidrolase de Sais Biliares (BSH) das quatro culturas
selecionadas foi detectada utilizando-se um procedimento de acordo com
Zago et al. (2011), com algumas modificagbes. Resumidamente, culturas com
crescimento foram vizualizadas em placas de agar MRS contendo 0,37 g/L de
CaCl2 e 0,5% TDCA (Sodium taurod e oxycholate hydrate -Sigma) ou GDCA
(Sodium Glycod e oxycholate hydrate - Sigma). As placas foram incubadas
aerobicamente, a 37°C, durante 72 horas. A presenca de halo em torno de
colénias ou coldnias brancas opacas indicou atividade BSH. O inéculo de cada
estirpe em MRS sem suplementacéo foi incluido como controle negativo.

A atividade de [B-galactosidase das quatro estirpes selecionadas foi
avaliada empregando discos estéreis de papel filtro impregnados com o-
nitrophenyl-b-D-galactopyranose (ONPG discos, Fluka, Buchs, Suica), de
acordo com as instrucbes do fabricante. Uma colénia de cada uma das
estirpes, cultivadas em placas de MRS, a 37°C, durante 48 horas foi retirado e
emulsionado em um tubo contendo um disco de ONPG adicionado a 0,1 mL de
solucéo salina estéril. Os tubos foram incubados a 37°C, e observou com um
intervalo de 1 hora, em até 6 horas. O aparecimento de um composto
cromogénico, o-nitrofenol amarelo, indica uma col6nia positiva.

Atividade da descarboxilase dos quatro micro-organismos selecionados
foi avaliada de acordo com Komprda et al. (2004). Cem miligramas de cultura
foi inoculado em 9,9 mL de solucao fisiologica. Apos 24 horas, 0,3 mL da

mistura foi transferida para um tubo com o meio constituido de peptona 0,5 g,
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extrato de levedura 0,3 g, 1 mL de purpura de bromocresol (BCP 2% em etanol
a 50%), 1g de acidos aminados- L (triptofano, histidina, ornitina, lisina,
fenilalanina, cisteina, tirosina e arginina) e 100 mL de agua destilada. Em
seguida, a mistura foi revestida de oOleo de parafina estéril. A cor violeta e
amarela foram considerados positivo e negativo, respectivamente, apos 1, 4,
24 e 48 horas a 37°C. Um tubo com o meio base sem aminoacidos foi utilizado
como um controle negativo.

Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.2.2.9 Inibicdo da Salmonella Typhi em queijo de cabra artesanal

Os queijos de cabra foram fabricados para avaliar a acdo inibitoria das
BAL contra S. Typhi (ATCC 6539). Os queijos foram fabricados em
conformidade com o procedimento tradicional empregado por pequenos
produtores na regido do semiarida de Pernambuco, como anteriormente
descrito por Almeida Junior et al. (2015), mas com a modificacdo da
temperatura do leite de pasteurizacdo (90°C durante 10 minutos) e a
concentragdo de inéculo. No primeiro queijo (queijo 1), o inéculo contendo 107
UFC / mL de S. Typhi foi adicionado como controle positivo. No segundo tipo
de queijo (queijo 2) foi adicionado o inéculo contendo 10” UFC / ml S. Typhi e
107 UFC / mL de uma mistura de BAL selecionada . No terceiro queijo, ndo
houve inoculacdo microbiana: o queijo foi o controle negativo. A massa de
queijo foi distribuida em 250 g em formas perfuradas e pressionada durante 2
horas a temperatura ambiente. Os queijos foram realizados em triplicata.
Posteriormente, os produtos foram embalados em sacos de plastico estéreis
(Cryovac, Brasil) e armazenados a 4°C, com 90% de umidade relativa, por um
total de 20 dias. A contagem bacteriana, o pH e a lactose foram realizadas nos

dias 0, 5, 10, 15 e 20, depois da preparacdo dos queijos.
2.2.2.9.1 Enumeracéao bacteriana
Vinte e cinco gramas de cada queijo foi assepticamente removido

através da realizacdo de cortes radiais e homogeneizou-se no Stomach®

(Mayo Homogéneo HG 400) com 225 mL de agua peptonada a 1% (Himedia)
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(IDF, 1995). Foram preparadas diluicdes em série. A enumeracdo de BAL foi
realizada utilizando o meio MRS suplementado com EDTA a 1 mM, para inibir o
crescimento de Salmonella de acordo com Alakomi et al. (2003). As placas,
foram, entdo incubadas, a 37°C, durante 24 horas. Para a enumeracao de
S.Typhi, conforme descrito por Pignato et al. (1995), adicionou-se 10 g de
queijo dentro de um envelope estéril de 90 ml de caldo base de Salmosyst. O
material homogeneizado foi incubado, a 37°C, durante 6 horas. ApoOs este
periodo, 10 mL de cada amostra homogeneizada foi transferida para o tubo
contendo 10 mL de caldo Salmosyst e incubou-se, durante 18 horas, a 37°C.
Um total de 0,1 mL foi, entdo, plagueado em Agar Rambach. As colGnias

tipicas de cada meio foram enumeradas.

2.2.2.9.2 Andlise fisico-quimica

O valor de pH foi determinado por homogeneizacdo de 10 g de queijo
em 10 mL de agua destilada usando um medidor de pH (PHS-3B, Lab Medidor
de pH modelo equipado com um elétrodo T818-A, Xangai, China). O valor da

lactose foi medida de acordo com o método de Brasil (2006).

2.2.2.10 Andlise estatistica

Para os testes de atividade antibacteriana e producdo EPS, os dados
foram analisados por analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Scott-Knott.

Um delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes foi
utilizado para os testes de autoagregacao, coagregacao e inibicdo de S. Typhi
no queijo de cabra. Para o ensaio de autoagregacao, os tratamentos foram
dispostos em fatorial 58 X 4: 58 estirpes e 4 tempos (1, 2, 3 e 4 horas). Nos
testes de coagregacdo, para cada agente patogénico testado (S. Typhi e L.
monocytogenes), os tratamentos foram dispostos em fatorial 58 x 5: 58 estirpes
e 5 tempos (1, 2, 3, 4 e 5 horas). Para a mensurar a inibicdo de S. Typhi no
queijo de cabra, os tratamentos foram dispostos em fatorial 3 x 5. 3 queijos
(queijo contendo um inoculo de S. Typhi, queijo contendo indculo de S. Typhi e

BAL, e queijo sem inéculo) e 5 tempos (0, 5, 10, 15 e 20 dias). Os dados foram
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verificados por analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-
Knott. Os dados quantitativos foram analisados por meio de regressédo. A
andlise estatistica foi realizada utilizando software SISVAR® (Lavras, Brasil),
versao 4.5.

Os dados obtidos com os testes descritos nos pontos 2.2.2.2 a 2.2.2.6
foram analisados atraves da Analise de Componentes Principais (ACP) usando
XLSTAT 7.5.2 software (Addinsoft, New York, NY, EUA).

2.2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.2.3.1 Caracterizagédo de fatores de viruléncia dos isolados de BAL

E necesséaria a determinacdo do potencial de viruléncia dos micro-
organismos para garantir a seguranca, mesmo entre um grupo de bactérias
que sdo Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) (FAO / WHO, 2002).

Os isolados UNIVASF CAP n&o mostraram atividade das enzimas
DNase e coagulase, em testes fenotipicos. No teste de hemodlise, apenas o
isolado UNIVASF CAP 97 mostrou uma lise completa das células vermelhas do
sangue, sendo classificada como B-hemolitica. Portanto, este isolado foi
eliminado nos testes seguintes. A auséncia de atividade hemolitica é um
critério de selecdo para potenciais candidatos de estirpes para aplicacdo em
produtos lacteos (MARAGKOUDAKIS et al., 2006).

Em relacdo a seguranca das estirpes probidticas, a resisténcia aos
antimicrobianos € um dos aspectos que precisa ser analisado por causa das
sérias preocupacdes sobre o aumento do nivel de resisténcia aos
antimicrobianos na medicina (MONTEAGUDO-MERE et al., 2012). Em testes
de sensibilidade antimicrobiana, os isolados exibiram um perfil de sensibilidade
semelhante aos antimicrobianos testados. Dos 60 isolados testados, 87,93% e
94,82% foram sensiveis a tetraciclina e cloranfenicol, respectivamente.
Confirmando os resultados deste estudo, Ammor et al. (2007) afirmam que as
BAL sdo mais suscetiveis aos antimicrobianos que inibem a sintese de
proteinas.

No total, 98,27% dos isolados de BAL demonstraram susceptibilidade a

vancomicina. Estes dados diferem dos encontrados por Shao et al. (2015), no



64

qual todos os isolados de lactobacilos eram resistentes a este antimicrobiano.
Geralmente, as BAL exibem resisténcia intrinseca a vancomicina pela alteragédo
de proteinas de ligacdo na parede celular (SHARMA et al., 2014).

Entre os isolados UNIVASF CAP testados, 10,34% e 5,17% foram
sensiveis a penicilina e oxacilina, respectivamente. A permeabilidade da
parede celular é o principal mecanismo de resisténcia a inibidores da sintese
da parede celular, porque as espécies de BAL ndo possuem o mecanismo de
transporte de elétrons mediada pelo citocromo (AMMOR et al., 2007; MUNOZ
et al., 2014). Danielsen e Win (2003) também observaram aumento da
resisténcia das BAL a oxacilina. McCormick et al. (2003) sugeriram que
regides geogréficas diferentes pode interferir com os niveis de resisténcia dos
micro-organismos aos antimicrobianos.

Em testes de susceptibilidade antimicrobiana, o isolado UNIVASF CAP
90 apresentou resisténcia a todos os antimicrobianos testados. Portanto, na
caracterizagdo de fatores de viruléncia, dois isolados, UNIVASF CAP 90 e 97
(lise de glébulos vermelhos), foram excluidos como candidatos para adicdo em

alimento. Assim, 58 isolados BAL permaneceram para os demais testes.

2.2.3.2 Simulacdo de tolerancia ao Trato Gastrointestinal (TGlI),

agregacao e atividade antibacteriana dos isolados de BAL selecionados

Cinquenta e oito isolados de BAL demonstraram uma taxa de
sobrevivéncia no suco intestinal e pancreatico superior a 90%. Em resposta a
bile, a taxa de sobrevivéncia foi > 95% para todos os isolados testados.
Monteagudo-Mera et al. (2012) e Kaewnopparat et al. (2013) relataram
resultados semelhantes. Portanto, estes isolados poderiam suportar as
barreiras no TGl e ter aplicagbes promissoras como um probidtico em
alimentos.

Houve efeito inibidor significativo (P <0,05) de diferentes estirpes de BAL
testadas com patdgenos. Neste estudo, os isolados UNIVASF CAP 58, 29 e 27
apresentaram atividade antibacteriana com S. Typhi, L. monocytogenes e S.
aureus, respectivamente. O halo de inibicdo pelos isolados UNIVASF CAP foi
de 3,04, 1,2 e 0,72 mm para S. Typhi, L. monocytogenes e S. aureus,
respectivamente. S. Typhi (P = 0,00) foi mais sensivel as estirpes de BAL, e a
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maior atividade inibitoria contra este patdgeno foi demonstrada por UNIVASF
CAP 279 com um halo de inibichio de 5,66 mm. Embora a atividade
antibacteriana de BAL seja comumente mais eficaz contra bactérias Gram-
positivas, como Listeria monocytogenes (ALMEIDA JUNIOR et al., 2015; DIAS;
SANTOS; SCHWAN, 2015; SARAOUI et al., 2016), a inibicdo das bactérias
Gram negativas por BAL também tém sido relatada (JONES et al., 2009;
CALIX-LARA et al., 2014; OLNOOD et al., 2015). Como neste estudo, Uraipan
et al. (2014) observaram que, em um meio de cultura pura, L. plantarum
CIF17AN2 mostrou grande antagonismo frente a Salmonella typhimurium
SA2093, por meio da atividade antibacteriana.

A capacidade de autoagregacao dos isolados variou de 3,58 a 36,55%
(P <0,05) e a média para os isolados de BAL foi de 18,55% (Tabela 1). O
isolado UNIVASF CAP 84 apresentou a maior capacidade autoagregativa:
36,65%. A capacidade autoagregativa dos isolados de BAL aumentou
linearmente ao longo do tempo (3,45% por hora), como pode ser explicado pela
equacao de primeiro grau na Tabela 1. De acordo com Del Re et al. (2000),
estirpes com valores acima de 10% sdo autoagregantes naturalmente,
portanto, 53 isolados UNIVASF CAP mostraram possuir este caracteristica. A
capacidade de agregacdo € um mecanismo complexo que pode permitir a
interacdo de micro-organismos com o0 hospedeiro e exercer efeitos benéficos
(GARCIA-CAYUELA et al., 2014).

Tabela 1: Porcentagem média da atividade de autoagregacdo de 58 isolados
UNIVASF CAP ao longo de 1 a 4 horas:

Tempo (h) UNIVASF CAP?!

1 12,502
2 17,43
Autoagregacao 3 21,66¢
(%) 4 22 59¢
Média 18',55

Equacéao 3,45 x+ 9,92

R?=0,9320

Para cada coluna, os valores médios com letras diferentes séo significativas (P <0,005) de
acordo com o teste de Scott-Knott. 1 Erro padréo (EP): 0,20
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Em geral, os isolados de BAL mostraram uma média baixa de co-
agregacdo (<4,0%) com S. Typhi e L. monocytogenes (Tabela 2), exceto o
isolado UNIVASF CAP 45 (27,87%) com o patogeno S. Typhi. De acordo com
Solieri et al. (2014), valores inferiores a 20% séo indicativos da capacidade co-
agregacao fraca. Os isolados de BAL apresentaram a maior capacidade de co-
agregacdo com S. Typhi e L. monocytogenes em 3,34 e 3,53 horas,
correspondendo a 3,81 e 1,98%, respectivamente, seguindo um modelo
quadratico (Tabela 2). Entre os isolados de BAL, o isolado UNIVASF CAP 45
apresentou também a maior interagdo com L. monocytogenes correspondente
a 5,85%, o que é considerado baixo.

Em geral, os lactobacilos tem uma maior capacidade de coagregacao
com Listeria monocytogenes (DIAS et al., 2013). E possivel que o tempo de
incubacdo com o agente patogénico pode ter inflenciado este estudo. Collado
et al. (2007) observaram que as estirpes probiéticas comerciais mostraram
capacidade para agregar com agentes patogénicos depois de 20 horas de
incubacédo, uma vez que estas caracteristicas sao especificas e dependem das

condicBes de incubacao.

Tabela 2: Porcentagem média de atividade de coagregacdo de 58 isolados
UNIVASF CAP ao longo 1 a 5 horas.

~ Tempo (h)

Coagregagdo (%) — 2 3 4 5  Média  Equacéo
y =-0,56x% +

Salmonella Typhit 0,712 2,99¢ 3,574 3,689 2,280 2,64 3,74x -2,43
R2 = 10,9869
y =-0,26x° +

L.monocytogenes? 0,212 1,52° 1,859 1,67¢ 1,39° 1,33 1,84x -1,27
R2=0,9544

Para cada linha, os valores médios com letras diferentes séo significativas (P <0,005) de acordo com o
teste de Scott-Knott. 1EP: 0,073; 2EP: 0,053

2.2.3.3 Propriedades tecnoldgicas dos isolados UNIVASF CAP

A producédo de EPS entre isolados de BAL variou de 0 a 44 mg/L, com
uma producdo meédia de 12,50 mg/L. O isolado UNIVASF CAP 46 apresentou a
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maior produgcdo de EPS: 44 mg/L. Em geral, Lactobacillus spp. ndo séo os
melhores produtores de polissacarideos, em comparacdo com algumas
bactérias do solo, comumente citados como Xanthomonas campestris. Para
uma maior producdo de EPS, o meio deve ser suplementado com uma
consideravel quantidade de uma fonte de carbono. Além disso, a temperatura e
0 pH podem ser influenciados (VAN GEEL-SCHUTTE et al., 1998; BADEL;
BERNARDI; MICHAUD, 2011). A otimizacao da producédo de EPS por BAL é
interessante. Na industria de lacticinios, por exemplo, EPS contribui para a
capacidade de retencdo de agua no queijo que melhora a textura e permite
uma reducdo de calorias no produto final. Em iogurte, polissacarideos
aumentam a viscosidade e atingem uma textura mais favoravel. Em relacdo a
saude do hospedeiro, EPS, poderdo desempenhar um papel na homeostase
intestinal através da interacdo especifica com as células epiteliais intestinais.
No entanto, a principal desvantagem que limita a sua exploracdo na industria
de laticinios € o baixo rendimento do produto, e essa questdo permanece nao
resolvida (BADEL; BERNARDI; MICHAUD, 2011; PATTEN et al., 2014).

O sabor €& uma propriedade sensorial importante em produtos
alimentares fermentados, incluindo queijo, e, em, grande parte, resulta da
producdo de compostos aromaticos produzidos por micro-organismos (YEE et
al., 2014). Diacetil € um componente essencial de muitos produtos lacteos,
mesmo em baixas concentracdes, fornecendo sabor tipico e um aroma
amanteigado (MACCIOLA; CANDELA; DE LEONARDIS, 2008). A producéo de
diacetil pelos isolados de BAL variou de acordo com o isolado. Dos isolados
testados, 41, 11, 3 e 3 foram negativo, fraco, médio e forte produtores de
diacetil, respectivamente.

Nove isolados produziram gas a partir de glicose. Culturas homo e
heterofermentativas aumentam a producdo de compostos aromatizados ou
precursores. Vias metabodlicas complementares das estirpes de BAL podem
melhorar o nivel e a qualidade do sabor dos queijos (PEREIRA et al., 2010).

Todos os isolados foram tolerantes a concentracoes de NaCl de 4,0% e
6,5%. Reale et al. (2015) relataram que varias estirpes isoladas de queijo e de
fezes humana parece ser muito tolerantes a altas concentracdes de NaCl e
destacaram que osmotolerancia é um critério importante para a selecdo de

estirpes para aplicacdes tecnoldgicas. Neste estudo, halotolerancia de BAL é
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importante porque o0 queijo de cabra produzido no nordeste do Brasil contém

sal na massa.

2.2.3.4 ldentificacdo e producdo de acidos organicos em isolados
UNIVASF CAP

Os resultados obtidos a partir dos testes acima citados (fatores de
viruléncia, simulacdo de tolerancia ao TGlI, agregacao, atividade antibacteriana
e propriedades tecnoldgicas) foram avaliados por meio da analise de ACP
(Figura 1). Os primeiros seis componentes foram responsaveis por 72,42% da
variancia total. Entre eles, CP1 e CP2 formaram 17,47 e 15,25% da variancia
total, respectivamente. Com base nesses testes e no cenario de ACP, foram
selecionados quatro isolados de BAL (UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279) (Figura
1).

Isolados UNIVASF CAP foram identificados com 98 e 100% de
similaridade, pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, como Lactobacillus
paracasei (UNIVASF CAP 45 e 84) e Lactobacillus brevis (UNIVASF CAP 16 e
279) (Tabela 3). Lactobacillus paracasei sdo bactérias laticas mesofilas de
importancia tecnolégica na fermentacdo de alimentos, especialmente na
fermentacao de laticinios (ANCHILLEIS;BERTHIER, 2013). Lactobacillus brevis
sdo lactobacilos heterofermentativos obrigatérios e também podem ser
adicionados durante a producéo do queijo, 0 que contribui para a textura e o
sabor no produto final (SOHIER et al., 2012). Lactobacillus paracasei e L.
brevis estdo presentes no leite e outros produtos lacteos e sdo candidatos
promissores para 0 uso de probidticos (CAGGIA et al.,, 2015; ZENG et al.,
2016). UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279 foram depositados na CCMA sob o
codigo: CCMA 0351, 0352, 0354 e 0355, respectivamente.

A andlise por HPLC mostrou que isolados de BAL a partir de leite de
cabra produziram um teor relativamente alto de acido latico, destacando
UNIVASF CAP 45, com uma producédo de 24,44 g / L (Tabela 4). Zhang et al.
(2011) relatou a producédo de 20,45 g / L de &cido latico por Lactobacillus
paracasei. Em relacdo ao acido citrico, isolados BAL foram considerados

produtores de acido citrico fracos. Estirpes de L. brevis apresentaram maior
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producdo, em comparagao com as estirpes L. paracasei. Chaves-Lopez et al.
(2014) demonstraram que a producdo de acido latico e citrico durante a
fermentacao do leite de diferentes co-culturas (leveduras e estirpes de BAL),
nas amostras incubadas a 28°C durante 36 horas, alcancou 0,45 mg/mL e 14
mg/mL de acido citrico e acido latico, respectivamente. Buffa et al. (2004)
afirmaram que a producdo de &cido latico e citrico pelas BAL aumentou em
queijo de cabra durante a maturacdo do produto. De acordo com Ammor et al.
(2007), a producdo de acidos organicos €, certamente, um fator determinante

para a qualidade, seguranca e vida util do produto final.
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Figura 1: Analise de Componentes Principais (ACP) com base nas caracteristicas
probioticas e tecnoldgicas de 58 isolados de BAL para aplicacdo em queijo de
cabra. Os seis primeiros componentes explicaram 72,42% da variancia total; entre
eles, CP1 e CP2 explicou 17,47% e 15,25% da variancia total, respectivamente.
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Tabela 3: Identificacdo de quatro isolados UNIVASF CAP selecionados
autéctones de leite de cabra.

: . Porcentagem Numero de
UNIVASF CAP Mlcro-organlsmo D_e 2CESSO —
Isolados Identificado Identidade K
(%) GenBan

16 Lactobacillus brevis 98% NR 075024.1
45 Lactobacillus paracasei 99% NR 121787.1
84 Lactobacillus paracasei 100% NR 121787.1
279 Lactobacillus brevis 100% NR 075024.1

2.2.3.5 BSH, B-galactosidase e a atividade de descarboxilase

Todos os quatros isolados demonstraram a capacidade de hidrolisar
tanto glicodesoxicolato de sddio e taurodesoxicolato de sddio (Tabela 4), e, por
consequéncia, isolados de BAL produziram a enzima BSH. A desconjugacéo
de sais biliares pode ser um mecanismo de desintoxicagdo e a enzima BSH
pode desempenhar um papel na toleréncia biliar e, consequentemente, a
sobrevivéncia da estirpe no TGl (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005). BAL tém um
papel chave na reducéo da absorcao de gordura pelo corpo, devido a presenca
da enzima hidrolase de sais biliares, ou BSH, que é a enzima responsavel pela
desconjugacao de sais biliares na circulacédo entero-hepatica. Na verdade, esta
propriedade funcional também tem sido sugerida por ser importante na reducdo
dos niveis de colesterol por meio do aumento da procura deste composto para
sintese de sais biliares de novo no figado (LAVILLA-LERMA et al., 2013).

Isolados UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279 apresentaram atividade -
galactosidase (Tabela 4). p-galactosidase (CE 3.2.1.23) é uma enzima que
catalisa a hidrolise de lactose (dissacarideo abundante encontrado no leite) em
glicose e galactose. De acordo com Favaro et al. (2014), a capacidade de
micro-organismos para fermentar a lactose no leite é uma propriedade
tecnologica importante para BAL, com potenciais aplica¢cdes na industria de
laticinios. B-galactosidase melhora as caracteristicas tecnolégicas e sensoriais
dos alimentos, aumentando a solubilidade e a formacdo de galacto-

oligossacarideos, e por meio da conversdo de soro de queijo em diferentes
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produtos de valor agregado (USTOK; TARI; HARSA, 2010). Além da sua
importancia tecnoldgica, enzimas puras ou 0S Micro-organismos viaveis que 0s
contém tém sido usados para aliviar desordens intestinais, tais como a
intolerancia a lactose. A intolerancia a lactose € encontrada em pessoas que
nao possuem a enzima (B-galactosidase, devido a lactose ndo ser quebrada nas
regides superiores do intestino delgado e consequentemente ser usada pela
microbiota indigena (DE VRESE et al.,, 2001; ZAGO et al., 2011). Assim, a
producao de B-galactosidase pelos isolados de BAL de leite de cabra é
interessante, do ponto de vista tecnolégico e probiotico, para elaboracdo de
queijo de cabra artesanal.

Os quatro isolados de BAL selecionados nédo apresentaram atividade da
enzima descarboxilase (Tabela 4). Descarboxilacdo de aminoacidos € o modo
mais comum de sintese de aminas em alimentos, e as aminas aromaticas
podem tornar um alimento toxico. Quando estas aminas sdo formados pela
acdo de micro-organismos vivos através do processo de descarboxilacdo de
aminoacidos, sado designados biogénicos (SHALABY, 1996). Aminas
biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular que sédo produzidas
principalmente pela descarboxilacdo microbiana de certos aminoacidos atraves
da enzima descarboxilase. A presenca de aminas biogénicas em alimentos
podem causar varios problemas para os consumidores sensiveis, tais como dor
de cabeca, vertigem, nausea e vomitos, e um aumento na pressdo sanguinea
arterial (LADERO et al., 2010; POVEDA; CHICON; CABEZAS, 2015). Como as
aminas biogénicas podem ser produzidas por certas estirpes de BAL, é
importante caracterizar a atividade de descarboxilase em estirpes com

potenciais propriedades probioticas.

Tabela 4: Resumo das caracteristicas fenotipicas in vitro mais promissoras das estirpes de BAL

discriminados através ACP:

Lactobacillus Lactobacillus
Caracteristicas fenotipicas Brevis paracaset
UNIVASF UNIVASF UNIVASF UNIVASF
CAP 16 CAP 279 CAP 45 CAP 84
Producgéo de DNase N&o N&o N&o N&o
Coagulase Nao Nao Nao Nao
Hemolise N&o N&o N&o N&o

Suceptibilidade microbiana(para o nUmero de agentes 5 4 4 4
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antimicrobianos)

Taxa de sobrevovéncia a bilis (%) 98,44 99,12 98,02
Taxa de sobrevivéncia ao fluido pacreatico (%) 98,70 98,26 99,35
Taxa de sobrevocéncia ao suco intestinal (%) 98,20 98,96 98,84
Atividade antibacteriana de Salmonella Typhi (raio- 3 5,66 3
mm)

Atividade antibacteriana de Listeria 2 3 3
monocytogenes(raio-mm)

Atividade antibacteriana de Staphylococcus 2 2 2
aureus(raio - mm)

Autoagregacéo (%) 32,80 27,42 30,70
Coagregacédo da Salmonella Typhi (%) 14,14 10,83 27,87
Coagregacéo L. monocytogenes(%) 5,29 5,16 5,85
Producédo de EPS (mg/L) 28,90 34,10 27,70
Producéo de Gas Sim Sim N&o*
Producao de Diacetil Alta Alta Alta
Tolerancia a NaCl Sim Sim Sim
Producao de acido Latico(g/L) 17,02 24,02 24,44
Producéo de acido Citrico(g/L) 0,28 0,27 0,24
Atividade de BSH Sim Sim Sim
Atividade de [B-galactosidase Sim Sim Sim
Atividade de Decarboxylase N&ao Nao Nao

98,89
98,37
99,24

36,65
10,63
5,43
26,20
Nao*
Média
Sim
23,42
0,23
Sim
Sim
Nao

*Heterofermentativo Facultativo

2.2.3.6 A inibicdo da S.Typhi e acompanhamento fisico-quimico em

gueijo de cabra artesanal

O queijo artesanal foi produzido a partir de leite de cabra com uma
acidez de 18°D e indice crioscépico de -0,571°H. Apos o tratamento térmico de
90°C / 10 min no leite, o patégeno S. Typhi e BAL ndo foram detectados no
queijo 3, o controle negativo. BAL também néo foram detectadas no queijo 1, o
controle positivo (queijo inoculado com S. Typhi). A alta temperatura
empregada no processamento térmico visou eliminar a microbiota do produto,
particularmente BAL autdctone, de modo que apenas o inoculo de Lactobacillus
selecionado foi avaliado para a inibicdo do patégeno Salmonella em queijo de
cabra artesanal.

Houve diferengas significativas nas contagens de S. Typhi em queijo de
cabra sem (queijo 1) e com (queijo 2) inoculacdo de Lactobacillus a partir do
10° dia de armazenamento dos queijos (P <0,05) (Figura 2). A populagéo de S.
Typhi foi de 7,90 logio UFC/g e 7,70 logio UFC/g no tempo O dias em queijos 1
e 2, respectivamente. No vigésimo dia, a populacdo do patégeno foi 8,19 logio
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UFC / g e 7,32 logio UFC / g nos queijos 1 e 2, respectivamente. Assim, a

populacdo de agentes patogénicos manteve-se elevada em queijos sem 0

inéculo Lactobacillus quando comparado com o queijo contendo o indculo BAL.
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Figura 2: Contagens viaveis (logio UFC / g) de S. Typhi em
gueijo sem (queijo 1) e com (queijo 2) uma mistura de BAL
durante o armazenamento por até 20 dias, a 4°C. (*) P <0,05,
indicando diferencas estatisticamente significativas, segundo o

teste de Scott-Knott. EP = 0,032.

Houve correlacdo significativa (P <0,05) entre 0 queijo 2 e tempo de

avaliacdo, durante a enumeracdo da BAL. A populacdo da BAL aumentou

linearmente até o periodo final por 0,02 unidades log por dia em queijo 2
(Figura 3). A populacdo de BAL permaneceu viavel até o periodo final de
avaliacao e foi eficiente na reducdo da populacdo de S. Typhi no queijo de
cabra. Os isolados selecionados de BAL apresentaram inibicdo in vitro de
Salmonella e no produto de cabra. Rolim et al. (2015) também demonstraram a
reducdo de Salmonella em queijo de cabra pela acdo de Lactobacillus
rhamnosus. Substancias antimicrobianas produzidas pelas BAL (isto é, acidos

organicos, peréxidos, e polipeptidios antimicrobianos) fornecem beneficio tanto

para a prevencdo do crescimento de agentes patogénicos de origem alimentar

quanto para a preservacdo do queijo (STILES, 1996; CALLON; ARLIGUIE;

MONTEL, 2016).
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Figura 3: Contagens viaveis (logio UFC / g) de
BAL inoculadas no queijo (queijo 2) durante o
armazenamento por até 20 dias, a 4°C

Houve uma correlacéo significativa (P <0,05) entre o valor do pH e o
tempo de avaliagdo do queijo (Figura 4). No queijo 1, os valores de pH
aumentaram linearmente ao longo do tempo, por 0,004 unidades por dia. Este
aumento no pH pode ser associado com a capacidade da Salmonella em
descarboxilar aminoacidos, gerando aminas em queijo (MARINO et al., 2000).
No queijo 2, o valor de pH diminuiu linearmente ao longo do tempo, por 0,066
unidades por dia. Posteriormente, a producao de acidos organicos produzidos

por BAL neste estudo contribuiu de forma eficaz para a diminuicdo do pH.
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Figura 4. Valores de pH nos queijos sem (queijo 1) e
com (queijo 2) uma mistura de BAL durante
armazenamento de até 20 dias, a 4°C. EP = 0,030.
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Em relacao ao contetdo de lactose, no queijo 1 ndo houve reduc¢éo no
teor de lactose (S.Typhi ATCC 6539 nado fermenta a lactose). O valor do teor de
lactose no queijo 1 foi determinado a 1,96% até o final do armazenamento. No
queijo 2, houve uma correlacdo significativa (P <0,05) entre o tempo de
avaliacdo e o conteudo de lactose (Figura 5). O teor de lactose diminuiu
linearmente ao longo do tempo, especificamente, em 0,04 unidades por dia, no
queijo 2. O metabolismo da lactose pela BAL contribuiu para a preservacéao, a
textura e o sabor dos queijos (WALSTRA et al., 2006). Assim, a incorporacao
de culturas de BAL selecionadas em queijo de cabra pode ajudar a mascarar o
sabor desagradavel "de cabra" caracteristico, relatado por Slacanac et al.

(2010), e, potencialmente, aumentar a aceitacdo entre os consumidores.

2,5 -
2 -
R S y =-0.04x + 1.940
X TTT--._ R?=0.9214
215 - '
s ‘\\\\ W Queijo 2
1 - i
0,5 T T T 1
0 5 10 15 20

Dias de armazenamento

Figura 5: Teor de lactose em queijos com
uma mistura de BAL (queijo 2) durante o
armazenamento por até 20 dias, a 4°C. EP =
0,020

Em conclusao, o leite de cabra apresenta-se como uma potencial fonte
para isolar BAL com propriedades probidticas e tecnoldogicas. Os quatro
isolados, UNIVASF CAP 16, 45, 84 e 279, apresentaram atividade
antibacteriana contra Salmonella Typhi in vitro e em queijo de cabra artesanal.

Assim, estas culturas podem ser usadas para inibir o crescimento da populagao
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de Salmonella em produtos lacteos de cabra, contribuindo para um aumento do

valor funcional do produto.
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3.0 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do estudo realizado, a selecdo de bactérias &cido laticas
autoctones de leite caprino com potencial probi6tico e tecnoldgico nos testes in
vitro, apresentaram resultados promissores na atividade antibacteriana, frente
S.Typhi, em queijo caprino artesanal. Além disso, o queijo artesanal € uma
fonte de renda para os pequenos produtores por se tratar de um recurso
disponivel em sua propriedade devido a producéo de caprinos leiteiros, e pode
vir a contribuir, pois eles terdo acesso a tecnologias alternativas para agregar

valor e qualidade ao seu produto lacteo.



4.0 ANEXO
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