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RESUMO

HOSKEN, Bianca de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2021.
Bactérias laticas de Queijos Minas Artesanais com potencial bioprotetor para aplicacao
industrial. Orientador: Jos¢ Guilherme Prado Martin. Coorientador: Jodao Batista Ribeiro.

No Brasil hd uma grande diversidade de queijos artesanais (QA), com destaque para o Queijo
Minas Artesanal (QMA), um dos mais antigos e tradicionais produzidos no pais. Sua produgao
caracteriza-se pelo uso de leite cru e do pingo, rico em bactérias acido lacticas (BAL) que
desempenham um papel fundamental no perfil sensorial e seguran¢a microbioldgica do
produto. O objetivo deste trabalho foi prospectar BAL de QMA visando a obtengdo de cepas
produtoras de bacteriocinas para controle de patdgenos veiculados por alimentos. Foram
coletadas amostras de QMA da Serra da Canastra e do Serro, a partir das quais foram isoladas
BAL em 4gar MRS e agar M17. Os isolados foram caracterizados fenotipicamente quanto a
morfologia, coloragdo de Gram e teste da catalase, ¢ molecularmente utilizando-se os primers
LbLMATI-rev e R16-1, que amplificam um fragmento de DNA de 250 pb em genomas de
Lactobacillus spp. Para descartar cepas geneticamente redundantes, foi realizada triagem
molecular utilizando-se rep-PCR (GTG)5. A partir de cepas geneticamente distintas, avaliou-
se a atividade antagonista dos isolados, bem como seu espectro de agao frente a patdgenos, pela
técnica Spot on the lawn. Para avaliar o carater peptidico das substancias antagonistas, foi
realizado ensaio com proteinase K. Foram obtidos 500 isolados, sendo 380 (76%) cocos ou
bacilos gram-positivos e catalase negativos. De 225 isolados caracterizados como bacilos e de
115 caracterizados como cocobacilos, 172 (76,44%) e 34 (29,57%), respectivamente,
apresentaram o fragmento de DNA de 250 pb especifico do género Lactobacillus e foram
considerados pertencentes a este género. Do total de 380 isolados, 180 foram considerados
geneticamente nao redundantes, dos quais 100 exemplares foram escolhidos com base nas
caracteristicas fisiologicas distintas e de propriedade de origem dos QMA para anélise da
atividade antagonista. Dos isolados selecionados, 9 apresentaram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, 7 contra Listeria innocua, 10 contra Escherichia coli e 7 contra
Salmonella Enteritidis. BAL isoladas de QMA mostraram-se candidatas a novos estudos para

avaliacdo do seu potencial de atividade antagonista decorrente da produgao de bacteriocinas.

Palavras-chave: Queijo Artesanal (QA). Diversidade microbiana. Microbiota latica.

Lactobacillus. Bacteriocinas.



ABSTRACT

HOSKEN, Bianca de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2021. Lactic acid
bacteria from Minas Artisanal Cheese with bioprotective potential for industrial
application. Advisor: José¢ Guilherme Prado Martin. Co-advisor: Jodao Batista Ribeiro.

In Brazil there is a great diversity of artisanal cheeses, with emphasis on Minas Artisanal Cheese
(MAC), the oldest and most traditional cheese produced in the country. It is produced with of raw
milk and pingo, rich in lactic acid bacteria (LAB). This group plays a fundamental role in MAC,
providing sensory characteristics and microbiological safety. The objective of this work was to
prospect LAB from MAC in order to obtain strains that produce bacteriocins to application as
preservatives by the food industry. From the cheeses collected at Serra da Canastra and Serro
regions, LAB was isolated on MRS agar and M17 agar and characterized phenotypically
(morphology, Gram staining and catalase test) and molecularly using the primers LbBLMAI1-rev
and R16-1. These primers amplify a 250 bp DNA fragment in Lactobacillus spp. genome. To
discard genetically redundant strains, molecular screening was performed using rep-PCR (GTG)S.
From the genetically distinct strains, the antagonistic activity was evaluated, as well as the
spectrum of action using the Spot on the lawn technique. To evaluate the peptide character of the
antagonist substances produced, an assay was carried out with the proteinase K enzyme. 500
isolates were obtained, 380 (76%) were Gram-positive cocci or bacilli and catalase negative.
Considering 225 isolates characterized as bacilli, 172 (76.44%) amplified the 250 bp fragment
(positive for Lactobacillus genus). The 115 isolates characterized as cocobacilli were also
analyzed and 34 (29.57%) were identified as Lactobacillus. In addition, 180 isolates were
considered genetically non-redundant; 100 were selected based on the distinct physiological
characteristics and origin MAC property to analyze the antagonistic activity against pathogens. Of
the selected isolates, 9 showed antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, 7 against
Listeria innocua, 10 against Escherichia coli and 7 against Salmonella Enteritidis. BAL isolates
from QMA showed candidates for further studies to assess their potential for antagonistic activity

due to the bacteriocins production.

Keywords: Artisanal Cheese (AC). Microbial diversity. Lactic microbiota. Lactobacillus.

Bacteriocins.
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INTRODUCAO GERAL

O queijo ¢ um produto elaborado a partir da coagulacao da caseina do leite pela acao de
enzimas (renina e outras) em meio acido (acido latico) ou pela acao de acidos organicos de grau
alimenticio. Tratamentos posteriores a coagulacdo como calor, pressdo, salga e maturagdo
podem, eventualmente, ocorrer (AMARANTE, 2015). Queijo Artesanal (QA) ¢ aquele
elaborado por métodos tradicionais, com vinculacdo e valorizacao territorial, regional ou
cultural, conforme protocolo de elaboracao especifico estabelecido para cada tipo e variedade,
e com emprego de boas praticas agropecuarias e de fabricacdo (BRASIL, 2019).

Dentre os QA brasileiros, o Queijo Minas Artesanal (QMA) ¢ um dos mais antigos e
tradicionais, sendo responsavel pela geracdo de renda de um grande niimero de produtores
rurais familiares. Sua producdo caracteriza-se pelo uso de leite cru e pela etapa final de
maturagdo. Nao sao utilizadas culturas iniciadoras comerciais, sendo este papel desempenhado
pela microbiota latica proveniente do ambiente, do leite cru e do fermento endogeno,
tradicionalmente conhecido como “pingo”, coletado do dessoramento dos queijos da Ultima
producao do dia anterior (AMARANTE, 2015; DORES; FERREIRA, 2012).

O grupo das bactérias do acido latico (BAL) compreende géneros que apresentam forma
de cocos ou bacilos Gram-positivos, catalase negativos e nao esporulados (MOZZI, 2015). A
principal caracteristica do grupo ¢ a capacidade de fermentar carboidratos com consequente
producdo de acido latico, o que contribui para as caracteristicas de sabor, aroma e textura do
produto final. Além disso, promovem a conservacao associada a diminui¢ao do pH e a producao
de agentes antimicrobianos, como bacteriocinas. Desta forma, BAL contribuem para a
qualidade sensorial e microbiologica dos queijos artesanais (BROADBENT; BUDINICH;
STEELE, 2011; CAVICCHIOLI et al., 2017; COOLBEAR; WEIMER; WILKINSON, 2011).

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados ribossomicamente, capazes de
exercer atividade bactericida ou bacteriostatica sobre os microrganismos da mesma espécie ou
de espécies filogeneticamente relacionadas (CHIKINDAS et al.,, 2018; SILVA; SILVA;
RIBEIRO, 2018). Devido a esta propriedade, tém sido alvo de pesquisas, uma vez que
constituem potencial alternativa terapéutica em substituicdo e/ou complementagdo aos
antibidticos (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015). Além disso, tém sido utilizadas como
bioconservantes pela industria de alimentos, visando ao controle de microrganismos
indesejaveis, sejam estes deterioradores ou patogénicos, o que confere maior tempo de vida util
aos produtos e desperta a atencdo de consumidores que desejam adquirir produtos livres de

conservantes sintéticos (JOHNSON; JUNG; JIN, 2017; KUNIYOSHI et al., 2020).



Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi isolar BAL de QMA coletados em diferentes
regides do Estado de Minas Gerais, bem como avaliar o potencial de uso dos isolados para

prospecgao de compostos bioprotetores de interesse industrial.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Prospectar BAL de QMA visando a obtencao de cepas produtoras de bacteriocinas com

potencial de aplicag@o para controle de patdgenos pela industria de alimentos.

Objetivos Especificos:

II.

III.
IV.

Isolar e caracterizar morfologicamente BAL de amostras de QMA de diferentes regides
de Minas Gerais;

Realizar triagem molecular de BAL para selecionar somente cepas geneticamente nao-
redundantes

Identificar molecularmente BAL para enquadramento no género Lactobacillus.

Avaliar a atividade antagonista de linhagens de BAL geneticamente ndo redundantes
sobre bactérias patogénicas de importancia para a industria de alimentos;

Confirmar a natureza quimica e determinar o espectro de agdo de moléculas com atividade
antimicrobiana mais promissoras contra patogenos de relevancia para a industria de

alimentos.
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CAPITULO 1. REVISAO: POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS
LATICAS ISOLADAS DE QUEIJOS ARTESANAIS BRASILEIROS

Resumo

Os queijos artesanais (QA) brasileiros sio mundialmente conhecidos por caracteristicas
sensoriais unicas, resultado de modifica¢des decorrentes do processo fermentativo por bactérias
acido laticas (BAL) e relacionadas a atributos como sabor, aroma e textura dos queijos. Além
disso, compostos com atividade antimicrobiana também sao produzidos por BAL, contribuindo
para a seguranga microbioldgica do produto final. Neste contexto, o objetivo desta revisao foi
elencar os potenciais biotecnoldgicos j& estudados em BAL de QA do Brasil, com foco na
atividade antimicrobiana de bacteriocinas. Os principais QA produzidos nas diferentes regides
do pais sdo Marajo, Coalho, Manteiga, Caipira, QMA, Colonial e Serrano. A producgdo desses
queijos envolve diferengas da matéria-prima, ingredientes, utensilios utilizados e condi¢des de
maturacdo, que resultam em produtos com caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
sensoriais distintas. Dentre os microrganismos encontrados em QA brasileiros, destacam-se
diferentes géneros de BAL com potencial biotecnoldgico comprovado, conforme os dados de

pesquisas na area demonstrados nesta revisao.

1. INTRODUCAO

QA produzidos em diferentes regides do Brasil sdo conhecidos e apreciados
mundialmente pelas caracteristicas sensoriais unicas. Sua produc¢do segue técnicas tradicionais
da propriedade de origem, sem adi¢do de culturas starter. A fermentagdo ¢ espontinea e
realizada por BAL, grupo de microrganismos predominante no leite e no ambiente de produgao
(BLAYA etal., 2018; MENG et al., 2018). A predominancia de BAL nos QA esta relacionada
ao seu metabolismo durante o processo fermentativo, que envolve a sintese de compostos com
atividade antimicrobiana, como &cidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil, CO: e
bacteriocinas (CAVICCHIOLI et al., 2017). Além disso, os produtos do metabolismo de
algumas espécies de BAL sdo responsaveis pelo sabor, aroma e textura. Sendo assim, BAL
impactam significativamente na qualidade microbioldgica e sensorial dos QA.

Sua importancia para os QA faz com que estes sejam reconhecidos como fonte natural
para isolamento de bactérias com potencial biotecnologico. BAL frequentemente associadas a

queijos artesanais pertencem aos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Weisella,
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Pediococcus e Leuconostoc (DOMINGOS-LOPES et al., 2017; MARGALHO et al., 2021). No
entanto, a diversidade pode variar de acordo com o tipo de queijo, técnicas de produgdo inter-
regionais, variagcdes na matéria-prima e caracteristicas climaticas do local de producdo e
maturacao (KAMIMURA et al., 2019b).

A diversidade de BAL dos QA resulta em diferentes aplicagdes biotecnologicas,
comprovadas a partir de estudos acerca da atividade antimicrobiana contra diferentes
microrganismos deterioradores e patogénicos, capacidade probiotica, producao de diacetil, de
exopolissacarideos e atividade proteolitica e lipolitica (BORGES et al., 2020; CARNEIRO et
al., 2020; CAVICCHIOLI et al., 2017, MARGALHO et al., 2020; MARGALHO et al., 2021).
Desta forma, essa revisao pretende relacionar os potenciais biotecnologicos ja observados em
BAL isoladas de QA do Brasil, com foco na atividade antimicrobiana decorrente da produgao

de bacteriocinas.

2. PRODUCAO DE QUEIJOS NO BRASIL

O Brasil ¢ o quinto maior produtor de leite do mundo e dentre os derivados lacteos
produzidos, os queijos vém ganhando destaque devido as maiores taxa de crescimento do
consumo (EMBRAPA, 2019; FAO, 2020). Entre 2005 e 2016, o volume de venda de queijos
expandiu-se 124%; isto se deve, em parte, ao fato de no Brasil existir uma grande diversidade
de queijos, atendendo a diferentes perfis de consumidores. Além disso, os queijos atendem as
novas tendéncias de consumo de alimentos nutritivos e praticos, de alto valor agregado
(EMBRAPA, 2019).

A Portaria n° 146, de 7 de marco de 1996 (BRASIL, 1996), define por queijo o produto
fresco ou maturado proveniente da separagdo parcial do soro, obtido pela agao fisica do coalho,
enzimas, bactérias ou 4cidos organicos especificos, obtendo-se um alimento com qualidade
aceitavel que pode conter substancias aromatizantes e aplicagdes de corantes.

Dentre os queijos produzidos no pais, os artesanais se destacam e se diferenciam dos
industriais devido a sua importancia historica, socioecondmica e cultural, tradi¢do secular de
fabricacdo, pequena escala de produgdo, auséncia de aditivos quimicos e caracteristicas
sensoriais unicas, resultado de uma microbiota endogena caracteristica de cada regido
produtoras (MONTEIRO; MATTA, 2018; ROLDAN; REVILLION, 2019). Estas variedades
diferem quanto a composicdo do leite cru, as etapas envolvidas no processo, ao tempo de
maturagdo, e as caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microbiologicas (AMARANTE,

2015; KAMIMURA et al., 2019b).
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A regido Norte € representada pelo queijo Marajo, produzido na ilha de Marajo, Pard. No
Nordeste sdo produzidos os queijos Coalho e Manteiga; na regido Central, o queijo Caipira; no
Sudeste, destaca-se 0 QMA; e no Sul, produzem-se os queijos Colonial e Serrano (Figura 1)
(BRASIL, 2001; DA CRUZ; MENASCHE, 2014; FERREIRA et al., 2017; FUNCK et al.,
2015; LIMA et al., 2020).

Figura 1 — Regides reconhecidamente produtoras de QA no Brasil e seus respectivos queijos.

REGIAO NORTE
Queijo do Marajé

REGIAO NORDESTE
Queijo Coalho
Queijo Manteiga

REGIAO SUDESTE
Queijo Minas Artesanal

REGIAO CENTRO-OESTE
Queijo Caipira

Queijo Colonial
Queijo Serrano>*k

*O Queijo Serrano ¢ produzido somente em Santa Catarina

A elaboragdo e a comercializacao de QA no Brasil sdo regulamentadas pela Lei n° 13.860
de 18 de julho de 2019 (BRASIL, 2019). Alguns estados tém, ainda, diretrizes especificas que
regulam a producdo, identidade e qualidade dos QA. A producdo do queijo Marajo ¢
regulamentada pela Portaria n°® 418 de 26 de fevereiro de 2013; do queijo Coalho, pela Portaria
n° 7 de 4 de janeiro de 2018; do queijo Caipira, pela Lei n® 2.820 de 4 de maio de 2004; do
QMA, pela Portaria n° 818 de 28 dezembro de 2006 e Portaria n® 1.837 de 5 de julho de 2018;
do queijo Colonial, pela Portaria n°® 32 de 7 de novembro de 2018; do queijo Serrano, pela Lei

n° 14.973 de 29 de dezembro de 2016. Essas diretrizes definem os procedimentos a serem



14

seguidos durante a producdo, bem como os pardmetros de qualidade fisico-quimica e
microbioldgica (ADEPARA, 2013; ADAGRO 2018; MATO GROSSO DO SUL, 2004; IMA,
2006; IMA, 2018; SANTA CATARINA, 2018; RIO GRANDE DO SUL, 2016).

Dentre as regides produtoras, Minas Gerais se destaca, sendo responsavel por 40% da
produgdo nacional (LUIZ et al., 2017; SANT’ANNA et al., 2019; WILKINSON; CERDAN;
DORIGON, 2017). Da variedade de queijos produzidos no estado, destaca-se o Queijo Minas
Artesanal (QMA), cujo método de producdo foi reconhecido em 2008 como Patrimonio
Imaterial Brasileiro pelo Instituto do Patrimonio Historico e Artistico Nacional (IPHAN). Além
deste reconhecimento, as regides da Canastra e do Serro possuem selo de Indicacdo Geografica
(IG), o que fortalece a imagem do QMA como uma iguaria nacional (CRUZ; HESPANHOL,
2018; IPHAN, 2008; MEDEIROS; HORODYSKI; PASSADOR, 2017). Atualmente, estima-
se que cerca de 30 mil produtores estejam envolvidos na produ¢do de QMA. Nas regides
tradicionalmente caracterizadas e reconhecidas, sdo cerca de 9 mil produtores, distribuidos
entre as microrregioes de Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre,
Serro, Triangulo Mineiro e, mais recentemente, Serras da Ibitipoca (Figura 2) (EMBRAPA,
2019; IMA, 2019, 2020).

Figura 2 — Regides tradicionalmente caracterizadas e reconhecidas como produtoras de QMA.

SERRA DO SALITRE CERRADO

1 municipio 19 municlpios

240 produtores &mil produtores

7.5 toneladas/dia) 150 toneladas/dia)
TRIANGULO MINEIRO e e SERRO

10 municipios ~ | [ " 11 municipios

344 produtores , | | P 900 produtores

5 toneladas,/dia) . |. " . -,I 16.2 toneladas/dia)

. 3

ARAXA X S F SERRAS DA IBITIPOCA

11 municipios {| —;- ————l ey

¢ | - 16 municipios
1,4 mil produtores
21 toneladas/dia) | CAMPO
[ DAS VERTENTES

CANASTRA 15 municlpios

9 municipios 300 produtores

1 mil produtores 4,5 toneladas/dia)

30 toneladas/dia)

Fonte: Estado de Minas (2019)
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3. CARACTERIZACAO DOS QUEILJOS ARTESANAIS DO BRASIL

Segundo a Lei n°® 13.860, QA ¢ aquele elaborado por métodos tradicionais, com
vinculagdo e valorizagao territorial, regional ou cultural, conforme protocolo de elaboragao
especifico estabelecido para cada tipo e variedade, ¢ com emprego de boas praticas
agropecuarias e de fabricacdo (BRASIL, 2019). No Brasil, ha uma grande diversidade de QA,
que em geral recebem os nomes da regido ou estado de producao, levando em consideracao a
conotagao historica e relevancia econdmica (KAMIMURA et al., 2019b). Para uma regiao ser
reconhecida como produtora, levantamentos historicos, agroecoldgicos e climaticos sao
realizados a fim de caracterizar e delimitar as regides que possuem uma tradi¢ao historica e
cultural do “modo de fazer” do QA (EMBRAPA, 2019).

A producdo de QA no Brasil emprega métodos tradicionais, desenvolvidos com base em
aspectos sociais e culturais de cada regido. Isto significa que além de produzidos em ambientes
diferentes, os queijos de cada regido apresentam diferencas no processo produtivo, como
matéria-prima, ingredientes, utensilios utilizados e condi¢des de maturacdo, que resultam em
queijos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais
(AMARANTE, 2015; KAMIMURA et al., 2020; MATERA et al., 2018).

Esta diversidade ndo ¢ verificada apenas de uma regido para a outra, mas também entre
propriedades de uma mesma regido, que apesar de seguirem os mesmos protocolos, obtém, ao
final do processo, produtos com caracteristicas diferenciadas (KAMIMURA et al., 2019b).
Essas caracteristicas sdo devido principalmente a microbiota do leite cru, que nao ¢ sé
responsavel pelas caracteristicas sensoriais, mas também pelo potencial biotecnologico e
funcional a ser explorado, despertando a atengdo de pesquisadores e consumidores em todo o
mundo (ACURCIO et al., 2017; CAVICCHIOLI et al., 2017; MARGALHO et al., 2021;
SEIXAS et al., 2014; ROLDAN; REVILLION, 2019; SUAREZ et al., 2020). A seguir, serdo
descritos os principais queijos artesanais produzidos no Brasil, suas caracteristicas e

particularidades quanto ao modo tradicional de produgao.

3.1. Regido Norte

3.1.1. Queijo Maraj6

A ilha do Marajo, localizada no Pard, possui o maior rebanho bubalino do Brasil, cujo

leite obtido ¢ em parte utilizado na produc¢do de queijos (SEIXAS et al., 2015). O queijo Marajo
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— 0 mais representativo da regido — ¢ produzido de modo artesanal, utilizando-se leite de bufala
acrescido ou ndo de 40% de leite bovino, desnatado, ndo pasteurizado e ndo prensado. A massa
¢ cozida, ndao ha processo de maturacao, nao ha uso de coagulantes ¢ nem adi¢ao de cultura
starter, sendo a fermentagao decorrente apenas da atividade da microbiota endégena do leite
cru, bem como do ambiente de produgiio (FERREIRA et al., 2017; SIMOES et al., 2014).

Hé duas variedades do queijo Marajo, que se diferenciam quanto aos niveis de gordura,
textura, produtividade e umidade: tipo creme e tipo manteiga. Quando o cozimento da massa ¢
feito adicionando-se creme obtido do desnate, obtém-se o tipo creme, que possui cerca de 50%
de umidade (queijo de alta umidade) e 22% de GES (queijo magro). Quando o cozimento ¢
feito com adi¢do de manteiga, obtém-se o tipo manteiga, que possui 35% de umidade (queijo
de baixa umidade) e 42% de GES (queijo semi-gordo) (CRUZ et al., 2020; FIGUEIREDO et
al., 2011).

A producgdo desses dois tipos é semelhante e envolve as etapas de ordenha, repouso do
leite a temperatura ambiente por 24 horas para que ocorra a fermentacao espontanea (adiciona-
se soro obtido da quebra da coalhada do dia anterior para aumentar a populacao de bactérias
laticas) e coagulagdo, quebra da coalhada, dessoragem com dessorador de fibra sintética e coleta
de soro para uso na produgdo do dia seguinte, prensagem com saco de algoddo, aquecimento
da massa com agua e leite (bubalino de preferéncia) para reducao da acidez até que se atinja o
ponto desejado, prensagem novamente para retirar o excesso de soro, trituracdo da massa e
adi¢do de sal, adicdo de creme (retirado no desnate feito logo apds ordenha) ou manteiga (feita
com a nata retirada apos coagulagdo) e envase (AMARANTE, 2015; CRUZ et al., 2020).

As caracteristicas de ambos os tipos de queijo Marajo produzidos na regido Norte incluem
consisténcia semidura, fatidvel, textura compacta, lisa, sem olhaduras, cor branco-palha, livre
de odores estranhos ao produto, sabor levemente acido e salgado, cilindrico ou retangular

(ADEPARA, 2013).
3.2. Regiao Nordeste
3.2.1. Queijo de Manteiga
O queijo Manteiga (ou queijo do Sertao) ¢ um queijo de massa cozida muito popular e
consumido na regido Nordeste, principalmente no Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco

(ALEXANDRE; AQUINO; FROEHLICH, 2016). Seu processamento consiste na coagulagdo

do leite de vaca integral ou desnatado com emprego de acidos organicos de grau alimenticio
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(citrico, acético, latico), dessoragem da coalhada obtida, lavagem da massa com agua e/ ou leite
quentes, salga, derretimento da massa com acréscimo de manteiga de garrafa ou manteiga da
terra e, finalmente, a moldagem do queijo (LEITE et al., 2019; BRASIL, 2001).

Segundo seu regulamento técnico de identidade e qualidade, o queijo Manteiga deve
apresentar teor de gordura variando entre 25% e 55% (semigordo a gordo) € um teor maximo
de umidade de 54,9 % (média umidade). As caracteristicas sensoriais que devem ser
apresentadas sdo: consisténcia macia tendendo a untuosa, textura fechada, semifridvel, com
pequenos orificios contendo gordura liquida em seu interior, cor amarelo-palha, sabor pouco
acentuado lembrando manteiga, levemente acido, podendo ser salgado, com odor pouco

pronunciado lembrando manteiga, crosta fina e sem trincas (BRASIL, 2001).

3.2.2. Queijo Coalho

O Queijo Coalho é um dos queijos mais consumidos e comercializados no Brasil; assim
como o queijo manteiga, também ¢ importante para o desenvolvimento socioecondmico da
regido Nordeste. E produzido principalmente no Ceard, Pernambuco, Rio Grande do Norte e
Paraiba, sendo Pernambuco responsavel por 40% da produg¢@o nacional. Sua produgao envolve
a coagulacdo do leite cru de vaca por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes, com
auxilio ou ndo de bactérias lacteas selecionadas; seu pH deve ser relativamente alto (6,3-6,5)
para evitar a desmineraliza¢do da massa. A coagulacdo geralmente ocorre a 35°C durante 35-
45 minutos; depois de coagulada, a massa ¢ cortada, cozida e o soro, drenado. Adiciona-se sal,
molda-se o queijo, faz-se a prensagem e a maturagdo a 10-12°C durante 10 dias, para entdo ser
embalado e comercializado; observa-se também a comercializa¢cdo do produto fresco (BRASIL,
2001; FONTENELE et al., 2017).

Em termos legais, o queijo coalho deve apresentar de média a alta umidade, massa semi-
cozida ou cozida e teor de GES variavel entre 35,0% e 60,0%, sendo as principais caracteristicas
deste queijo seu sabor ligeiramente salgado e acido, textura de borracha, aparéncia timida e

resisténcia ao calor (BRASIL, 2001;SILVA et al., 2012; SOARES et al., 2017).



18

3.3. Regido Centro-QOeste

3.3.1. Queijo Caipira

O queijo Caipira ¢ produzido mais especificamente no Mato Grosso do Sul, seguindo
tradi¢do historica e cultural do Estado. A matéria-prima € o leite bovino cru, que € processado
na fazenda de origem. O queijo apresenta consisténcia firme, sabor tipico, massa uniforme com
ou sem olhaduras mecanicas. Nao ha uso de corantes e conservantes durante a fabricacao
(KAMIMURA et al., 2019b; MARGALHO et al., 2020a). As etapas do processo de produgdo
envolvem a filtracdo do leite recém ordenhado, uso de cultura endégena natural (neste caso,
corresponde ao pingo) e coalho, corte da coalhada, moagem, drenagem do soro, moldagem,

prensagem manual, salga seca e maturacao durante 22 dias (MATO GROSSO DO SUL, 2004).

3.4. Regiao Sudeste

3.4.1. Queijo Minas artesanal (QMA)

Minas Gerais ¢ referéncia quando se trata de queijo artesanal de leite cru, sendo o QMA
0 mais conhecido e apreciado pelos brasileiros. A produgao ¢ feita em pequenas propriedades
rurais localizadas em oito diferentes regides do estado, reconhecidas como produtoras por
estudos que avaliam o processo de fabricacdo e as caracteristicas peculiares do local de origem,
como a historia, a economia, a cultura e o clima. O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA)
reconhece como produtoras de QMA as regides de Araxa, Campo das Vertentes, Canastra,
Cerrado, Serro, Serra do Salitre, Triangulo Mineiro e Serras da Ibitipoca, esta ultima a mais
recentemente reconhecida (IMA, 2020).

A atividade queijeira de Minas Gerais ¢ uma fonte de renda para as familias dos
agricultores e envolve as etapas de ordenha, filtracdo do leite, adicdo do coalho e pingo,
coagulacdo, corte da coalhada, dessoragem, moldagem, prensagem, salga seca e maturagao
(CHAVES; MONTEIRO; MACHADO, 2013). Embora todas as regides sigam praticamente as
mesmas etapas, as caracteristicas finais dos produtos sdo distintas devido ao desenvolvimento
de uma microbiota especifica relacionada principalmente ao clima de cada regido. Esta
microbiota ¢ decorrente do processamento do leite, do queijo e da maturagdo, que também se

diferem entre as regides (PERIN et al., 2017).
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A principal diferenca quanto ao processamento consiste na etapa de prensagem. Enquanto
os queijos fabricados na regido do Serro sdo prensados manualmente, os fabricados nas demais
regides sao prensados com auxilio de um tecido tipo “voal” (IPHAN, 2014). Essa diferenca
impacta no tempo de maturacdo dos queijos. Nos queijos do Serro, por serem prensados
manualmente, a retengdo de soro ¢ desuniforme, o que interfere na quantidade de lactose
eliminada no soro. Desta forma, ha maior concentragdo de lactose, que ¢ fonte de energia para
as BAL realizarem a fermentacdo. Portanto, a prensagem manual favorece o processo
fermentativo realizado pelas BAL, aumentando o teor de dacidos produzidos e,
consequentemente, reduzindo o pH do queijo. O aumento da acidez dificulta o crescimento de
microrganismos patogénicos, possibilitando uma maturagdo mais curta, de 17 dias. Por outro
lado, os queijos produzidos nas demais regides em que se realiza a prensagem com auxilio de
tecido apresentam um periodo minimo de maturagdo de 22 dias (COSTA JUNIOR et al., 2014;
DORES; FERREIRA, 2012; RESENDE, 2010).

Alguns produtores, para inocular o fermento endégeno na producdo do dia, acabam por
utilizar, pontualmente, queijo ralado produzido anteriormente na propriedade. Esta pratica,
conhecida como “rala”, teria sido utilizada em situagdes de problemas com o pingo, seja pela
detecgdo de contaminagdes ou por inconsisténcias observadas no produto final; em algumas
propriedades, no entanto, esta pratica tem sido empregada com relativa frequéncia,
especialmente na regido do Serro (ABREU, 2015; PINTO, 2004). H4, ainda, relatos do emprego
da rala na produgdo de queijos no Campo das Vertentes (OLIVEIRA, 2014), bem como em
algumas propriedades da Serra da Canastra (SILVA, 2007).

As diferencas no processamento ¢ maturagdo do QMA entre as regides, somadas as
caracteristicas distintas de solo, temperatura, pastagens, genética do gado, origem do coalho e
cultura enddgena resultam em queijos com diferentes caracteristicas de consisténcia, textura,
coloracdo, formatos, pesos, composi¢do fisico-quimica e microbiologica (KAMIMURA et al.,

2019b; SILVA, 2016).
3.5. Regiao Sul
3.5.1. Queijo Colonial
O queijo Colonial, produzido a partir de leite cru ou pasteurizado de vacas europeias, € 0

principal queijo produzido pelas familias rurais de agricultores da regido Sul do Brasil,

sobretudo nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Sua produgao foi introduzida no
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Brasil por imigrantes alemaes e italianos no século 20 (AUSANI et al., 2019; WILKINSON;
CERDAN; DORIGON, 2017). O processo de fabricagdo consiste na filtracao do leite, adi¢ao
de sal (no leite ou na massa), adicdo de coalho industrial, coagulagdo, corte da coalhada,
aquecimento, drenagem do soro, moldagem, prensagem mecanica ¢ maturagao por 30 a 75 dias.
Como caracteristicas, o queijo Colonial possui uma crosta dura ou semidura, massa compacta
com olhaduras, coloragdo amarela, consisténcia macia e cremosa, semigordo, de média

umidade e sabor ligeiramente aromatico e picante (KAMIMURA et al., 2019b).

3.5.2. Queijo Serrano

O Queijo Serrano ¢ um produto maturado, fabricado em microqueijaria localizada na
propriedade de origem do leite, a partir de leite cru integral bovino recém-ordenhado de animais
sadios, que se obtém pela coagulacdo enzimatica do leite com utilizacao de coalho. Este queijo
¢ produzido exclusivamente por pequenos pecuaristas familiares da Serra Catarinense (SC) e
da regido dos Campos de Cima da Serra (RS), com tradi¢do na producdo de queijo Serrano ha
mais de 200 anos. O processo de producdo consiste na filtracdo do leite, coagulagido por 45-60
minutos, quebra da coalhada que ¢, entdo, coada e espremida para retirada do soro, adigdo de
sal (no leite ou na massa), enformagem, prensagem, ¢ maturagdo minima de 22 dias. O queijo
Serrano € um queijo semigordo de média umidade, com ou sem olhaduras, de textura compacta
e macia, consisténcia elastica e crosta amarelada ou amarelo palha (RIO GRANDE DO SUL,

2016).

4. DIVERSIDADE BACTERIANA DOS QA BRASILEIROS

Os QA mais populares do Brasil sdo fabricados com leite cru. Como o leite ndo ¢é
submetido a pasteurizagdo, tem um alto valor nutricional, pH préximo da neutralidade e elevada
atividade de agua; isto favorece o desenvolvimento, na matéria-prima, de uma microbiota
diversificada. Esta ¢ constituida principalmente de bactérias, que conferem atributos
interessantes ao produto final e, consequentemente, para o consumidor. Porém, dependendo do
grupo ¢ da abundancia de microrganismos, a microbiota pode impactar negativamente na
qualidade dos queijos, representando um risco para a saude publica (CERVA et al., 2014;

CLAEYS etal., 2013; MARGALHO et al., 2021; MELINI, 2017).
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Assim, ¢ imprescindivel que o QA apresente qualidade fisico-quimica e microbiologica,
garantindo a seguranca do produto final (DORES; FERREIRA, 2012; JOHNSON, 2017). Leite
de boa qualidade microbioldgica para produgdo de queijos ¢ aquele livre de agentes etiologicos
de zoonoses e de doengas de origem alimentar. Além do risco a saude, leite cru de mé qualidade
também pode impactar nas caracteristicas de sabor, aroma e textura do produto final. Como
principais fontes de contaminagdo por microrganismos indesejaveis, destacam-se a ocorréncia
de zoonoses no rebanho (brucelose e tuberculose), bem como da mastite, ambiente de ordenha
e produgdo em condi¢des insatisfatorias de higiene (SOBRAL et al., 2017; VELAZQUEZ-
ORDONEZ et al., 2019).

O leite também conta com uma microbiota endégena composta basicamente por BAL
(PELLEGRINO et al., 2019; VANNIYASINGAM; KAPILAN; VASANTHARUBA, 2019).
Este grupo ndo s6 esta presente no leite cru como também pode ser adicionado no processo de
fabricagcdo do QA a partir de fermento enddgeno. A diversidade de BAL adquirida a partir da
adi¢ao do fermento endogeno ¢ influenciada pelo ambiente de ordenha e produgao, localizagao
geografica da fazenda produtora, condi¢des climaticas e alguns aspectos do processo produtivo
(CAMPAGNOLLO et al., 2018a; CARNEIRO et al., 2020; PERIN et al., 2017).

Além da matéria-prima utilizada e do fermento endégeno, a microbiota do QA pode ser
advinda também do processo produtivo e do ambiente de producao e maturagdo (J. D’ AMICO;
DONNELLY, 2017; PINTO et al., 2017; SANT’ANNA et al., 2019). Alguns fatores podem
estar relacionados com o desenvolvimento de diferentes grupos de bactérias no queijo,
contribuindo, assim, para a seguranga microbiologica. Por exemplo: cultura starter utilizada,
bactérias laticas incorporadas ao longo do processamento, acidifica¢ao, cozimento da coalhada,
adicao de sal, condigdes de maturacao e alteracdes fisico-quimicas decorrentes da maturagdo
(COGAN, 2011; D’AMICO; DONNELLY, 2017).

BAL realizam a fermentacdo dos carboidratos do leite, gerando principalmente acido
latico, bem como outras substancias organicas relacionadas aos atributos sensoriais do queijo
(sabor, aroma e textura) e com atividade antimicrobiana (BACHMANN et al.,, 2011;
DJADOUNI; KIHAL, 2012; GOBBETTI et al., 2018). Logo, contribuem para o sabor tnico do
QA, bem como para a seguranc¢a microbioldgica do produto final. Em contrapartida, a presenca
de microrganismos indesejaveis pode causar intoxicagdes e infecgdes alimentares, além de
prejudicar suas caracteristicas sensoriais (ANTONIO e BORELLI, 2020).

Um fator que impacta na seguranca microbioldgica do QA ¢ a etapa de maturagdo,
fendmeno complexo que envolve alteragdes fisicas, quimicas e microbiologicas. No periodo de

maturacao, algumas varidveis sdo importantes para direcionar o desenvolvimento da microbiota
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desejavel e favorecer uma fermentagdo adequada, dentre elas a temperatura, o potencial de
oxirreducdo, a atividade de 4agua e os valores de pH (RAFAEL, 2017). Durante a maturagao
podem ocorrer, ainda, processos de lipdlise e protedlise, que compreendem reagdes enzimaticas
responsaveis pelas caracteristicas de sabor e textura do QA (BROADBENT; BUDINICH;
STEELE, 2011; LIU et al., 2014). Para o desenvolvimento adequado da maturagdo, ha
legislacdes baseadas em estudos que indicam o tempo minimo exigido, bem como condigdes
adequadas de temperatura e umidade das salas de maturacao (BRASIL, 2011; DAS DORES;
DA NOBREGA; FERREIRA, 2013; MARTINS et al., 2015; MINAS GERAIS, 2008).

4.1. Bactérias laticas em QA brasileiros

O grupo das BAL compreende bactérias Gram-positivas, cocos ou bacilos, ndo
formadoras de esporos, catalase negativas, desprovidas de motilidade e anaerdbias facultativas.
O 4acido latico ¢ o principal produto da fermentacdo, produzido por meio de duas vias
fermentativas. A homofermentativa ¢ baseada na via Embden — Meyerhof — Parnas e produz
praticamente apenas acido latico como produto final. A via heterofermentativa (ou heterolatica)
produz nao s6 acido latico como produto final, mas também CO3, etanol ou acetato (LIU et al.,
2014).

A maioria das BAL sdo consideradas microrganismos indcuos € algumas espécies
recebem a denominagdo de GRAS (Generally Recognized as Safe). Os géneros mais
frequentemente associados ao QA sdo Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Streptococcus e Weissella (CAMPAGNOLLO et al., 2018; LUIZ et al., 2017,
MARTINS et al., 2018; PAULA et al., 2012; KAMIMURA et al., 2019a). Cabe salientar que
os nomes das espécies de Lactobacillus aqui mencionadas foram atualizadas segundo a
reorganizagao proposta por Zheng et al. (2020), a partir da qual o género foi reclassificado em
23 novos géneros considerando-se aspectos genotipicos, fenotipicos e ecoldgicos. Na Tabela 1
estao listadas BAL encontradas em QA brasileiros por trabalhos realizados nos tltimos anos.
Nao foram encontrados dados referentes a BAL isoladas do queijo Serrano; além disso, pouco

se sabe a respeito da diversidade da microbiota latica dos queijos Marajo e Caipira.
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Tabela 1 — BAL isoladas de QA das principais regides produtoras do Brasil.

Queijo Artesanal

BAL

Referéncias

Marajé

Manteiga

Coalho

Caipira

Minas

Colonial

Enterococcus faecium, Enterococcus durans
Limosilactobacillus fermentum, Lactiplantibacillus
plantarum subsp. plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Enterococcus casseliflavus, E. durans, Enterococcus
faecalis, E. faecium, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus italicus, Lactococcus garvieae, Lactococcus
lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides, Streptococcus infantarius, subsp. infantarius,
Streptococcus lutetiensis, Streptococcus macedonicus,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus waiu, Weissella
paramesenteroides

Lactobacillus acidophilus, Latilactobacillus curvatus, L.
fermentum, Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracaseli,
L. plantarum subsp. plantarum, L. rhamnosus, Enterococcus
sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp

Lactococcus, L. plantarum subsp. plantarum, L. paracasei
subsp. paracasei, Lacticaseibacillus casei.

L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum subsp.
plantarum, Lactiplantibacillus paraplantarum, L.
rhamnosus, Ligilactobacillus acidipiscis, Lentilactobacillus
hilgardii, Levilactobacillus brevis, Lentilactobacillus
buchneri subsp. buchneri, Lentilactobacillus parabuchneri,
Enterococcus spp., E. faecalis, Enterococcus rivorum, E.
faecium, E. durans, Enterococcus hermanniensis,
Enterococcus gilvus, Lactococcus spp., L. lactis, L.
garvieae, Pediococcus sp., Pediococcus acidilactici,
Enterococcus raffinosus, L. mesenteroides, Streptococcus
agalactiae, W. paramesenteroides

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc

Figueiredo et al. (2016)
Bruno et al. (2017)
Medeiros et al. (2017)

Delamare et al. (2012)
Rosa et al. (2008)

Kamimura et al. (2019b)

Camargo et al. (2020)
Margalho et al. (2020)
Luiz et al. (2017)
Perin et al. (2017)
Castro et al. (2016)
Sant’Anna et al. (2016)
Lima et al. (2009)
Resende et al. (2011)

Kamimura et al. (2019b)

Fonte: Adaptado de Kamimura et al. (2019a)

A predominancia de BAL em QA deve-se ao tipo de metabolismo no processo

fermentativo, que ¢ capaz de sintetizar compostos atribuidos aos aspectos sensoriais do QA e a
seguranca microbiologica (DJADOUNI; KIHAL, 2012; MARGALHO et al., 2020b). O grupo
¢ fundamental para o desenvolvimento de textura e sabor tipicos (WILKINSON; LAPOINTE,

2020), decorrentes da producdo de enzimas intracelulares (peptidases, lipases, e enzimas do
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catabolismo de aminoacidos) que atuam por diferentes rotas enzimaticas, principalmente no
metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios constituintes do leite. O 4acido latico
resultante, assim como os aminoacidos e acidos graxos predominantes, juntamente com o
citrato, tornam-se o substrato para o metabolismo posterior de muitos compostos aromaticos
que conferem ao QA o flavor caracteristico (CASTRO et al., 2016; COOLBEAR; WEIMER;
WILKINSON, 2011; HUERTAS, 2010; MATERA et al., 2018).

BAL nao iniciadoras, conhecidas como NSLAB (do inglés Non Starter Lactic Acid
Bacteria) correspondem as BAL com aumento expressivo durante a maturagao, que podem ser
diversas, mas geralmente predominam as espécies de lactobacilos heterofermentativos
facultativos, seguido de Pediococcus pentosaceus (BROADBENT; BUDINICH; STEELE,
2011). As NSLAB, assim como as BAL iniciadoras, podem impactar no sabor e textura final
dos queijos devido a producdo de compostos resultantes do catabolismo de aminoacidos,
principalmente de metionina, aminoacidos aromaticos e aminoacidos de cadeia ramificada,
além de exopolissacarideos (EPS) (BLAYA; BARZIDEH; LAPOINTE, 2018; BROADBENT;
BUDINICH; STEELE, 2011; GOBBETTI et al., 2018; MARGALHO et al., 2020b). Além dos
acidos organicos produzidos (latico, acético e propionico), que reduzem o pH da massa do
queijo, outros compostos antimicrobianos, tais como bacteriocinas, peroxido de hidrogénio,
diacetil e CO,, atuam inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis
(CAMPAGNOLLO et al., 2018b; CAVICCHIOLI et al., 2017, MARGALHO et al., 2021;
MELINI, 2017).

Os EPS produzido pelas NSLAB se ligam a moléculas de dgua presentes na complexa
estrutura da rede de caseina, interagindo com proteinas e micelas e fortalecendo a estrutura da
coalhada, reduzindo a sinérese durante a primeira etapa de acidificacdo e coagulacdo. Isso faz
com que o EPS contribua para as caracteristicas reologicas e de textura, além de ser um
mecanismo de defesa contra condi¢Oes estressantes, como a dessecacdo e o ataque de
bacteriofagos (o EPS impede que seja feita a ligagdo do bacteriofago com a membrana de BAL)
(BADEL; BERNARDI; MICHAUD, 2011; MARGALHO et al., 2020b; ZHANG et al., 2015).

Indiretamente, alguns fatores influenciam no sabor, textura e seguranca microbioldgica
dos queijos, como atividade de agua, pH, condi¢cdes climaticas e temperatura das salas de
maturacdo. Isto acontece, pois de acordo com estes fatores a microbiota presente nos queijos
pode variar, favorecendo ou nao o crescimento de microrganismos indesejaveis. Além disso, a
atividade e especificidade de peptidases também varia de acordo com estes fatores, resultando
em diferentes compostos capazes de gerar o aroma, sabor e textura (CARNEIRO et al., 2020;

FONTENELE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Considerando-se, portanto, os efeitos
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benéficos de BAL no QA, tanto em relacdo aos atributos de sabor quanto aos de seguranca, o
grupo e seus respectivos metabodlitos t€ém sido alvo de pesquisas com foco no potencial

biotecnoldgico de aplicacdo em diferentes areas.

4.1. Microrganismos indesejaveis em QA do Brasil

Diante dos riscos de contaminagdo em todo o processo de fabricagao dos QA, bem como
dos prejuizos que essa condi¢ao pode causar, a Lei n°® 13.860, que dispde sobre a elaboragdo e
comercializacdo de queijos artesanais, determinou algumas exigéncias a fim de se prevenirem
altas contagens de microrganismos deterioradores e/ou a presenga de microrganismos
patogénicos. De acordo com esta lei, os queijos devem ser fabricados apenas por
estabelecimento rural certificado como livre de tuberculose e brucelose ou controlado para
brucelose e tuberculose por 6rgao estadual de defesa sanitaria animal, que o estabelecimento
participe de programa de controle de mastite, que implante programa de boas praticas
agropecuarias na produgdo leiteira, controle e monitore a potabilidade da dgua utilizada no
processo produtivo dos QA e que este seja realizado segundo as normas de Boas Praticas de
Fabricagao (BPF) — conjunto de normas empregadas em produtos, processos ¢ edificagdes que
visam a promocao e a certificagdo da qualidade e seguranca do alimento (BRASIL, 2019;
BRASIL, 1997).

Microrganismos deterioradores e/ou patogénicos encontrados em QA produzidos no
Brasil estdo listados na Tabela 2. Tais microrganismos podem estar relacionados a qualidade
sanitaria do rebanho, qualidade da matéria-prima, condigdes higi€nico-sanitarias durante a

fabricagdo, incluindo a maturacao e estocagem, além das condi¢des ambientais.
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Tabela 2 — Microrganismos indesejaveis isolados de QA das principais regides produtoras do

Brasil.

Queijo Artesanal

Marajé

Manteiga

Coalho

Microrganismos indesejaveis
Coliformes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, fungos e
leveduras

Listeria spp., Salmonella sp.,
Staphylococcus coagulase
positiva, E. coli, coliformes
termotolerantes, coliformes totais,
fungos e leveduras

Coliformes totais e
termotolerantes, E. coli, Listeria
spp., Salmonella sp.,
Staphylococcus coagulase
positive, S. aureus,
Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus cohnii cohnii,
Staphylococcus cohnii subsp.
urealyticus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus lentus,
Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus xylosus,
Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas sobria,
Aeromonas veronii,
Mycobacterium bovis, fungos e

leveduras

Referéncias
Seixas et al. (2015)
Simoes et al. (2014)

Alexandre et al. (2016) Feitosa et
al. (2003)
Viana et al. (2009)

Medeiros et al. (2017)

Cezar et al. (2015)

Evéncio-Luz et al. (2012) Meneses
et al. (2012) Andrade et al. (2011)
Feitosa et al. (2003)
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Continuacao Tabela 2 — Microrganismos indesejaveis isolados de QA das principais regides

produtoras do Brasil.

Queijo Artesanal

Serrano

Caipira

Queijo Minas Artesanal

Colonial

Microrganismos indesejaveis
Coliformes totais e
termotolerantes, E. coll,
Staphylococcus coagulase
positiva, Listeria spp., L.
monocytogenes, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus
Enterobacteriacea,
Staphylococcus sp.,
Enterobacteriacea, E. coli,
coliformes totais e
termotolerantes, S. aureus,
Streptococcus agalactiae, Coxiella
burnetti, L. monocytogenes,
Staphylococcus coagulase

positiva, Salmonella spp.

Staphylococcus sp.,
Staphylococcus equorum,
Staphylococcus vitulinus,
Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella sp.,
coliformes totais e
termotolerantes, Listeria innocua,
Listeria seeligeri

L. monocytogenes

Fonte: Adaptada de Kamimura et al., 2019a

Referéncias
Pontarolo et al. (2017)
Melo et al. (2013)
Delamare et al. (2012)
Rosa et al. (2008)

Kamimura et al. (2019)

Camargo et al. (2020)

Castro et al. (2020) Rozental et al.
(2020) Andretta et al. (2019)
Perin et al. (2017)

Santos et al. (2017)

Garcia et al. (2016)

Mata et al. (2016)

Nasser et al. (2015)

Souza et al. (2015)

Galinari et al. (2014) Fernandes et
al. (2011) Borelli et al. (2006)
Pinto et al. (2009)

Ausani et al. (2019)

Kamimura et al. (2019)

Silva et al. (2015)

Zaffari et al. (2007)

A ocorréncia de microrganismos deterioradores impacta a qualidade do produto final de

diversas maneiras. Bactérias psicrotroficas e Bacillus spp., por exemplo, sdo capazes de

produzir enzimas extracelulares ou intracelulares (proteases, lipases e fosfolipases), que afetam

a qualidade do leite e impactam no sabor, coagulag¢do indesejavel de proteinas e aumentam a

concentracdo de acidos graxos livres e aminoacidos. A alta concentragdo de aminoacidos e



28

acidos graxos livres, em decorréncia do aumento de proteinases e lipases, respectivamente,
alteram o tempo de coagulacdo e a qualidade da coalhada obtida, que se torna fragil ¢ menos
compacta. Além disso, queijos maturados podem apresentar sabor rangoso indesejavel quando
ha altas concentragdes de acidos graxos livres na massa do queijo (BACHMANN et al., 2011;
MURPHY et al., 2016; VELAZQUEZ-ORDONEZ et al., 2019).

Na ocorréncia de altas contagens de coliformes, que fermentam a lactose com producao
intensa de gas, pode-se observar o fendmeno conhecido como estufamento precoce. Neste
processo sao formadas olhaduras indesejaveis nos queijos, comprometendo sua aparéncia, bem
como acidificacdo excessiva, comprometendo o sabor do produto final. Na ocorréncia de
bactérias do género Clostridium spp., observa-se o fendmeno de estufamento tardio, uma vez
que o género ¢ capaz de fermentar o lactato e a glicose gerando 4cido butirico, acido acético,
COz2, Hy, etanol, butanol e acetona. Tais compostos resultam em trincas internas nos queijos,
além de sabor e odor desagradaveis, que diminuem a aceitagdo do produto pelo consumidor.
Além  disso, altas contagens de coliformes  termotolerantes (géneros
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella) geralmente estdo relacionados a potencial presenga de
microrganismos patogénicos (SOBRAL et al., 2017).

Patogenos em QA representam um risco a saude do consumidor. A presenga de
microrganismos como Salmonella spp., Listeria sp., Mycobacterium bovis e Coxiella burnetii
podem causar infecgdes alimentares e zoonoses, além da possibilidade de carrearem genes de
resisténcia a antimicrobianos (ALEXANDRE, A. P. S.; AQUINO; LYRA, D. G,
FROEHLICH, 2016; EVANGELISTA BARRETO et al., 2016; MEHLI et al., 2017). Porém, o
problema mais frequentemente relacionado a qualidade microbioldgica do leite ¢ a mastite,
doenca inflamatodria das glandulas mamaérias que leva ao aumento da contagem de células
somaticas (CCS). Este aumento tem sido associado a diminuicdo de caseina presente nos
queijos, diminuindo o rendimento da produgdo de QA, além de impactar no sabor (JAMALI et
al., 2018; MURPHY et al., 2016; SOBRAL et al., 2017).

O microrganismo mais comumente relacionado a mastite & Staphylococcus aureus, mas
também podem ser associados a esta doenga Streptococcus sp., Escherichia coli, Mycoplasma
spp., Corynebacterium bovis, dentre outros. Ha situacdes da mastite em que se opta pelo
tratamento convencional, que consiste no uso de antibidticos. Neste periodo o leite ordenhado
deve ser descartado, devido a possibilidade de conter residuos. Outro problema relacionado ao
uso de antibidticos no tratamento de animais consiste na emergéncia de patdgenos resistentes.
Uma vez veiculados pela matéria-prima, patdgenos resistentes podem causar sérios riscos a

saude dos consumidores (COGAN, 2011; DE MEDEIROS et al., 2017; FRAZILIO et al., 2018;
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KULKARNI; KALIWAL, 2013; ONICIUC et al., 2017; SA et al., 2018; TAPONEN et al.,
2017).

Além de frequentemente associados a casos de mastite bovina, bactérias do género
Staphyloccocus também podem ser indesejadas nos queijos devido a expressdo de fatores de
viruléncia, principalmente enterotoxinas estafilococicas e Toxina-1 relacionada a sindrome do
choque toxico, atividade hemolitica, formacao de biofilmes e resisténcia a antimicrobianos de
importancia clinica. Em estudo realizado no Campo das Vertentes por Castro et al. (2020), foi
investigada a presenc¢a de genes que codificam a producdo de enterotoxinas em isolados de S.
aureus (n=76) provenientes do leite cru (n=14), da cultura starter (n=5), do queijo (n=42) e das
maos dos produtores (n=15). Dos 76 isolados de S. aureus investigados, 26 (34,21%)
apresentaram pelo menos um dos genes para producdo de toxinas. Nesse estudo foi ainda
avaliada a atividade hemolitica, o potencial de formagdo de biofilme e a resisténcia a
antibioticos dos isolados de S. aureus. Dos 76 isolados avaliados, 43 (56,58%) apresentaram
atividade hemolitica; 53 (69,73%) potencial para formacgao de biofilme; 51 (67,11%) foram
considerados resistentes a penicilina G e 21 isolados (27,63%) a tetraciclina. Ferreira e
colaboradores (2016) também detectaram genes que codificam a produgdo de enterotoxinas em
S. aureus isolados de QA do Brasil. Estes trabalhos demonstram a importancia de se prevenirem
altas populagdes de S. aureus produtores de toxinas no produto.

O uso inadequado de antibioticos também pode impactar na microbiota latica do leite e
do fermento enddgeno, prejudicando o processo fermentativo em diferentes pontos, como falta
de acidificacdo necessdria para textura e consisténcia adequada do queijo, retengdo de soro na
massa, pH elevado (o que contribui para o crescimento de microrganismos indesejaveis), risco
de formagdo de gas por coliformes resistentes, maturacao inadequada, resultando em queijos

umidos e sabor pouco pronunciado (SOBRAL et al., 2017).

5. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BAL ISOLADAS DE QA BRASILEIROS

A crescente demanda por produtos que atendam ao conceito clean label levou a busca por
microrganismos de fontes naturais, como os alimentos naturalmente fermentados, capazes de
se manterem ativos nas formulagdes por longos periodos de processamento e estocagem dos
produtos. Desta forma, os QA sdo considerados uma fonte potencial para isolar microrganismos
para esta finalidade (MARGALHO et al., 2021). Dentre estes, BAL se destacam pelo longo
historico de uso na industria de alimentos, especialmente para fermentagdo e conservagdo. Essa

caracteristica se deve aos produtos do seu metabolismo, que podem melhorar as caracteristicas
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nutricionais e sensoriais dos alimentos, bem como a producdo de compostos antimicrobianos
que contribuem para a conservacdo. Além da industria de alimentos, outros setores também
fazem uso de BAL, como bioquimico, de cosméticos e de itens farmacéuticos (PENG et al.,
2020).

Ainda que BAL e seus metabolitos venham sendo pesquisados nos ultimos anos, novos
estudos de prospeccdo sdo necessarios para a descoberta de isolados com caracteristicas
diferenciadas, aumentando o potencial de exploracao tecnoldgico. Na Tabela 3 estdo
apresentados os potenciais biotecnologicos de BAL, isoladas de QA brasileiros, ¢ alguns de

seus compostos resultantes do metabolismo.
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Tabela 3 — Potenciais biotecnoldgicos de BAL, provenientes de QA brasileiros, e metabolitos.

Queijo Artesanal

Potencial Biotecnolégico

Referéncia

Marajo Producao de diacetil Figueiredo et al. (2016)
Manteiga Probiotico Margalho et al. (2021)
Coalho Probidtico, atividade lipolitica, inibi¢ao de Dias et al. (2019)
Listeria sp., B. cereus, E. faecalis, S. aureus, Margalho et al. (2021)

E. coli Margalho et al. (2020)

Lima et al. (2020)

Serrano Atividade lipolitica, atividade proteolitica, Margalho et al. (2021)
probidtico, inibigdo de L. monocytogenes Margalho et al. (2020)

Caipira Atividade proteolitica, probidtico Margalho et al. (2021)
Margalho et al. (2020)

QMA Produgdo de diacetil, produgdo de EPS, Campagnollo et al.
atividade lipolitica, atividade proteolitica, (2017)

probidtico, inibigdo de Listeria sp., inibi¢ao de Margalho et al. (2020)

Enterococcus sp., S. aureus e S. Typhimurium Margalho et al. (2021)

Sant’Anna et al. (2017)

Tulini; Winkelstroter; de

Martinis, (2013)

Andrade et al. (2014)

Todorov; Holzapfel;

Nero, (2020)

Costa et al. (2013)

Acurcio et al. (2017)

Valente et al. (2019)

Colonial Probidtico, inibigdo de Margalho et al. (2021)

L. monocytogenes

Margalho et al. (2020)

Nesse contexto, estudos recentes tém explorado alguns aspectos em particular, como a
producdo de diacetil e EPS por BAL, bem como a atividade enzimatica, voltados
especificamente a potenciais melhorias nas caracteristicas sensoriais dos alimentos. O diacetil
(2,3-butanodiona) produzido por BAL ¢ responsavel pelo aroma e sabor amanteigado em
diferentes tipos de produtos fermentados (HERNANDEZ-VALDES; SOLOPOVA; KUIPERS,
2020; MARGALHO et al., 2020b). Assim, BAL isoladas de QA que comprovadamente
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produzem este composto podem ter sua capacidade explorada pela industria alimenticia. Da
mesma forma, a producao de EPS, importante para as caracteristicas reologicas e de textura do
produto, tem sido alvo de estudos, voltados a exploragdo destas bactérias para obtengao de
agentes de viscosidade, estabilizantes, emulsificantes ou gelificantes (CAGGIANIELLO;
KLEEREBEZEM; SPANO, 2016; LYNCH et al., 2018). Além disso, a produ¢do de EPS tem
sido associada a a¢do prebiotica, propriedade que também tem sido amplamente estudada em
BAL isoladas de QA (Tabela 3).

Quanto as atividades proteoliticas e lipoliticas, estas se referem a capacidade das BAL de
sintetizarem enzimas extracelulares envolvidas nos processos de protedlise e lipolise,
importantes para alguns tipos de QA maturados (BACHMANN et al., 2011; COOLBEAR;
WEIMER; WILKINSON, 2011; SETTANNI; MOSCHETTI, 2010). Sendo assim, tais enzimas
possuem aplicabilidade pela industria de alimentos, como agentes proteoliticos e lipoliticos
utilizados principalmente pela industria de laticinios (WORSZTYNOWICZ et al., 2019).

Além das aplicagdes mencionadas anteriormente, a questdo de estirpes probidticas tem
sido cada vez mais relevante, tanto no ambito das industrias de alimentos, quanto de nutrigdo e
saude. Para BAL serem consideradas probidticas, devem ser capazes de resistir as condig¢des
acidas do trato gastrointestinal, terem capacidade de aderir & mucosa intestinal e, portanto, se
estabelecerem no colon, nao apresentarem fatores de viruléncia, capacidade de prevenir a
multiplicagdo de patdgenos, capacidade de resistir ao estresse durante o processamento dos
alimentos, serem devidamente identificadas, caracterizadas e qualificadas (ANDRADE et al.,
2014; LIMA et al., 2019; MARGALHO et al., 2021). Trata-se, portanto, de mais um exemplo
de aplicagdo de estirpes do grupo das BAL.

Apesar da ja reconhecida capacidade de BAL de prevenir a multiplicacdo de patogenos
devido a produgdo de diversos compostos, como 4cidos organicos, peroxido de hidrogénio e
COz, a descoberta da colicina V em 1925 e, posteriorimente, da nisina em 1969 deu inicio a
uma série de pesquisas com peptideos bioativos, mais especificamente as bacteriocinas. Sua
aplicabilidade pela industria de alimentos e médica, em alternativa ao uso de aditivos quimicos
e antibidticos, tem despertado o interesse por novas pesquisas na area (COELHO et al, 2014;

MONTEL et al., 2014 BALCIUNAS et al., 2013; MAYO et al, 2010).

5.1. Bacteriocinas

Bacteriocinas sdo proteinas ou peptideos sintetizados ribossomicamente por bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas, diferindo-se em tamanho, alvo microbiano, modo de agao,
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liberacao ¢ mecanismos de imunidade (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015). Tais moléculas
sdo capazes de exercer diferentes tipos de bioatividade, principalmente antimicrobiana, cujos
efeitos compreendem desde bacteriostatico, bactericida até bacteriolitico, sobre
microrganismos taxonomicamente relacionados ou ndo (GONTIJO et al., 2020; PEREZ et al.,
2018; SILVA et al., 2018). As bacteriocinas podem ser de amplo espectro, inibindo uma grande
variedade de bactérias, ou de espectro estrito, inibindo bactérias taxonomicamente proéximas
(SILVA et al., 2018; MILLS et al, 2011). De um modo geral, sdo cationicas e exibem
propriedades anfipaticas, sendo a membrana celular, na maioria das vezes, o alvo de sua
atividade (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

A aplicagdo de bacteriocinas ¢ de amplo interesse, pois apresentam atividade contra
diferentes patogenos deterioradores de alimentos, estabilidade a diferentes faixas de pH e
temperaturas; producdo, em sua maioria, por BAL, grupo de microrganismos reconhecidos
como GRAS; possibilidade de uso como conservantes naturais em alimentos; ndo sdo ativas ou
toxicas as células eucaridticas; sdo inativadas por proteases digestivas, exercendo pouca
influéncia sob a microbiota gastrointestinal; ndo selecionam linhagens resistentes a antibioticos;
e, por fim, possuem determinante genético usualmente codificado por plasmideos, o que
permite manipula¢io genética facilitada (HEREDIA-CASTRO et al., 2017; GALVEZ et al.,
2007).

A tnica bacteriocina aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para uso como
conservante em muitos alimentos € a nisina, comercialmente disponivel como Nisaplin (YANG
et al., 2014). Além das vantagens j4 mencionadas, estas moléculas também sdo aplicaveis na
pratica veterindria, inclusive para o tratamento da mastite como uso alternativo em relagdo aos
antibiodticos convencionais (GODOY-SANTOS et al., 2019; AHMAD et al., 2017; GUAN et
al., 2017; YANG et al., 2014; GUILHELMELLI et al., 2013). No entanto, a baixa estabilidade
e solubilidade da nisina em pH neutro, a natureza hidrofobica e a selecao de bactérias resistentes
fazem com que a busca por outras bacteriocinas se justifique por meio de pesquisas cientificas
(IBARRA-SANCHEZ et al., 2020; GODOY-SANTOS et al., 2019).

Neste contexto, os QA representam potenciais fonte de bacteriocinas, pela significativa
diversidade de sua microbiota, sobretudo de BAL (MARGALHO et al., 2020). Muitos estudos
tém demonstrado a atividade antimicrobiana de BAL isoladas de QMA frente a patogenos de
importancia na industria de alimentos, como L. monocytogenes, Salmonella spp., E. coli, S.
aureus, entre outros (CAMPAGNOLLO et al., 2018; FIALHO et al., 2018; ACURCIO et al.,
2017; SANT’ANNA et al., 2017; ANDRADE et al., 2014). Gontijo et al. (2020), ao estudarem

a distribuigdo filogenética do repertorio de bacteriocinas de BAL associadas a queijos
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artesanais, relataram supostas bacteriocinas que ainda ndo foram caracterizadas, o que confirma
que os QA sdo potenciais fontes deste antimicrobiano; os autores refor¢am, ainda, que novos
estudos in vitro visando a descoberta e caracterizagdo de novas bacteriocinas se fazem

necessarios.
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6. CONCLUSOES

Os QA do Brasil possuem particularidades em sua produgdo que influenciam na
populacdo de BAL neles presentes. Por este motivo, estes queijos representam uma rica fonte
de BAL e seus metabolitos com propriedades biotecnoldgicas promissoras a aplicabilidade em
areas médica, bioquimica e setor alimenticio. Apesar de ja existirem trabalhos que demonstram
essas propriedades biotecnologicas, ainda hé espaco para novos estudos de prospeccao de BAL
de QA do Brasil e suas aplicagdes. Observou-se, ainda, que a microbiota latica de alguns tipos
de QA ainda ¢ pouco explorada e que as possibilidades biotecnologicas de aplicagao das BAL

isoladas dessa matriz alimentar sdo diversas.
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CAPITULO 2. PROSPECCAO DE BACTERIAS LATICAS GENETICAMENTE
DINSTINTAS DE QMA DA SERRA DA CANASTRA E DO SERRO PARA
CONSTRUCAO DE COLECAO COM POTENCIAL DE APLICACAO
BIOTECNOLOGICA

Resumo

O QMA ¢ um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil, destacando-se como
regides produtoras a Serra da Canastra e o Serro. Alguns fatores contribuem para o
reconhecimento e autenticidade destes queijos, dentre eles a diversidade de BAL provenientes
majoritariamente do leite cru e do pingo. Este grupo produz compostos que conferem
caracteristicas sensoriais e microbiologicas desejaveis aos QMA. Diante da diversidade de BAL
em QMA, bem como da producdo de compostos promissores do ponto de vista industrial por
elas produzidos, o objetivo deste estudo foi prospectar BAL geneticamente ndo redundantes de
QMA da Serra da Canastra e do Serro. Para tal, foram coletadas, de forma aleatoria, amostras
de QMA de ambas as regides, a partir das quais fez-se o isolamento de BAL em agar MRS e
agar M17. Os isolados foram caracterizados fenotipicamente (morfologia, coloragdo de Gram
e teste da catalase) e molecularmente por rep-PCR (GTG)S. Isolados em forma de bacilos e
cocobacilos foram avaliados por PCR (primers LbLMA1-rev e R16-1) quanto a presenga de
um fragmento de DNA de 250 pb especifico do género Lactobacillus. Um total de 500
microrganismos foram isolados, sendo 380 (76%) identificados presuntivamente como BAL.
Destes, 40 sdo cocos (37,5% isolados no agar MRS e 62,5% no dgar M17), 225 bacilos (70,2%
1solados no dgar MRS e 29,7% no dgar M17) e 115 cocobacilos (47,8% isolados no agar MRS
e 52,2% no agar M17), gram-positivos e catalase negativos. De 225 exemplares caracterizados
como bacilos e de 115 em forma de cocobacilos, 172 (76,44%) e 34 (29,57%), respectivamente,
foram identificados por PCR género especifico como Lactobacillus spp.. A partir de analises
de impressoes digitais de DNA dos isolados utilizando o software Bionumerics, 180 cepas
geneticamente distintas foram identificadas (106 bacilos, 52 cocobacilos e 22 cocos; 103
Lactobacillus). Os resultados evidenciaram a diversidade genética de BAL isoladas de QMA,
mesmo entre cepas as identificadas como Lactobacillus. Estas constituirdo uma coleg¢ao de
culturas de BAL para exploracdo biotecnologica, com foco na viabilizacdo do uso dessas
culturas diretamente no ambiente produtivo em industrias alimenticias, ou até mesmo como

biofabricas de moléculas bioativas.
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1. INTRODUCAO

Os Queijos Minas Artesanais (QMA) sao classificados como queijos de massa prensada,
ndo cozida e casca natural, e sdo produzidos em diferentes regidoes do estado de Minas Gerais
de acordo com tradigdes culturais e historicas da regido de origem (AMARANTE, 2015).
Dentre as regides reconhecidas como produtoras de QMA, destacam-se a Serra da Canastra e o
Serro, uma vez que possuem o modo artesanal de fazer queijo Minas registrado no “Livro de
Registro de Saberes” pelo Instituto do Patriménio Historico e Artistico Nacional (IPHAN),
além do selo de Indicacdo Geografica (IG) (CRUZ; HESPANHOL, 2018; IPHAN, 2008).

Alguns fatores contribuem para a autenticidade desses QMA, como clima ameno, altitude
elevada, pastos nativos, dguas serranas, leite integral de vaca fresco e cru e uso do pingo
(fermento enddgeno obtido do dessoramento dos queijos fabricados no dia anterior). As BAL
presente no leite cru e no pingo constituem a microbiota dos QMA e também contribuem para
a autenticidade desses queijos. A diversidade microbiana do produto depende das condigdes
edafoclimaticas, que variam entre cada regido produtora (AMARANTE, 2015; CASTRO et al.,
2016; PERIN et al., 2017; SANT’ANNA et al., 2019).

O grupo das BAL ¢ heterogéneo e inclui géneros de bactérias filogeneticamente préximas
e que compartilham algumas caracteristicas fisiologicas, principalmente a fermenta¢do homo
ou heterofermentativa de acucares, sendo o acido latico o principal produto resultante. Este
grupo ¢ formado por bactérias Gram-positivas, catalase negativas, ndo formadoras de esporos,
baixo contetido G-C, acido-tolerantes, anaerdbias facultativas e, geralmente, ndo possuem
motilidade (com excecdo de algumas espécies de Lactobacillus). A heterogeneidade do grupo
pode ser observada na diversidade morfoldgica, podendo se apresentar na forma de cocos ou
bacilos; células isoladas, organizadas em cadeias curtas ou longas, aos pares ou em tétrades.
Seu habitat natural consiste em ambientes ricos em nutrientes, devido a deficiéncia de vias
biossintéticas, bem como a necessidade de ricas fontes de carbono e nitrogénio
(BROADBENT; BUDINICH; STEELE, 2011; FIGUEIREDO et al., 2016; MOZZI, 2015;
SETTANNI; MOSCHETTI, 2010). A elevada exigéncia nutricional faz com que as BAL
estejam associadas principalmente a matérias-primas animais e vegetais, com destaque para os
produtos lacteos, especialmente queijos (DOMINGOS-LOPES et al., 2017; SZUTOWSKA,
2020; YU; LEVEAU; MARCO, 2020).

A diversidade de BAL de QMA da Serra da Canastra e do Serro tem sido objeto de
estudos, os quais destacam os géneros Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus e

Lactococcus (ARCURI et al., 2013; KAMIMURA et al., 2019a, 2019b, 2020; MARGALHO
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et al., 2020b; PERIN et al., 2017). Ao fermentarem os carboidratos da matriz, a microbiota do
QMA produz uma série de compostos com atividade antimicrobiana, como acidos organicos
(principalmente acido latico), peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, que podem inibir
microrganismos deterioradores, bem como bactérias patogénicas; podem, ainda, apresentar um
potencial efeito probidtico (CASTRO et al., 2016; KAMIMURA et al., 2019a; MARGALHO
et al., 2020b). Dessa forma, BAL apresentam diferentes possibilidades quanto a sua exploracao
biotecnoldgica (MOZZI, 2015; PENG et al., 2020; SANLIBABA; CAKMAK, 2016).

Diante da diversidade de BAL em QMA, bem como da producdo de compostos
promissores do ponto de vista industrial, o presente estudo objetivou prospectar BAL
geneticamente ndo redundantes de QMA da Serra da Canastra e do Serro. Os isolados obtidos

constituirdo uma colecdo de culturas de BAL visando a futura exploracdo biotecnoldgica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de amostras de QMA

Em outubro de 2019, foram coletadas, de forma aleatdria, amostras de QMA recém-
produzidos em 16 propriedades da Serra da Canastra, Minas Gerais, conforme indica¢des na
Figura 1A; em janeiro de 2020, foram coletadas amostras provenientes de 10 diferentes
propriedades da regido do Serro, Minas Gerais, indicadas na Figura 1B . As coletas foram
realizadas de forma asséptica e apenas 1 amostra por propriedade foi coletada (Tabela 1). Os
queijos foram mantidos sob refrigeracdo durante todo o transporte para o laboratdrio, onde

também foram mantidos sob refrigeracdo até o inicio das analises.

Figura 1 — Mapa em satélite dos locais de coleta na Serra da Canastra (A) e Serro (B).

Fnte: Google Maps
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Tabela 1 — Informagdes sobre as propriedades produtoras de QMA (Serra da Canastra e Serro)
onde as coletas foram realizadas.

Propriedade Municipio Cadastro junto ao
IMA?
Serra da Canastra
1 Sao Roque de Minas Sim
2 Sao Roque de Minas Sim
3 Vargem Bonita Nao
4 Vargem Bonita Nao
5 Sao Roque de Minas Nao
6 Sao Roque de Minas Sim
7 Piumbhi Nao
8 Medeiros Sim
9 Medeiros Sim
10 Corrego D’ Anta Nao
11 Tapirai Sim
12 Medeiros Sim
13 Tapirai Sim
14 Bambui Sim
15 Sao Jodo Batista do Gloéria Em andamento
16 Delfinopolis Sim
Serro
17 Serro Sim
18 Serro Sim
19 Alvorada de Minas Sim
20 Serro Sim
21 Serro Sim
22 Serro Sim
23 Alvorada de Minas Sim
24 Alvorada de Minas Sim
25 Alvorada de Minas Sim
26 Serro Sim

2.2. Isolamento de BAL das amostras de QMA

Inicialmente, por¢des de 10 g de diferentes partes do QMA, recém transportados ao
laboratorio, foram assepticamente retiradas e homogeneizadas junto a 90 ml de caldo Man
Rogosa Sharpe (MRS) em homogeneizador tipo Stomacher durante 5 minutos. A essa mistura,

que corresponde a dilui¢do 107!, foi acrescentado glicerol 30% v/v, sendo mantida a 4°C até a
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realizacdo das demais dilui¢des. Diluigdes seriadas foram, entdo, preparadas, seguido de
plaqueamento em profundidade em agar MRS e incubagdo a 37°C por 48 horas em
microaerofilia, ¢ em agar M17, com incubagao a 30°C por 48 horas em microaerofilia. Apos
incubacdo, foram consideradas, para o isolamento, as maiores dilui¢des (10 107, 10°%), das
quais foram selecionadas 10 coldnias de cada amostra em cada um dos dois meios utilizados,
baseando-se nas diferengas de morfologia das colonias (as de BAL s3o brancas, pequenas,
arredondadas ou ovaladas, bordas regulares, aspecto cremoso). Estas foram inoculadas em
tubos contendo caldo MRS para enriquecimento, incubados a 37°C por 24-48 horas, em
condi¢des de microaerofilia. Posteriormente, foi realizada coloragdao de Gram, para observagao
da forma, arranjo celular e avaliagdo de pureza genética aparente. Para as culturas com
caracteristicas esperadas, mas apresentando mais de um tipo morfoldgico, foi realizado re-
isolamento por estria composta, e novo procedimento de coloragdo de Gram para as colOnias
selecionadas. Havendo apenas um tipo morfologico, foi realizado teste da catalase; no caso de
resultado negativo, os isolados foram estocados em caldo MRS acrescido de glicerol 30% (v/v)

a -20°C até o momento das andlises posteriores.

2.3. Avaliacao de BAL quanto a redundancia genética

A fim de se evitar o uso de linhagens geneticamente redundantes, foi feita uma triagem
molecular com as BAL isoladas utilizando-se rep-PCR (GTG)S5, de acordo com Almeida
(2014), com adaptagdes. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de
25 uL contendo 2 mM de cada iniciador, 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato
(Promega), tampao de PCR 1X, 1,5 mM de MgCl, 0,06 U/uL de Tag DNA Polimerase
(Promega) e o DNA molde foi obtido de células bacterianas de uma coldnia isolada de BAL
cultivada em agar MRS conforme indicado no item 2.2. Os produtos de amplificagdo foram
obtidos da seguinte forma: desnaturacdo inicial a 95°C por 15 min, seguida por 30 ciclos
consistindo de desnaturacao a 95°C por 30 s, anelamento a 40°C por 1 min, extensdo a 65°C
por 8 min, e uma etapa de extensao final de 10 min a 65°C. Apds amplificados, 7 pL da reacao
foram aplicados em gel de agarose 0,8% e submetidos a eletroforese por aproximadamente 2
horas em 60 volts para ser gerado um fingerprint. O gel foi corado com brometo de etidio
(0,01%) por 10 minutos e fotodocumentado sob luz ultravioleta. Em seguida, as imagens dos
géis foram capturadas e armazenadas para andlise e constru¢do de dendrogramas utilizando o
software Bionumerics V. 6.0 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) para andlise por comparacao

dos fingerprints gerados. Os valores de similaridade genética sao calculados pelo coeficiente
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de Pearson e estes foram utilizados para gerar um dendrograma de similaridade pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). A partir da andlise de
Pearson, foi estabelecido um limite minimo de 90% de similaridade (>90%), para que as

amostras clusterizadas a partir desta porcentagem fossem consideradas de mesma linhagem.

2.4. Identificacio molecular de bacilos e cocobacilos para enquadramento ao género

Lactobacillus

Para enquadramento de bacilos e cocobacilos no género Lactobacillus, foi realizado o
método da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de colonias, para a amplificagdo de uma
sequéncia espacadora de 250 pb conservada entre os genes rRNA 16S e 23S de cepas de
diferentes espécies de Lactobacillus (DUBERNET, DESMASURES, GUEGUEN, 2002). Para
tal, foram utilizados os oligonucleotideos LbLLMA1-rev (5'-CTC AAA ACT AAA CAA AGT
TTC-3 ') e R16-1 (5-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3’). A amplificagdo foi realizada
em termociclador (Applied Biosystems modelo Veriti) e a mistura de reacdo (25 pl) continha
25 pmol de cada iniciador, 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (Promega),
tampao de PCR 1 x sem MgCl,, 2,5 mM de MgCl, 2,5 U de Tag DNA Polimerase (Promega)
e o DNA molde foi obtido de células bacterianas de uma colonia isolada de BAL cultivada em
agar MRS, com as condigdes descritas no item 2.2. Como controle positivo foi utilizado
Lacticaseibacillus casei e como controle negativo, a reagao acrescida de 1 pl de dgua miliq.
Fragmentos de DNA foram amplificados da seguinte forma: desnaturagao inicial a 95°C por 5
min, seguida por 20 ciclos consistindo de desnaturacao a 95°C por 30 s, anelamento a 55°C por
30 s, extensdo a 72°C por 30 s, e uma etapa de extensao final de 7 min a 72°C. Os produtos
foram armazenados a -20°C até o momento da corrida eletroforética. Aliquotas (10 pul) dos
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em géis de agarose 1% (grau de
eletroforese, Invitrogen) (120 V, 2 horas) em tampao TBE 1X (90 mM Tris base, 90 mM acido
borico e 0.1 mM EDTA, pH 8,3). Os géis foram corados com brometo de etidio (5 pgml ') e
visualizados sob luz ultravioleta e suas imagens registradas utilizando fotodocumentador LPIX-

EX (Loccus Biotecnologia, Brasil).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas fenotipicas dos isolados

O QMA ¢ considerado uma matriz alimentar rica em BAL, cuja microbiota ¢ influenciada
pelo ambiente de ordenha e produgdo, localizacdo geografica da fazenda produtora, condi¢des
climaticas, além de aspectos do processo produtivo. Estes incluem o uso do pingo, o cozimento
da coalhada, a adicdo de sal e a maturacdo, que podem favorecer o crescimento de alguns
géneros de BAL em detrimento de outros (SANT’ANNA, 2019; KAMIMURA et al., 2019a).
Tal fendmeno se deve as diferentes condi¢des de estresse, tais como estresse osmotico, térmico,
acido, hidrico e at¢é mesmo nutricional, no decorrer da produ¢do e maturacdo, além da
competicdo com outros grupos de microrganismos. Desta forma, ocorre a sucessdo microbiana
e, entdo, alguns géneros de BAL podem estar mais presentes nos QMA e, consequentemente,
ser mais facilmente isolados que outros (ANTONIO; BORELLI, 2020; MAYO et al., 2021).

Para isolamento e cultivo de BAL, os meios dgar MRS e agar M17 sdo os mais
comumente utilizados. Neste trabalho, caracteristicas fenotipicas foram utilizadas na sele¢ao de

BAL a partir dos isolados, incluindo formas, arranjos e teste da catalase (Figura 2).

Figura 2 — Caracteristicas fenotipicas observadas de isolados de BAL de QMA.

e i /‘. 4

Legenda: a, b e ¢) Laminas com arranjos celulares Gram-positivas, com forma de cocobacilos, bacilos e cocos
(da esquerda para a direita); d) colonias isoladas em agar MRS; e) colonias isoladas em agar M17; f) teste da
catalase: negativo (l&mina superior) e positivo (lamina inferior).
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Dentre os 500 isolados obtidos do cultivo em dgar MRS e M17 (250 em cada meio), 380
(76 %) apresentaram-se como cocos, cocobacilos ou bacilos gram-positivos e catalase
negativos, caracteristicas do grupo das BAL; 120 (24 %) isolados apresentaram caracteristicas
morfologicas atipicas (Figura 3). Dos 380 isolados com as caracteristicas apropriadas, 225
(59,21 %) se apresentaram na forma de bacilos, 115 (30,26 %) na forma de cocobacilos (bacilos
curtos) e 40 (10,53 %) na forma de cocos (Figura 3). Os isolados identificados como bacilos e
cocobacilos podem pertencer aos géneros Lactobacillus, Carnobacterium ou Weissella. Ja os
isolados identificados como cocos podem pertencer aos demais géneros de BAL (4erococcus,
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus,
Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus),
incluindo Weissella, que pode também se apresentar na forma de cocos (MOTTA, GOMES,
2015; MOZZ1, 2015).

Figura 3 — Propor¢do dos microrganismos isolados em agar MRS e M17 considerando-se suas
caracteristicas morfoldgicas.

= Cocos ou bacilos Gram positivos e catalase negativos

Isolados que nao apresentaram caracteristicas de BAL

= Cocos Bacilos Cocobacilos

1%
30%

¥
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Dos 380 isolados com caracteristicas de BAL, 228 foram obtidos do cultivo em agar MRS
e 152 em agar M17 (Figura 4). Tal dado demonstra uma perda de 20 % dos isolados quando o
isolamento ¢ realizado em agar M17. Os meios MRS e M17 sdo indicados para isolamento e
cultivo de Lactobacillus spp. e Enterococcus / Lactobacillus / Streptococcus spp.,
respectivamente. No entanto, € possivel isolar diferentes géneros de BAL em dgar MRS e M17,
uma vez que sao meios ricos em uma diversidade de nutrientes (HIMEDIA LABORATORIES,
2019a, 2019b). Sendo assim, acredita-se que, de forma geral, o isolamento de BAL pode ser

feito em apenas um dos meios, a fim de otimizar custos e tempo. Mas para confirmar isso,
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estudos relacionados a seletividade dos meios devem ser realizados. Quando o isolamento de
BAL tiver como objetivo obter cepas de Streptococcus termophilus, indica-se o uso do agar
M17 devido a alta concentracdo de di-sodio-glicerofosfato, que atua como agente tamponante,
mantendo o pH acima de 5,7, o que € requerido para o isolamento dos mesmos (HIMEDIA
LABORATORIES, 2019b).

Os bacilos obtidos nesse trabalho foram em sua maioria isolados em agar MRS (70,2 %)
e os cocos em agar M17 (62,5 %) (Figura 4). Resende et al (2011), ao isolarem BAL da Serra
da Canastra em agar MRS e agar M17, obtiveram padrdo de resultados semelhante, uma vez
que os géneros Lactobacillus e Weissella que apresentam forma de bacilo foram isolados em
agar MRS, enquanto que Enterococcus € Lactococcus (cocoides) foram isolados em agar M17.
Embora a quantidade de cocos com caracteristicas de BAL isolados em dgar M17 seja
significativa (62,5 %), a porcentagem de cocos isolados neste trabalho foi relativamente baixa

(10,53%) ao ser comparada com a quantidade de bacilos (59,21%) e cocobacilos (30,26 %).

Figura 4 — Numero e morfologia de BAL isoladas em 4gar MRS e dgar M17.
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BAL cocoides que sdo frequentemente isoladas de QMA pertencem aos géneros
Lactococcus, Streptococcus e Enterococcus (KAMIMURA et al., 2019b). A baixa porcentagem
de cocos isolados nesse trabalho pode estar atribuida a fatores como estresse osmatico e acidez.

Por exemplo, BAL pertencentes ao género Lactococcus constituem parte da microbiota latica
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dos QMA considerada starter, pois acidificam o meio através da conversdo da lactose em acido
latico (RUVALCABA-GOMEZ et al., 2021). Por crescerem em pH entre 6,0 e 6,5 e serem
sensiveis ao sal, a medida que ha acidificacdo do meio e a concentracao de sal aumenta,
acredita-se que os Lactococcus assumam o estado viavel ndo cultivavel (VNC). Desta forma,
perdem a capacidade de crescerem e se multiplicarem em meios sintéticos, dificultando a
detecgdo de cepas cultivaveis nos QMA analisados (ANTONIO; BORELLI, 2020;
RUGGIRELLO; COCOLIN; DOLCI, 2016). Além disso, o agar M17 apresenta alta eficiéncia
para o isolamento de Lactococcus quando estes sdo abundantes e nao estressados na matriz a
ser analisada. No entanto, quando hé& abundancia de Lactobacillus, estes prevalecem sob a
populacdo de Lactococcus, que sofrem estresse nutricional e tém dificuldade de crescer no agar
M17 (RUGGIRELLO; COCOLIN; DOLCI, 2016). Neste trabalho, a maioria das BAL isoladas
possuem a forma de bacilos, podendo estas pertencerem ao género Lactobacillus, o que
explicaria, em parte, a baixa prevaléncia de cocos isolados.

Os cocos isolados também podem pertencer ao género Streptococcus e Enterococcus, que
diferentemente dos Lactococcus, toleram maiores quantidades de NaCl, de até¢ 2,5 ¢ 6 %,
respectivamente (BRITO et al., 2020) Essa tolerancia faz com estes microrganismos sejam
capazes de permanecerem viaveis e cultivaveis quando submetidos as diferentes quantidades
de sal, que podem estar presentes nos QMA (OLIVEIRA et al., 2017; SOARES, 2014). Apesar
do género Streptococcus abranger mais de 50 espécies, apenas Streptococcus termophilus €
capaz de realizar fermentacdo. Esta também ndo ¢ patogénica, possui resisténcia ao
aquecimento, resisténcia a fagos e tem sido reportado que Streptococcus contribui para a
fermentagdo da galactose, producao de aminoacidos essenciais e exopolissacarideos. Portanto,
dentre as BAL do género Streptococcus, essa ¢ a espécie de interesse dos pesquisadores
(ANTONIO, BORELLI, 2020; LIU et al., 2014; RUVALCABA-GOMEZ et al., 2021).

O género Enterococcus ¢, por vezes, a BAL predominante no QMA (CASTRO et al.,
2016; KAMIMURA et al., 2019a; KAMIMURA et al., 2020). Tal fato pode estar associado ndao
sO0 a tolerancia ao sal, mas também a atividade antagonista contra patdgenos presentes nos
queijos, atividade proteolitica e lipolitica, producdo de diacetil, produ¢do de acidos, tolerancia
a altas temperaturas, entre outros, o que permite que permanecam viaveis e se multipliquem
com maior facilidade em diferentes matrizes alimentar (CAVICCHIOLI et al.,, 2017;
MARGALHO et al., 2020).

Devido as caracteristicas de Enterococcus citadas anteriormente, estes também tém sido
alvo de pesquisas, podendo ser utilizados como cultura starter, bioconservantes, probioticos e

culturas adjuntas para desenvolvimento de caracteristicas organolépticas (ANTONIO e
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BORELLI, 2020; KUNIYOSHI et al., 2020; SETTANNI; MOSCHETTI, 2010; SOUSA et al,
2020; VELASQUEZ- ORDONEZ et al., 2019). Porém, o uso de Enterococcus na inddstria de
alimentos ¢ controverso, devido principalmente a resisténcia a diferentes antibidticos e a
presenca de genes que codificam fatores de viruléncia (BINTSIS, 2018; SILVA; SILVA;
RIBEIRO, 2018; WORSZTYNOWICZ, 2019).

Por outro lado, BAL em forma de bacilo mais frequentemente isoladas a partir de QMA
pertencem ao género Lactobacillus (ALMEIDA et al., 2020; CASTRO et al., 2016; LUIZ et
al., 2017; PERIN et al.,, 2017; RESENDE et al., 2011). Esta predominancia pode estar
relacionada a resisténcia ao sal e tolerancia ao meio dcido (ANTONIO, BORELLI, 2020;
RUVALCABA-GOMEZ et al., 2021). Geralmente, os lactobacilos sio divididos em trés
grupos, de acordo com o produto final da fermenta¢do. O primeiro ¢ formado por BAL
homofermentadoras, como L. delbrueckii subespécies lactis e bulgaricus, e L. helveticus. O
segundo inclui BAL heterofermentadoras facultativas, como L casei, L. paracasei subsp.
paracasei ¢ L. plantarum subsp. plantarum. No terceiro estdo as BAL heterofermentadoras
obrigatdrias, que sdo as responsaveis por produzir gas e compostos que resultam em sabores
indesejaveis no queijo, durante a maturacdo; no entanto, esses lactobacilos ocorrem em menor
frequéncia (ANTONIO, BORELLI, 2020).

Ao analisar a morfologia dos microrganismos isolados de QMA da Serra da Canastra
(Figura 5a) e do Serro (Figura 5b), observa-se que os bacilos e cocobacilos foram
predominantes na maioria das propriedades. Sendo assim, pode-se supor que nos QMA
analisados destas propriedades, somada as caracteristicas de Lactobacillus e predominancia
desse género em trabalhos anteriores, ha uma maior prevaléncia de BAL do género
Lactobacillus. Apesar das BAL na forma de bacilos ou cocobacilos serem predominantes, ha
também ocorréncia de cocos e a propor¢do de cada uma dessas formas varia entre cada
propriedade, destacando a variabilidade da microbiota presente nos QMA entre as propriedades
produtoras. A diversidade de BAL por propriedades de uma mesma regido pode estar
relacionada a diferentes aspectos, como peculiaridades do processo produtivo € maturagao,
fatores climaticos e ambientais (vegetagdo predominante, altitude, temperatura média, umidade
relativa do ar) (KAMIMURA et al., 2019a, 2019b; PERIN et al., 2017). A interacdo da
microbiota diversificada ¢ que resulta em queijos com sabores, aromas e texturas unicas

(BLAYA; BARZIDEH; LAPOINTE, 2018).
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Figura 5 - Formas predominantes dos isolados de BAL de diferentes regides do estado de
Minas Gerais.
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Além de BAL, outros grupos microbianos também foram isolados nos QMA avaliados
(Figura 3). A caracteristica predominante nos 120 isolados com caracteristicas ndo tipicas de
BAL consistiu na produgdo de catalase, sendo 49 isolados (40,83%) positivos para este teste.
Microrganismos catalase positivos frequentemente isolados de QMA da Serra da Canastra e do

Serro correspondem principalmente a leveduras e bactérias do género Staphylococcus

(ANDRADE, 2016; ANDRETTA et al., 2019; BORELLI et al., 2006, 2011; BRANT et al.,
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2007; DAS DORES et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2015; KAMIMURA et al., 2019a, 2020;
NOBREGA, 2007, 2012; OLIVEIRA, 2012; SANTOS, 2013). Estes sdo frequentemente
isolados da pele e mucosas de animais e seres humanos, bem como de equipamentos e ambiente
de ordenha e compreendem, portanto, um importante indicador de qualidade microbioldgica
(VELAZQUEZ-ORDONEZ et al., 2019). Quanto as leveduras, apesar de serem capazes de
causar deterioracdo caracterizada pela producdo de gas, alteragdo no sabor e aroma,
descoloragdao e mudanga de textura, podem contribuir para o desenvolvimento de sabor, aroma

e textura dos queijos (NOBREGA, 2008; SOBRAL et al., 2017).
3.2 Identifica¢ao e caracterizacio moleculares dos isolados de BAL

Os 380 isolados a partir dos meios MRS e M17 foram agrupados por meio da técnica de
rep-PCR (Figura 6). A partir da analise dos perfis de DNA (fingerprints) obtidos, foi construido
um dendrograma e os isolados foram clusterizados considerando-se 90% de similaridade (>

90%). Desta forma 180 padrdes distintos foram encontrados (APENDICE I).

Figura 6 - Imagem representativa da triagem molecular dos isolados de BAL de QMA por rep-
PCR (GTG)S.
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Legenda: 1: marcador de peso molecular (1 kb, Promega); 2-19: isolados de BAL de QMA 460, 461, 462,
464, 465, 467, 468, 469, 470,472,473, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490; 20: marcador de peso molecular
(1 kb, Promega).

Os dendrogramas identificam diferentes clusters, que fornecem informacgdes a respeito da
dindmica e diversidade dos organismos inter e intraespécies (COCOLIN et al., 2011). Com a
existéncia de 180 padrdes de bandas distintos (106 bacilos, 52 cocobacilos e 22 cocos), €
possivel apontar a existéncia de uma importante diversidade clonal. Mesmo quando os isolados

pertencem a uma mesma propriedade pode-se observar no dendrograma (APENDICE 1) que
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estes sdo agrupados em diferentes clusters, sendo possivel inferir que ha diversidade clonal
dentre os isolados pertencentes a uma mesma propriedade.

Gevers, Huys e Swings (2001), ao construirem dendrogramas com os resultados obtidos de
rep-PCR utilizando o primer (GTG)5 e DNA molde de BAL, procederam a diferenciagao de
espécies e subespécies a partir da distingdo dos padrdes de bandas gerados. Sendo assim, espera-
se que os 180 padrdes distintos gerados neste trabalho possam representar diferentes espécies e
subespécies de BAL isoladas dos QMA avaliados. Pérez-Diaz et al. (2021), ao utilizarem rep-
PCR também com o primer (GTG)S5, obtiveram resultados de diversidade genética intra-
espécie. Assim, além da possibilidade de que os padrdes de bandas distintos obtidos nesse
trabalho representem espécies e subespécies distintas, ainda hd a possibilidade de
biodiversidade intraespecifica, evidenciando o amplo espectro de caracteristicas
biotecnoldgicas em potencial a serem exploradas futuramente na cole¢do de BAL constituida
no presente trabalho.

Os 225 isolados presuntivamente identificados como BAL que apresentaram a forma de
bastonete foram avaliados quanto ao enquadramento no género Lactobacillus. Essa
identificacao foi realizada diante da importancia de Lactobacillus nas fermentacdes e na saude
de hospedeiros humanos e animais (SANDERS e LEBEER, 2020). O género Lactobacillus, de
acordo com Zheng et al. (2020), ¢ classificado no filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales, familia Lactobacillaceae e Leuconostocaceae. Desta forma, estdo inclusas
nesse género 261 espécies bastante diversas nos niveis fenotipico, ecoldgico e genotipico. No
geral, sdo microrganismos Gram-positivos, fermentativos, anaerobios facultativos e nao
formadores de esporos. Os representantes deste género sdo capazes de formar colonias em uma
variedade de meios, incluindo o 4gar MRS, cujas colonias apresentam-se brancas, geralmente
mucoides (GOLDSTEIN; TYRRELL; CITRON, 2015).

Dentre os 225 isolados, 172 (76,44%) amplificaram o fragmento de 250 pb, o que
corresponde a um resultado positivo para a presenga da regido espagadora conservada entre os
genes TRNA 16S e 23S de diferentes espécies de Lactobacillus. Do total, 50 isolados (22,22%)
ndo amplificaram o fragmento e, portanto, ndo foram identificados como Lactobacillus. Apenas
3 isolados (1,33%) apresentaram resultado inconclusivo. Os 115 cocobacilos também foram
analisados e 34 (29,57%) foram identificados como Lactobacillus; 75 (65,22%) nao
corresponderam ao género e 6 (5,22%) apresentaram resultado inconclusivo. Do total de 380
isolados, portanto, 260 (68,42%) foram relacionados ao género Lactobacillus (Tabela 2). Uma

imagem representativa dos resultados das amplificagdes estd apresentada na Figura 7.
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Tabela 2 — Resultado da PCR para identificacdo de isolados pertencentes ao género
Lactobacillus.

Morfologia dos isolados

Resultado da

PCR Bacilos Cocobacilos Total
Serra da Serro Serra da Serro
Canastra Canastra
Lactobacillus + 95 77 21 13 206
Lactobacillus - 33 17 51 24 125
Inconclusivo 3 0 1 5 9
Total 131 94 73 42 340

Legenda: Lactobacillus +: Isolados a partir dos quais o fragmento de DNA de 250pb, especifico do género
Lactobacillus, foi amplificado;

Lactobacillus -: Isolados a partir dos quais o fragmento de 250pb, especifico do género Lactobacillus, ndo foi
amplificado.

Figura 7 — Identificacdo por PCR do género Lactobacillus spp. de BAL isoladas de QMA
utilizando os primers LbLMA1-rev ¢ R16-1. Imagem representativa.
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Legenda das colunas: 1: marcador de peso molecular (1 kb ladder, Promega. De baixo para cima as bandas
correspondem a fragmentos de DNA de 250/253, 500, 750, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000,
8.000 e 10.000pb); 2-24: culturas puras dos isolados de BAL de QMA (448, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456,
457,458,459, 460, 461, 462, 464, 465, 467, 468, 469, 470, 472, 473, 484); 25: Controle positivo da reagdo:20 ng
de DNA gendmico de Lacticaseibacillus casei,; 26: Controle negativo da reagdo. Reagdo de PCR acrescida de 1 pl
de dgua miliq.

Dos 340 bacilos e cocobacilos, 206 (77,6%) foram identificados como Lactobacillus,
sendo esse género predominante dentre os isolados da Serra da Canastra (56%) e do Serro
(66,17%). Perin et al. (2017) analisaram QMA de diferentes regides (Serro, Canastra, Serra do
Salitre, Campo das Vertentes e Araxd) por métodos dependentes e independentes de cultivo e
constataram que Lactobacillus foi o género predominante nos queijos. Kamimura et al. (2019a,
2019b) também demonstraram abundancia de Lactobacillus entre QMA da Serra da Canastra;
os autores atribuiram a isto a capacidade de bactérias desse género de crescer sob condig¢des
altamente seletivas observadas para esse tipo de produto, como baixo pH e concentragdes
elevadas de sal. Tais estudos sugerem que Lactobacillus ndo sdo apenas abundantes no QMA,

mas também em queijos artesanais das demais regioes produtoras do Brasil. Almeida et al.
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(2019) também demonstraram a predominancia de Lactobacillus ao realizaram analise baseada
nas caracteristicas morfologicas de isolados obtidos do pingo e da “rala” utilizados na
fabricagao de QMA da regido do Serro. Outros estudos também corroboram a predominancia
de Lactobacillus no QMA e at¢é mesmo nos utensilios utilizados durante sua producgdo
(GALINARI et al., 2014; NOBREGA, 2012; RAFAEL, 2017; RESENDE et al., 2011).

Ao realizar a rep-PCR entre os isolados identificados como Lactobacillus, ainda hd uma
grande diversidade genética, visto que ha 103 padrdes distintos em clusters com similaridade >
90%. A diversidade de padrdes genéticos observada pode estar relacionada a fatores como as
propriedades de origem dos QMA e as peculiaridades destes queijos, pois as BAL podem
adquirir plasmideos ou elementos genéticos méveis dependendo do ecossistema em que se
encontram, resultando em diferentes caracteristicas genéticas (CAVICCHIOLI, 2014;
GUTIERREZ et al., 2010; MARTINS, 2018). Além disso, tem sido cada vez mais reconhecido
que o género Lactobacillus exibe um nivel de diversidade genética que excede em muito quando
comparado a outros géneros bacterianos e até mesmo em familia de bactérias (ZHENG et al.,
2020).

A diversidade genética existente entre os Lactobacillus culminou, recentemente, em um
estudo de analises do genoma com abordagem polifasica, que resultou na dissolucdo de
bactérias antes pertencentes ao género Lactobacillus, em 25 géneros, incluindo o género
retificado Lactobacillus, que inclui organismos adaptados ao hospedeiro como o grupo L.
delbrueckii; Paralactobacillus e 23 mnovos géneros: Acetilactobacillus, Agrilactobacillus,
Amylolactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa,
Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,
Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus,
Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus, Paucilactobacillus,
Schleiferilactobacillus ,e Secundilactobacillus (ZHENG et al., 2020).

Apesar da diversidade desse género observada em QMA da Serra da Canastra e do Serro,
as espécies mais frequentemente encontradas correspondem a L. rhamnosus, L. casei, L.
plantarum subsp. plantarum, L. brevis e L. paracasei subsp. paracasei (BORELLI et al., 2006;
PERIN et al., 2017; NOBREGA, 2012; RAFAEL, 2017; RESENDE et al., 2011). Dentre as
NSLAB, o género ¢ considerado um dos mais importantes em queijos, € desempenha papel
importante na formagdo do aroma e sabor ao longo da maturacdo. A importancia de
Lactobacillus em QMA também tem sido atribuida ao potencial probiodtico destas bactérias,
pois sdo capazes de inibir in vitro bactérias de interesse em satide publica, sdo tolerantes ao

acido gastrico e sais biliares e sdo sensiveis a antimicrobianos (ACURCIO et al., 2017
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ANDRADE et al., 2014; BORGES et al., 2020 MARGALHO et al., 2021; VALENTE et al.,
2019). Devido tais caracteristicas, estudos t€ém sido realizados com foco nas aplicagdes
biotecnologicas de estirpes de Lactobacillus, cujas principais vantagens compreendem a
facilidade de isolamento a partir de diferentes produtos (incluindo-se o QMA), além de
possuirem extensos registros de uso seguro, sendo geralmente reconhecidas como GRAS
(CAMPAGNOLLO et al., 2018a).

Para que a aplicagdo biotecnologica dos Lactobacillus seja viavel, deve-se realizar, ainda,
a identificacdo em nivel de espécie, bem como adequagao da nomenclatura segundo a
taxonomia proposta por Zheng et al. (2020). Feita a identificacdo, devem ser realizados também
estudos de inocuidade a fim de garantir a auséncia de fatores de viruléncia, tais como a presenga

de genes de resisténcia a antibioticos, genes de produgao de toxinas, entre outros (TODOROV,

HOLZAPFEL, NERO, 2020).
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4. CONCLUSOES

A partir deste estudo, foram obtidos 380 isolados de BAL provenientes de QMA de
diferentes propriedades da Serra da Canastra e do Serro, com predominancia de Lactobacillus
spp. Além disso, os padrdes distintos de bandas com similaridade acima ou igual a 90% obtidos
a partir da triagem molecular possibilitaram a observag¢do da diversidade genética existente
entre esses isolados. Portanto, os QMA sao fonte de uma diversidade de BAL com potencial de
exploracdo tecnologica e os isolados obtidos nesse trabalho serao utilizados para a formagao de
uma cole¢do de culturas de BAL visando a futura exploragdo biotecnologica, com foco na
viabilizagdo do uso dessas culturas diretamente no ambiente produtivo em industrias

alimenticias, ou até mesmo como biofabricas de moléculas bioativas.
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CAPITULO 3. ATIVIDADE ANTAGONISTA DE BAL ISOLADAS DE QMA CONTRA
PATOGENOS DE RELEVANCIA PARA A INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Resumo

Bactérias acido laticas (BAL) produzem uma variedade de compostos capazes de conferir
caracteristicas sensoriais € de seguranca microbiologica aos alimentos. Dentre esses compostos
destacam-se as bacteriocinas, peptideos bioativos que possuem atividade antagonista contra
microrganismos intimamente relacionados (espectro estrito) ou uma gama diversificada de
microrganismos (amplo espectro) estabilidade a diferentes faixas de pH e temperaturas, entre
outras vantagens. Estudos acerca da distribui¢ao filogenética do repertdrio de bacteriocinas de
BAL associadas a queijos artesanais indicam a existéncia de bacteriocinas ainda nado
caracterizadas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi analisar a atividade antagonista de BAL
isoladas de QMA com foco na obten¢do de cepas produtoras de bacteriocinas capazes de
controlar o crescimento de microrganismos de importancia para a industria de alimentos. Para
isso, inicialmente foi avaliada a atividade antagonista de BAL isoladas de QMA da Serra da
Canastra e do Serro contra Lactococcus lactis ATCC 19435, estirpe sensivel a bacteriocinas,
pela técnica Spot on the lawn. Posteriormente, avaliou-se a presenga de bacteriéfagos e a
producdo de acidos, visando a eliminacdo de possiveis fatores interferentes. Para avaliar o
carater peptidico das substancias antagonistas, foi realizado ensaio com proteinase K. Por fim,
testou-se a atividade inibitéria dos isolados contra microrganismos patogénicos. De 100
1solados de BAL avaliados, 39 (39%) inibiram o crescimento de Lactococcus lactis ATCC
19435. Nao foi detectada a ocorréncia de bacteriofagos em nenhum dos testes com os isolados,
tendo em vista a inexisténcia de placa de lise ap6s o cultivo. Nao se relacionou a atividade
antagonista a produgdo de acidos orgéanicos, uma vez que o pH se mostrou constante dentro e
fora das zonas de inibi¢do. Quanto a sensibilidade a proteinase K, 12 isolados se apresentaram
sensiveis a esta enzima, uma vez que perderam a capacidade de inibir o crescimento de L. lactis,
conforme evidenciado pela alteragdo das zonas de inibi¢do. Ainda, dos 12 isolados suscetiveis
a proteinase K, 9 (75%) apresentaram atividade antagonista contra Staphylococcus aureus, 7
(58,3%) contra Listeria innocua, 10 (83,3%) contra Escherichia coli e 7 (58,3%) contra
Salmonella Enteritidis. Com esses resultados conclui-se que, embora sejam necessarios estudos
adicionais, os isolados de BAL obtidos no presente trabalho apresentam potencial para

aplicacdo no setor industrial visando a seguranga microbioldgica de alimentos.
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1.INTRODUCAO

Bactérias acido laticas (BAL) geram acido latico como principal produto da fermentagao
de agucares. Além do acido latico, esses microrganismos produzem uma variedade de
compostos capazes de conferir caracteristicas sensoriais e de seguran¢a microbioldgica aos
alimentos, como diacetil, acetoina, 2-3-butanodiol, derivados da utilizagdo do citrato,
compostos volateis e peptideos do catabolismo de aminoécidos. Dentre os peptideos bioativos
produzidos destacam-se as bacteriocinas, que desde a descoberta da colicina V em 1925 tém
sido alvo de estudos em relagdo a sua aplicabilidade na industria de alimentos e areas médicas,
como alternativa ao uso de aditivos quimicos e antibidticos (BALCIUNAS et al., 2013;
COELHO et al., 2014; DABA; ELKHATEEB, 2020; MONTEL et al., 2014).

Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos estaveis ao calor sintetizados nos
ribossomos por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que se diferem entre si quanto a
composic¢ao de aminodacidos, biossintese, transporte ¢ modo de acdo (OGAKI; FURLANETO;
MAIA, 2015; PEREZ; ZENDO; SONOMOTO, 2014). Esses compostos antimicrobianos tem
atividade antagonista contra microrganismos intimamente relacionados (espectro estrito) ou
uma gama diversificada de microrganismos (amplo espectro). Sao frequentemente muito
potentes, sendo ativas em concentragdes nanomolares e exercem o seu efeito na membrana
celular (KUNIYOSHI et al., 2020).

A aplicacdo de bacteriocinas desperta interesse pois apresentam atividade contra
diferentes patogenos e deterioradores. Como caracteristicas principais, destacam-se a
estabilidade a diferentes faixas de pH e temperaturas; a origem em microrganismos com status
GRAS (Generally Recognized as Safe); a possibilidade de uso como conservantes naturais em
alimentos; o fato de ndo serem ativas ou toxicas as células eucaridticas; serem inativadas por
proteases digestivas, exercendo pouca ou nenhuma influéncia sob a microbiota gastrointestinal;
nao selecionarem linhagens resistentes a antibidticos; serem efetivas em baixas concentragoes;
e, por fim, possuirem determinante genético usualmente codificado por plasmideos, o que
permite manipulagdo genética facilitada (GALVEZ et al., 2007; HEREDIA-CASTRO et al.,
2017; JOHNSON; JUNG:; JIN, 2017; SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2018).

A tnica bacteriocina aprovada pela Food and Drug Administration (USFDA) para uso
como conservante em alimentos ¢ a nisina, comercialmente disponivel como Nisaplin
(CHIKINDAS et al., 2018; YANG et al., 2014). Além da potencial aplicagdo na industria de
alimentos, estas moléculas bioativas sdo também aplicaveis na pratica veterinaria, inclusive

para o tratamento da mastite, em alternativa ao uso de antibidticos convencionais (AHMAD et
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al., 2017; GODOY-SANTOS et al., 2019; GUAN et al., 2017, GUILHELMELLI et al., 2013;
YANG et al., 2014). No entanto, a baixa estabilidade da nisina em pH neutro, sua interacao
com consequente perda de eficacia com componentes presentes em lacteos e a selegdo de
bactérias resistentes a nisina faz com que a busca por outras bacteriocinas se justifique por meio
de novas pesquisas cientificas (GODOY-SANTOS et al., 2019; IBARRA-SANCHEZ et al.,
2020).

Neste contexto, os Queijos Minas Artesanais (QMAs) representam uma fonte promissora
de bacteriocinas, uma vez que apresentam significativa biodiversidade de BAL (MARGALHO
et al., 2020b). Muitos estudos tém demonstrado a atividade antimicrobiana de BAL isoladas de
QMA frente a patdogenos de importancia na industria de alimento, como L. monocytogenes,
Salmonella spp., E. coli, S. aureus, entre outros (ACURCIO et al., 2017; ANDRADE et al.,
2014; CAMPAGNOLLO et al., 2018a; DE SANT’ANNA et al., 2017; FIALHO et al., 2018).
Estudos acerca da distribui¢do filogenética do repertorio de bacteriocinas de BAL associadas a
queijos artesanais indicam a existéncia de bacteriocinas ainda ndo caracterizadas (GONTIJO et
al., 2020), o que confirma a necessidade de pesquisas visando a caracterizagdo destes
antimicrobianos provenientes de BAL isoladas de QMA. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi analisar a atividade antagonista de BAL isoladas de QMA com foco na obtencdo de cepas
produtoras de bacteriocinas capazes de controlar o crescimento de microrganismos de

importancia para a industria de alimentos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condicoes de cultivo e enumerac¢io dos microrganismos

Para avaliacdo da atividade antagonista, foram escolhidas 100 BAL (61 identificadas
como Lactobacillus ¢ 39 BAL sem identificacdo) isoladas de QMA com caracteristicas de
origem por propriedade produtora de QMA, fenotipicas e genéticas distintas, mantidas a -20°C
em caldo MRS acrescido de glicerol 30%. As culturas de BAL foram estriadas em agar MRS e
incubadas a 30°C, por 48 horas, sob condi¢cdes de microaerofilia. Como microrganismo
indicador, utilizou-se Lactococcus lactis ATCC 19435, estirpe sensivel a bacteriocinas
(MARTINS, 2012). Uma aliquota de 100 pL das culturas em fase estacionaria foi transferida
para 1,0 mL de caldo MRS e incubada a 30°C por 24 horas. Apoés, a densidade optica (DO 600
nm) da cultura foi determinada e aliquotas de 100 pL foram plaqueadas em adgar MRS. As
placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas, em microaerofilia e a quantificacdo das células
vidveis foi determinada pela média do nimero de colonias em cada faixa de diluigdo. Para
ensaios posteriores, a contagem de células foi relacionada a DO 600 nm.

Para testar a atividade antagonista frente a microrganismos patogénicos, foram utilizados
S. aureus ATCC 1934, L. innocua ATCC 33090, S. Enteritidis PT4 (578) e E. coli ATCC
29214. Uma aliquota de 100 pL da cultura em fase estacionaria foi transferida para 1,0 mL de
caldo BHI (para S. aureus, L. innocua ¢ S. Enteritidis) e incubada nas condi¢des de temperatura
adequadas para o crescimento de cada microrganismo (37°C para S.aureus e S. Enteritidis; 30°C
para L. innocua), por 24 horas. Para E. coli, foi transferida uma aliquota de 100 pL da cultura
em fase estacionaria para 1,0 mL de caldo LB e a incubagao foi feita em temperatura de 37°C,
por 24 horas. Apos crescimento de cada microrganismo, foi realizada a quantificagdo das

células viaveis para posterior correlagdo a DO 600 nm.

2.2. Avaliacao da atividade antagonista de BAL contra L. lactis ATCC 19435

Para a avaliagdo da atividade antagonista das BAL selecionadas, foi utilizada a técnica
Spot on the lawn, de acordo com De Martinis e Franco (1998). A técnica permite verificar a
inibicdo de microrganismos cultivados em sobrecamada de dgar semi-solido, através da
formagao de halos de inibi¢ao decorrentes da atividade de BAL. Os isolados foram inoculados
pontualmente em placas de Petri contendo 10 mL de agar MRS e incubados a 37°C por 24

horas, em condi¢des de microaerofilia. Apds, cerca de 6 mL de dgar MRS semi-sélido (0,75%)
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previamente inoculado com 10° UFC ml™! de Lactococcus lactis ATCC 19435 (microrganismo
indicador) foi vertido sobre as placas previamente inoculadas com os isolados. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, em condi¢des de microaerofilia. A atividade antimicrobiana foi
determinada pela presenca de halos de inibi¢dao do crescimento do microrganismo indicador em

torno das colonias dos isolados avaliados.

2.3. Determinacao de fatores de interferéncia na atividade antagonista dos isolados

Para comprovar que a atividade antimicrobiana ndo estava relacionada a fatores
interferentes, foram avaliadas a presenca de bacteridfagos e a produgdo de acidos. A presenca
de bacteridfagos foi analisada a partir da remocgao de um fragmento de dgar (3 mm) do halo de
inibi¢do observado na atividade antagonista, macerado em solucdo salina (pH 7,2) e
centrifugado (12.000 g) durante 20 minutos. Em seguida, uma aliquota de 200 uL do
sobrenadante foi transferida para 3 mL de cultura contendo o microrganismo indicador (L. lactis
ATCC 19435). Ap6s incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente para permitir a adsor¢ao
viral, uma aliquota de 200 pL foi adicionada a 3,5 mL de MRS semi-solido (0,75 %),
imediatamente vertido sobre uma camada prévia de MRS sélido. As placas foram incubadas a
37° C por 24 horas em microaerofilia para crescimento do microrganismo indicador.
Posteriormente, as placas foram avaliadas quanto a presenca de zonas liticas, indicativas da
presenca de bacteriéfagos (SABINO et al., 2019).

Para excluir a possibilidade de o pH &cido ser o responsavel pela inibigcdo das estirpes
avaliadas, apds a realizacao do teste de antagonismo, o pH dentro e fora das zonas de inibigado
do crescimento do microrganismo indicador, bem como o pH do meio de cultura ndo inoculado,

foram determinados por meio de fitas indicadoras de pH (SABINO et al., 2019).

2.4. Determinacio do carater peptidico das substincias antagonistas

Para confirmar o carater peptidico das substancias antagonistas produzidas pelos isolados
selecionados, foram realizados ensaios com a enzima proteinase K, em solugdes com
concentracdo final de 5 mg/mL. Primeiramente, as BAL foram inoculadas pontualmente em
placas contendo 10 mL de dgar MRS e incubadas a 37°C por 24 horas em condigdes de
microaerofilia. Apos incubag@o, uma aliquota de 5 pLL de solug@o da enzima foi adicionada ao
lado de cada colonia (regido onde se observa a formagao do halo de inibi¢do do microrganismo

indicador). Em seguida, as placas foram incubadas a 37° C por 3 horas, permitindo que
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ocorresse a absor¢ao e difusdo da enzima. Apos esse periodo, verteu-se uma sobrecamada de
MRS semi-so6lido (0,75%) previamente inoculado com o microrganismo indicador e as placas
foram re-incubadas a 37°C por 24 horas. Como controle negativo, 5 uL de agua miliQ estéril
foram adicionados em torno de uma das col6nias. A atividade proteolitica das enzimas foi
verificada pela alteragdo do halo de inibi¢ao original, isto ¢, pelo crescimento do microrganismo

indicador no local onde a enzima foi aplicada (SABINO et al., 2019).

2.5. Atividade antagonista contra patégenos de importancia alimentar

Descartados os potenciais efeitos de fatores de interferéncia nos testes de antagonismo
(presenga de bacteridofagos, producdo de acidos e sensibilidade a proteinase K), testou-se a
atividade inibitoria dos isolados contra microrganismos patogénicos de importancia alimentar.
Utilizaram-se duas bactérias Gram-positivas (S. aureus ATCC 1934 e L. innocua ATCC 33090)
e duas bactérias Gram-negativas (S. Enteritidis PT4 578 e E. coli ATCC 29214). Os isolados
foram inoculados pontualmente em 10 mL de 4gar MRS e incubados a 37°C por 24 horas em
condi¢des de microaerofilia. Apos, cerca de 10 mL de agar BHI (para S. aureus, S. Enteritidis
e L. innocua) e LB (para E. coli) semi-s6lido (0,75%) previamente inoculado com 10 UFC ml-
! de cada um dos patdgenos (microrganismo-alvo) foram vertidos sobre as placas previamente
inoculadas com os isolados de BAL. As placas foram incubadas sob as condi¢des adequadas ao
crescimento de cada microrganismo indicador, 37°C para S. aureus, S. Enteritidis e E. coli e
30°C para L. innocua, por 24 horas, em aerobiose. A atividade antimicrobiana foi determinada
pela medida dos halos de inibicdo (em mm) de crescimento do microrganismo-alvo em torno
das colonias dos isolados avaliados, utilizando-se uma régua. Os testes foram realizados em

triplicata, para cada um dos isolados avaliados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 100 isolados de BAL avaliados, 39 (39%), 27 Lactobacillus ¢ 12 BAL sem
identificacdo, inibiram o crescimento de Lactococcus lactis ATCC 19435, microrganismo
sensivel a producao de bacteriocinas (Figura 1). A atividade antagonista, no entanto, pode ser
associada a outros compostos antibacterianos produzidos pelas BAL, como acidos carboxilicos
adicionais (4cido fenil-latico e 4cido acético), acidos graxos, etanol, didxido de carbono,
perdxido de hidrogénio, dentre outros (MOZZI, 2015); além disso, 0 antagonismo também
pode estar relacionado a presenca de bacteriofagos (LIU et al., 2020; LYNE, 2011). Assim, os
39 isolados foram utilizados nas analises subsequentes, a fim de se determinar a influéncia de

tais fatores de interferéncia.

Figura 1 — Teste de antagonismo de BAL contra L. lactis ATCC 19435.

4

Legenda: a) e d) Resultados negativos para o teste de antagonismo dos isolados 8 e 209 contra L. lactis ATCC
19435 (ampliados das imagens representadas em b e e; c) e f) Resultados positivos para o teste de antagonismo
dos isolados 16 e 208 contra L. lactis ATCC 19435 (ampliados das imagens representadas em b e e)

Nao foi detectada a ocorréncia de bacteriéfagos em nenhum dos testes com os isolados,
tendo em vista a inexisténcia de placa de lise apds o cultivo. Atesta-se, portanto, que o efeito
antagonista observado ndo estava relacionado a sua presenca. Em relacdo a produg¢ao de 4cidos
com atividade antimicrobiana, o pH obtido foi de 5,5, tanto para as regides internas aos halos

de inibi¢do quanto para as areas ao redor. Confirma-se, portanto, que a atividade antagonista
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ndo estava relacionada a producao de &cidos organicos decorrente do metabolismo dos isolados.
Os resultados sugerem, portanto, a possibilidade do efeito antimicrobiano estar associado a
producao de substancias bioativas pelas BAL selecionadas. Sabino et al. (2019) também
avaliaram a influéncia de fatores de interferéncia na atividade antagonista de BAL
(bacteridéfagos ou producao de 4cidos), descartando essa possibilidade mediante a observagao
de um resultado similar ao encontrado no presente trabalho.

Ao avaliar o carater peptidico dos compostos com atividade antagonista, observou-se que
tais compostos, produzidos por 12 isolados (8 Lactobacillus ¢ 4 BAL sem identificacao),
apresentaram sensibilidade a proteinase K, uma vez que perderam a capacidade de inibir o
crescimento de L. lactis, conforme evidenciado pela alteracao das zonas de inibi¢ao (Figura 2).
A perda da atividade antimicrobiana ap6s o tratamento com proteinase K confirmou, portanto,
a natureza proteica dos compostos antagonistas produzidos pelos isolados, indicando a
possibilidade de corresponderem a compostos da classe das bacteriocinas, uma vez que estas
sdo reconhecidas por serem degradadas por enzimas proteoliticas (PEREZ; ZENDO;
SONOMOTO, 2014).

Dos 39 isolados que apresentaram atividade antagonista, 27 ndo apresentaram
sensibilidade a proteinase K. No entanto, apesar dos compostos antimicrobianos produzidos por
tais isolados ndo serem sensiveis a acao desta enzima, ndo se deve descartar a possibilidade de
sua natureza proteica; a atividade de outras enzimas deve ser avaliada, como a-quimotripsina,
tripsina e protease tipo XIV, uma vez que ha bacteriocinas (como a plantaricina C produzida
por Pediococcus acidilactic) que sdo resistentes a a¢do da proteinase K (JOHNSON; JUNG;
JIN, 2017; MARGALHO et al., 2020b; SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2018).
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Figura 2 — Teste de sensibilidade a proteinase K em isolados de BAL que formaram halos contra
L. lactis ATCC 19435.

iegena: a-c) Resultados negtivos para teste de usceptibiliade do cofnf)gsto antimicrobiano a proteinase K (nas
coldnias acima das placas foi adicionada proteinase K; naquelas das regides inferiores, ndo se fez uso da enzima;
os halos de inibi¢@o contra L. lactis se formaram, portanto, independentemente da adi¢do ou ndo de proteinase K);
d-f) Resultados positivos para susceptibilidade do composto antimicrobiano a proteinase K — no crescimento de
coldnias superiores foi adicionado proteinase K e nos inferiores ndo foi adicionado proteinase K, os halos das
coldnias superiores nao se formaram, enquanto os halos das colonias inferiores se formaram.

Cabe ressaltar que para a confirmagao de que os compostos antagonistas sejam realmente
bacteriocinas, deve-se proceder sua extragdo, identificagdo e caracterizagao (FIALHO et al.,
2018). Porém, as evidéncias apresentadas somadas a trabalhos realizados com BAL isoladas de
QA do Brasil apontam para a possibilidade de que o antagonismo observado neste trabalho
sejam devido a produg¢do de bacteriocinas (BRITO; PEREIRA; MEDEIROS, 2020;
CAMPAGNOLLO et al., 2018a; CAVICCHIOLI et al., 2017; COSTA et al., 2015, 2013;
MARGALHO et al., 2020b; TODOROV; HOLZAPFEL; NERO, 2020; TULINI,
WINKELSTROTER; DE MARTINIS, 2013). A descoberta de bacteriocinas ¢ interessante, a
medida que sdo substadncias com potencial de uso para se suprirem as demandas de
consumidores por produtos com conservantes alimentares naturais, em alternativa ao uso de
conservantes sintéticos. Ainda, o uso de culturas probioticas produtoras de bacteriocinas para
alimentacdo de animais consiste em estratégia promissora para a saide animal. Além disso,
bacteriocinas podem ser mais vantajosas que antibidticos classicos, uma vez que o
desenvolvimento de resisténcia € relativamente dificil devido ao espectro de acdo especifico de

bacteriocinas em comparagdo com os antibioticos, além de serem facilmente manipuladas por
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bioengenharia devido aos seus mecanismos biossintéticos relativamente simples (DABA;
ELKHATEEB, 2020; KUNIYOSHI et al., 2020).

Para verificar o espectro de acdo das potenciais bacteriocinas produzidas pelos 12
isolados selecionados anteriormente, avaliou-se sua atividade inibitoria contra bactérias Gram-
positivas e negativas de importancia alimentar. Dos 12 isolados avaliados, todos apresentaram
atividade antagonista contra pelo menos um dos patdogenos (Tabela 1); 9 isolados (75%), 6
Lactobacillus e 3 BAL sem identificagdo, apresentaram atividade antagonista contra S. aureus,
8 (66,6%), 6 Lactobacillus e 2 BAL sem identificacdo, contra L. innocua, 10 (83,3%), 7
Lactobacillus e 3 BAL sem identificagdo, contra E. coli ¢ 7 (58,3%), 5 Lactobacillus e 2 BAL
sem identificagdo, contra S. Enteritidis. Normalmente, bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram-positivas tém baixa atividade antagonista contra Gram-negativas, uma vez que a presenca
da membrana externa no ultimo grupo limita a atividade das bacteriocinas que atuam na
membrana da célula alvo (ORTOLANI et al., 2010; PRUDENCIO; DOS SANTOS; VANETTI,
2015). No entanto, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os isolados avaliados
foram capazes de inibir bactérias de ambos os grupos, indicando um amplo espectro de acao
das potenciais bacteriocinas, da mesma maneira que outras bacteriocinas produzidas por BAL

previamente caracterizadas (JOHNSON; JUNG; JIN, 2017).

Tabela 1 — Halos de inibi¢do (em mm) para o teste de atividade antagonista de isolados de BAL
de QMA contra microrganismos patogénicos de importancia alimentar.

Isolados
16 104 141 233 238 313 320 407 452 495 472 512

Microrganismos-alvo

S. aureus
ATCC 1934 - 4,0 - 6,0 10,5 70 75 3,0 - 9,5 7,5 6,0
L. innocua
ATCC 33090 6,5 - - 4.5 - 3,5 - 4,5 45 3,0 30 5,0
E. coli
ATCC 29214 12,5 - 60 95 10,0 9,5 10,0 10,5 10 9,0 11,0 9,0

S. Enteritidis
PT4 (578) 6,5 - 7,0 - - 6,5 6,5 70 7,5 - 8,0 -

Legenda: -: auséncia de atividade antagonista

Bacteriocinas como Nisina, Lacticina 3147A, Plantaricina C, Pediocina PA-1, Enterocina
1071, Enterocina EJ97 e Enterocina AS-48 produzidas por BAL isoladas de diferentes
alimentos possuem atividade antagonista conhecida contra microrganismos patogénicos e

deterioradores de alimentos; no entanto, poucos estudos detectaram efeito inibitorio contra
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Salmonella spp. (HEREDIA-CASTRO et al., 2017; JOHNSON; JUNG; JIN, 2017; OGAKI;
FURLANETO; MAIA, 2015). Os resultados aqui apresentados, portanto, demonstram a
deteccao de provaveis bacteriocinas de isolados de BAL a partir de QMA com amplo espectro
de agdo, incluindo Salmonella sp., o que € de grande interesse para diversos setores da industria
de alimento, uma vez que poderia ser aplicado como cultura protetora diretamente na matriz
alimentar ou, ainda, utilizada como cultura starter em alimentos fermentados. Ressalta-se
também que a purificacdo de bacteriocinas de BAL ¢ um processo menos laborioso e custoso
que para bactérias Gram-negativas, que podem conter LPS e outras enterotoxinas
potencialmente toxicas para o consumidor final (JOHNSON; JUNG; JIN, 2017).

Além do amplo espectro de agao da atividade bacteriocinogénica observada para 10 dos
12 isolados avaliados (83,3%), outro ponto a ser destacado ¢ o fato de que essa atividade ¢
proveniente de BAL isoladas de alimentos (QMA), o que poderia, por exemplo, facilitar sua
aprovacao de uso pelos 6rgaos reguladores, considerando-se o status GRAS de algumas BAL.
Para que uma nova bacteriocina seja reconhecida como tal, deve ser feita uma solicitacdo as
agéncias competentes descrevendo o uso proposto e sua seguranga, detalhes sobre as
formulagdes (incluindo as propriedades fisicas e quimicas), além das condi¢des de uso. Como
BAL sdo consideradas GRAS, este processo seria, certamente, facilitado. Além disso, a origem
das bacteriocinas indica uma aplica¢do em potencial especialmente em produtos lacteos, cujos
efeitos contribuiriam para a garantia da qualidade do produto final. O uso de estirpes produtoras
de bacteriocinas como cultura starter ou adjuvante na fermentagao pela industria de laticinios
pode, ainda, superar as limitagdes de uso de bacteriocinas purificadas, garantindo a produgao
continua de compostos antimicrobianos ao longo da matura¢do e armazenamento de queijos
(JOHNSON; JUNG; JIN, 2017; PEREZ; ZENDO; SONOMOTO, 2014; SILVA; SILVA;
RIBEIRO, 2018). Importante salientar ainda que, para que essas BAL e seus possiveis
compostos antimicrobianos sejam aplicados no setor alimenticio, ¢ necessario que estas sejam
identificadas em nivel de espécie e que seja realizado o estudo de inocuidade do uso de
bacteriocinas em alimentos. Esse estudo ¢ conduzido pelas etapas: isolamento da bactéria de
um alimento, selecdo para a producdo da bacteriocina, caracteriza¢ao da bacteriocina, producao
da bacteriocina em modelos alimentares e, por tltimo, aplicagdo no alimento propriamente dito.
As duas primeiras etapas ja estariam contempladas por este trabalho, sendo necessaria a

realizagdo apenas das trés ultimas (MORALIS, 2015).
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4., CONCLUSOES

Nesse estudo foi demonstrada a capacidade de BAL isoladas de QMA de inibir o
crescimento de patogenos de importancia alimentar, cuja atividade antagonista esta
potencialmente relacionada a producao de bacteriocinas. BAL isoladas de QMA com atividade
antagonista apresentam potencial para aplicacdo na industria de alimentos visando a seguranca
microbiologica. Pesquisas de prospeccdo sdo importantes para a descoberta de novos
compostos com atividade antagonista; no entanto, estudos para extracdo, purificacdo e

caracterizagdo se fazem necessarios a fim de se avaliar se ha potencial de exploragdo industrial.
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CONCLUSOES GERAIS

Com este trabalho foi possivel concluir que QMA produzidos na Serra da Canastra e do
Serro possuem como constitui¢do de sua microbiota BAL com potencial biotecnologico para
aplicagdo no setor alimenticio. A partir das amostras de QMA coletadas em diferentes
propriedades dessas microrregides foram prospectadas BAL, principalmente Lactobacillus,
com diferentes caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Alguns isolados foram capazes de
inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e deterioradores de importancia para o
setor de alimentos; novos estudos sobre sua viabilidade de aplicagdo, no entanto, se fazem

necessarios.
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APENDICE A — Dendrograma obtido por analise de agrupamento de fingerprint rep-PCR
(GTG)5 de BAL isoladas de QMA.
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APENDICE A — Dendrograma obtido por analise de agrupamento de fingerprint rep-PCR
(GTG)5 de BAL isoladas de QMA.
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211 C7 Lactobacillus
212 CT7 Lactobacillus
210 C7 Lactobacillus
108 C14

115 C14

418 S22 Lactobacillus
246 C15

472 825 Lactobacillus
474 S26

320 sS17

321  S17 Lactobacillus
248 C15

461 S24

104 C10 Lactobacillus
140 €10 Lactobacillus
133 €10 Lactobacillus
137 €10 Lactobacillus
139 €10 Lactobacillus
158 €14 Lactobacillus
159 €14 Lactobacillus
72 C4 Lactobacillus
75  C4 Lactobacillus
18 C4 Lactobacillus
13 C4 Lactobacillus
247 C15

114 C14 Lactobacillus
164 C16 Lactobacillus
205 C7 Lactobacillus
206 C7 Lactobacillus
207 C7 Lactobacillus
168 €16 Lactobacillus
179 €1 Lactobacillus
66 C6 Lactobacillus
200 C5

27 C8 Lactobacillus
402 519 Lactobacillus
426 S23 Lactobacillus
217 €9

219  C9 Lactobacillus
220 €9

222 C9

221 C9

225 C1

227 CN

228 C11 Lactobacillus
231 C11 Lactobacillus
232 C11 Lactobacillus
233 €11 Lactobacillus
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APENDICE A — Dendrograma obtido por analise de agrupamento de fingerprint rep-PCR
(GTG)5 de BAL isoladas de QMA.

239 C13
314 C11 Lactobacillus
240 CA13 Lactobacillus
326 S17 Lactobacillus
407 521 Lactobacillus
515 826
516 825
514 823
517 825
512 823
513 823
12 c4
35 C8
36 C8
54 c8
55 C8
51 c8
57 C8
340 S19
56 C8 Lactobacillus
132 €10 Lactobacillus
135 €10 Lactobacillus
130 €10 Lactobacillus
151 €12 Lactobacillus
52 C8
153 C14 Lactobacillus
154  C14 Lactobacillus
156 C14 Lactobacillus
157 €14 Lactobacillus
160 C14 Lactobacillus
161 C14 Lactobacillus
163  C14 Lactobacillus
241 €13 Lactobacillus
242 C13 Lactobacillus
238 (13 Lactobacillus
39 C6 Lactobacillus
109 €14 Lactobacillus
98 C12 Lactobacillus
102 C12
99 C12
101 C12 Lactobacillus
122 €16 Lactobacillus
17 C14
457  S24 Lactobacillus
458 524
455 S24
460 S24 Lactobacillus
171 C16
521 825
464 S25
468 S25
467  $25 Lactobacillus
473 8§25
470 S25
478 S26
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APENDICE A — Dendrograma obtido por analise de agrupamento de fingerprint rep-PCR

(GTG)5 de BAL isoladas de QMA.

203
116
150
218
209
15

17

77

263
16

172
318
121
166
485

489
523
438
486
488
487
465
491
490
477
188
454
484
493
262
199
202
196

526

526

526

C11 Lactobacillus
c5

Cc5

c5

Cc5

co

c5

C5 Lactobacillus
C16 Lactobacillus
C5 Lactobacillus
c12

c12

522

C3 Lactobacillus
Ccé

C6 Lactobacillus
C8 Lactobauilus
C7 Lactobacillus
C14 Lactobacillus
C12 Lactobacillus
c9

c7

C4 Lactobacillus
C4 Lactobacillus
C4 Lactobacillus
c5

C4 Lactobacillus
C16 Lactobacillus
S$17 Lactobacillus
C16 Lactobacillus
C16 Lactobacillus
$26 Lactobacillus
C2 Lactobacillus
S26 Lactobacillus
$25 Lactobacillus
S24 Lactobacillus
$26 Lactobacillus
526 Lactobacillus
526 Lactobacillus
S$25 Lactobacillus
S26 Lactobacillus
526 Lactobacillus
S26

Cc3

524 Lactobacillus
526 Lactobacillus
S$26 Lactobacillus
c1

C5 Lactobacillus
C5 Lactobacillus
c5
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APENDICE A — Dendrograma obtido por analise de agrupamento de fingerprint rep-PCR
(GTG)5 de BAL isoladas de QMA.

© 167 C16
195  C5 Lactobacillus
253  C1 Lactobacillus

251 Cc15

259 C1

261 C1

257 €1

258 C1

254 C1

250 C15

19 C4 Lactobacillus
42 C4 Lactobacillus

2 c2

127 €16 Lactobacillus
409  S21 Lactobacillus
21 C6

- 291 C9 Lactobacillus
79 C2 Lactobacillus

271 Cc5

89 C10 Lactobacillus

388 S18

520  S25 Lactobacillus

279 C7

282 C7

495 S22

297 C13

298 C13

299 €13

308 cC15

301 €13

296 C13

285 C9

287 C9

283  C9 Lactobacillus

290 C9

289  C9 Lactobacillus
* 292  C9 Lactobacillus

293 C13

355  S20 Lactobacillus
356  S20 Lactobacillus
359  S21 Lactobacillus
362  S21 Lactobacillus
245 C15

397  $19 Lactobacillus
398  $19 Lactobacillus

Fky

3
2

i

55 ; 134 €10 Lactobacillus
: | 91 C10 Lactobacillus
- 96 C10 Lactobacillus
i 107 €12 Lactobacillus
H 105 €12 Lactobacillus
_4ea | - 94 C10 Lactobacillus
A 5 ; 97 C12 Lactobacillus
i _+_ 76 C4 Lactobacillus
% 110 €14 Lactobacillus
L + 88 c10
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APENDICE A — Dendrograma obtido por analise de agrupamento de fingerprint rep-PCR

(GTG)5 de BAL isoladas de QMA.

136
138
20

275
404
406
382
358
360
361
194
256
103
235
176

272
475

403
95

364
366
190
369

c10

c10

C10 Lactobacillus
Cc7

s21

S21

$17 Lactobacillus
$21 Lactobacillus
$21 Lactobacillus
$21 Lactobacillus
c5

C1

C12 Lactobacillus
Cc13

c1

180/#1C1

c5

526

C2 Lactobacillus
C2 Lactobacillus
C2 Lactobacillus
$21 Lactobacillus
CA12 Lactobacillus
521 Lactobacillus
$21 Lactobacillus
c3

c1



