UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

Anna Giselle Cavalcanti Vaz Mendes Silva

IDENTIFICACAO E AVALIACAO DA CAPACIDADE PROBIOTICA IN VITRO
DE BACTERIAS ACIDO LATICAS ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO
ARTESANAL PRODUZIDO NA REGIAO DO AGRESTE MERIDIONAL DE
PERNAMBUCO

Recife, 2023



! ]
EX SEMINE SEGEs

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

Anna Giselle Cavalcanti Vaz Mendes Silva

IDENTIFICACAO E AVALIACAO DA CAPACIDADE PROBIOTICA IN VITRO DE
BACTERIAS ACIDO LATICAS ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO ARTESANAL
PRODUZIDO NA REGIAO DO AGRESTE MERIDIONAL DE PERNAMBUCO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biociéncia Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
como pré-requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Biociéncia Animal.

Area de Concentragéo: Biotecnologia
Orientadora: Profa. Dra. Keila Aparecida
Moreira

Coorientadores: Dr. José Erick Galindo Gomes
Prof. Dr. Marcelo Mendoncga

Recife, 2023



Dados Internacionais de Catalogacéo na
PublicacdoUniversidade Federal Rural
de Pernambuco Sistema Integrado de

Bibliotecas

S586i

Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos
pelo(a) autor(a)

Silva, Anna Giselle Cavalcanti Vaz Mendes
IDENTIFICACAO E AVALIACAO DA CAPACIDADE PROBIOTICA IN VITRO DE
BACTERIAS ACIDOLATICAS ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO ARTESANAL
PRODUZIDO NA REGIAO DO AGRESTE
MERIDIONAL DE PERNAMBUCO / Anna Giselle Cavalcanti Vaz Mendes Silva. - 2023.
63 f.

Orientadora: Keila Aparecida Moreira.
Coorientador: Jose Erick Galindo Gomes; Marcelo
Mendonca.Inclui referéncias.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pos-
Graduagdo emBiociéncia Animal, Recife, 2023.

1. Derivados lacteos. 2. Probiéticos. 3. Queijo. 4. Seguranca Alimentar. |. Moreira, Keila
Aparecida,orient. Il. Gomes, Jose Erick Galindo ; Mendonca, Marcelo, coorient. lll. Titulo

CDD 636.089



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

IDENTIFICACAO E AVALIACAO DA CAPACIDADE PROBIOTICA IN VITRO DE
BACTERIAS ACIDO LATICAS ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO
ARTESANAL PRODUZIDO NA REGIAO DO AGRESTE MERIDIONAL DE
PERNAMBUCO

Dissertacao elaborada por

Anna Giselle Cavalcanti Vaz Mendes Silva

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Profa: Dra. Keila Aparecida Moreira (Orientadora / Presidente)
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco

Profa. Dra: Bruna Maria Salotti de Souza
Universidade Federal de Minas Gerais

Profa. Dra. Elizabete Rodrigues da Silva
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco

Dra: Talita Camila Evaristo da Silva Nascimento
Universidade Federal do Ceara



Aqueles que me deram a vida e amor, meu pai José
Ailton e minha mae Giselda Cavalcanti;

A quem é meu apoio e ndo me deixa desistir, minha
irma, Anna Jalia;

A ele que segurou minha mdo e disse: “vamos
juntos!”, meu esposo, Charles;

A quem deu sentido a todas as coisas, meu filho,
Guilherme.

Dedico.



Agradecimentos

A pagina mais dificil de ser escrita, mais que a interpretacao estatistica. Aquela
que me transporta ao longo do tempo. Quanta coisa foi construida durante todo esse
tempo, muito além de conhecimento, de ciéncia! Nenhuma palavra aqui escrita
expressara o suficiente minha transformacéo e gratidao!

E dessa forma AGRADECO imensamente a Deus por ter preparado TUDO,
ABSOLUTAMENTE TUDO. Cada pessoa, cada amostra de queijo, cada bactéria,
cada alegria e cada dificuldade. Estava TUDO preparado para que esse momento
chegasse. E somente Ele em sua infinita bondade, me sustentou quando achava que
ia desmoronar!

Agradeco a Universidade Federal Rural de Pernambuco por todo suporte. Ao
Programa de Pds-graduacéo Biociéncia Animal, por fornecer um excelente nivel de
conhecimentos e possuir um corpo docente comprometido com a formacdo de
mestres e doutores. Agradeco imensamente a Universidade Federal do Agreste de
Pernambuco, que desde a graduacao foi minha casa, agradeco a oportunidade de
retornar e utilizar toda a estrutura necessaria para o desenvolvimento dessa pesquisa.

A minha orientadora, Profa. Dra. Keila Aparecida Moreira, que compartilhou
muito além de conhecimentos técnicos. Que sempre esteve por perto para acolher as
davidas técnicas e nossas inquietacdes. Sempre atenta e cuidadosa, foi fundamental
ao longo de todo esse processo.

Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Marcelo Mendonca, e compartilhado seus
ensinamentos ao longo destes dois anos e por ter me ensinado muito sobre resiliéncia,
persisténcia.

Ao meu co-orientador, Dr. José Erick Galindo Gomes, por toda confianca e
ensinamento ao longo deste periodo. Sempre me apoiando e incentivando a
conquistar novos espacos e novas habilidades.

Aos professores da banca do Exame de Qualificacéo e de defesa do Mestrado,
Profa. Dra. Bruna de Souza, Dra- Talita Camila Nascimento, Prof. Dr. Wellington Leal,
por suas valiosas contribuicdes.

Agueles que partilharam de cada momento e em alguns deles, sentiram a
mesma alegria ou angustia, que jamais deixaram que eu sequer pensasse em desistir.

Eu ofereco este momento e 0 meu mais Sincero eu te Amo, meus pais Giselda



Cavalcanti e José Ailton Mendes, meu esposo Charles Fabio, meu filho Carlos
Guilherme e minha irm& Anna Julia e meu cunhado Dhiego Medeiros.

Um agradecimento especial a todos os laticinistas, que abriram as portas dos
seus estabelecimentos para a realizagdo das coletas. Aos meus grandes amigos que
se empenharam em me auxiliar, agindo algumas vezes como intermediarios ou
mesmo me levando aos estabelecimentos, George Martins, Felipe Pereira, Alify
Antunes, Adalberto Leite. A equipe da ADAGRO em especial aos Fiscais Wilson
Avelino e Fabricio Santos.

A todos os meus amigos do Centro Laboratorial de Apoio a Pesquisa da UFAPE
(CENLAG). A equipes do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia e Imunologia, que
se tornaram verdadeiros companheiros de jornada, Lavinia Santos, Juliana Bernardo,
Wisley Moraes, Allyson Godoi e Karla Mendonca. Além da super equipe do
Laboratério e Microbiologia, Tecnologia Enzimatica e Bioprodutos, Bruna Soares,
Maria Tamires, Matheus Oliveira, Ana Cavalcanti, Andreza, Edson Flavio, Gleidson
Lima, Ana Erundina, Mauricio, Cleyton Lima, Mariane Mendes, Matheus Souto.

Aos amigos que ligarei na hora que a “gasolina acabar”, que estavam nos
bastidores sempre atentos para me oferecer uma palavra de apoio ou uma Xicara de

café!

A todos muito Obrigada!



“Talvez nao tenha conseguido fazer o melhor,
mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao sou o que
deveria ser, mas Gracas a Deus, ndo sou 0 que era
antes”

Marthin Luther King



Resumo

As bactérias acido laticas (BAL) sao responsaveis pelo processo fermentativo em
diversos alimentos, com papel de grande importdncia no setor de lacteos e
principalmente na producéo de queijo de coalho artesanal, devido a sua influéncia nas
caracteristicas sensoriais deste produto. Diante disto, o presente trabalho teve por
objetivo identificar e analisar o potencial probidtico in vitro através das propriedades
antimicrobianas e viabilidade nas condi¢cbes do trato gastrointestinal de bactérias
acido lacticas presentes no queijo de coalho artesanal produzido no Agreste
Meridional de Pernambuco. As BAL foram isoladas a partir de 60 amostras de queijo
coalho artesanal oriundos de oito municipios distintos do agreste meridional de
Pernambuco. Foram isoladas um total de 196 colénias com caracteristicas fenotipicos
sugestivas de BAL, sendo realizados os testes de coloracdo de Gram, catalase e
identificacdo molecular com realizacdo do sequenciamento do gene 16S rRNA foi
amplificada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Do total de
cepas isoladas 155 (79,08%) apresentaram-se com caracteristicas fenotipicas
sugestivas de BAL. Foram realizados os testes de suscetibilidade a antimicrobianos
pelo método de difusdo em disco, sendo avaliados 12 antibidticos. Das 155 cepas de
BAL, 65,80% apresentaram sensibilidade superior a 50%. Posteriormente, a
identificacdo molecular das bactérias, 36 cepas de BAL dos géneros Lactococcus,
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus e Streptococcus, foram selecionadas para a
realizacdo do teste in vitro de tolerancia as condi¢des do trato gastrointestinal. Obteve-
se 61,11% (22/36) cepas com potencial probidtico apos a avaliacdo dos resultados
de antibiograma e tolerancia ao trato gastrointestinal, sendo esta indicadas para a
realizacdo de mais testes que possam assegurar esse potencial e garantir maiores

niveis de seguranca para posterior aplicagdo em produtos funcionais.

Palavras-chaves: Derivados lacteos; Probiéticos; Queijo; Seguranca Alimentar



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are responsible for the fermentation process in various
foods, with a very important role in the dairy sector and mainly in the production of
artisanal coalho cheese, due to their influence on the sensory characteristics of this
product. Therefore, this study aimed to identify and analyze the in vitro probiotic
potential through antimicrobial properties and viability under the conditions of the
gastrointestinal tract of lactic acid bacteria present in artisanal coalho cheese produced
in the Agreste Meridional of Pernambuco. The BAL were educated from 60 Exception
of artisanal coalho cheese destined for eight district municipalities in the southern
agreste region of Pernambuco. A total of 196 colonies with phenotypic characteristics
suggestive of BAL were treated, Gram color, catalase and molecular identification tests
were carried out with the sequencing of the 16S rRNA gene was amplified by the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Of the total number of strains, 155
(79.08%) had phenotypic characteristics suggestive of BAL. Antimicrobial
susceptibility tests were performed using the disk diffusion method, with 12 antibiotics
evaluated. Of the 155 BAL strains, 65.80% had sensitivity greater than 50%. later, the
molecular identification of the bacteria, 36 strains of LAB of the genera Lactococcus,
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus and Streptococcus, were selected to carry out
the in vitro test of tolerance to the conditions of the gastrointestinal tract. 61.11%
(22/36) strains with probiotic potential were obtained after evaluating the antibiogram
results and tolerance to the gastrointestinal tract, which is indicated for further tests
that can ensure this potential and guarantee greater levels of safety for later in

application functional products.

Keywords: Dairy derivatives; Probiotics; Cheese; Food Safety
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1. Introducéo

A atividade leiteira no Agreste de Pernambuco € considerada umas das
principais atividades agropecuarias do estado e uma alternativa na geracdo de
empregos e renda familiar, trazendo significativo desenvolvimento econémico para a
regiao (VIANA, 2020).

A criacdo de bovinos para a producdo de leite em Pernambuco é,
majoritariamente, realizada em pequenas e médias propriedades, com emprego de
mao de obra familiar (CONAB, 2021). No estado observa-se uma producao
representativa de derivados lacteos, especialmente de queijos, particularmente nos
municipios Pedra, Venturosa, Garanhuns, Correntes, S&o Bento do Una,
Cachoeirinha e Altinho. O maior volume processado de leite nesta regido € destinado
para a producdo de queijo de coalho, totalizando 58% do leite produzido no estado
(TAVORA E CAVALCANTI, 2017).

O gqueijo de coalho artesanal € um alimento tipico da regido Nordeste, presente
na alimentacao diaria, com grande valor econdmico e cultural, e por ser fabricado com
leite cru, mantém as caracteristicas proprias dadas principalmente pelas bactérias
acido laticas presentes no leite (PAQUEREAU et al., 2016; PERNAMBUCO, 2018).

A presenca de uma microbiota especifica em cada regido de producéo desses
queijos artesanais, confere aos mesmos caracteristicas sensoriais distintas de aroma,
sabor e cor, muito apreciados pela populacdo local (AGOSTINI et al., 2018;
AGAGUNDUZ et al., 2021).Este derivado lacteo pode apresentar uma diversidade de
microrganismos com potencial biotecnoldgico e funcional, principalmente bactérias
acido laticas (BAL) provenientes do leite cru e do ambiente de fabricacdo (KAMIMURA
et al., 2019a, b).

As BAL fazem parte de um grupo de microrganismos produtores de acido latico
a partir da fermentacdo de acucares como a lactose, e podem ser isoladas de
diferentes fontes, principalmente de leite e derivados lacteos (COSTA et al., 2013).
Esses microrganismos séo capazes de exercer varios efeitos benéficos aos produtos,
determinando caracteristicas sensoriais desejaveis e peculiares aos mesmos, pela
producdo de enzimas e 4cidos organicos. A acidez causada pela producdo de 4cido
latico durante a fermentacéo, proporciona caracteristicas marcantes nos derivados

lacteos, como queijos e iogurtes (BEUX et al., 2020).
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As BAL podem apresentar efeitos probiodticos que ajudam na restauracdo da
microbiota intestinal, além de promover saude e bem-estar (WILKINS et al., 2023).
Além de atuar na manutencdo do equilibrio intestinal, melhora do peristaltismo e
favorece a absorcdo de nutrientes pelo intestino (GARCIA-BURGOS et al., 2020;
AGAGUNDUZ et al., 2021), bem como efeitos imunomoduladores diminuindo casos
de enteropatias nos hospedeiros, quando utilizados em quantidades adequadas
(RAIZEL et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2017; GIAZZI, 2020).

Os microrganismos probiéticos sao definidos pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, podem conferir algum beneficio a salude do hospedeiro
(FAO; 2002). As BAL séo intensamente pesquisadas, com o intuito de descobrir novos
microrganismos reconhecidos como seguros GRAS (Generally Recognized as Safe)
e com acao probidtica (HAN et al., 2017; SRINIVASH et al., 2023).

Neste contexto, o isolamento e caracterizacdo de BAL presentes no queijo de
coalho artesanal produzido no Agreste Meridional do estado de Pernambuco, poderao
determinar caracteristicas intrinsecas dos produtos lacteos regionais além de avaliar

presenca de potencial probidtico nos microrganismos avaliados.

2. Revisao de literatura

2.1. Queijo de coalho artesanal

A producéo de queijos artesanais no Brasil ocorre de forma singular. Existem
diversos tipos de queijo artesanais brasileiros produzidos com leite de vaca, cabra,
ovelha e bufala, ou a partir da mistura do leite dessas diferentes espécies, o que
proporciona caracteristicas sensoriais Unicas e peculiaridades na técnica de producéo
(KAMIMURA et al., 2019; ARAUJO et al., 2020). Os queijos artesanais sdo produzidos
predominantemente por pequenos produtores rurais e suas familias, possuindo
grande importancia econdémica, cultural e social (MENEZES, et al., 2011; CABRAL et
al., 2016). Estima-se um total de 170 mil produtores de queijos artesanais no Brasil
(MAPA, 2018).

O estado de Pernambuco se destaca por ser um dos primeiros estados a

regulamentar a producdo e comercializacdo de queijos artesanais pela Lei n°
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13.376/2007, posteriormente alterada pela Lei n° 16.312 de 2018 (PERNAMBUCO,
2007). Nesse ambito, o queijo de coalho artesanal é definido como aquele obtido por
coagulacdo do leite cru, por meio de coalho ou outras enzimas coagulantes
registradas no 6rgdo competente, complementada ou ndo pela adicdo de bactérias
laticas especificas, podendo ser fresco, maturado, defumado e/ou adicionado de
condimentos e especiarias (PERNAMBUCO, 2018).

O queijo de coalho (Figura 1) € um produto tipico da regido Nordeste, com
destaque para os estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.
Devido as suas caracteristicas intrinsecas, € um dos gueijos mais tradicionais e possui
um processo de fabricacdo simples com pouca tecnologia (BRITO, 2020), como

mostrado na Figura 2.

Figura 1. Queijo de coalho artesanal

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Amplamente consumido, apresenta sabor acido, levemente salgado e é
resistente ao calor, o que permite o seu consumo assado (SILVA et al., 2012). Pelo
Regulamento de ldentidade e Qualidade, Instrucdo Normativa n° 30 de 2001, o queijo
de coalho como um produto de consisténcia semidura e elastica, com textura
compacta e macia, podendo apresentar olhaduras, com coloracdo branco amarelada
uniforme (BRASIL, 2001).

Esse queijo apresenta propriedades sensoriais tipicas e aroma particular
associado a caracteristicas como raca e nutricdo das vacas, processo tecnoldgico
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utilizado na fabricacdo (JHONSON, 2017; TERZIC-VIDOJEVIC, 2020), que
influenciam diretamente na populacdo microbiana que estara presente no leite cru
(SIEZEN et al., 2010; GOBBETTI et al., 2015; TILOCCA et al., 2020). Entre os
microrganismos essenciais nesse processo estdo as bactérias &cido laticas (BAL)
(BLUMA et al., 2017; DOMINGOS-LOPES et al., 2017).

Figura 2. Fluxograma de producédo do queijo de coalho artesanal.

Leite cru integral

Filtragem & pesagem

| Adigdo de coalho liquido |

| Coagulacio |

Corte da coalhada

Repouso |

Dessoragem

_' Salga direta na massa

Enformagem e prensagem |

— 15min de cada lado

Salga (aplicacao direta no gueijo)

Embalagem |

Armazenamento

Fonte: Arquivo Pessoal (2023).

Uma composicdo microbiana diversificada abrangendo o0s géneros

Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Weissella, Pediococcus e Leuconostoc
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tem sido associada a produtos artesanais (TULINI et al., 2013; SANTOS et al., 2014;
CAVICCHIOLI et al., 2017; SANT'ANNA et al., 2017; PERIN et al., 2017; MARTINS et
al.,, 2018). Os géneros Lactococcus e Enterococcus geralmente sdo 0s mais
predominantes em queijos artesanais elaborados com leite cru, os quais nao sofreram
cozimento da massa, e podem tanto advir da matéria-prima quanto do meio ambiente,
variando em quantidade conforme este ambiente, as condicbes de higiene do

processo e a época do ano (EMBRAPA, 2009).

2.2. Bactérias acido laticas (BAL)

As BAL sao parte de um grupo de microrganismos que apresenta diversas
caracteristicas morfologicas, metabdlicas e fisiologicas semelhantes (TAMANG,
2016). O termo bactérias acido laticas esta relacionado a capacidade destas para
fermentar os acUcares primarios em acido latico pela via metabdlica homofermentativa
ou heterofermentativa (MILLS et al.,, 2011) que compreendem aquelas que
metabolizam glicose a &cido latico, enquanto as heterofermentativas produzem além
do acido latico, outros produtos como dioxido de carbono, acido acético e etanol
(CARR et al., 2002). A classificacdo das BAL pode ser observada na Tabela 1

Tabela 1. Classificacdo dos géneros de bactérias acido laticas mais comuns em
queijos de acordo com morfologia e tipo de fermentacdo do acucar.

Género Morfologia Temperatura 6tima (°c) Tipo de fermentacao
Lactococcus Cocos 30 Homofermentativa
Streptococcus Cocos 42 Homofermentativa
Enterococcus Cocos 42 Homofermentativa
Leuconostoc Cocos 30 Heterofermentativa
Lactobacillus Bacilos 30e42 Homofermentativa e
Heterofermentativa

Fonte: Adaptado de CAR (2002).

Esse grupo de microrganismos pode estar associado a vegetais, produtos
carneos e principalmente produtos lacteos (CARR et al., 2002; RIVERA-ESPINOZA
et al., 2010). As bactérias acido laticas estdo naturalmente presentes no leite dos

animais, em se tratando do leite de vaca sdo constituintes tipicos da microbiota uma
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composicao heterogénea caracterizada pela abundancia de BAL como Lactococcus
spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Leuconostoc e Streptococcus spp.
(DEETH, 2017).

Essas bactérias sdo componentes essenciais de todas as variedades de queijo
e desempenham papel fundamental durante sua fabricacdo e maturac&o. A microbiota
do queijo pode ser dividida em dois grupos: BAL iniciadoras e microrganismos
secundarios néo iniciadores (LINDNER et al., 2008). Nos queijos artesanais € comum
gue o processo fermentativo seja realizado pela microbiota naturalmente presente no
leite cru ou adicionada via soro-fermento. Enquanto, muitos queijos industriais
necessitam da adicdo de cultura iniciadora comercial (MARTIN; LINDNER, 2022).

As BAL podem apresentar forma de cocos, bacilos, cocobacilos ou pleomorfas,
sdo Gram-positivas, catalase e oxidase negativas, podendo apresentar pseudo
catalase, ndo formadoras de esporos, anaerdbias facultativas, capazes de realizar
fermentacdo tanto em anaerobiose como em aerobiose (TAMANG et al., 2016). A
maioria dessas bactérias é inativada a temperaturas superiores a 70 °C, e
normalmente, suportam até pH 3,8, além de sintetizarem um numero elevado de
enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas (LIMA et al., 2009).

Estritamente fermentadoras e desprovidas de citocromos, obtém energia
através da fermentacéo, precisamente por fosforilacdo ao nivel de substrato. Através
da fermentacdo de carboidratos, produzem &cido latico como principal ou Unico
produto do seu metabolismo fermentativo da glicose (LUNARDI et al., 2021).

De acordo com a definicdo de culturas microbianas alimentares, as cepas de
BAL podem ser introduzidas deliberadamente na cadeia alimentar como cultura
iniciadora, probidtico ou como um bioprotetor (BOURDICHON et al., 2012). O grupo
das BAL certamente é o mais importante relacionado a bioconservacgéo, que se trata
da aplicagdo de microrganismos ou seus metabolitos para estender a vida de
prateleira e aumentar a seguranca dos alimentos (STILLES,1996).

As BAL sao eficientes produtoras de acidos organicos e algumas estirpes
produzem ainda as bacteriocinas que sao peptideos com atividade antimicrobiana
frente a varios patégenos alimentares. Favaro et al. (2015), destacaram que as BAL
presentes na microbiota autéctone de queijos artesanais desempenham papel de
bioconservantes nestes alimentos. Além disso, diferentes estirpes possuem status de

"geralmente reconhecido como seguro” (GRAS), justificado principalmente pelo
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extenso uso ao longo da histéria da alimentacdo, com comprovacéao cientifica (MASKE
et al., 2021).

Ademais, algumas BAL possuem a capacidade de aderéncia e sobrevivéncia
frente as condigbes adversas do trato gastrointestinal dos hospedeiros, atuando
principalmente sobre a estabilidade e protecdo deste ambiente, além de contribuirem
beneficamente para o sistema digestivo e 0s processos do metabolismo, bem como
na modulacdo da resposta imune local e sistémica (GARCIA-HERNANDEZ et al.,
2016). Sendo assim, diversas cepas deste grupo sao caracterizadas e
comercializadas como bactérias probiéticas de promocédo a saude (SAVIJOKI et al.,
2006).

2.3. Probidticos

A palavra “probidtico” é de origem grega que significa “para a vida”. Os
probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades satisfatorias, conferem beneficio a salde do hospedeiro (FAO, 2002;
FENSTER et al., 2019; SHARMA et al., 2022). Segundo o Codex Alimentarius (2003),
um produto lacteo probidtico deve conter no minimo 107 UFC/g no momento do
consumo (OLIVEIRA et al.,, 2002). No entanto, esses valores dependem do
microrganismo utilizado, da forma de consumo e sua aplicacdo (NERO et al., 2017).

Para que os microrganismos exercam suas propriedades probidticas, devem
apos ingeridos, sobreviver, se multiplicar e se fixar ao epitélio intestinal, além de
sobreviver as condi¢cdes de estresse do trato gastrointestinal, como 0 suco gastrico,
sais biliares e enzimas estomacais e intestinais (SANTOS et al., 2015). Os principais
representantes dos probidticos sdo as BAL dos géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus e Weissella (MOKOENA et al.,, 2017;
WANG et al., 2019).

Os mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos dos probidticos em
humanos séo ainda desconhecidos, mas provavelmente sdo multifatoriais. Existem
estudos que relatam a acdo dos probidticos frente a microrganismos patogénicos e
enfermidades, que incluem, competicdo por nutrientes como substratos de
crescimento, melhoraria na funcdo da barreira intestinal, aderéncia competitiva a
mucosa e epitélio, producao de substancias antimicrobianas e modulacdo do sistema
imunoldgico (KHALIGH et al., 2016; NAZIR et al., 2018).
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Conforme as sugestdes da OMS - Organizacdo Mundial da Saude, FAO -
Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacao e Agricultura e EFSA - Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos, para determinar a capacidade probiética,
0s microrganismos devem atender a critérios de seguranca e funcionalidade, bem

como apresentar algumas propriedades tecnologicas (Tabela 2).

Tabela 2. Critérios e propriedades para a selecdo de cepas probioticas.

Critérios Propriedades
Seguranga Histéria de uso seguro;
Identificacdo precisa (caracteristicas
fenotipicas e genotipicas);
Sem efeitos adversos;
Auséncia de genes responsaveis pela
resisténcia a antibiéticos.
Funcionalidade Estabilidade quando exposto a pH acido
e aos sais biliares;
Capacidade de adesao a mucosa
intestinal;
Capacidade de colonizacao do intestino;
Producédo de compostos antimicrobianos;
Manter-se metabolicamente ativo a nivel
intestinal.
Tecnoldgico e utilizagao Facil producéo de altas quantidades de
biomassa e alta produtividade de
culturas;
Viabilidade e estabilidade das
propriedades desejadas durante
congelamento, liofilizagéo, preparacéo e
distribui¢céo do produto;
Alta taxa de sobrevivéncia de
armazenamento em produtos acabados;
Garantia das propriedades sensoriais
desejadas dos produtos acabados, na
indastria alimenticia;
Estabilidade genética;
Resisténcia aos bacteriofagos.
Fonte: Adaptada de Meira (2011); Urnau (2012) e Tegegne et al. (2022)

Segundo a EFSA, os microrganismos sao submetidos a um sistema de
avaliacdo quanto aos niveis de seguranca antes da liberagdo para utilizacdo
comercial, onde é estabelecida a identidade, possivel patogenicidade e o uso final do
microrganismo, gerando uma certificacdo de Presuncdo de Seguranca Qualificada
(QPS). Até o presento momento o status QPS € conferido para 38 BAL, sendo trés
espécies de Pediococcus (Pediococcus acidilactici, Pediococcus dextrinicus e
Pediococcus pentosaceus) e 35 espécies de Lactobacillus (EFSA, 2015; EFSA, 2018).
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No Brasil, a aprovacdo para uso de probidticos para consumo esta sujeita a
avaliacao prévia da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), sendo baseada
na RDC Anvisa n°241, de 27 de julho de 2018, que dispbe sobre os requisitos para
comprovacdo da seguranca e dos beneficios & saude dos probidticos para uso em
alimentos (ANVISA, 2019).

Alimentos probiéticos séo tradicionalmente relacionados a base de laticinios,
compreendendo o leite e seus produtos fermentados contendo microrganismos Vvivos
da familia das BAL. Esse segmento representa cerca de 74% da participacdo de
mercado de produtos probioticos (SHARMA et al., 2022). Sendo uma pratica comum
a utilizacdo de culturas starters nos derivados lacteos, além da crescente utilizacao
de BAL como probidticos, os riscos potenciais de transferéncia lateral de genes de
resisténcia a antibidticos intrinsecamente existentes nestas bactérias sdo uma

crescente preocupacao (GUO et al., 2017).

2.4. Resisténcia antimicrobiana

Os antimicrobianos sdo uma das inven¢des médicas mais importantes do
século XX, com grande beneficio no combate as bactérias, salvando inUmeras vidas
(CUNHA et al., 2019). No entanto, o niumero de infeccdes causadas por bactérias
multirresistentes vem aumentando em todo o mundo, e se tornando uma grande
ameaca de infecgdes com tratamentos dificeis (GAJDACS et al., 2019). A resisténcia
a antibidticos é um resultado evolutivo inevitavel. Por meio das mutacfes genéticas,
as bactérias conseguem evitar uma pressao seletiva letal, dessa forma, enquanto os
antibiéticos forem utilizados, as bactérias continuardo a desenvolver mecanismos de
resisténcia (DODDS, 2017).

Vérios fatores contribuem para o aumento da resisténcia, cComo 0 uso excessivo
de antibioticos, diagndéstico inexato, automedicagdo, condi¢cdes ambientais de saude
precarias, higiene pessoal inadequada e uso agricola de forma indiscriminada
(CHOKSHI, 2019).

De acordo com Poole (2002), a resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida, e
assim, a célula bacteriana dispde de diversos mecanismos para resistir aos
antibioticos (NUNZIATA et al., 2022). A resisténcia intrinseca € uma caracteristica
prépria, ou seja, da capacidade que determinada espécie ou género bacteriano possui

de sobreviver na presenca de determinado agente antimicrobiano. Em contraste, a
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resisténcia adquirida estd presente em algumas cepas, dentro de uma espécie
geralmente suscetivel ao antibitico em questdo, e pode se disseminar
horizontalmente entre as bactérias (MATHUR, 2005; DAS et al., 2020; NUNZIATA et
al., 2022)

Ao longo dos anos, os estudos direcionados a resisténcia a antibiéticos
comecaram a ser estendidos as BAL, que vem sendo amplamente utilizadas como
fermentadores ou probidticos. Estas, podem ser um canal critico de disseminacéo e
transferéncia de resisténcia para bactérias ndo patogénicas e patogénicas (WANG et
al., 2019). Somente nos ultimos anos foi estabelecido pela EFSA 13 moléculas
antimicrobianas para distinguir cepas resistentes de BAL, dentre elas ampicilina,
canamicina, clindamicina, ciprofloxacina, colisitina, clorafenicol, eritromicina,
estreptomicina, fosfomicina, gentamicina, tetraciclina, tilosina e vancomicina (EFSA,
2018).

Tabela 3. Mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos.

Mecanismo Acéo
Efluxo Capacidade de ejetar o antibiético para fora
da célula
Imunidade by-pass Ligacédo de proteinas com o antibidtico,
impedindo que ocorra a interagdo com o
alvo
Mutagéo Modificagcdo do alvo, através de mutacao ou
acao enzimatica
Inativacao enzimética Destruicdo ou modificacdo dos antibiéticos

pela acdo de enzimas

Fonte: Adaptada de Nunzianta et al. (2022).

A existéncia de resisténcia intrinseca a alguns antibiéticos como vancomicina,
metronidazol e colistina, que podem atuar como uma vantagem de sobrevivéncia,
guando administrados no intestino (DAS et al., 2020). No entanto, a uma propensao
por parte dessas bactérias de adquirirem resisténcia a antibiéticos, que se mostravam
sensiveis que anteriormente, pode ser adquirida devido a plasmideos ou através de
alguma mutacao ou raramente através da obtencao de certos genes de resisténcia do
ambiente. A realizacdo de estudos que comprovam a ocorréncia de resisténcia
transferivel a medicamentos exige o monitoramento rigoroso do indice de seguranca
de micrébios probidticos (EGERVARN et al., 2009).

Segundo a ANVISA (2021), para que um probidtico seja utilizado em alimentos

€ necessario que o0 mesmo seja suscetivel a pelo menos dois antibiéticos clinicamente
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relevantes, para que em caso de infec¢des haja tratamento disponivel e eficaz. Dessa
forma antes da aprovacdo comercial como probiéticos, devem ser avaliados os pontos

de corte para a interpretacao da resisténcia aos medicamentos (DAS et al., 2020).

3. Objetivos

3.1. Geral

Isolar e identificar BAL em queijo de coalho artesanal produzido no Agreste

Meridional e analisar alguns critérios de seguranca para as BAL isoladas.

3.2. Especificos

- Isolar BAL do queijo de coalho artesanal produzido no Agreste de
Pernambuco;

- Realizar caracterizagéo fenotipica das espécies de BAL isoladas;

- Verificar a suscetibilidade das BAL identificadas frente a antimicrobianos;

- Avaliar a resisténcia das BAL selecionadas as adversidades do trato

gastrointestinal simulada in vitro.
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BACTERIAS ACIDO-LATICAS ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO
ARTESANAL PRODUZIDO NA REGIAO DO AGRESTE MERIDIONAL DE
PERNAMBUCO: PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS E VIABILIDADE NAS
CONDICOES DO TRATO GASTROINTESTINAL

Resumo

O queijo de coalho é um alimento tipico da regido Nordeste, produzido com leite cru
mantendo as bactérias acido laticas oriundas do leite viaveis. O objetivo deste estudo
foi identificar e analisar o potencial probidtico in vitro de bactérias acido lactico (BAL)
presentes no queijo de coalho artesanal produzido no Agreste Meridional de
Pernambuco. O isolamento das BAL foi realizado utilizando um total de 60 amostras
de queijo de coalho artesanal, provenientes de oito pertencentes a regido do Agreste
Meridional de Pernambuco. Apds o isolamento, foram realizados testes fenotipicos de
Gram e catalase e identificagdo molecular com realizagéo do sequenciamento do gene
16S rRNA foi amplificada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Em seguida, foram realizados os testes de suscetibilidade a antimicrobianos pelo
método de difusdo em disco com avaliacao de 12 antibiéticos. No total foram testadas
155 bactérias acido laticas, onde 102 isolados apresentaram um nivel de sensibilidade
superior a 50%. Desses, 0os maiores indices de resisténcia foram atribuidos aos
antibiéticos cefoxitina (88,38%), penicilina (62,58%), meropenem (55,54%) e
tetraciclina (54,83%). Posteriormente, foram selecionadas 36 cepas de BAL, a partir
da sua identificacdo molecular, para realizagdo do teste de tolerancia as condi¢des do
TGIl. Sendo estas pertencentes aos géneros Lactococcus, Lactiplantibacillus,
Lacticaseibacillus e Streptococcus. Quatorze cepas apresentaram uma reducao
inferior a 3 log*® UFC/mL mantendo-se um niimero de bactérias viaveis igual a 4 log*®
UFC/mL apds 360 minutos. Além disso, pode -se verificar que 83,33% (30/36) das
cepas avaliadas permaneceram viaveis apos a fase gastrica. Apés a avaliacdo dos
resultados de antibiograma e tolerancia ao trato gastrointestinal obteve-se 61,11%
(22/36) cepas com caracteristicas que estimulam a evolucdo dos testes, sendo esta
indicadas para a realizagao de testes adicionais que possam assegurar esse potencial



38

e garantir maiores niveis de seguranca para posterior aplicacdo em produtos

funcionais.

Palavras-chaves: Derivados lacteos; Probidticos; Queijo; Seguranca alimentar.

ABSTRACT

Coalho cheese is a typical food from the Northeast region, produced with raw milk,
keeping the lactic acid bacteria from the milk viable. The objective of this study was to
identify and analyze the in vitro probiotic potential of lactic acid bacteria (LAB) present
in artisanal coalho cheese produced in the Agreste Meridional of Pernambuco. The
isolation of BAL was carried out using a total of 60 samples of artisanal coalho cheese,
from eight belonging to the Agreste Meridional region of Pernambuco. After isolation,
Gram and catalase phenotypic tests were performed and molecular identification with
sequencing of the 16S rRNA gene was amplified by the Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique. Then, antimicrobial susceptibility tests were carried out using the
disk diffusion method, evaluating 12 antibiotics. In total, 155 lactic acid bacteria were
tested, where 102 isolates showed a sensitivity level greater than 50%. Of these, the
highest rates of resistance were attributed to the antibiotics cefoxitin (88.38%),
penicillin (62.58%), meropenem (55.54%) and tetracycline (54.83%). Subsequently, 36
BAL strains were selected, based on their molecular identification, to carry out the test
of tolerance to the conditions of the GIT. These belonging to the genera Lactococcus,
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus and Streptococcus. Fourteen strains showed a
reduction of less than 3 log10 CFU/mL, maintaining a number of viable bacteria equal
to 4 log10 CFU/mL after 360 minutes. Furthermore, it can be seen that 83.33% (30/36)
of the evaluated strains remained viable after the gastric phase. After evaluating the
results of antibiogram and tolerance to the gastrointestinal tract, 61.11% (22/36) strains
were obtained with characteristics that stimulate the evolution of the tests, which are
indicated for carrying out additional tests that can ensure this potential and guarantee

higher levels of security for later application in functional products.

Keywords: Dairy derivatives; Probiotics; Cheese; Food safety.
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1. Introducéo

As bactérias acido laticas (BAL) s&@o microrganismos industrialmente
importantes devido ao seu uso para a produgcdo de inimeros alimentos fermentados
e funcionais (LEROY e DE VUYST 2004; RHEE et al., 2011). As BAL nao séo
formadoras de esporos, anaerébias facultativas, aerotolerantes, heterofermentativas
ou homofermentativas (SINGLA et al., 2018). Devido as suas propriedades
metabolicas, as BAL contribuem significativamente para o sabor, textura, valor
nutricional e seguranga microbiana dos alimentos fermentados, o que as tornam
microrganismos industrialmente importantes (PORTO et al., 2016; SINGLA et al.,
2017).

As BAL sao responsaveis pelo processo fermentativo de diferentes alimentos,
mas historicamente apresentam grande importéncia na utilizagdo em alimentos de
origem lactea (MOGENSEN et al.,, 2002). Os produtos lacteos fermentados séo
consumidos em todo o mundo e apreciados pelas mais diversas culturas devido a
suas caracteristicas nutricionais, possuindo também relacdo com as caracteristicas
identitarias dos povos (PETROVA et al., 2021).

O queijo de coalho artesanal € um produto tipico da regido Nordeste, fabricado
com leite cru, com presenca de uma microbiota enddégena especifica propiciando
caracteristicas sensoriais unicas. Além disso, chama atencdo por ser um produto
alimenticio funcional e de potencial biotecnolégico (PAQUEREAU et al., 2016;
AGOSTINI et al., 2018; CAMPAGNOLLO et al.,, 2018, PERNAMBUCO, 2018;
KAMIMURA et al., 2019; FERNADES et al., 2021).

Os principais géneros de BAL presentes em queijo de coalho artesanal sdo 0s
Lactococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e
Enterococcus. Sendo os géneros Lactococcus e Enterococcus geralmente séo 0s
mais predominantes em queijos artesanais elaborados com leite cru, e que nao
sofreram cozimento da massa. As BAL podem advir tanto da matéria-prima, quanto
do meio ambiente, variando conforme o préprio ambiente, as condi¢des de higiene do
processo e a época do ano (MARGALHO et al., 2021).

Esses microrganismos enddgenos representados principalmente por BAL,
desempenham um papel essencial na fabricacdo dos queijos artesanais (BRASIL,
2013; MARTINS et al., 2015; KAMIMURA et al., 2019), exibindo caracteristicas como



40

producdo de substéncias antimicrobianas (bacteriocinas), acidos organicos, etanol,
COg2, peroxido de hidrogénio, diacetil, acidos graxos, etc., resistindo em competigéo
com outros microrganismos e promovendo a estabilidade microbiana do produto final
(MARGALHO et al., 2021). Além de apresentarem frequentemente potencial
probiotico, contribuindo para a saude dos consumidores a partir da modulacdo da
resposta imunoldgica, prevencdo de doencas e alteracfes gastrointestinais entre
outros (MELLO et al., 2022).

Muitas espécies BAL ja possuem status de "geralmente reconhecida como
segura” (GRAS), justificado principalmente pelo extenso uso ao longo da historia da
alimentacédo (MASKE et al., 2021). Entretanto € necessario que outras caracteristicas
estejam alinhadas aos critérios de seguranca, por exemplo, identificacdo inequivoca
cepas do probibtico; auséncia de genes responsaveis por resisténcia a antibidticos
e/ou outros fenotipos de viruléncia (SANDERS et al., 2005; SANDERS et al., 2010
UWENHAND, 2015).

Portanto, o presente estudo teve por finalidade isolar e caracterizar bactérias
acido laticas oriundas de queijos de coalho artesanal produzido no Agreste de
Pernambuco, e avaliar alguns critérios de seguranca para as BAL isoladas. Assim, o
resultado da presente investigacdo permitirdA a selecdo de cepas para futuras

aplicacdes industriais.

2. Material e Métodos

2.1 Amostragem

As bactérias acido laticas foram isoladas a partir das amostras coletadas. As
amostras foram transportadas e acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel. Logo em seguida, encaminhadas ao Centro Laboratorial de Apoio a
Pesquisa da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (CENLAG — UFAPE),
para os laboratorios de Microbiologia e Imunologia (LAPEMI), e Microbiologia,
Tecnologia Enzimatica e Bioprodutos (LMTEB), onde foram mantidas sob refrigeracéo
(5 °C £2 °C) e processadas em até 24 horas apés a aquisicao.

Foram coletadas um total de 60 amostras de queijo de coalho artesanal,
provenientes de 30 propriedades diferentes (duas amostras de cada). As amostras

foram obtidas em propriedades de oito municipios distintos, sendo eles: Venturosa (9);
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Pedra (8); S&o Bento do Una (6); Garanhuns (2); Paranatama (2); Sanharo (1);
Capoeiras (1) e Itaiba (1). Vale ressaltar que, todos esses municipios sao
pertencentes geograficamente a regido do Agreste Meridional de Pernambuco, como
observado na figura 1. Todas as amostras foram coletadas ao acaso, diretamente nas

propriedades.

Figura 1. Localizacdo geogréfica dos municipios onde ocorreram as coletas das
amostras de queijo de coalho artesanal.

- Psssr T ki e = —

P et

P AT

) 10 Jardim
Sanharo e

‘AguaFria

\
e\‘\

/

4 Gado Bravo
e
Sdo Bento do Una

180 42
PE Li23)
Quiri dAlho Iojfaju
PuUi
] Manicoba
- A A= ' s
' 2 - Lajedo
{1 270w l/Ta'c » =

ey ! Are

Cabo do Canto# - 4 / Jucati.  Jup

Moxotd = & ,-"7 AP 5 ’ ocapoelras P upl

/ \ -achoe Santo Antonio i) Jacaré [FET8
Tupanatinga ; [a24] 1)
Sore 4 Caete:
< 4 Spaterts 7
’ ’ [423]
Grand ~ =
Jirau > A
Azevém
7 4 Cachoeir 4 p °Garanhuns Rrigelimecanhotint
’ Grande Pogo QParanatama ¢
g 7
Espanhag. . # oltaxba 4 ol P (224)
< Lagoa === 2 gt Miracica 7 of 7
%> y##d0.C0CO = e . L N
L 2 Garcia ., <y Tah ‘// A

Fonte: Arquivo Pessoal elaborado com recurso digital Google Maps, 2023

2.2 Isolamento das bactérias acido laticas

Para realizac&o do isolamento das BAL, como descrito por Costa et al. (2018),
foram processados 25 g das porgOes internas de cada amostra, 0os quais foram
transferidos assepticamente para sacos plasticos estéreis, com 225 mL de agua
peptonada 1% (v/v). Em seguida as amostras passaram pelo processo de
homogeneizacdo em equipamento Stomacher (SpLabor, S&o Paulo) por trés minutos.
Aliguotas de 1 mL de cada amostra foram transferidas para tubos de ensaio contendo
9 mL de &gua peptonada a 0,1% e diluicGes seriadas foram realizadas até 10°. Um
total de 100 yL de cada diluicao semeados em placas de Petri pela técnica de
inoculacdo em superficie em meio de crescimento agar Man Rogosa and Sharp (MRS)

e incubadas em jarras de anaerobiose a 30 °C por 72 horas. Apds 0 crescimento,
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realizou-se a selecéo das BAL que foram cultivadas em placas de Petri agar MRS a
37 °C entre 24 e 48 horas, sob condicfes de aerobiose. Apos esta etapa, os isolados
foram cultivados em caldo MRS a 37 °C por 24 horas e armazenados em tubos
criogénicos com glicerol 20% (v/v) a -20 °C.

2.3 Caracterizacao fenotipica e identificacdo das bactérias acido laticas

As colbnias caracteristicas de BAL, selecionadas e isoladas, foram submetidas
a caracterizacao fenotipica, pelo teste de coloracdo de Gram e produc¢ao de catalase.

2.3.1 Identificacdo genotipica dos isolados de BAL

As bactérias previamente caracterizadas fenotipicamente foram repicadas em
caldo BHI e em seguida submetidas a extracdo de DNA gendmico utilizando-se
meétodo de pérola de vidro (Sambrook; Russel, 2001). Brevemente, o pellet de 1 mL
do cultivo de bactéria foi ressuspenso em 150 uL do tampao de lise STES (Tris-HCI
0,2M; NaCl 0,5M; SDS 0,1%; EDTA 0,01M; pH 7,6), ao qual foram adicionados
aproximadamente 50 pL de pérolas de vidro e 150 uL de fenol-cloroférmio. Apos
centrifugacdo a 13.000 x g durante 5 minutos, o sobrenadante foi coletado e
precipitado com alcool absoluto e acetato de sédio a 3M durante 20 minutos a -70 °C
e uma nova centrifugagéo foi realizada durante 20 minutos a 13.000 x g e o pellet
lavado com alcool 70%. A presenca e a qualidade do DNA gendmico foi verificada em
gel de agarose a 0,8%, corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado por sistema
de fotodocumentacao sob luz ultravioleta.

A sequéncia do gene 16S rRNA foi amplificada pela técnica de Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguindo recomendacéao descrita em Perin et al. (2017).
Todas as amplificagdes foram padronizadas utilizando em cada reacado 1 uL de DNA
(~50 ng/uL), 0,5 pL de cada primer e 4 pL de FirePol MasterMix® (Solis Biodyne),
completando o volume para 20 pL. As condi¢des utilizadas para a amplificacdo do
DNA gendmico 16s rRNA foram de desnaturacao inicial a 95 °C por 6 minutos, seguida
de 40 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 30 segundos, associacao a 50 °C por 1
minuto, extensao a 72 °C por 1 minutos. Os produtos das rea¢des de amplificacéo
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foram submetidos a técnica de eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com
SYBR Safe (Invitrogen).

2.3.2 Sequenciamento produtos rRNA 16S amplificados

Apoés obtencédo do segmento de rRNA 16S amplificados, foi procedido a fase
purificacéo utilizando o kit lllustra GFX PCR DNA Purification (Cytiva), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Apés checagem em gel de eletroforese a 1%, os
produtos de PCR foram submetidos a quantificacdo por espectrofotometria
(Biomate3S Thermo Scientific) para determinacéo de pureza e quantidade de DNA. O
sequenciamento genético para identificacao a nivel de género e espécie dos isolados
de BAL foi realizado no Laboratério de Genética Molecular Humana — LGMH, do
departamento de genética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
primers iniciadores utilizados para o sequenciamento foram os mesmos empregados
na amplificagdo por PCR. O sequenciamento foi realizado por separacéo eletroforética
em capilar em um sequenciador modelo ABI 3500 Genetic Analizer (Applied
Biosystems). Os dados do sequenciamento foram coletados com o software Data
Collection (Applied Biosystems). Apés a coleta, os dados passaram por uma inspecao

de qualidade por meio do Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems).

2.3.3 Anélise de bioinforméatica

A edicdo e analise manual das sequéncias Forward e Reverse foram realizadas
utilizado o software Bioedit (https://bioedit.software.informer.com) e o alinhamento das
sequéncias consenso atraves do pacote MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis; Version 11.0.13). Apés edicdo completa dos contigs, estes foram
submetidos ao BLAST na base de dados do GenBank através da pagina web do NCBI
e avaliacao pelo software online EzBioCloud 16S rRNA gene-based microbiome, a fim
de investigar a correspondéncia na identificacdo do género e espécies.


https://bioedit.software.informer.com/
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2.4 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

A avaliacdo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizada pela
técnica de disco-difusdo proposta por Charteris et al. (1998) e como recomendado
pelo EUCAST, 2021. Os doze antibioticos, representando nove classes, empregados
no teste foram escolhidos conforme lista proposta pela EFSA (2012).

As BAL foram cultivadas em agar MRS por 24 horas a temperatura de 37 °C,
em seguida as col6nias foram retiradas com alga bacteriologica e transferidas para
tubos contendo 5 mL de solucéo salina 0,85% até atingirem a turbidez de 0,5 na escala
de McFarland (aproximadamente 108 UFC/mL). Logo apds, os microrganismos foram
inoculados em agar Mueller Hinton adicionando 100 pL em superficie e os discos de

antimicrobianos, em suas respectivas concentracdes, foram adicionados (Tabela 1).

Tabela 1. Antibiéticos utilizados na realizacdo dos testes de sensibilidade a

antimicrobianos com suas respectivas classes.

Antibidtico Concentracdo Classe
Gentamicina 120 g Aminoglicosideos
Eritromicina 15 pg Macrolideos
Clorafenicol 30 pg Anfenicois
Tetraciclina 30 pg Tetraciclinas
Vancomicina 30 ug Glicopeptideos
Amoxicilina com clavulanato 30 pg Penicilinas
Ampicilina 10 pg Penicilinas
Penicilina 10 Ul Penicilinas
Piperacilina com tazobactan 36 ug Penicilinas
Meropenem 10 ug Beta - lactamico
Cefoxitina 30 pg Cefalosporina
Ciprofloxacina 5ug Quinolona

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

As placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas em aerobiose. O controle de
qualidade dos discos de antibidticos foi realizado utilizando uma cepa de Escherichia

coli ATCC 25922. Apds incubacdo, as leituras dos halos de inibicdo foram realizadas
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com a utilizacdo de um paquimetro digital (684132; MTX), e o perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos utilizados foi expressa em milimetros. Os isolados foram
classificados como resistente, moderadamente suscetivel e suscetivel, segundo os
valores de corte propostos por Chateris et al. (1998) e Toushik et al. (2021), para

bactérias acido laticas com apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo dos isolados quanto a sua suscetibilidade aos antibioticos
testados de acordo com o tamanho do halo formado no teste de antibiograma.

Antibiotico Resistente Moderadamente Suscetivel
Suscetivel

Amoxicilina com clavulanato 30 pg <18mm 19-20 mm 221 mm
Ampicilina 10 pg <12mm 13-15 mm 216 mm
Vancomicina 30 ug <14mm 15-16 mm 217 mm
Gentamicina 120 pg <12mm - 213 mm
Eritromicina 15 pg <13mm 14-17 mm 218 mm
Tetraciclina 30 ug <14mm 15-18 mm 219 mm
Ciprofloxacina 5 pg <13mm 14-18 mm 219 mm
Clorafenicol 30 pg <15mm 16—-20 mm 221 mm
Cefoxitina 30 pg <14mm 15-17 mm 218 mm
Penicilina 10 Ul <19mm 20-27 mm =228 mm
Meropenem 10 ug <15mm 16-20 mm 221 mm
Piperacilina com tazobactan 36 pg <18mm 19-20 mm 221 mm

Fonte: Adaptado de Chateris et al. (1998) e Toushik et al. (2021).

2.5 Tolerancia as condi¢cdes simuladas do trato gastrointestinal

A avaliacéo da tolerancia dos microrganismos as condi¢fes simuladas do trato
gastrointestinal in vitro foi realizada conforme a metodologia descrita por Bautista-
Galego et al. (2013). Para a fase gastrica foi preparada uma solugédo tampéo com
NaCl (2,05 g/L), KH2POa4 (0,6 g/L), CaCl2 (0,11 g/L) e KCI (0,37 g/L). O pH foi ajustado
para 2,0 com HCI 1 M, sendo esterilizada a 121 °C por 15 minutos. As cepas
selecionadas das BAL foram cultivadas em caldo MRS centrifugadas (10000 x g, 10
min., 4 °C) e os pellets lavados em tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7,2. Em

seguida, as ceélulas bacterianas foram ressuspensas na solucéo da fase gastrica para
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obter entre 8 e 9 log'® UFC/mL. A esta solucédo foi adicionada pepsina na concentracéo
de 3 g/L, e incubada a 37 °C por 120 minutos em banho-maria. Ja para a fase entérica
foi preparada uma solucdo contendo Na2HPO4.7H20 (50,81 g/L) e NaCl (8,5 g/L). O
pH foi ajustado para 8,0 com KH2PO4 e a solu¢éo autoclavada a 121 °C por 15 min.
Posteriormente, a esta solucdo adicionou-se pancreatina e sais biliares, nas
concentracfes de 1 g/L e 3 g/L, respectivamente. ApGs a conclusao da fase gastrica,
aliquotas de 1 mL foram retiradas, centrifugadas, sendo as células lavadas em solucéo
PBS, centrifugadas novamente e ressuspensas no mesmo volume com a solugéo da
fase entérica. As amostras foram incubadas novamente por 360 min a 37 °C em
banho-maria. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos tempos TO (tempo zero) e T120
(tempo apds 120 minutos) dos ensaios da fase gastrica e no tempo T360 (tempo apds
360 minutos) no ensaio da fase entérica. Para estas aliquotas foram realizadas
diluicGes seriadas de 10 até 108, em solucdo salina e logo em seguida estriadas em
placas de Petri contendo 4gar MRS, sendo incubadas a 37 °C durante 24 a 48 horas.
A contagem das colonias foi realizada por micro-contagem e os resultados expressos
em log!® UFC/mL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Vale salientar
ainda gue todas as solu¢des de enzimas (pepsina e pancreatina), bem como os sais
biliares, foram preparadas no dia da andlise e esterilizadas por filtracdo usando um

filtro de membrana de 0,22 um (Merck Millipore Ltd.,Cork, Irlanda) antes de cada uso.

2.6 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico IBM SPSS 25.
ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey foi aplicada para detectar diferencas
estatisticas (p < 0,05) na viabilidade celular entre as cepas de bactérias acido laticas
dentro do mesmo ensaio e de uma mesma cepa ao longo do ensaio de simulagédo das

condi¢Oes do trato gastrointestinal.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo fenotipica e identificacdo das bactérias acido laticas

A partir das 60 amostras de queijo de coalho artesanal coletadas, foram
selecionadas e isoladas 196 coldnias distintas com caracteristicas de crescimento
sugestivas de bactéria acido latica, como colbnias relativamente pequenas, com
formato arredondado, cor branca e bordas delimitadas, conforme descrito por
Cavalcante et al. (2007).

Vale destacar que, das 60 amostras coletadas, 30 (50%) foram provenientes
de dois municipios distintos, Sado Bento do Una e Venturosa. Isso se justifica devido
ao fato destes municipios possuirem 70,83% das queijarias artesanais registradas no
estado de Pernambuco (ADAGRO, 2022).

Para o teste de coloracdo de Gram, dos 196 isolados, 162 (82,65%) foram
bactérias Gram-positivas. Com relacdo aos testes de catalase, dos 162 isolados
Gram-positivos, 155 (79,08%) apresentaram-se como catalase negativos. Em se
tratando da morfologia, os isolados apresentaram caracteristicas de cocos foram um
total de 71,61% cepas (111/155), 10,32% cepas foram bacilos (16/155) e 18,06%
foram cocobacilos (28/155) Quando realizada uma avaliacdo da morfologia dos
isolados por municipio observa-se que todos 0os municipios apresentaram a morfologia
predominante de cocos, chegando a 100% dos isolados do municipio de Sanharo,
conforme a tabela 3.
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Tabela 3. Morfologia das bactérias acido laticas isoladas de queijo de coalho artesanal

por municipio, pertencentes geograficamente a regido do Agreste Meridional de

Pernambuco.

MUNICIPIO AMOSTRAS N COCOs " NBACILOS% C(?\ICOBACIIEA)OS
Capoeiras 4 2 50 1 25 1 25
Garanhuns 5 3 60 1 20 1 20
Itaiba 8 7 87,5 0 0 1 12,5
Paranatama 11 5 45,45 3 27,27 3 27,27
Pedra 34 26 76,47 3 9,37 5 15,6
Sanhar6 4 4 100 0 0 0 0
Venturosa 51 34 66,66 4 7,84 13 25,49
Sé&o Bento do Una 38 30 78,94 4 10,52 4 10,52
TOTAL 155 111 71,61 16 10,32 28 18,06

Como relatado por Forsythe (2013), as bactérias acido laticas sdo descritas
como microrganismos Gram-positivos, catalase negativos, podem apresentar formato
de cocos, bacilos ou cocobacilos, com células simples, duplas ou triplas, podendo
ainda formar pequenas ou grandes cadeias.

De acordo com Albayrak e Duran (2021), 40 isolados de amostras de queijo
branco, produzidos na Turquia com leite ndo pasteurizado e sem adicdo de culturas
iniciadoras comerciais, apresentaram em sua totalidade serem Gram-positiva, bem
como catalase e oxidase negativas e todos os isolados apresentaram formato de
COCOS.

Enquanto, um estudo realizado com leite cru e queijo colonial da regido do Rio
Grande do Sul, onde foram avaliadas 20 amostras em épocas diferentes do ano (veréo
e inverno), sendo possivel isolar um total de 112 colénias com caracteristicas de BAL,
das quais 60 isolados apresentaram caracteristicas de Gram-positivas e catalase
negativas destas, 46,66% (28/60) apresentaram morfologia de bacilos e 53,33%
(32/60) de cocos (HERMANNS et al., 2013).

Estudo semelhante realizado por Medeiros et al. (2016), 28 amostras de queijo
de coalho produzidos no estado da Paraiba, 93% (425/456) apresentaram morfologia
de cocos e 6,7% (31/456) de bacilos. Segundo Moraes et al. (2010), a populacéo
microbiana de cada produto lacteo varia de acordo com a regido geografica onde este
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€ produzido, podendo ser atribuida a variacdes em razao do leite utilizado, do clima

predominante e dos métodos empregados no processamento

3.2 Suscetibilidade a antimicrobianos

As 155 bactérias &cido laticas que foram isoladas e caracterizadas
fenotipicamente através da morfologia, coloracdo de Gram e teste de catalase, foram
avaliadas quanto a suscetibilidade & antibioticos. Os resultados da formagé&o dos halos
de inibicdo estdo descritos na tabela 4, quanto o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana de bactérias acido laticas isoladas de queijo de coalho artesanal

As bactérias acido laticas sédo consideradas seguras, mas devido a sua grande
utilizacdo por parte da industria, se faz necessério proteger os consumidores de
quaisquer efeitos adversos, sendo a resisténcia a antibioticos por parte dessas cepas,
um desses pré-requisito (HUMMEL et al., 2007; SIGLA et al., 2018). As diretrizes da
FAO/OMS recomendam a realizacdo de ensaios para a determinacao de um padréo
de suscetibilidade a antibiéticos de cada cepa probiética antes de seu consumo ou
aplicacado em alimentos (FAO/OMS, 2002).

Tabela 4. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de bactérias acido laticas isoladas

de queijo de coalho artesanal.

SENSIBILIDADE

ANTIMICROBIANO SENSIVEL MODERADA RESISTENTE
N % N % N %
Amoxicilina com 142 91,61 3 1,93 10 6,45
clavulanato
Ampicilina 132 85,16 3 1,93 20 12,90
Cefoxitina 16 10,32 2 1,29 137 88,38
Ciprofloxacina 66 42,58 62 40 27 17,41
Clorafenicol 129 83,22 1 0,64 25 16,12
Eritromicina 76 49,03 23 14,83 56 36,12
Gentamicina 104 67,09 2 1,29 49 31,61
Meropenem 52 33,54 17 10,96 86 55,48
Penicilina 29 18,70 29 18,70 97 62,58
Piperacilina com 81 52,25 17 1096 37 23,87
tazobactan
Tetraciclina 61 39,35 9 5,80 85 54,83

Vancomicina 96 61,93 22 14,19 37 23,87
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Dos isolados avaliados foi possivel detectar diferentes niveis de resisténcia a
todos os antibidticos, como apresentado na tabela 4. Apenas trés isolados foram
completamente sensiveis a todos os antibidticos e quatro isolados apresentaram
91,66% de sensibilidade, nesses casos as resisténcias apresentadas foram a
cefoxitina, eritromicina e tetraciclina. Enquanto um total de 102 isolados apresentaram
um nivel de sensibilidade superior a 50%, e 0s antimicrobianos com 0s maiores
indices de resisténcia foram para cefoxitina (88,38%), penicilina (62,58%),
meropenem (55,54%) e tetraciclina (54,83%).

Quanto a sensibilidade, foram observados os maiores valores respectivamente
para a amoxicilina com clavulanato (91,61%), ampicilina (85,16%), clorafenicol
(83,22%), gentamicina (67,09%), vancomicina (61,93%), e piperacilina com
tazobactan (52,25%), em se tratando de sensibilidade moderada a ciprofloxacina foi
consideravel (40%). Logo, ndo houve nenhum antibiético com 100% de indices de
resisténcia ou sensibilidade.

Diferentemente do encontrado por Margalho et al. (2020) ao avaliar 220 BAL
isoladas de queijos artesanais produzidos no Brasil, onde os maiores indices de
resisténcia foram a ciprofloxacina (81,4%), gentamicina (94,6%) e vancomicina
(97,3%) e todos os BAL isolados eram resistentes a estreptomicina, além de
apresentar sensibilidade a tetraciclina (95%), eritromicina (93,2%) e penicilina
(76,4%), além de ter conseguido associar a presenca da resisténcia a penicilina com
0 queijo coalho.

Analisando individualmente os resultados de resisténcia dos isolados por
municipio estudado e por antibidtico testado, observou-se que as bactérias
apresentaram resisténcia acima de 60% a cefoxitina em todos 0s municipios, sendo o
anico antibidtico apresentou niveis de 100% de resisténcia por municipio
(Paranatama). Ja amoxicilina e ampicilina as BAL apresentaram niveis de
sensibilidade, superiores a 70% em todos os municipios, contrariando o esperado
visto que os B-lactamicos representaram uma classe amplamente utilizada nos
rebanhos leiteiros, o que pode favorecer a selecdo de cepas resistentes (SILVA et al.,
2012; YANG et al., 2015; MESQUITA et al., 2019; SILVA et al., 2022).

Florez e Mayo (2017), encontraram resisténcia a tetraciclina (7/41) e
eritromicina (2/41) em BAL isoladas de leite cru, que foram associadas a presenca de
gene de resisténcia que podem estar relacionados a disseminacdo desta

caracteristica.
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Em estudo realizado por Nascimento et al. (2017), ao avaliar a ocorréncia de
resisténcia em 20 cepas de BAL, previamente isoladas de queijo mucarela de bufala
produzidas na regido sudeste do Brasil, identificaram que 100% das cepas de
Lactobacillus (4/20) apresentaram resisténcia a tetraciclina.

A pecuaria é um dos setores que possui alto potencial como reservatério de
bactérias resistentes. Devido ao uso de antimicrobianos na producéo animal de forma
indiscriminada (BARON et al., 2014; CHANTZIARAS et al., 2014). Sua utilizacdo em
grande escala tem o poder de acelerar a sele¢cdo de microrganismos resistentes
(CHEN et al., 2019). Dentre os principais grupos de antimicrobianos utilizados na
rotina das propriedades rurais tem-se 0s beta-lactamicos, as cefalosporinas,
penicilinas (SILVA et al., 2015).

Segundo a EFSA (2012), quando uma linhagem bacteriana demonstra maior
resisténcia a um antimicrobiano especifico do que outras linhagens da mesma
unidade taxondémica, ha indicio de resisténcia adquirida, sendo necessaria informacao

sobre a base genética da resisténcia antimicrobiana.

3.3 Tolerancia das BAL as condi¢8es simuladas do trato gastrointestinal

Para o teste de tolerancia das condi¢bes do trato gastrointestinal, foram
selecionadas 36 BAL apés o resultado da identificacdo molecular (dados nao
apresentados). Destes microrganismos foram selecionadas 17 espécies de
Lactococcus lactis subsp. lactis, 07 Lactococcus lactis subsp hordniae, 05
Streptococcus lutetiensis, 02 Lactococcus cremoris subsp. tructae, 02 Lactococcus
garvieae subsp. bovis, 01 Lactococcus garvieae subsp. garvieae, 01 Lactiplantibacillus
pentosus e 01 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans.

Um total de 30 cepas de BAL, sendo elas todas as cepas de L. cremoris subsp.
tructae, L. lactis subsp. hordniae, L. garvieae subsp. bovis, Lactiplantibacillus
pentosus, Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans, 16 cepas de L. lactis subsp.
lactis (3, 19, 38, 40, 41,43,44,48, 54, 66, 88, 90, 97, 111, 143, 152) e uma de S.
lutetiensis (163), sobreviveram com populacdo acima de 4 log® UFC/mL até 360
minutos, quando as bactérias foram expostas as condi¢6es simuladas do TGI (Tabela
5), 0 que é equivalente a passagem das bactérias através do TGl humano. Um dos

critérios basicos adotados para selecionar uma bactéria com potencial probidtico é a
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avaliacdo da sua capacidade de resisténcia as condicdes de estresse presentes no
trato gastrointestinal humano (KLU e CHEN, 2015; SHEHATA et al., 2016; GARCIA et

al., 2016, SILVA et al., 2021)

Tabela 5. Viabilidade (log*® UFC/mL) de cepas de bactérias acido laticas apés a

simulacdo das condi¢cdes do trato gastrointestinal, de amostras isoladas de queijo

coalho artesanal da regido do Agreste Meridional de Pernambuco.

Cepas

To

Fase Gastrica
(T120)

Fase Entérica
(T360)

PE3
PE19
PE34
PE38
PE40
PE41
PE43
PE44
PE48
PES54
PEG6
PE88
PE9O
PE97
PE111
PE143
PE152
PE9
PEG2
PE39
PES7
PEGO
PEG1
PEG3

L. lactis subsp. lactis

L. cremoris subsp. tructae

L. lactis subsp. hordniae

10,00+0,00%@
7,00+1,00A¢d
7,33+0,58Aabcd
8,53+1,29Aabcd
7,67+0,58Aabcd
>10,00+0,00%2
9,33+1,15Aabc
7,23+1,20Abcd
8,70+0,00Aabcd
7,040,264
9,49+0,88Aabc
8,99+0,11Aabc
9,79+0,37A%
>10,00+0,00%2
>10.00+0,00%2
9,70+0,11Aabc
8,89+0,56Aabcd
7,70+2,06Aabcd
9,49+0,88Aabc
9,67+0,58Aabc
8,42+1,09Aabcd
8,72+1,52Aabcd
8,21+0,32Aabcd
7,0310,74A¢cd

8,74+0,84Aabc
5,85+1,85A¢fghi
<4,00+0,008!
5,33+0,58B9
7,63+0,35Aabcdefg
8,56+0,24Babcde
7,59+0,36Aabcdefg
4,45+0, 778
<4,00+0,008!
4,23+0,408hi
8,240, 1 7Aabcdef
<4,00+0,008!
6,16+1,04Bcdefghi
8,30+0,7Babcdef
7,83+0,26Babcdefg
9,13+0,19A
<4,00+0,008!
5,75+0,67AfN
6,48+0,73Bbcdefghi
8,16+0,41 ABabcdef
6,00+1,008Bdefghi
7,49+1 ,32Aabcdefg
6,26+1,17Acdefghi
5,33+2,31A0

8,10+1,23Adbcde
5,301 ,4gAabedel
<4,00+0,008f
8,850,384
7,16:+1,04Aabcdel
7,59+0,36Cabcde!
7,49+0,50Aabede!
5,00:+1,00ABbcdef
4,430, 758"
6,43:+0,51 Aabede!
8,610,694
5,83:0,30Cabcde!
7,53+1,33ABabcdef
7,77+1,07Babedel
6,93+1,04Babede!
7,10,+0,11Babede!
5,330,331 Cabede!
5,73:+0,98Aabcde!
9,13+0,76
5,432, 48Babcde!
8,36:£0,39abcd
7,260, 24Aabcdel
7,031, 55Aabcde!
5,20+1,56Aabcde!
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PE112 9,83+0,307a 7,53+0,40Babcdefg 7 33+, 5gBabcdef
PE156 7,05+0,26Ac <4,00+0,008! 5,36+0,15Cabcdef
L. garvieae subsp.
garvieae PE119 7,87+0,51Aacd 8 75+0,39Aacd <4 00+0,008f
L. garvieae subsp. bovis  PE123 8,78+0,16”2¢d 9 41+0,1652 4,16+0,28C¢f

PE127 6,21+0,49d 6,88+0,16Aabcdefoh 6 93+(0,1 3Aabcdef

S. lutetiensis PE67 7,53+0,6843cd 7 33+0,58Aabcdefs <4 00+0,008"
PE68 7,89+0,53Aabcd 8 19+0,6143bcdel <4 00+0,008"

PE69 7,53+1,36%3cd 7 53+1 36Aabcdels <4 00+0,008

PE105 9,61+0,144%c 8 60+0,528abcd <4,00+0,00¢

PE163 8,95+1,824%¢ <4 000,008 4,67+1,15Bcdef

Lacticaseibacillus

paracasei subsp. tolerans PE87 7,93+0,89Aabcd 7 43+(0,98Aabcdely 7 77+(0, 6gAbcdef

Lactiplantibacillus

pentosus PEQ9 8,00+0,30/abcd 8 37+(,77Aabcdel 7 7741 Q7Aabedef

To = viabilidade no inicio do ensaio; Tix = viabilidade apés a simulacdo das condigbes
gastricas (pH 2,0); Tsso = viabilidade apds a simulacao das condi¢des intestinais (pH 8,0).
Diferentes letras minUdsculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre
as cepas. Diferentes letras mailusculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p <
0,05) durante o ensaio para a mesma cepa. Os resultados sdo expressos como média +

desvio padrdo (n = 3).

Foi observada uma reducéo inferior a 3 log'® UFC/mL em 61,11% (14/36) das
BAL avaliadas e mantendo-se um nimero de bactérias viaveis superiores a 4 log°
UFC/mL apés a fase entérica. Diferente do encontrado por Souza et al. (2019) e
Nascimento et al. (2019), que apresentaram reducao significativa de no minimo de 2
log'® UFC/mL entre a fase inicial ao avaliar respectivamente Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus casei e Enterococcus faecium isolados de queijo mussarela de bufala.

Neste trabalho ndo existiu diferenca estatistica entre o inicio e o fim das
analises para dezessete das cepas avaliadas, sendo todos os L. cremoris subsp.
tructae (PE9, PE62), quatro L. lactis subsp. hordniae (PE57, PE6GO, PE61, PE6G3), uma
cepa de L. garvieae subsp. bovis (PE127), todas as cepas de L, pentosus e L.
paracasei subsp. tolerans, sete cepas de L. lactis subsp. Lactis (PE3, PE19, PE38,
PE40, PE43, PE66, PE90).
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Comparando a fase gastrica e intestinal, apos a adicdo da bile e pancreatina
pode se verificar que quatro cepas mantiveram os valores de no minimo 4 log'®
UFC/mL de bactérias viaveis, sendo trés de L. lactis subsp. lactis (PE48, PE97,
PE111) e uma cepa de L. lactis subsp. hordniae (PE112) além de n&o diferirem
estatisticamente nessa fase. Além disso quatro cepas de S. lutetiensis apresentaram
populacéo superior a 7 log® UFC/mL ao final da fase gastrica.

Durante o processo digestivo, aproximadamente 2,5 litros de suco gastrico,
com pH em torno de 2,5 é liberado, resultando na morte da maioria dos
microrganismos ingeridos (KIMOTO et al., 2000; ARAUJO et al., 2017). Desta forma,
a capacidade de resisténcia ao suco gastrico, durante o processo digestivo, € um
importante critério de selecdo das BAL probiéticas (AVAIYARASI et al., 2016), pois a
capacidade de resistir as condi¢cdes acidas no estbmago e aos sais biliares no intestino
delgado, implica em uma alta probabilidade de sobrevivéncia no TGl (VINDEROLA e
REINHEIMER, 2003; ARAUJO et al., 2017; REUBEN et al., 2020; YASMIN et al.,
2020).

As BAL possuem a capacidade de empregar varios mecanismos para superar
os danos, incluindo a manutencao do pH intracelular e a funcionalidade da membrana
celular (WU et al., 2014). Os mecanismos de resisténcia contra as condi¢des do TGl
sdo dependentes da espécie, geralmente, quanto menor a redu¢cdo no numero de
bactérias viaveis apos a digestao in vitro, melhor o probidtico (AYYASH et al., 2021).

Além disso, € importante salientar que o efeito terapéutico de bactérias
probioticas sobre o hospedeiro esta relacionada com a sua concentracao no limen do
intestino, cujo valor deve ser de no minimo 7 log® UFC/g de contetdo fecal
(KAILASAPATHY, 2013).

Estes resultados demonstram uma alta taxa de sobrevivéncia de ao processo
digestivo, de 83,33% (30/36) das cepas avaliadas que apresentaram habilidades para
se manter viaveis a fase gastrica. Visto que, inUmeros estudos sao realizados com o
objetivo de aumentar a capacidade de sobrevivéncia das BAL no ambiente do TGlI,
incluindo selecdo de cepas adaptadas as mudancas de pH, utilizacdo de matrizes
alimentares tamponadas (SOUZA et al.,, 2019), técnicas de microencapsulacao
(MISRA et al., 2021).

Para a selecéo de cepas seguras de BAL com um melhor potencial probiético,
se faz necessario relacionar os dados obtidos no teste de antibiograma e os dados do

teste de simulacdo ao TGI, de forma que se pode afirmar que 61,11% (22/36) cepas
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gue apresentaram os melhores resultados em relacédo a dados apresentados quanto
as espécies estudadas individualmente, considerando um nivel de sensibilidade ao
teste de antibiograma superior a 50% e uma taxa de reducéo inferior a 4 log*® UFC/mL
de bactérias viaveis ao final da fase entérica, sendo dezesseis L. lactis subsp. lactis (
PE3, PE38, PE41, PE44, PE54, PE66, PE88, PE9O, PE111, PE143, PE152, PE62,
PEG6O, PE61, PE63, PE156), duas cepas de S. lutetiensis (PE68, PE69), uma cepa
de L. garvieae subsp. garvieae (PE119), L. paracasei subsp. tolerans (PE87) e L.
pentosus (PE99). Diferindo do que foi encontrado em estudo realizado por Araujo
(2017), onde se realizou a avaliacédo de 20 cepas de BAL isoladas de queijo de coalho

do sertdo paraibano, e apenas 25% (05/20) apresentaram potencial probiético.

4. Consideracgdes finais

As bactérias acido laticas, isoladas de queijo de coalho artesanal do agreste
meridional de Pernambuco, apresentaram bons resultados quanto a sensibilidade a
antimicrobianos e capacidade de sobrevivéncia as condicfes simuladas do TGI, o que
as tornam promissoras candidatas a evolucdo dos testes de avaliacdo do potencial
probidtico.

Visando desta forma a realizacdo de uma selecdo segura desses
microrganismos e uma melhor compreensdo quanto os mecanismos probidticos que
envolvem sua acéao e futuras aplicacdes biotecnolégicas e industriais, recomenda-se
gue as cepas L. lactis susp. lactis (PE3, PE38, PE41, PE44, PE54, PE66, PE88, PEQO,
PE111, PE143, PE152, PE62, PE60, PE61, PE63, PE156), S. lutetiensis (PE68,
PEG69), L. garvieae subsp garvieae (PE119), L. paracasei subsp tolerans (PE87) e L.

pentosus (PE99) sejam utilizadas para dar continuidade nos estudos.
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