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RESUMO

Por muitos anos, pesquisas e desenvolvimento de produtos relacionados a microrganismos
probioticos manteve-se focado principalmente no grupo de bactérias acido laticas (BAL). No
entanto, estudos sugerindo o uso de leveduras como probidticos tém despertado o interesse de
varios autores, isto porque, as unicas espécies de leveduras disponiveis no mercado,
atualmente, sdo Saccharomyces boulardii e Kluyveromyces fragilis. No presente estudo, 85
cepas de leveduras foram isoladas de amostras dos fermentos enddgenos naturais (pingo e
rala), utilizados para producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) da regido do Serro-MG, e
identificadas pelo método de espectrometria de massa MALDI-TOF. Além disso, analises
enzimaticas e propriedades probioticas dessas cepas foram avaliadas. Pela técnica de MALDI-
TOF, foi possivel identificar nove espécies de leveduras, sendo elas: Yarrowia lipolytica,
Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Candida infanticola, Candida mesentérica,
Candida catenulata, Candida intermédia, Trichosporon japonicum e Meyerozyma
guilliermondii. Na avaliacdo da atividade enzimadtica, sete leveduras demostraram atividade
lipolitica, sendo elas pertencentes as espécies Y. lipolytica e T. japonicum. Por outro lado, 22
1solados de leveduras apresentaram atividade proteolitica, pertencentes as espécies de Y.
lipolytica, K. ohmeri e K. lactis. Todos isolados avaliados demonstraram tolerancia a
condi¢do de acidez gastrica com pH 2,0 e 69 isolados suportaram a presenca de sais biliares
(0.3% oxgall). Quanto ao teste de autoagregacdo e hidrofobicidade, que avaliam
caracteristicas de superficie celular 12 isolados demonstraram consideravel capacidade de
autoagregacao (> 30%) e hidrofobicidade (> 90,0%). Todos isolados selecionados
demonstraram co-agregacdo com Salmonela sp., Eschericha coli e Listeria monocytogenes
superior a 30 %. Dentre estes, dois isolados pertencem a espécie Y. lipolytica e dois a espécie
K. ohmeri apresentaram resisténcia aos antibioticos avaliados (Netilmicina, Norfloxacino,
Sulfazotrin, Nitrofurantoina, Cefazolina e Acido pipemidico). Nenhuma levedura apresentou
atividade antagonica contra os patogenos avaliados. Os resultados obtidos demonstram que
estes quatro isolados de leveduras (pertencentes as espécies Y. lipolytica e K. ohmeri)
provenientes do processo produtivo do QMA apresentam potencial probidtico, € que poderdo

ser futuramente avaliadas em ensaios iz vivo € ensaios clinicos.

Palavras chave: 1. Queijos 2. Fermentos Endégenos 3. Pingo 4. Rala 5. Leveduras 6.

Probioticos



ABSTRACT

For many years, research and product development related to probiotic microorganisms
have mainly focused on the lactic acid bacteria group (LAB). However, studies suggesting the
use of yeasts as probiotics have increased many authors' interest because only the
yeast Saccharomyces boulardii and Kluyveromyces fragilis are commercially available. In the
present study, 85 yeast strains were isolated from samples of natural endogenous cheese
ferment (pingo and rala), used to produce Minas Artisanal Cheese (QMA) in the Serro-MG
region, and identified by the MALDI-TOF mass spectrometry method. Furthermore,
qualitative enzymatic analyzes and probiotic properties of these strains were evaluated. By
using the MALDI-TOF technique, it was possible to identify nine yeast species: Yarrowia
lipolytica, Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Candida infanticola, Candida
mesenteric, Candida catenulata, Candida intermedia, Trichosporon japonicum and
Meyerozyma guilliermondii. Regarding enzymatic evaluations, seven yeasts showed lipolytic
activity, belonging to Y. lipolytica and T. japonicum species. While 22 yeast isolates showed
proteolytic activity, belonging to Y. lipolytica, K. ohmeri and K. lactis species. All evaluated
i1solates demonstrated tolerance to gastric acidity with pH 2.0, and 69 isolates supported bile
salts (0.3% oxgall) presence. Regarding the auto-aggregation and hydrophobicity assays,
which evaluates cell surface characteristics, 12 isolates demonstrated capacity for auto-
aggregation (> 30%) and hydrophobicity (> 90.0%). All selected isolates exhibited co-
aggregation with Salmonela sp., Eschericha coli, and Listeria monocytogenes greater than
30%. Amongst them, two isolates belonging to the species Y lipolytica and two K. ohmeri
showed resistance to the evaluated antibiotics (Netilmicina, Norfloxacino, Sulfazotrin,
Nitrofurantoina, Cefazolina e pipemidico acid). No yeast showed antagonistic activity against
the pathogens being assessed. The obtained results demonstrate that four yeast isolates
(belonging to Y. lipolytica and K. ohmeri species) from the QMA production process have

probiotic potential and may be evaluated in the future by in vivo and clinical trial experiments.

Keywords: 1. Cheeses 2. Endogenous Ferments 3. Pingo 4. Rala 5. Yeasts 6. Probiotics
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1 INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) ¢ considerado o produto final elaborado a partir do
leite cru adicionado do coalho e "pingo" (soro que escorre do queijo de 12 a 24 horas apods a
fabricacdo). O pingo possui grupo microbiano diverso e complexo, incluindo bactérias
lactofermentativas e leveduras, que conferem ao queijo o seu sabor caracteristico (MINAS
GERALIS, 2002a). Alguns produtores, em substitui¢ao ao uso do pingo, utilizam a “rala” como
fermento enddgeno para resolver problemas de textura dos queijos que surgiram com a troca
das bancadas de madeira por arddsia ou inox. A rala consiste no resultado do queijo fabricado

em remessa anterior, que apos o periodo de maturagdo, ¢ ralado e utilizado (OLIVEIRA,

2018).

O QMA sobreviveu as pressoes, apesar da modernizagdo dos processos de produgao,
que além de ter influéncia de tradi¢des familiares, mantinham a fabricagcdo em propriedades
afastadas dos grandes centros comerciais, espalhadas por colinas e vales do Estado de Minas
Gerais. Isso favoreceu para que se preservassem produtos com caracteristicas individuais e de

valor social, cultural e econdomico (EMATER, 2009).

Oito regides sdo reconhecidas no Estado de Minas Gerais pela produgdo de Queijos
Artesanais, sendo elas a regido do Serro, Canastra, Cerrado, Araxd, Campos dos Vertentes,
Triangulo Mineiro, Serra do Salitre e Serra da Mantiqueira (Figura 1), sendo esta tltima
reconhecida pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) em junho de 2020, através da
portaria n° 1985 (IMA, 2020). O mérito destinado a essas regides configura- se pelo alto
indice de producdo anual de queijos, além de caracteristicas especificas que individualizam o
produto. No ano de 2019 foram produzidos em média 50 mil toneladas/dia e 219 mil
toneladas/ano de QMA por um total de, aproximadamente, 9 mil produtores estaduais

(EMATER, 2019).
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Figura 1- Regides produtoras de queijo Minas artesanal em Minas Gerais
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Fonte: Adaptado de Amarante, J. O. A.Regides demarcadas.

O QMA ¢ um produto resultante de uma juncao de fatores, sendo eles: socioculturais,
pois criaram um modo individual de fazer os queijos que vai desde a manipulacdo do leite,
dos coalhos, do soro (pingo), das massas e até mesmo de cura; fatores econdmicos que estdo
associados a expressiva fonte de renda para numerosas familias da regido; fatores fisico-
naturais (como relevo, clima, vegetacdo, populacdo microbiana) que propicia ndo apenas
pastagens tipicas, como também o desenvolvimento de bactérias e leveduras especificas
possiveis apenas nos microclimas ali existentes (EMATER, 2009).

Uma caracteristica importante na producdo de QMA ¢ que comumente ndo se faz o
uso de culturas iniciadoras comerciais, sendo este papel realizado pela populagdo microbiana
lactica propria do ambiente, do leite cru e do fermento enddgeno (pingo ou rala) nas regides
produtoras desse queijo. Dentre a microbiota presente no leite cru e no fermento endogeno, as
mais conhecidas e estudadas sdo as bactérias do grupo acido lactico (BAL) e uma diversidade
de leveduras (DORES; FERREIRA, 2012).

Nos tempos atuais, cada vez mais se pesquisa sobre o desenvolvimento de alimentos
funcionais que contém microrganismos probidticos para promog¢ao da saude e prevencdo de
doengas (SAAD, 2006). Os probioticos sao descritos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e pela Food and Agriculture Organization (FAO) como
microorganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo

efeitos benéficos a satide do individuo (ANVISA, 2002; FAO/WHO, 2002). Ainda, ¢ possivel
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encontrar na literatura embasamentos cinetifcos que descrevem os probidticos como
microrganismos vivos que conferem efeitos benéficos ao hospedeiro, quando administrados
na quantidade adequada. (HILL et al., 2014).

Nas ultimas décadas, houve um perceptivel e minucioso aumento nas
investigacdes/pesquisas relacionadas a cepas probioticas selecionadas, a fim de avaliar as
implicagdes no organismo humano (OUWEHAND; SALMINEN; ISOLAURI, 2002).
Contudo, ¢ notavel que a maioria das cepas probioticas descritas na literatura e
comercializadas pertencem ao grupo de bactérias acido lacticas (BAL), especialmente
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Embora estudos avaliando potencial probiotico de
leveduras vem aumentado ultimamente, as unicas espécies disponiveis no mercado para
consumo humano sdo Saccharomyces boulardii e Kluyveromyces fragilis (CZERUCKA;
PICHE; RAMPAL, 2007; CHEN et al., 2014). Entretanto, tem-se comprovado que algumas
espécies de leveduras conferem beneficios ao organismo humano por serem tolerantes as
condi¢des impostas ao trato gastrointestinal (TGI), resistentes as acdes de antibiodticos, isentas
na disseminacdo dos genes de resisténcia para patdgenos, bem como faceis de serem
eliminadas apds a interrup¢ao do consumo probidtico.

Dessa forma, a presente pesquisa visou identificar leveduras isoladas de fermentos
enddgenos de QMA (pingo e rala), bem como avaliar o potencial enzimatico e probidtico

destes isolados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Identificar e avaliar o potencial enzimatico e probidtico de leveduras isoladas de amostras de

fermentos endogenos (rala e pingo) de QMA da microrregiao do Serro-MG.

2.2 Objetivos Especificos

< Identificar as leveduras pela técnica de MALDI-TOF.

< Auvaliar qualitativamente a produgdo de lipases e proteases pelos isolados de leveduras.

< Avaliar propriedades probioticas das leveduras isoladas, tais como tolerancia as

condigdes do TGI, hidrofobicidade, antibiograma, autoagregacdo, co-agrega¢do com

patdgenos e antagonismo contra patdgenos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Queijo
3.1.1 Historico do queijo no mundo

Multiplas teorias divergem sobre o marco inicial para o surgimento do queijo como
produto final e das técnicas de fabricagdo empregadas. Mas fato ¢ que, a producio de queijos
¢ um dos métodos mais antigos de conservacao do leite e, relatos documentados descrevem
sua origem em torno de 10.000 a.C. com o inicio do pastoreio (MASUI; YAMADA, 1999).

Especula-se que na Mesopotamia, mais precisamente na localiza¢do entre os rios Tigre
e Eufrades atual regido do Iraque e Kuwait, por volta de 6.000 a.C., ocorreu a implementagao
do cultivo de plantas e a criagao de animais pela populagdo local, com a finalidade de obterem
seus proprios alimentos (FOX et al., 2000). Dessa forma o leite além de consumido de forma
cru (in natura), transformou-se em subprodutos, sendo o queijo um deles.

Ja no periodo da Roma antiga nota-se que a fabricagdo de queijos era tecnicamente
aprimorada e considerada inovadora para a época. Neste cendrio surge o processo de
maturacdo. As casas eram adaptadas com ambientes especificos para a produgdo e “cura” dos
queijos, e estes disponibilizados a toda populacdo, desde os nobres aos soldados (PERRY,
2004).

Entretanto, o crescimento exponencial da fabricacdo de queijos teve inicio no final do
século XIX e inicio do século XX (PERRY, 2004). Alcangou paises da Europa, Oriente
M¢édio, Oceania, Américas do Sul e do Norte (BERGER et al., 1997). Tornou-se um produto

de consumo global, com centenas de variedades.

3.1.2 Queijo artesanal no Brasil

Sabe-se que o ponto de partida da pecuaria leiteira no Brasil sobreveio logo apos o
descobrimento, no periodo em que foram introduzidos os primeiros rebanhos de criagdo em
Sao Vicente — SP, por Martim Afonso de Souza em 1534. A edificagdo histdrica exata torna-
se dificultada devido a baixa quantidade de mengdes sobre esta época (LEANDRO, 1987;
DIAS, 2006).

Referéncias comprovam que a primeira queijaria brasileira foi identificada na vila de
Sao Salvador, Estado da Bahia no ano de 1581 (DIAS, 2010). Mas, foi em meados do século
XVI ao final do século XVII, época caracterizada pelos ciclos da cana-de-aglicar e do ouro,
que a producdo de queijos torna-se expressiva e rentavel economicamente nas regioes de

Minas Gerais e no Sul do pais, sendo estes fabricados de forma rudimentar e nas propriedades
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dos produtores (LEANDRO, 1987; DIAS, 2010).

No século XIX, inicia-se uma acentuada temporada da fabricagdo de queijos e a
fundacao de queijarias industriais, sendo a primeira delas localizada em 1888 na vila de
Mantiqueira, em Minas Gerais (DIAS, 2010). Contudo, a principal regido produtora de
queijos neste periodo também situada em Minas Gerais, foi a regido do Rio Grande, local de
onde os produtores transportavam mercadorias ao Rio de Janeiro (ALMEIDA;

FERNANDES, 2004).

A procedente chegada de imigrantes ao Brasil, durante os séculos XIX e XX,
possibilitou abundancia, variedade e qualidade na fabricagdo de queijos no pais,
principalmente em relacdo as regides Sudeste e Sul. Apos alguns séculos desde a vinda dos
rebanhos ao Brasil, percebe-se o notavel crescimento na produgdo e comercializacdo de
queijos no pais, bem como conquistas dedicadas aos produtores, especialmente a partir do ano

de 2002, fortalecida em 2012 (SERTAO BRAS, 2017).

3.1.3 Queijo Minas artesanal

O QMA ¢ possivelmente o mais antigo e tradicional queijo brasileiro, tendo inicio a
sua producao no século XIX (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994). No Estado de Minas
Gerais, foi introduzido pelos colonizadores Portugueses, procedentes da regido da Serra da
Estrela, ha alguns séculos, quando as primeiras fazendas de gado se constituiram, para dar
suporte a prospera exploragdo de ouro e diamante (EMATER, 2009). Atualmente, Minas
Gerais mantem a lideranga nacional na produ¢do de queijos, colaborando com um quarto da

producao total no pais (ABRAS, 2019).

Através das condigdes ambientais como solo e clima de cada uma das regides
produtoras de queijo artesanal no Estado, € possivel individualizar e caracterizar os queijos,
com gosto, consisténcia, cheiro, microbiota e aparéncia proprias. Ao designar as
microrregioes queijeiras foram consideradas a vegetacdo predominante, altitude, temperatura
média anual e processo de produ¢ao (MENESES, 2006).

E um produto tradicionalmente encontrado na mesa cotidiana das familias mineiras de
todas as classes sociais, seja nas grandes e pequenas cidades como na zona rural. Servido
puro, acompanhando um café¢ ou em receitas como o tradicional pao de queijo, o queijo €
sindnimo de hospitalidade e socializagdo. Fazer e comer queijo sdo considerados a identidade

cultural do estado de Minas Gerais (IPHAN, 2008).
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O Queijo Minas Artesanal, que ja ¢ destaque no estado de Minas Gerais e, no Brasil,
vem também adquirindo reconhecimento internacional, recebendo premiagdes no concurso
Mondial du Fromage de Tours, realizado em junho de 2017 na Franca. Os produtores das
microrregioes mineiras concorreram com 20 paises e 700 tipos de queijo e conquistaram 11
medalhas, sendo um deles o prémio Super Ouro para o queijo produzido em Araxa. O queijo
do Serro recentemente produzido por Tulio Madureira e nomeado “Queijo do Gir” foi
premiado com medalha de bronze (EMATER, 2017).

O reconhecimento desta produgdo de mais de trés séculos, como patrimonio imaterial
do Estado de Minas Gerais e a legislacdo para estabelecer critérios de produ¢do do QMA, tém
motivado pesquisas focadas na melhoria das condi¢des das queijarias sem descaracterizar a
producdo, oferecendo seguranca aos consumidores, além de investimento para fomentar as

etapas do processo (MENESES, 2006; DORES; FERREIRA, 2012).

3.1.4 Produgdo queijeira na regido do Serro

A edificagdo histérica da tradicional producdo de queijo artesanal na regido do Serro
se assemelha com a historia da cidade que lhe d4 o nome. Com o declinio processual do ciclo
do ouro, fez-se necessario investir e intensificar as atividades rentaveis em outros setores
econdmicos, no qual, o setor agropecudrio se destacou. Nessa perspectiva, o queijo foi o
produto de relevante fomento que garantiu sustentabilidade para a regido. E, de forma
gradual, tornou-se emblema de representacdo cultural pelo sabor e modo de produgao

caracteristicos (EMATER, 2009).

Nas primeiras décadas de producdo, todos os ingredientes utilizados para fabricacdo
do queijo artesanal do Serro eram obtidos nas propriedades rurais dos proprios produtores. O
unico ingrediente proveniente dos centros urbanos era o sal. Ainda nos tempos atuais, grande
parte desta tradicdo continua sendo preservada, através dos ensinamentos repassados pelas

geracdes familiares.

De acordo com o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), a regido do Serro ¢
representada por onze municipios queijeiros: Alvorada de Minas, Concei¢ao do Mato Dentro,
Dom Joaquim, Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabinopolis, Santo Antonio do Itambé,

Serra Azul de Minas, Serro e Coluna.

Ao considerar os padrdes culturais de fabricagdo, o queijo do Serro exibe consisténcia

semidura, textura compacta, tom branco-amarelado, de paladar brando ao ligeiramente acido.
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Com forma cilindrica pesando até 1 kg, altura de aproximadamente 5 cm (BARROSO;
GONCALVES; BARBOSA, 2002). E caracterizado de forma individual, através de um
conjunto de fatores como a altitude, clima, umidade do ar, alimentacdo das vacas, que se
relacionam diretamente com a populagdo microbiana presente no produto final.

Alguns produtores da regido do Serro estdo se aderindo ao novo fermento endégeno
denominado como “rala” ou “isca”. A troca do “pingo” pela “rala” por alguns produtores se
deu apods a implementacao da Lei Estadual n® 14.185/2002 e portaria n® 523 de 3 de julho de
2002 que regulamentou a producdo artesanal do queijo do Serro (MINAS GERALIS, 2002a;
2002d). A lei solicita a utilizagdo de instalagcdes definidas pelo IMA. O Instituto define que o
material das bancadas deve ser: ago inoxidavel, ardosia, fibra de vidro ou granito. Segundo os
produtores com a troca das bancadas de madeira, o “pingo” perdeu suas qualidades
microbioldgicas, consequentemente alterando as caracteristicas sensoriais do queijo,
principalmente a textura. Isto culminou na obtengdo de queijos mais macios,
descaracterizando o queijo do Serro (IPHAN, 2008).

A “rala” ¢ o fermento enddégeno que vem resolvendo o problema da textura,
originando um queijo mais firme, o que ¢ comprovado pelos menores valores de umidade
presente no produto. Este fermento ¢ obtido a partir do queijo ralado, que ¢ adicionado no
fundo do tanque de recepgdo do leite (IPHAN, 2008). No entanto, pouco se sabe sobre as

modifica¢des microbioldgicas ocorridas por essa modificagdo do processo de produgao.

3.1.5 Legislagao

A inocuidade dos alimentos ¢ o termo utilizado como referéncia ao conjunto de
medidas que garantem que os alimentos ndo prejudiquem a satde ou integridade fisica dos
consumidores. Sao acdes preventivas que ocorrem através do controle de agentes patoldgicos.
O acometimento de doencas com origem alimentar provoca danos que sdo desagradaveis e
podem ser fatais ao homem, além de perdas econdmicas para setores como o comércio
(FAO/OMS, 2006).

A produgdao do QMA demanda condi¢des de manipulagdo elevadas, além de fazer uso
do leite cru. Isso permite que a complexa populagdo microbiana do produto fique preservada,
mas o risco de contaminacdo torna-se exponencialmente maior. Por isso, atos normativos
especificos foram elaborados ao longo dos anos com a finalidade de regulamentar o processo
de fabricacao e comercializagdo do queijo Minas.

A legislacao de referéncia para os queijos produzidos no pais era a portaria n° 146 de
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07 de margo de 1996, que regulamentava a qualidade dos produtos lacteos. Neste documento,
instituiu-se a obrigatoriedade da etapa de pasteurizacdo ou procedimento térmico similar
como forma de tratamento do leite. Eram isentos de pasteurizagdo os leites destinados a
queijos com tempo de maturagdo igual ou superior a 60 dias (BRASIL, 1996).

Contudo, os queijos artesanais produzidos em Minas Gerais além de serem fabricados
com leites que ndo passavam pela etapa de pasteurizagdo, nao permaneciam maturados por 60
dias (DORES, 2007). Assim, com o intuito preservar a qualidade do queijo artesanal no
Estado, o governo de Minas Gerais no ano de 2002, implementou a lei n® 14.185 de 31 de
janeiro. Ela aponta a forma de produ¢do do queijo artesanal e caracteriza este como um
produto elaborado de acordo com a tradi¢cdo e cultura da respectiva regido no Estado.
Estabelece normas sobre parametros fisico-quimicos, microbioldgicos, controle sanitirio do
rebanho, instalagdes de queijarias, cadastramento, dgua para producdo do queijo, rotulagem,
higiene, equipamentos, transporte, comercializa¢do, infragdes e penalidades (MINAS
GERALIS, 2002a).

Ainda em 2002, nas portarias n° 517 e 518 de 14 de junho, em parceria com o Estado,
o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) — oOrgdo destinado a execugdo de politicas
publicas, controle e certificagdo dos produtos agropecuarios (IMA, 2002) — dispos de
complementos a legislagdo, nos quais foram definidas regras higiénicas para rebanhos sadios
fornecedores de leite e prevencdo a zoonoses, como a brucelose (MINAS GERAIS, 2002b).
Além disso, estabeleceram-se condigdes técnicas para a producdo do QMA (MINAS
GERALIS, 2002c). E, em 3 de julho de 2002, a portaria n® 523 passa a ser vigente tratando
sobre as boas praticas de manipulacdo e técnicas higiénico-sanitarias (MINAS GERAIS,
2002d)

Na perspectiva de redefinir o tempo de maturagdo do queijo, que quando maturado no
periodo minimo de 60 dias, tem a descaracterizacao do produto e danos econdmicos, o Estado
estabeleceu a Instrugdo Normativa n° 15 de 15 de dezembro de 2011. E, dessa forma, passa a
ser concedida a possibilidade de fabricacdo do QMA com a maturacdo em um periodo inferior
a 60 dias, desde que haja relatos cientificos que comprovem a reducao de riscos para a saude
dos consumidores e que ndo comprometa a qualidade e seguranca do produto (BRASIL,
2011).

No ano de 2012, revogando a lei n® 14.185 de 2002, fica estabelecida a lei estadual n°
20.549 de 18 de dezembro, com a finalidade de contemplar toda a cadeia produtiva do queijo,

bem como ampliar a producao e propiciar métodos para a regularizacao fiscal e sanitaria do
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produtor (MINAS GERALIS, 2012).

Considerando as caracteristicas especificas das microrregides do Estado, definiram-se
diretrizes para o periodo minimo de maturagdo através da Portaria n® 1305, de 30 de abril de
2013. O IMA categorizou 17 dias como periodo minimo de maturacio do QMA para a
microrregido do Serro e 22 dias para as microrregioes da Canastra, do Cerrado, de Araxa e do
Campo dos Vertentes.

Foi implementada em 14 de junho de 2018 a Lei n® 13.680 para dispor sobre o
processo de fiscalizacdo de produtos alimenticios de origem animal produzidos de forma
artesanal. Anterior a publicagdo dessa lei, o QMA era comercializado entre Estados, desde
que apresentasse o selo do Servigo de Inspec¢do Federal (SIF), pertencente ao Ministério da
Agricultura. Entretanto, apos a san¢do legislativa em questdo o SIF foi substituido pelo selo
Arte (de artesanato) (BRASIL, 2018).

O controle da qualidade dos indculos utilizados como fermentos endogenos (pingo e
rala) no QMA, ¢ outro aspecto relevante no sistema agroalimentar. Apés amplo debate entre
produtores e politicos, foram estabelecidos na Lei Estadual 23.157 de 2018 regulamentos
técnicos sobre o pingo. O pingo (soro fermentado ou soro-fermento) € considerado pela Lei
como uma das matérias-primas necessarias para a elaboracio do QMA (MINAS GERAIS
2018). Quanto a rala, nenhuma legisla¢do faz referéncia da sua utilizagcdo para a fabricagdo
desse produto.

Em 18 de julho de 2019 houve a publicacao da Lei n° 13.860 que condiz com uma
reivindicagdo antiga dos produtores. Nela, fica permitida a comercializagdo do QMA a nivel
nacional, desde que, sejam cumpridas as exigéncias impostas por essa Lei. Para importagao,
deverdo ser atendidas, também, as normas estabelecidas pelo pais importador (BRASIL,
2019).

A normativa mais recente tratando-se das regulamentagdes de producdo e
comercializacdo do QMA corresponde a Portaria IMA n°® 1.969, de 26 de margo de 2020 que
revoga a Portaria IMA n°® 1.305, de 30 de abril de 2013. O instituto agropecuério ao fazer o
uso de suas atribui¢des em editar normas sobre QMA definiu o periodo minimo de maturagao
do QMA de 14 dias para a microrregidao de Araxa. Nas demais microrregioes nao ocorreram
modificacdes quanto ao tempo de maturagdo (IMA, 2020). Além disso, considerando o
cenario pandémico provocado pela disseminagdo do virus Sars CoV-2, popularmente
conhecido como Covid-19, toda a cadeia produtiva do QMA deve seguir rigorosamente o

protocolo de seguranga disponibilizado pelo Ministério da Saude, assim como as diretrizes
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estabelecidas no Regulamento Sanitério Internacional.

3.2 Probidticos
3.2.1 Historico

A definicdo da palavra probidtico vem de origem grega e faz meng¢do ao termo “pro-
bios” que significa para a vida (FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999; OLIVEIRA et al., 2002).
Ha relatos de que ao final do século XIX, na Francga, o pediatra Henry Tissier ao fazer analise
clinica, concluiu que criancas com bem-estar apresentavam grande quantidade de
bifidobactérias nas fezes, enquanto criangas com quadro clinico de diarreia exibiam auséncia
desse género bacteriano (FAO/WHO, 2001).

Em 1907, Ilya Metchnikoff, verificou a longevidade de camponeses que apresentavam
habito alimentar com grandes volumes de leite fermentado. A fermentacdo era concretizada
por bactérias produtoras de acido latico presentes no leite e caracterizavam redugdo do indice
de cancer no intestino e prote¢ao ao TGI (trato gastrointestinal).

Entretanto, foram os cientistas Lilly & Stillwel, que no ano de 1965 fizeram pela
primeira vez referéncia ao termo probidtico, para mencionar o efeito promotor de crescimento
que era exercido por determinados microrganismos. Anos depois, em 1974, Parker
determinou os probidticos como microrganismos ou elementos capazes de colaborar para o
equilibrio intestinal (GOLDIN, 2011).

Atualmente, de forma global, eles sdao definidos como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002; HILL et al., 2014). No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) estabeleceu critérios de acordo com a RDC n°241, de 27 de julho de
2018, para a sele¢ao e uso probidtico em alimentos. A avaliacdo baseia-se em fatores como:
confirmacdo da linhagem do microrganismo, qualidade e efeito protetor. Essas
regulamentagdes para probidticos estdo disponiveis no Guia para instru¢do processual de
peticdo de avaliacdo de probidticos pra uso em alimentos (ANVISA, 2019).

No mercado, a populacdo microbiana comumente utilizada como probidticos ¢
diversa, incluindo bactérias como: Lactobacillus acidophilus, L. sporogenes, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. reuteri, L. fermentum, L. brevis, L. casei, L. paracasei, L. gasseri, L. crispatus,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. adolescentis, B. longum, B. brevis, B. lactis, B.
animalis; Leuconostoc mesenteroides; Enterococcus faecium, e leveduras como:

Saccharomyces cerevisiae e S.bourlardii (AMARA; SHIBL, 2015).
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Muitos produtos alimentares contendo microrganismos probioticos sdo categorizados
como alimentos funcionais com potencial terapéutico de prevencdo a acometimentos
patologicos (TRIPATHI; GIRI, 2014). Isto porque, ao disputarem pela colonizagao intestinal,
induzem a propaga¢do de microrganismos benéficos que potencializam os mecanismos de

defesa.

3.2.2 Microbiota intestinal

Por todo trato gastrointestinal ¢ possivel encontrar colonizagdo microbiana. Do ponto
de vista anatomico, a por¢do entérica caracteriza-se por ser um complexo sistema do
organismo humano. E composto por intestino delgado (que se porcionam em duodeno, jejuno
e ileo) e intestino grosso. Conjugados, sdo responsaveis pela digestdo, absorcdo e transporte
de nutrientes. Na regido do colon (intestino grosso), tem-se a incidéncia maior em quantidade
e diversidade de espécies microbianas. Isto ocorre, pois, nessa regido ha auséncia de secregdes
intestinais e profuso suprimento nutricional. No estdmago e intestino delgado as condigdes
sdo desfavordveis, pois apresentam acdes do suco gastrico, sais biliares, secrecdes
pancreaticas e peristaltismo elevado (intestino delgado), além disso, essa regido conta com o
transito alimentar acelerado, o que dificulta o processo de colonizacdo (CORPO HUMANO,
2006).

Durante o periodo gestacional, o feto ndo possui microbiota no TGI. Posterior ao
nascimento, a microbiota comega a ser estabelecida e, ao longo dos anos atinge a maturidade
intestinal. Esse desenvolvimento ¢ especifico para cada individuo e influenciado por
condi¢cdes como: a situacdo nutricional materna, tipo de parto, interacdo fisiologica,
alimentagdo, fatores ambientais externos, predisposi¢do genética entre outras (VAARALA,
2003; ANDOH; FUJIYAMA, 2006; PENDERS et al., 2006; BEDANI; ROSSI, 2009; NEU,
2012).

Logo ao nascer, a colonizagdo intestinal ¢ determinada no recém-nascido por meio do
contato com a mucosa vaginal materna (NURIEL-OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016).
Contudo, pesquisas recentes especulam que o processo de lactagdo tem papel determinante no
transporte de microrganismos. Segundo a teoria, as bactérias seriam capazes de atravessar o
epitélio intestinal materno e migrarem para outras regioes, tais como as glandulas mamarias

(HARMSEN et al., 2000; FUNKHOUSER; BORDENSTEIN, 2013; RODRIGUEZ, 2014).

Em individuos adultos sadios, a composicdo microbiana que coloniza a microbiota
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intestinal, pode ser classificada em: autoctone (permanente) que se conserva fixo no
organismo. E, mesmo que o hospedeiro apresente desequilibrio no TGI, esta microbiota, em
especifico, consegue se recompor rapidamente; e aldctone (transitoria) que se refere a
microrganismos de origem nao-patogénica, capazes de conservar-se no organismo por tempo

determinado, como horas ou dias (TANNOCK, 1995; BRANDT; SAMPAIO; MIUKI, 2006).

Do ponto de vista funcional, ¢ notavel que a maioria dos probioticos ndo atuam no
TGI de forma permanente, contudo, estudos denotam que o tempo de acao ¢ eficaz para que

ocorra a modulagdo intestinal (BEDANI; ROSSI, 2009).

Estima-se que haja uma variabilidade de mais de 500 espécies distintas de
microrganismos que possam colonizar o TGIL. Grande parte destes sdo considerados
inofensivos ao hospedeiro e desempenham a importante funcao de defesa sobre a indesejavel
presenca de microrganismos patogénicos (ISOULARI; SALMINEM; OUWEHAND, 2004).
Mas, ainda assim, ¢ inevitdvel o comparecimento esporadico de microrganismos que
provocam efeitos deletérios ao organismo. As espécies mais comuns sdo bactérias como
Escherichia, Enterococcus faecalis, Bacteroidaceae e outras (PARENTE; RICCIARD;
ADDARIO, 1994). Dessa forma, a indicacdo adequada para o uso de probidticos ¢
preconizada, com o intuito de reparar constantemente a microbiota intestinal, bem como
colaborar com os mecanismos de prote¢do ao organismo (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002;
WILLIAMS, 2010).

3.2.3 Mecanismos de agdo e critérios para sele¢do de cepas probioticas

Diversos processos sdo descritos pela literatura a respeito do modo de acdo dos
probidticos e, apesar de ndo estarem completamente delineados, sabe-se que podem agir de
forma individual ou conjunta. Os principais mecanismos envolvidos na promogao de satde ao
TGI do hospedeiro sdo: modificagdes no metabolismo dos microrganismos, que ocorre
através da atividade enzimatica; modulagdo da resposta imune, por meio da ampliagdo nos
niveis de anticorpos e da atividade de macrofagos; modulacdo da microbiota intestinal, pela
utilizacao de nutrientes e desenvolvimento de substancias antimicrobianas (FULLER, 1989).

A microbiota de procedéncia latica pode conferir beneficios a individuos com
resisténcia a lactose. Isto ocorre pela capacidade em degradar esse carboidrato, por meio da
atividade enzimatica. Bactérias laticas e algumas leveduras fabricam uma enzima denominada

b-D-galactosidase que facilita a desfragmentacdo das moléculas de lactose na mucosa
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intestinal. Essa funcdo ¢ essencial para que o desconforto intestinal seja reduzido e a digestao

facilitada (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

Microrganismos probioticos sdo capazes de modular tanto a resposta imune especifica
quanto a resposta imune ndo-especifica, através do acionamento de macréfagos, citocinas,
produgdo elevada de imunoglobulinas, anticorpos e multiplicagdo de células T (OLIVEIRA et
al.,, 2002; PANCHENIAK, 2005). O mecanismo da microbiota probiotica sobre o sistema
imunologico ocorre sem que haja danos inflamatorios ao hospedeiro. Além disso, o consumo
simultaneo de um ou mais probidticos pode elevar a resposta imune. Entretanto, merece
ressalva, o fato de que nem todas as cepas probioticas possuem a mesma eficacia (KOPP-

HOOLIHAN, 2001; CALDER; KEW, 2002; VAN DE WATER, 2003).

O mecanismo de imunomodulagdo ¢ consequéncia da relacdo dos receptores de
reconhecimento do hospedeiro (PRRs) com as moléculas preservadas da parede celular dos
microrganismos probidticos (MAMPs) (CROSS, 2002; OELSCHLAEGER, 2010). Ela
confere beneficios para o organismo humano ao prevenir possiveis desequilibrios no TGI,
bem como quadros alérgicos e respiratérios. Para isso, € necessario que os probidticos
acionem o tecido linfoide - constituido pelas células intestinais e por placas de Peyer — que
por sua vez, promove a unido dos linfocitos T e B com demais tecidos e produzem

imunoglobulinas (COPPOLA; TURNES, 2004).

A exclusdo competitiva ¢ um mecanismo que, por meio da disputa por sitios de
ligacdo, fabricagdao de substancias antimicrobianas e competi¢cao por nutrientes na mucosa do
TGI, impossibilita a fixacdo de microrganismos patogénicos (KAUR; CHOPRA; SIANI,
2002; GUARNER; MALAGELADA, 2003; REDONDO, 2008).

O equilibrio intestinal proporcionado pelas condigdes funcionais da imunomodulagdo
favorece o controle de alergias alimentares, doengas inflamatorias intestinais, corregdes de

quadros clinicos de diarreia e outros (ISOULARI; SALMINEN; OUWEHAND, 2004).

O uso de cepas probidticas para consumo humano deve seguir critérios de selecdo.
Algumas abordagens podem ser usadas para avaliar a seguran¢a de uma cepa, como: estudos
sobre as propriedades intrinsecas e a farmacocinética da cepa (relacdes dose-resposta e
recuperagdo fecal) e sobre as interagdes entre a cepa € o hospedeiro (SALMINEN et al.,
1998). Ainda, ¢ de extrema necessidade que o microrganismo probiodtico tenha carater nao-
patogénico, seja estavel a acdo dos sais biliares, tolerante a acidez géstrica, capaz de se aderir

e colonizar (mesmo que de forma temporaria) a mucosa intestinal, produzir substincias
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antimicrobianas, e ndo transmitir genes de resisténcia a antibidticos (COLLINS,
THORNTON, SULLIVAN, 1998; LEE et al., 1999; SAARELA et al., 2000; STANTON et al.,
2003).

Mais recente, a ANVISA elaborou um guia dispondo de regulamentacdes sobre a
avaliagdo probiodtica para uso alimentar. O objetivo deste guia consiste em orientar
interessados sobre as normas dispostas a respeito de ingestao de probioticos, além de indicar a
relevancia das legislagdes que comprovem a seguranga ¢ qualidade dos microrganismos com
fins funcionais (ANVISA, 2019).

Ao adotar parametros para selecionar cepas probioticas, determinados atributos sdo
relevantes para garantir a eficdcia, funcdo tecnologica e biologica (SANDERS, 2008). Um
aspecto importante para ser considerado ¢ a dosagem recomendada de ingestdo. Os
probidticos devem ser consumidos a partir de produtos que contenham a minima viabilidade
do microrganismo (TRIPATHI; GIRI, 2014). A dosagem terapéutica disponivel no mercado da
levedura S. boulardii, foi aprovada pela ANVISA em 2016 e trata-se de preparagdes
farmacéuticas liofilizadas em capsulas ou sachés com opgdes de 100 mg contendo 0,5 x 10°
células de S. boulardii e 200 mg com 1,0 x 10° células de S. boulardii. De acordo com as
recomendacdes posologicas devem ser administradas duas capsulas, duas vezes ao dia
(100mg) e duas capsulas uma vez ao dia (200mg) nas alteragdes agudas da microbiota
intestinal e ingeridas uma capsula, duas vezes ao dia (100mg) e uma capsula uma vez ao dia

nas alteragdes cronicas da microbiota intestinal (FLORATIL, 2016).

3.2.4 Efeitos benéficos dos probidticos

As espécies microbianas com evidéncia por serem utilizadas para fins probidticos
configuram-se no grupo BAL, com destaque para os Lactobacillus spp. € Bifidobacterium
spp. Os géneros comumente disponiveis no mercado sao formulados a base de Lactobacillus
acidophilus, L. casei e L. rhamnosus. Ainda, ¢ possivel encontrar produtos compostos com
cepas de Enterococcus e Bacillus (FERREIRA; TESHIMA, 2000).

As BAL favorecem a integridade da microbiota intestinal. Esse processo ocorre
através da fabricacdo de substincias como o perdéxido de hidrogénio e compostos
antimicrobianos (4cido latico e 4cido acético). Em concomitancia, essas substancias
acidificam o pH do organismo humano e impedem a proliferagdo de microrganismos
patogénicos (MORALIS; JACOB, 2006). Estudos apontam que o consumo de probidticos a

base de linhagens isoladas do género Bifidobacterium sp., nao conferem implicagdes
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expressivas no TGI (AMAR et al., 2011; BOMHOF et al., 2014; STENMAN et al., 2014). A
ingestdo de cepas de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. associadas sugerem resultados
considerados satisfatorios (ANDREASEN et al., 2010; EJTAHED et al., 2012).

As principais vantagens fornecidas ao organismo humano, através do consumo de
microrganismos probioticos sdo: digestdo eficaz do carboidrato lactose para portadores de
intolerancia; alivio entérico ao quadro clinico de constipacdo intestinal; restricio na
quantidade de colonizagdo de patdégenos no TGI, por meio da producao de compostos
antimicrobianos; modulagdo do sistema imune; reestabelecimento da microbiota intestinal
apds terapia com antibidticos; equilibrio da microbiota intestinal; capacidade elevada de
absor¢ao e producdo dos minerais e vitaminas, respectivamente (TUOHY et al., 2003).

Outros beneficios sugeridos pela literatura consistem na: prevencdo para o risco de
cancer do co6lon; minimizacdo dos sintomas hipertensivos e da incidéncia de doencas
cardiovasculares; reducao nos niveis de colesterol; inibi¢ao da progressao dos danos causados
pela bactéria patogénica Helicobacter pylori (KAUR; CHOPRA; SAINI; 2002; TUOHY et
al., 2003).

A diversidade de cepas de leveduras probidticas utilizadas para fins comerciais, ainda
¢ consideravelmente baixa. Nos ultimos anos, entretanto, percebe-se o interesse de
pesquisadores em explorar os mecanismos e vantagens conferidos ao TGI, provenientes do
consumo de leveduras. Alguns dos beneficios de se trabalhar com esse grupo microbiano,
dao-se pela facilidade de eliminacdo apds suspensdo do tratamento, bem como possivel

utiliza¢do concomitante ao uso de antibioticos (BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al., 1991).

3.3 Leveduras
3.3.1 Leveduras como probioticos

No inicio do século XX, por volta de 1920, o pesquisador francé€s Henri Boulard, ao
procurar por leveduras termotolerantes que fossem viaveis para a fabricacdo de vinhos,
deparou-se com um género de levedura desconhecido. Um dos vilarejos pelo qual ele
trabalhava, havia sido afetado pela epidemia da colera. Foi verificado entdo, que a
comunidade da vila estava consumindo ché com casca de lichia, para o combate dos quadros
de diarreias. O pesquisador ao analisar a casca da fruta tropical, percebeu que ela estava
envolvida por leveduras e que, na realidade, era este microrganismo o responsavel pelo
controle da diarreia. Assim, o microrganismo foi nomeado de S. boulardii e ¢ caracterizado

por ser uma levedura benéfica ao hospedeiro e resistente a temperaturas elevadas
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(MCFARLAND; BERNASCONI, 1993).

A S. boulardii ¢ uma das poucas linhagens de leveduras disponiveis no mercado
atualmente e, é considerada a mais prestigiada. E um microrganismo persistente a a¢do dos
sucos digestivos e de antibidticos. Consegue atingir o colon em altas concentragdes.
Entretanto, sua eficacia no organismo ¢ ocasionada somente através do consumo cotidiano,
pois ela nao coloniza o TGI (GAON et al., 2005). Em torno de 5 dias ap6s a ingestao, nao €
verificado a presenga desse microrganismo mais nas fezes (MARTINS et al., 2005).

A comercializagdo de leveduras como probiodtico teve inicio no ano de 1960, na
Franca, pelo “Laboratoires Biocodex”. Sua utilizagdo para combate as desordens intestinais
esta difundida por todos os continentes (MCFARLAND; BERNASCONI, 1993). No Brasil as
industrias que disponibilizam esse probiotico, utilizam diferentes nomes comerciais tais
como: Floratil (Merck S. A.), Florent (Cifarma), Lactipan (Sigma Farma), Flomicin (Neo
Quimica), Repoflor (EMS Legrand), Florazin (Herald’s do Brasil Ltda) (SORIAK, 2007).

3.3.2 Leveduras em queijos

Nos queijos, as leveduras compdem parte fundamental da microbiota secundaria desse
produto. Sdo responsaveis por caracteristicas especificas, como o flavor e a consisténcia
(EARLY, 1998). Além disso, os queijos apresentam condi¢des que sdo fisiologicamente
favoraveis para a multiplicacdo desses microrganismos, como baixas temperaturas,
quantidade elevada de sal, concentracdes reduzidas de pH e métodos de conservagdo
(JAKOBSEN; NERVHUS, 1996; LOUREIRO, 2000; BERESFORD et al., 2001).

As leveduras sdo capazes de fermentar a lactose, ndo exigem volume elevado de dgua
para se desenvolverem e produzem enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, que
colaboram para liberagdo de compostos percussores de aroma que irdo compor as
caracteristicas sensoriais do queijo (VILJOEN, 2001; LIMA et al., 2009).

As reagdes de lipolise e protedlise sdo os principais processos bioquimicos observados
na maturacao do queijo. As reagdes proteoliticas conferem propriedades sensoriais Unicas aos
queijos, atuando diretamente na textura, além da liberacdo de peptideos. J& enzimas
lipoliticas, estdo mais intimamente relacionadas com a liberagdo de compostos que irdo
conferir sabor e aroma tipicos aos queijos maturados (BERESFORD et al., 2001; GARDINI
et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

Foram utilizadas 85 cepas de leveduras previamente isoladas dos fermentos enddgenos
pingo e rala e pertencente a cole¢do de cultura do Laboratdrio de Biotecnologia da UFVIM. O
cultivo dos isolados foi realizado em meio de cultura complexo Yeast Extract-Peptone-
Glucose (YEPG), com formulacdo para caldo de 2% de glicose, 2% de peptona e 1% de
extrato de levedura. Para o preparo do meio de cultura sélido foram acrescentados 2% de
agar. A incubacao foi a 30° C por 24 horas. Os isolados foram estocados a -20° C em caldo
YEPG contendo 20% de glicerol para conservar a integralidade das linhagens.

As cepas patogénicas de Salmonela sp. COD-18, Listeria monocytogenes COD-09 e
Escherichia coli COD-17, foram cedidas pelo Laboratério de Higiene dos Alimentos do
Departamento de Nutricdo e foram utilizadas nos testes de co-agregacdo com patogenos e
antagonismo contra patdgenos. Essas bactérias foram reativadas em caldo enriquecido Oxoid,

Roskilde, Dinamarca (BHI). O crescimento ocorreu a temperatura de 35° C por 24 horas.

4.2 Identificacao por MALDI-TOF

As 1identificagdes das leveduras ocorreram na Universidade Federal de Lavras
(UFLA), no Departamento de Microbiologia, por meio do reconhecimento das proteinas
ribossdmicas, compativeis com o banco de dados do equipamento de espectrometria de massa
(MALDI-TOF). Para a obtencao de proteinas ribossomicas das leveduras, foram necessarias
que elas fossem extraidas com acido formico. Neste método, a extracdo foi realizada de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante do equipamento (Bruker Biotyper 2.2).
Por¢des de células cultivadas foram transferidas para tubos contendo 300 pl de agua
deionizada, agitadas em vortex por 30 segundos e seguidos por adi¢cdo de 900ul de etanol
puro. A suspensdao foi novamente agitada em vortex por mais 30 segundos e entdo
centrifugadas por 2 minutos a 13000 rpm. Foram, entdo, adicionados 50ul de acido formico
70%, 50ul de acetonitrila ao precipitado, e estes, agitados em vortex e centrifugados por 2
minutos a 13000 rpm. Os precipitados obtidos contendo as células lisadas foram inseridos nas
placas de 96 pocos MALDI flex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) contendo matriz
polimérica, aguardou-se completa evaporacao do liquido e entdo as placas foram inseridas no
equipamento para andlise. A cepa Escherichia coli K12 obtida da cole¢do de culturas
Portuguesa da Universidade do Minho (MUM, http://www.micot eca.deb.uminh o.pt) foi

usada para extragdo de proteinas, que foram entdo utilizadas como padrao para calibragao
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externa do MALDI-TOF MS. As andlises foram realizadas no equipamento MALDI-TOF
microflex LT spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), usando o sistema
automatico MALDI Biotyper 2.2. As analises foram realizadas em triplicata.

A etapa seguinte fundamentou-se na constru¢do do dendrograma utilizando o sofiware
Biotyperlog (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). O programa de informética agrupou as
linhagens de leveduras através da similaridade entre os isolados, baseado no padrao de

espectros obtidos e identificou com base nos espectros presentes no banco de dados.

4.3 Atividade Enzimatica
4.3.1 Avaliacao qualitativa da atividade lipolitica

Os isolados de leveduras obtidos foram submetidos ao teste de atividade de lipase e,
para isto, foi utilizada a metodologia modificada de Sperb et al. (2015). Inicialmente os
isolados armazenados foram reativados em caldo YEPG a 30°C por 24 horas. Para avaliagdo
qualitativa enzimatica, aliquotas (0.00001 L) de suspensdao microbiana foram inoculadas em
meio para analisar atividade lipolitica [1% (m/v) de peptona de caseina, 0.5% (m/v) NaCl,
0.01% (m/v) CaCl2, 1% (m/v) de Tween-80, 1.5% (m/v) agar]. As placas foram incubadas a
30°C por trés dias. A avaliacdo qualitativa da atividade lipolitica foi realizada através da
observa¢do da formacgdo de halos ao redor das colonias. Os halos foram registrados (m) e o
indice de atividade enzimatica (IE) foi calculado através da razdo entre o diametro do halo de
atividade enzimatica e o didmetro da coldnia apos cultivo. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.3.2 Avaliagao qualitativa da atividade proteolitica

Para avaliagdo qualitativa da atividade de protease foi utilizada a metodologia
modificada de Oliveira et al. (2012). As leveduras foram reativadas conforme descrito acima e
inoculadas (0.00001 L) em 4gar YEPG enriquecidos com 0.5% de leite em pd desnatado. As
placas foram incubadas a 30°C por 4 dias. Para leitura dos resultados, as placas foram
totalmente cobertas com HCl 1M e os didmetros dos halos (m) foram registrados. O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.3.3 Teste de tolerdancia ao NaCl

O teste de tolerancia ao NaCl foi realizado utilizando placas de Petri com meio YEPG
acrescentados com 0%, 6%, 9%, 12% e 15% de cloreto de sédio. As leveduras foram
reativadas conforme descrito acima e inoculadas (0.00001 L) em YEPG enriquecidos
acrescentados com 0%, 6%, 9%, 12% e 15% de cloreto de so6dio a 30°C por 4 dias. Para
leitura dos resultados, as placas foram analisadas considerando o crescimento das colonias. O

experimento foi realizado em duplicata.

4.4 Avaliacao probidtica in vitro

4.4.1 Tolerancia a pH 2,0 a temperatura de 37°C

Os 85 isolados foram submetidos ao pH 2,0 sob temperatura de 37°C, conforme
Ramos et al. (2013). As células de leveduras foram plaqueadas em meio de cultura YEPG a
30°C por 72 h. Ap6s, foi preparado caldo YEPG com pH ajustado para 2,0 usando HCI 1 N.
As leveduras foram inoculadas e incubadas por 3h a 37°C. Amostras (10 pL) foram
plaqueadas no tempo Oh e apos 3h, em agar YEPG. Os isolados que conseguiram se

desenvolver em pH 2,0 a 37°C apds 72h foram selecionados para o teste seguinte.

4.4.2 Analise de tolerancia a bile

A capacidade de tolerancia a bile foi realizada de acordo com o método modificado de
Saini e Tomar (2017). Células de leveduras foram plaqueadas em meio de cultura YEPG a
30°C por 72 h. O caldo YEPG foi preparado com a adi¢do de oxgall 0,3% (p/v). As leveduras
crescidas por 72h conforme descrito anteriormente foram entdo inoculadas no caldo com
oxgall e incubadas a 37°C por 150 min. A densidade optica (DO) das amostras foram
avaliadas em espectrofotometro a 600 nm no tempo inicial e final de incubacdo. Para
avalia¢do das leveduras tolerantes, foram selecionadas aquelas que apresentaram o valor de
DO superior, ap6s o periodo de incubagdo, se comparados ao valor de DO prévio a etapa de
incubagdo. Isso mostra que as leveduras selecionadas conseguiram multiplicar-se perante a

presenca dos sais biliares por 150 min, a temperatura similar do TGI.



541
542
543
544
545
546
547

548
549
550
551

552
553
554
555
556
557
558
559
560
561

562
563
564

30

4.4.3 Autoagregagdo

O teste de autoagregacao foi realizado conforme descrito por Kos et al. (2003).
C¢lulas de leveduras foram coletadas a partir de uma cultura de 24h de crescimento em caldo
YEPG, lavadas duas vezes com tampao PBS e ressuspensas em mesmo tampao. Em seguida,
a amostra foi avaliada no equipamento de espectrofotometro com o ajuste do comprimento de
ondas para DOgoonm = 0,6. As suspensdes de células foram submetidas a agitagdo em vortex
durante 10s e, subsequentemente, incubadas a 37°C durante os tempos de Oh e 3h. A

porcentagem de autoagregacao foi determinada usando a equagao:

Autoagregacao (%) = (1- At/A0) x 100

Onde At representa a absorbancia nos tempos t = 3h, e A0 a absorbancia no tempo t =
0 h. Resultados percentuais de autoagregacao (Au%) < 30% foram considerados baixos, entre
30% e 60% intermediarios e > 60% altos. Foram selecionados para testes seguintes os

isolados que apresentaram Au acima de 30%.

4.4.4 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade da superficie celular de cada cepa foi executada por meio da
medicdo de adesdo microbiana a hidrocarbonetos, de acordo com a metodologia citada por
Binetti et al. (2013). Células coletadas a partir de uma cultura de 24h foram centrifugadas
(6000 rpm/10min). A biomassa resultante foi lavada duas vezes com tampao PBS estéril,
ressuspensa no mesmo tampao e avaliada no espectrofotdometro a DOgoonm. Em seguida, fo
acrescentado ImL de xileno para 3mL de suspensdo com posterior agitacdo em vortex durante
2 minutos. Com isso, as amostras foram incubadas durante lh a 37°C e as fases de agua e
xileno foram separadas durante este periodo. Ao término do processo, a fase aquosa foi
extraida e a DOgoonm novamente avaliada. A hidrofobicidade da superficie celular (H%) fo

calculada com a formula:

% H = [(DO0-DO) / DO0] x 100

Onde DOO e DO sao as densidades Opticas antes e depois da extragdo com xileno,
respectivamente. Resultados percentuais de hidrofobicidade (H%) < 90% foram considerados

baixos e > 90% altos. Foram selecionados os isolados que apresentaram %H > 90%.
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4.4.5 Antibiograma

As cepas de leveduras foram testadas frente a diferentes antibidticos, conforme a
técnica adaptada de susceptibilidade a antimicrobianos descritos por Cebeci e Giirakan
(2003). As avaliagdes foram realizadas utilizando placas de Petri contendo Agar Mueller
Hinton (Himedia, India) inoculadas com cada cepa de levedura selecionada, previamente
crescidas por 24 h em caldo YEPG conforme ja descrito. A inoculagdo da levedura foi
realizada por esfregago na superficie do meio de cultura, com o auxilio de swab. Em seguida,
discos de antibidticos com 6mm de didmetro contendo antimicrobianos, foram distribuidos
sobre os meios de cultura e, ap6s 72h a 37°C de incubagdo observou-se se houve a presenca
de halos. Os antibioticos utilizados foram: Netilmicina 30mg (NET), Norfloxacino 10mg
(NOR), Sulfazotrim 25mg (SFT), Nitrofuratoina 300mg (NT), Cefazolina 30mg (CZ) e Acido
Pipemidico 20mg (PP).

4.4.6 Co-agregagdo com patogenos

Para avaliar a co-agregacdo com patdgenos, a metodologia utilizada foi de acordo com
descrito por Kos et al. (2003). As cepas de leveduras foram cultivadas em caldo YEPG por
24h a 30°C, enquanto os patogenos Escherichia coli, Listeria monocytogeneses e Salmonella
sp. foram reativados em caldo BHI durante 24 h a 35°C. Suspensdes de leveduras foram
preparadas conforme descrito no teste de autoagregacdo acima. Volumes iguais (2 mL) de
leveduras e suspensdes de patégenos foram homogeneizados por agitacdo em vortex durante
10 segundos e incubados a 37 °C sem agitacdo 4 h. Os tubos controle continham 2 mL da
suspensdo de cada amostra de levedura. A absorbancia (DOsoonm) das misturas e controles
foram monitoradas ap6s a incubagdo. A percentagem de co-agregacao foi calculada de acordo

com a seguinte formula:

Co-agregacao % = [(Alab + Apat) — 2Amix/(Alab + Apat)] x 100

Onde, Alab e Apat referem-se & DOgoonm da suspensdo de células de leveduras e a
suspensdo de células dos patdgenos, respectivamente em tubos controle, e Amix representa a

absorvancia da suspensdo microbiana mista testada apds 4 h.
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4.4.7 Antagonismo contra patogenos

Para o teste de antagonismo foram empregadas trés metodologias diferentes. A
primeira ¢ conhecida como spot-on-the-lawn e foi executada com base na adaptacdo da
metodologia de Oliveira (2008). Em sintese, as cepas de leveduras foram plaqueadas em meio
de cultura solido YEPG e incubadas por 48 horas a 30°C. As cepas das bactérias Escherichia
coli, Listeria monocytogeneses ¢ Salmonella sp. foram reativadas em meio de cultura liquido
BHI e diluidas em solugdo salina com base na escala Mc Farland, at¢ que atingissem a
populagio de 10%. Em seguida, foi preparado o meio de cultura BHI semi-sélido e ImL da
solugdo de células patogenas foram misturadas ao meio de cultura semi-so6lido. Este meio de
cultura entdo, foi despejado na superficie das placas em que estavam as colonias de leveduras
e as amostras incubadas por 24h.

A segunda técnica denominada de difusdo de pogos e adaptada de Cintas e Miguel
(1995) foi realizada em meio de cultura s6lido BHI. Com o auxilio de uma ponteira estéril,
foram feitos pocos de aproximadamente 6mm no meio de cultura. A por¢ao do meio de
cultura que permaneceu integra foi inoculada por esfregaco com células dos patdogenos
fazendo uso de swab. Nos pocos foram inseridos 20 pl de amostras de leveduras a serem
avaliadas. As placas foram incubadas por 72 h a 30°C. Para ambos os métodos foi esperado o

aparecimento de halo ao entorno das leveduras que apresentem atividade antagonica.

A terceira técnica empregada foi realizada de forma similar ao teste de antibiograma.
Meios de culturas contendo patdégenos previamente crescidos foram inoculados por esfregaco
(com auxilio de swabs) sobre a superficie do meio de cultura Agar Mueller Hinton. Em
seguida, discos de papel filtro de 6 mm de didmetro estéreis foram inoculados com 20 ul de
amostras de leveduras e dispostos sobre as placas contendo os patdgenos. Foram consideradas
positivas, aquelas leveduras que apresentaram halo de inibicao de crescimento do patdgeno ao

redor do disco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacoes das leveduras

Um total de 85 cepas de leveduras foram previamente isoladas de fermentos
enddgenos naturais (pingo e rala) utilizados para produgdo de QMA de dois produtores
diferentes, e, identificadas através da técnica de MALDI-TOF. A identificagdo revelou a

presenca de seis géneros de leveduras e nove espécies (Figura 2).

Os resultados expressos pelo MALDI-TOF foram demonstrados em escores, no qual,
os valores variaram com a minima de 2,09 para Candida catenulata e maxima de 2,40 para
Kluyvermyces lactis. De acordo com o protocolo da empresa fabricante, valores maiores que
1,99 conferem confiabilidade as identificagdes de espécies microbianas. Essas informacoes
reforgam a praticidade e seguranga de uso do método MALDI-TOF para o reconhecimento de
leveduras, conforme também foi descrito nos trabalhos de Usbeck et al. (2014) e Amorin,

Schwan e Duarte (2016).

Figura 2- Numero de cepas e leveduras identificadas através da técnica de MALDI TOF e

amostras de fermentos enddgenos do queijo Minas artesanal da regido do Serro-MG.

B Levduras identificadas

Entre as espécies de leveduras encontradas, destacam-se a prevaléncia de Yarrowia

lipolytica com 50 isolados identificados, seguida pelas espécies Kodamaea ohmeri e
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Kluyveromyces lactis com o total de 13 isolados de cada espécie. O estudo realizado por
Cardoso et al. (2015) com isolados de QMA da regido do Serro, em todos periodos de
maturacao e durante duas estacdes do ano, relata a presenca de grandes quantidades de
isolados de Kodamaes ohmeri, assim como na presente pesquisa. De acordo com o trabalho
de Dias (2000) e Gardini (2006) foram identificadas em diversas amostras de leite e queijos
cepas de Candida intermedia. Outros isolados como, Kluyveromyces lactis, Pichia
membranifaciens € Saccharomyces cerevisiae foram descritas por Lima et al. (2009) estavam
presentes em porgdes de leite, soro de leite, queijo e coalhada.

Conforme Borelli et al. (2006) cepas de Kluyveromyces lactis sdo de relevante
interesse comercial dos laticinios, por serem leveduras com capacidade de fermentar lactose.
Da mesma forma, segundo Freitas et al. (1999), as cepas de Yarrowia lipolytica detém a
importante capacidade de alterar as caracteristicas organolépticas do queijo durante o
processo de maturagao.

Os autores Martinez, Tesone ¢ Quevedo (1986) descreveram que, a existéncia de
microrganismos como as leveduras em queijos se devem por fatores como: contaminacao
durante a produ¢do, manuseio de equipamentos e utensilios ao longo do processo, pela adi¢ao
de sal, através da técnica de maturacao e provenientes do proprio leite utilizado na fabricagao.
E, a distribuicdo dessa microbiota em amostras, pode ser influenciada por razodes fisico-
quimicas, concentracdes salinas e pH (BORELLI et al., 2006).

Ap6s a identificacdo dos isolados, construiu-se um dendrograma para ilustrar a
semelhancga entre as cepas, baseados nos espectros de perfis proteicos obtidos por MALDI-
TOF (Figura 3).

No inicio do estudo foram preparadas 90 amostras para o processo de identificagdo no
MALDI-TOF. Destas, cinco foram destacadas como bactérias, sendo quatro espécies de
Pseudomonas azotoformans e uma Lactobacillus amylophilus. No resultado dessas mesmas
amostras, a segunda possivel probabilidade de identificacio (> 90%) apontavam para
leveduras da espécie Kodamaea ohmeri (assinaladas em vermelho na Figura 3). E, apesar de
terem sido identificadas inicialmente como bactérias, apresentaram caracteristicas
morfoldgicas de colonias e microscopia celular de leveduras. Por motivo de confiabilidade,
foi considerado invidvel verificar o potencial tecnologico e probidtico dessas cinco amostras,
totalizando na pesquisa, a avaliagdo de 85 isolados. Em estudos futuros, serd realizado o

sequenciamento de DNA para confirmar a identidade microbiana das cinco amostras exclusas.
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Figura 3- Dendrograma das leveduras identificadas através de perfis proteicos.
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658 Na Tabela 1, as espécies de leveduras que foram isoladas em cada fermento enddgeno,
659  divididas de acordo com os produtores de cada amostra. A rala apresentou maior variedade de
660 isolados, bem como quantidade. Este resultado pode estar relacionado ao fato de que a rala se
661  caracteriza por ser o queijo maturado e ralado de lotes anteriores. Assim, o complexo de
662  leveduras que se estabelece nesse inoculo € superior ao pingo.
Tabela 1- Isolados de leveduras encontradas em cada tipo de fermento enddgeno.
Rala Pingo
Produtor 1 Yarrowia lipolytica (47) Yarrowia lipolytica (3)
Kluyveromyces lactis (2) Kluyveromyces lactis (11)
Trichosporon japonicum (1) Kodamaea ohmeri (4)
Meyerozyma guilliermondii (1) Candida catenulata (1)
Produtor 2 Kodamaea ohmeri (4 ) Kodamaea ohmeri (5)
Candida mesenterica (1) Candida infanticola (3)
Candida catenulata (1)
Candida intermédia (1)
Total 58 27
663 O estudo de Nobrega et al. (2008) analisou a microbiota de leveduras presentes no
664  pingo de QMA da regido da Canastra e encontrou seis espécies diferentes, sendo elas
665  Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Torulaspora
666  delbruekii, Candida zeylanoides, Kodamaea ohmeri. Enquanto no estudo de Borelli et al.
667  (2006) realizado na Serra da Canastra, a quantidade de leveduras identificadas atingiu o
668  numero de 29 isolados. Esses resultados apontam que a integracao das espécies de leveduras
669  em produtos como o queijo ¢ frequente, de forma a exercerem potencial favoravel no que diz
670  respeito as caracteristicas sensoriais e enzimaticas (produgdo de enzimas proteoliticas e
671  lipoliticas) do produto final (BORELLI et al., 2006).
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Na literatura, atualmente, ndo ha trabalhos cientificos relacionados com a identificagao
e influéncia exercida por espécies de leveduras em ralas de queijos. Os dados apresentados
nesse estudo s3o novos e demonstram serem relevantes, visto que, a quantidade de cultura
microbiana encontrada na rala foi diversa.

A auséncia de embasamento cientifico sobre a rala pode ser justificada, com o fato
deste fermento enddgeno nao ser legalmente reconhecido pelo Estado, além disso, ser um
in6culo opcionalmente incluso na produgdo de queijos exclusivamente da regido do Serro e,
até mesmo pela variabilidade de caracteristicas organolépticas que esse composto pode
apresentar. Foi possivel também observar diferente composi¢cao microbiana entre os fermentos
empregados nas duas propriedades, o que pode afetar as caracteristicas organolépticas dos

queijos obtidos pelos diferentes produtores.

5.2 Atividade enzimatica

Foram avaliadas atividade lipolitica e proteolitica de 85 isolados de leveduras. Dessas,
sete leveduras demostraram atividade lipolitica e 22 proteolitica.

Em relagdo a atividade de lipase, seis isolados do fermento “rala”, sendo eles da
espécie Yarrowia lipolytica e Trichosporon japonicum e um isolado do “pingo” da espécie
Yarrowia lipolytica apresentaram atividade lipolitica que foram avaliadas a partir da formagao

de halos em volta das coldnias e seus respectivos Indices de Atividades Enzimaticas (Fig. 4).

Figura 4- Isolados de leveduras do fermento “rala” e “pingo” que apresentaram atividade de

lipase e os Indices de Atividade Enzimatica (IE).

Levedura IE
QI 1.3 — Yarrowia lipolytica 1,71
QI 2.6 — Yarrowia lipolytica 1,20
QI 5.2 — Yarrowia lipolytica 1,18
QI 9.1 — Yarrowia lipolytica 1,20
QI 10 — Trichosporon japonicum 1,66
QI 11 — Yarrowia lipolytica 1,46
0S 3.2 — Yarrowia lipolytica 1,40

O codigo QI significa fermento endogeno “rala” e QS fermento endoégeno “pingo”.
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As leveduras apresentaram crescimento com um didmetro variando de 0.01 a 0.015 m
e os halos variaram de 0.012 a 0.024 m. Apos realizar o céalculo da razao entre o diametro do
halo de atividade enzimatica e o didametro da colonia, obtivemos resultados entre 1.18 e 1.71
para atividade lipolitica (Figura 4). Segundo Gongalves (2007), quando o resultado do calculo
do IE for igual ou superior a 1.0, o microrganismo ¢ considerado promissor para produ¢do da
enzima.

Houve maior nimero de isolados de leveduras do fermento “rala” promissores para a
produgdo da enzima lipolitica, além de apresentarem maiores IE em comparagdo com os
isolados do “pingo”. A enzima lipase ¢ responsavel por hidrolisar triglicerideos em &cidos
graxos e glicerideos parciais sendo importante na formacdo do aroma, porém ndo afeta a
textura do queijo (BERESFORD et al., 2001).

Ao avaliar a atividade proteolitica das leveduras observou- se que 18 isolados
(31.08%) do fermento “rala” pertencentes a espécie de Yarrowia lipolytica e 4 isolados
(17.39%) do “pingo” pertencentes as espécies de Kodamaea ohmeri e Kluyveromyces lactis
apresentaram resultados positivos apds 3 dias de incubacdo. A porcentagem de isolados de

cada espécie que obtiveram resultado positivo estdo apresentados na Figura 5.

Figura S - Porcentagem de isolados de leveduras de cada espécie que apresentou atividade

proteolitica
Levedura Isolados com atividade

proteolitica*
QI - Yarrowia lipolytica 04,55 % (01)
QI - Yarrowia lipolytica 13,64% (03)
QI - Yarrowia lipolytica 04,55 % (01)
QI - Yarrowia lipolytica 27,27% (06)
QI — Yarrowia lipolytica 09,09 % (02)
QI — Yarrowia lipolytica 18,18% (04)
QI - Yarrowia lipolytica 04,55 % (01)
QS — Kodamaea ohmeri 09,09 % (02)
QS — Kluyveromyces lactis 04,55% (01)
QS — Kluyveromyces lactis 04,55 % (01)

O cadigo QI significa fermento “rala” e QS fermento “pingo”.

*Numeros entre parénteses representa quantidade de isolados positivos.
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A produgdo da enzima protease ¢ de grande importancia para a produgdo de queijos.
Estas enzimas possuem capacidade de hidrolisar as proteinas do leite, liberando peptideos e
exopeptidases, que sdo essenciais para a formag¢do de aroma e textura caracteristicos dos

queijos (BERESFORD et al., 2001; GARDINI et al., 2006).

5.2.1 Teste tolerancia ao NaCl

O teste de tolerancia ao NaCl foi realizado em 48 leveduras (42 “rala” e 6 “pingo”).
Ao analisar os resultados, observou-se que em concentragdes de NaCl de 6%, 9% e 12% das
48 leveduras apresentaram bom crescimento 90% (39 “rala” e 4 “pingo”), 92% (41 “rala” e 3
“pingo”) e 42% (22 “rala” e 0 “pingo”) respectivamente. Ja 73% das leveduras toleraram a
concentragdo de 15% (32 “rala” e 3 “pingo”’) de NaCl, apresentando um pequeno crescimento.

O processo de salga dos queijos € realizado com vdrios intuitos, dentre eles, sabor,
textura, prolonga a vida util do produto realizando o controle microbiano, regular a atuagdo
enzimdtica controlando a etapa de maturacdo. A salga ajuda a controlar o crescimento
microbiano, selecionando a microbiota presente no queijo, devido alguns microrganismos nao
serem tolerantes a concentragdes mais elevadas de NaCl. J4 relacionado a maturagdo, ou seja,
a atividade enzimatica, a etapa de salga controla sua agdo, visto que, lipases e proteases sao
mais ativas em concentragdes de 0.5 a 2.5% de NaCl na umidade, caso sejam submetidas a

concentragdes maiores podera retardar a maturagdo (PAULA et al., 2009).

5.3 Caracterizacao probiotica das leveduras
5.3.1 Tolerancia as condigoes do trato gastrointestinal

De acordo com a capacidade de suporte ao pH acido (2,0), que ¢ prevalente na por¢ao
gastrica do TGI (estobmago) e sob a temperatura de 37°C, 85 cepas de leveduras foram
avaliadas. Todos os isolados testados responderam de forma positiva a esta condigdo. Assim,
foram eleitas para os proximos ensaios: Yarrowia lipolytica (50), Kodamaea ohmeri (13),
Kluyveromyces lactis (13), Trichosporon japonicum (1), Meyerozyma guilliermondii (1),
Candida mesentérica (1), Candida infanticola (3), Candida catenulata (2) e Candida
intermédia (1). A resisténcia as condi¢des de acidez ja era prevista, uma vez que os isolados
estudados nesta pesquisa foram extraidos de um produto que, naturalmente, possui baixo pH e
que sofre acao da producdo de acido latico.

Além da acidez géstrica, fez-se relevante avaliar a tolerancia aos sais presentes na bile,



732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742

743
744
745
746
747

748
749
750
751
752

753
754
755

756
757
758
759

40

isto porque, sdo compostos com atividade antimicrobiana liberadas no intestino delgado apos
o consumo alimentar. Os probiodticos conseguem atingir o colon de forma integra somente se
suportarem acao dos sais biliares. Neste estudo, das 85 cepas expostas ao teste, 16 ndo foram
resistentes, sendo elas 15 de amostras de rala e uma de amostra de pingo, ambas do produtor
1 e representadas pelas espécies de Yarrowia lipolytica e Kluyveromyces lactis. As demais
foram selecionadas para continuarem nas avaliagdes, pois apresentaram a contagem de células
vidveis ap6s o periodo de incubagdo com exposicao a bile desidratada.

O trabalho de Bove et al. (2013) analisou o tempo de colonizagdo de microrganismos
no TGI e revelou que o indice de sobrevida pode alterar-se em decorréncia de condicdes tais
como cepa microbiana, a presen¢a de alimento, bem como a capacidade de tolerancia as

circunstancias fisico-quimicas impostas pelo TGI.

5.3.2 Habilidade de autoagregacdo e hidrofobicidade

Um total de 69 isolados tolerantes as condi¢des de baixo pH e bile foram avaliados
quanto a habilidade de autoagregagdo. Destes, 55 cepas foram selecionadas para o teste de
hidrofobicidade, conforme resultados exibidos nas tabelas 2 ¢ 3. De acordo com os trabalhos
de Kechagia et al. (2013) e Garcia-Cayuela et al. (2014), essas técnicas avaliam a minuciosa

habilidade dos microrganismos probioticos de se fixarem a células da mucosa intestinal.

A sele¢do dos microrganismos no ensaio de autoagrega¢ao ocorreu através da triagem
percentual, descartando as cepas com capacidade de autoagregagdo abaixo de 30%. No teste,
os valores oscilaram entre 16,5% a 88,5%. A menor porcentagem ocorreu para o isolado
Kodamaea ohmeri QS 2.2 e a maior porcentagem foi conferida ao isolado Candida catenulata

QS 1.2 (Tabela 5).

Dessa forma, um total de 14 isolados, sendo onze do pingo e trés da rala, pertencentes
as espécies Candida infanticola (2), Kluyveromyces lactis (6), Yarrowia lipolytica (5) e

Kodamaea ohmeri (1) em amostras dos dois produtores, foram eliminadas.

Foram entdo selecionadas para teste de hidrofobicidade cepas pertencentes as
espécieYarrowia lipolytica (32), Kluyveromyces lactis (4), Kodamaea ohmeri (12), Candida
infanticola (1), Candida intermedia (1), Candida mesentérica (1) Candida catenulata (2),

Trichosporon japonicum (1), Meyerozyma guilliermondii (1).



Tabela 2 - Porcentagem, em ordem crescente, de autoagregacao obtida para as leveduras

isoladas dos diferentes fementos endogenos.

Cepas de leveduras Autoagregacio Cepas de leveduras Autoagregacio
(%) (%)
K. ohmeri— QS 2.2 16,5 K. ohmeri— QS 2.5 48,4
Y. lipolytica— QI 9.1 18,5 Y. lipolytica— QI 12 48,5
Y. lipolytica — QI 9.8 20,3 Y. lipolytica — QI 3.9 49,8
K. lactis — OS 4.3 23,6 K. ohmeri — QS 2.4 50,0
C. infanticola — 20S 5.4 24,4 Y. lipolytica — QI 5.2 53,7
Y. lipolytica — QI 9.3 24,6 Y. lipolytica — QI 4.4 54,5
K.lactis — 0S8 3.10 24,9 K. ohmeri— 301 2.2 55.4
Y. lipolytica— QS 5.2 25,2 Y. lipolytica — QI 5.1 56,2
C. infanticola — 20S 5.3 26,6 Y. lipolytica — QI 3.5 57,1
K. lactis — OS 3.5 27,3 K. ohmeri —20S 10.8 58,1
K. lactis — 0§ 6.2 27,6 Y. lipolytica — QI 9.6 58,6
K. lactis— 0S 4.1 28,1 Y. lipolytica — QI 3.8 58,9
K. lactis — 0S 3.9 29,3 Y. lipolytica— QI 1.3 59,6
Y. lipolytica — QS 3.1 29,5 Y. lipolytica— QI 1.2 60,6
K. lactis — 0S 3.7 31,1 Y. lipolytica — QI 9.7 61,8
Y. lipolytica— QI 1.1 31,5 Y. lipolytica — QI 6.4 63,3
Y.lipolytica — QI 6.5 31,5 K. ohmeri—30S 5.6 63,9
Y. lipolytica— QI 7.3 31,5 Y. lipolytica — QI 3.6 64,3
T. japonicum — QI 10 32,4 Y. lipolytica — QI 3.7 65,7
M. guilliermondii — QI 8.1 35,0 K. ohmeri—30QI 5.1 67,2
K. lactis — 0S 6.1 35,1 Y. lipolytica — QI 9.4 67,2
Y. lipolytica — QI 4.2 35,8 K. ohmeri — Q0S 2.1 67,6
Y. lipolytica — QI7.4 36,9 C. intermédia — 2Q1 1.4 69,1
K. lactis — 0S3.4 37,1 K. ohemri—20S 7.2 69,4
Y. lipolytica— QI 7.1 37,8 C. catenulata—2QI10.5 70,2
Y. lipolytica — QI 2.10 39,1 Y. lipolytica — QI 9.9 71,3
K. lactis — QI 8.2 40,0 K. ohmeri—20S 3.6 71,9
C. infanticola — 20S 5.1 40,0 Y. lipolytica— OS 2.3 72,2

Y. lipolytica — QI 6.2 40,4 Y. lipolytica — QI 3.1 72,3
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Y. lipolytica— QI 11 42,6 K. ohmeri—2QI 10.6 72,3
Y. lipolytica— QI 2.1 44,4 K. ohmeri—2QI 2.2 73,7
C. mesentérica— 301 5.6 46,2 Y. lipolytica — QI 6.6 76,7
Y. lipolytica — QS 3.2 46,3 Y. lipolytica — QI 6.1 77,0
Y. lipolytica — QI 4.1 46,5 C. catenulata— QS 1.2 88,5
K. ohmeri — 208 4.2 47,3

Codigos de leveduras com iniciais QS sdo referentes aos isolados de pingo, enquanto iniciais QI

remetem aos isolados da rala.

Quanto ao teste de hidrofobicidade, a exclusdo ocorreu para amostras com resultados
percentuais abaixo de 90%. A variabilidade de valores estabeleceu-se entre 35,3% para a
espécie de Trichosporon japonicum QI 10 e 96,1% para Yarrowia lipolytica QI 3.5 (Tabela
6).

Sobre as outras espécies de leveduras inclusas nesse ensaio, 43 cepas ndo foram
aprovadas. Dessas, houve 31 isolados de pingo e 12 da rala, constituidos pelas espécies de
Yarrowia lipolytica (23), Kodamaea ohmeri (9), Candida catenulata (1), Kluyveromyces
lactis (4), Candida mesentérica (1), Candida intermédia (1), Meyerozyma guilliermondii (1),
Trichosporon japonicum (1) e Candida infanticola (1) em amostras de ambos os produtores.

Ademais, um total de 12 cepas, constituidas pelas espécies de Yarrowia lipolytica (8) e
Kodamaea ohmeri (4) foram definidas a atuarem nos testes finais propostos nesse estudo,

sendo eles: antibiograma, co-agregacdo com patdgenos e antagonismo contra patdogenos.
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Tabela 3 - Porcentagem, em ordem crescente, de hidrofobicidade obtida para as cepas dos

diferentes fermentos endogenos.

Cepas de leveduras Hidrofobicidade Cepas de leveduras Hidrofobicidade

(Y0) (o)
T. japonicum — QI 10 35,3 Y. lipolytica — QI 7.4 80,4
K. lactis — QI 8.2 41,8 Y. lipolytica — QI 6.6 80,8
C. catenulata — OS 1.2 42,0 Y.lipolytica— QI 7.1 81,0
M. guilliermondii — QI 8.1 43,6 K. ohmeri—20S 3.6 81,3
C. intermédia — 2QI 1.4 44,7 K. ohmeri—2QI 2.2 81,7
K. lactis— QS 3.7 45,5 K. ohmeri— 0S 2.1 82,7
Y. lipolytica — QI 11 48,9 Y. lipolytica— QI 1.1 83,7
Y. lipolytica — QI 3.1 55,4 K. ohmeri—3QI 5.1 84,4
K. lactis — QS 3.4 60,1 C. catenulata — 2QI 0.5 84,6
Y. lipolytica — QI 4.2 66,3 Y. lipolytica — QI 7.3 85,1
Y. lipolytica — QI 3.6 66,3 Y. lipolytica — QI 2.1 87,2
Y. lipolytica — QI 3.9 66,6 Y. lipolytica — QI 5.2 87,3
Y. lipolytica — QI 5.1 67,3 Y. lipolytica — OS 2.3 89,0
C. infanticola — 2QS 5.1 68,1 K. ohmeri—2QI 10.6 89,3
Y. lipolytica — QI 4.4 70,9 Y. lipolytica — QI 3.8 89,8
K lactis— QS 6.1 71,6 K. ohmeri— QS 2.5 90,6
Y. lipolytica — QI 6.1 72,5 K. ohmeri—20S 10.8 90,6
Y. lipolytica — QI 2.10 73,5 Y. lipolytica — QI 1.2 91,9
K. ohmeri— QS 2.4 74,0 Y. lipolytica — QI 6.5 93,1
Y. lipolytica — QI 4.1 74,1 Y. lipolytica — QI 9.7 93,2
Y. lipolytica — QS 3.2 76,8 K. ohmeri—20S 4.2 93,3
K. ohmeri—20S 7.2 76,9 Y. lipolytica — QI 9.4 93,4
Y. lipolytica — QI 9.9 77,5 Y. lipolytica — QI 6.4 93,4
K. ohmeri—30S 5.6 79,6 Y. lipolytica — QI 6.2 93,7
C. mesentérica —3QI 5.6 79,6 Y. lipolytica — QI 3.7 93,7
Y. lipolytica — QI 12 79,9 Y. lipolytica— QI 1.3 94,7
Y. lipolytica — QI 9.6 80,2 Y. lipolytica — QI 3.5 96,1
K. ohmeri—3QI 2.2 80,2

Codigos de leveduras com iniciais QS séo referentes aos isolados de pingo, enquanto iniciais QI remetem aos

isolados da rala.
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5.3.3 Antibiograma

Para o teste de antibiograma, exame capaz de avaliar o perfil de sensibilidade e
resisténcia de bactérias e fungos frente aos antibidticos foi utilizada a técnica de disco-
difusdo. Este ¢ o método mais empregado para a avaliacdo da sensibilidade e/ou resisténcia a
antimicrobianos. O trabalho realizado por Nijs et al. (2003) aponta vantagens em utiliza-lo,
como: a variabilidade de antibidticos que podem ser avaliados, ser um método
financeiramente econdmico, consistir em um procedimento facil de ser executado, além de

permitir que varios microrganismos sejam aferidos ao mesmo tempo.

Na tabela 7 € possivel interpretar os resultados obtidos no teste de antibiograma, em
que, um total de 6 espécies de leveduras demonstraram ser sensiveis a todos antimicrobianos,
sendo elas Kodamaea ohmeri Ql, 2.5, Yarrowia lipolytica QI 9.7, Yarrowia lipolytica QI 3.5,
Yarrowia lipolytica Q1 9.4, Yarrowia lipolytica Ql 1.3 e Yarrowia lipolytica QI 6.2. Duas
cepas (Yarrowia lipolytica Ql 6.5 e Yarrowia lipolytica QI 6.4) foram sensiveis apenas a
alguns antibioticos avaliados (Tabela 4). Por fim, quatro cepas (Kodamaea ohmeri 2QS 4.2,
Kodamaea ohmeri 2QS 10.8, Yarrowia lipolytica QI 3.7 e Yarrowia lipolytica QI 1.2) foram

resistentes a todos antibidticos testados.

Quanto aos mecanismos de a¢do dos antibidticos utilizados, de acordo com dados da
Anvisa (2007), os antimicrobianos netilmicina e nitrofurantoina atuam como bactericidas
através da ligacdo ribossOmica, inibicdo da sintese proteica e adesdo a superficie celular. O
norfloxacino e o acido pipemidico, por sua vez, inibem a sintese de DNA bacteriano, ja o
sulfazotrim bloqueia o metabolismo do acido folico e a cefazolina impede a sintese da parede
celular microbiana. Esses antimicrobianos foram eleitos para o experimento, por possuirem
alvos de acdo distinstos no organismo. Dessa forma, foi possivel avaliar as possiveis

interagdes desses microrganismos com as leveduras do estudo.

Embora ndo fosse esperado a sensibilidade de algumas cepas de leveduras aos
antibiodticos foi importante avaliar as reagdo das diferentes cepas perante o contato com os
antimicrobianos. Mas, ainda assim estudos mais profundos precisam ser realizados para que

seja possivel elucidar melhor essas interacdes.

O diametro dos halos de sensibilidade antimicrobiana para leveduras, ndo sao
referenciados pela literatura. Embasamentos cientificos demostram valores padrdes para as

espécies de bactérias
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Tabela 4- Diametro (em milimetros) dos halos obtidos pelas cepas de leveduras sensiveis aos

antibioticos.
Cepas de leveduras NET NOR SFT NT CZ PP
(30mg) (10mg) (25mg) (300mg) (30mg) (20mg)
K. ohmeri- QS 2.5 25 (S) 29 (S) 24 (S) 21 (S) 21 (S) 10 (S)
Y. lipolytica — QI 6.5 28 (S) 29 (S) 26 (S) -(R) -(R) 16 (S)
K. ohmeri—20S 4.2 -(R) -(R) -(R) -(R) -(R) -(R)
Y. lipolytica — QI 9.7 19 (S) 18 (S) 17 (S) 17 (S) 27 (S) 9(S)
K. ohmeri—20S 10.8 -(R) -(R) -(R) -(R) -(R) -(R)
Y. lipolytica — QI 3.5 24 (S) 28 (S) 26 (S) 18 (S) 20 (S) 10 (S)
Y. lipolytica — QI 3.7 -(R) -(R) -(R) -(R) -(R) -(R)
Y. lipolytica — QI 1.2 -(R) -(R) -(R) -(R) -(R) -(R)
Y. lipolytica — QI 9.4 28 (S) 26 (S) 25 (S) 18 (S) 27 (S) 11(S)
Y. lipolytica — QI 6.4 -(R) -(R) -(R) -(R) -(R) 16 (S)
Y. lipolytica — QI 1.3 27 (S) 26 (S) 24 (S) 24 (S) 28 (S) 9(S)
Y. lipolytica — QI 6.2 27 (S) 27 (S) 17 (S) 24 (S) 21 (S) 16 (S)

NET — Netilmicina; NOR — Norfloxacino; SFT — Sulfazotrin; NT — Nitrofurantoina; CZ — Cefazolina; PP:
Acido pipemidico. (R): Isolados resistentes aos antibiéticos e (S): Isolados sensiveis aos antibidticos. -:

sem presenca de halo.

5.3.4 Co-agregacdo e antagonismo com patogenos

A co-agregagao de isolados das leveduras com bactérias patogénicas das espécies
Salmonella sp., Listeria monocytogeneses € Escherichia coli foi avaliada para os 12 isolados
previamente selecionados. Esse ensaio ¢ um método alternativo em que se pretende avaliar a
capacidade dos microrganismos probioticos em impedir, por meio de mecanismos de agdo, a

fixagdo de patdogenos na microbiota intestinal.

Com relagao ao estudo, de forma global, as leveduras obtiveram comportamentos
positivos frente as interagcdes com os patogenos (Tabela 8). Os isolados de Yarrowia lipolytica
QI 9.4 e Yarrowia lipolytica QI 1.3, destacaram-se por apresentarem (>85%) de capacidade
em co-agregar com todos patdogenos avaliados nesse trabalho. As uUnicas cepas que nao
apresentaram capacidade de co-agregacao com o patdgeno bacteriano Salmonella sp. foram os

isolados Kodamaea ohmeri QS 2.5 ¢ Kodamaea ohmeri 2QS 10.8.

Segundo o estudo de Boris et al. (1998), resultados como estes provocam um fator de

impacto positivo, visto que, a possibilidade de leveduras co-agregarem com patdégenos
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815  favorecem sua inibi¢do e reduzem a prevaléncia no TGL

Tabela 5- Resultados obtidos no ensaio de co-agregagdo com patdgenos para as cepas obtidas

dos diferentes fermentos endogenos.

Cepas de leveduras Salmonella sp. Listeria  monocytogeneses  Escherichia coli
(%) (%) (o)

K. ohmeri- QS 2.5 - + +
Y. lipolytica — QI 6.5 + ++ 4+
K. ohmeri—20S§ 4.2 + + +
Y. lipolytica — QI 9.7 ++ + 4+
K. ohmeri—20S 10.8 - + +
Y. lipolytica — QI 3.5 + + 4+
Y. lipolytica — QI 3.7 + + T
Y. lipolytica — QI 1.2 + + T
Y. lipolytica — QI 9.4 ++ ++ T+
Y. lipolytica — QI 6.4 ++ + +
Y. lipolytica — QI 1.3 ++ ++ ++
Y. lipolytica — QI 6.2 ++ + ++

Codigos de leveduras com iniciais QS sdo referentes aos isolados de pingo, enquanto iniciais QI remetem
aos isolados da rala. : indice de co-agregacdo abaixo de 30%; +: indice entre 30 ¢ 60%;++: valores

percentuais acima de 60%

816 Nenhuma levedura apresentou atividade antagénica contra os patdogenos Salmonella
817  sp., Listeria monocytogeneses e Escherichia coli avaliados no presente estudo. Embora nao
818  haja atividade antagonica demonstrada pelos trés métodos avaliados in vitro, as leveduras
819  apresentaram capacidade de co-agregacdo com estes patdogenos, o que auxilia também no

820  controle destes microrganismos.
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6 CONCLUSAO

A principio, 85 cepas de leveduras foram identificadas, sendo 58 obtidas da rala e 27
do pingo, de dois produtores distintos. Foram identificadas as espécies Yarrowia lipolytica,
Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Candida infanticola, Candida mesentéerica,
Candida catenulata, Candida intermédia, Trichosporon japonicum e Meyerozyma
guilliermondii. O fermento endoégeno rala demonstrou maior variabilidade de espécies de
leveduras e também maior nimero de isolados (58) quando comparado com o pingo (27). Nos
experimentos realizados para avaliar a atividade enzimatica, pode-se perceber que as
leveduras das espécies de Yarrowia lipolytica e Trichosporon japonicum apresentaram maior
atividade lipolitica, enquanto as espécies de Yarrowia lipolytica, Kodamea ohmeri e
Kluyveromyces lactis apresentaram atividade proteolitica, importante propriedade tecnolégica,
que podem interferir nas caracteristicas organolépticas do queijo.

Os ensaios de tolerancia as condi¢cdes do TGI, autoagregacao, hidrofobicidade, co-
agregacao com patdgenos e resisténcia a antibidticos sugerem que algumas cepas das espécies
de Yarrowia lipolytica (Ql 9.4 e QI 1.3) e Kodamaea ohmeri (2QS 10.8 e 2QS 4.2) podem
desempenhar funcgdes probidticas. Dentre as quatro cepas com melhores desempenhos
probidticos, somente um isolado de Y. lipolytica (QI 1.3) apresentou atividade enzimatica.
Isso pode ocorrer, porque as cepas apresentam caracteristicas individuais mesmo sendo da
mesma espécie e, para o desenvolvimento de culturas inciadoras com propriedades
tecnologicas e probioticas desejaveis, a mistura dos isolados pode ser indicado. Mas, ainda
assim, estudos sdo necessarios para elucidar o comportamento destas cepas em queijos.

Embora haja relatos sobre a presenca e identificacdo de leveduras em QMA e pingo,
ndo ha relatos sobre isso para o fermento endogeno rala. Assim como ha poucos dados sobre
avaliacdo probidtica de leveduras destes fermentos obtidos de QMA do Serro-MG. Os
resultados obtidos agregam conhecimentos que auxiliam na caracterizagdo funcional e
microbioldgica do QMA, bem como sugerem o uso de cepas de leveduras que podem ter

potencial probiodtico.
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